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TITRE

Influence de la fermentation intestinale sur le risque d’accident de

désaturation

RESUME

L’accident de désaturation (ADD) est un accident de plongée lié a la charge en gaz diluants
pendant la plongée, et a la formation de bulles dans I’organisme au cours de la
décompression. I est susceptible d’engendrer des séquelles neurologiques. Au cours de
plongées utilisant I’hydrogéne comme gaz diluant, la diminution de la charge tissulaire en
hydrogene par I’inoculation au niveau de ’intestin de bactéries métabolisant ce gaz réduit le
risque d’ADD.

L’objectif de ce travail était d’évaluer si inversement : 1) la fermentation intestinale lors de la
plongée peut favoriser la survenue d’un ADD, par I’intermédiaire de la production
d’hydrogene endogene ; 2) la stimulation chronique de la fermentation avant plongée majore
le risque d’ADD.

Nos résultats sont en faveur d’un effet dual de la fermentation intestinale sur la
décompression. Dé€létere a court terme lors de la plongée, la fermentation intestinale
prolongée pourrait €tre favorable en dehors de la plongée en prévenant la survenue et la
sévérité d’'un ADD. L’hydrogene, molécule aux propriétés antioxydantes, et le butyrate, un
acide gras a chaine courte, sont en effet deux produits de la fermentation des hydrates de
carbone qui ont des vertus neuroprotectrices.

La prévention des accidents de désaturation pourrait passer par une exclusion des plongeurs
présentant une fermentation importante le jour de la plongée, une élimination des gaz produits
au niveau de I’intestin ou une modification de 1’alimentation dans les 24 heures précédant une
plongée. En revanche, tous les facteurs susceptibles de modifier le microbiote intestinal et
d’augmenter la fermentation, en dehors de la plongée, pourraient étre testés en prévention de
I’ADD. En outre, I’hydrogene et le butyrate pourraient jouer un role bénéfique dans le cadre

du traitement de I’ADD.

MOTS-CLES : accident de désaturation, microbiote intestinal, fermentation, transit

intestinal, hydrogene, butyrate.



TITLE

Influence of gut fermentation on the risk of decompression sickness

ABSTRACT

Decompression sickness (DCS) is a diving accident related to the dissolution of diluent gas in
blood and tissues during a dive, followed by bubble formation in the body during
decompression. It can lead to neurological damage. In dives using hydrogen as the diluent
gas, the concentration of hydrogen in the tissues can be reduced by the presence in the gut of
bacteria capable of metabolising this gas and this reduces the risk of DCS.

The aim of this work was conversely to check if: 1) fermentation in the gut at the time of
diving could exacerbate DCS as a result of endogenous hydrogen generation; 2) long-term
stimulation of fermentation before diving raises the risk of DCS.

Our findings point to a two-edged effect of intestinal fermentation on decompression:
although deleterious in the short term, i.e. at the time of diving, longer-term intestinal
fermentation between dives might have a positive effect by preventing the occurrence of DCS
and limiting its severity. Indeed, hydrogen which has antioxidant properties and butyrate, a
short-chain fatty acid, are both by-products of the fermentation of carbohydrate and both have
neuroprotective activity.

DCS prevention could be promoted by excluding divers exhibiting strong fermentation on the
day of a dive, by the elimination of gases being produced in gut or by modification of diet in
the 24 hours before a dive. On the other hand, any factor that might affect the gut microbiota
and stimulate fermentation between dives could be tested to investigate its potential in
protecting against DCS. Furthermore, hydrogen and butyrate could play a positive role when

it comes to treating DCS.

KEY WORDS: decompression sickness, gut microbiota, fermentation, gut transit,

hydrogen, butyrate.
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LES UNITES DE PRESSION

Le Newton / m* ou Pascal (Pa) est la seule unité internationale de pression

Le bar est une mesure de pression relative par rapport a la pression atmosphérique prise
comme référence

1 bar correspond a 105 Pascal et a 0,987 ATA

L’atmospheére absolue (ATA) correspond a la pression a laquelle est soumis un organisme
vivant (pression relative) additionnée a la pression atmosphérique rencontrée au niveau de la
mer qui est de 1 ATA (ou 1,013 bar et 1,013.105 Pa)

Le millimeétre de mercure ou Torr, souvent utilis€é en physiologie pour les pressions
partielles de gaz dissous, n’est généralement pas employé en hyperbarie

1 Torr correspond a 1,316.1 07 ATA

1 ATA correspond a 760 Torr

Le metre d’eau de mer, meter of sea water (msw ) et le foot of sea water (fsw) sont souvent
utilisés pour mettre en évidence la profondeur a laquelle s’opere la plongée ;

L’altitude est également souvent renseignée en feet ou metres

1 msw correspond a 0,099 ATA

1 fsw correspond a 0,030 ATA

Le pound/square inch (Psi) reste également utilisé par les anglo-saxons

1 Psi correspond a 0,068 ATA

1 fsw correspond a 2.25 Psi

Le kg / cm’” n’est plus utilisé que par les journalistes pour rendre perceptibles les problémes
d’hyperbarie

1 kg/ cm? correspond a 0,9681 ATA

On admet dans un but de simplication, avec une erreur de 0.5% que :

1 bar correspond a 1 ATA, 10 m d’eau de mer, 30 pieds d’eau de mer et 105 Pa, a 10 m de
profondeur, il y a 2 ATA.
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par les cellules entéro-endocrines ; stimuler les cellules immunitaires intestinales et la
production de cytokines ; stimuler des neurones du systeme nerveux entérique et de la

composante parasympathique du systeme nerveux autonome. (d’apres Rabot 2015)
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ACRONYMES

ADD : accident de désaturation

AGCC : acide gras a chaine courte
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H,0, : peroxyde d’hydrogene

MMPO : matrix metalloproteinase-9
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O, : anion superoxyde

OH': radical hydroxyle

ONOQ ' : anion peroxynitrite

RE : réticulum endoplasmique

ROS : espece réactive de I’oxygene

TNFa : facteur de nécrose tumorale o
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INTRODUCTION

La plongée sous-marine est une activité a risque qui peut conduire, durant la décompression, a
la production de bulles a partir de la quantité de gaz diluants accumulée sous forme dissoute,
au cours de la plongée, dans les tissus périphériques. Quand les bulles sont formées en
quantité excessive dans le sang et les tissus, des symptomes et des signes d’accident de
désaturation (ADD) peuvent survenir (Bert 1978). On admet habituellement que les bulles de
gaz se développent a partir de noyaux gazeux (nano ou microbulles) attachés a la paroi des
vaisseaux sanguins (Arieli et coll. 2002, Blatteau et coll. 2006), et que I’abondance des bulles
veineuses est corrélée au risque de survenue d’un ADD (Sawatzky 1991, Nishi et coll. 2003).
La présence de ces bulles engendre une activation endothéliale accompagnée de phénomenes
prothrombotiques et immuno-inflammatoires (Laborit et coll. 1961). 11 a ainsi ét€ observé une
activation des leucocytes et des plaquettes sanguines, accompagnée d’une augmentation des
sécrétions de substances vasoactives et d’adhésion cellulaire (Laborit et coll. 1961, Francis &
Mitchell 2003). Ces phénomenes pro-thrombotiques sont susceptibles d’entrainer une
ischémie focale médullaire et cérébrale, elle-méme, a 1’origine des symptomes neurologiques
de ’'ADD (DeGirolami & Zivin 1982). Les 1€sions neurologiques avec atteinte de la moelle
épiniere et du cerveau sont a I’origine des symptomes les plus graves et les plus fréquemment
rencontrés dans I’ADD (Francis & Mitchell 2003). Malgré le traitement de référence par
oxygénothérapie hyperbare, 20 a 30% des patients gardent des séquelles au décours de la prise
en charge d’un ADD neurologique (Blatteau et coll. 2010). L’identification et le controle de
nouveaux facteurs favorisant les accidents de désaturation est donc un enjeu majeur.

Des auteurs ont mis en évidence que le tube digestif pouvait avoir une influence sur la
survenue d’accidents de désaturation par I’intermédiaire du microbiote intestinal (Kayar et
coll. 1998, Kayar et coll. 2001, Kayar 2009). Ces auteurs ont placé dans le cdlon de porcs des
bactéries (les achae Methanobrevibacter smithii) métabolisant ’hydrogene. Le métabolisme
des M. smithii convertit I’H; et le CO, en méthane et en eau. L’objectif était d’éliminer une
partie de I’hydrogene accumulé dans I’organisme durant 1’exposition hyperbare, au cours de
plongées utilisant I’hydrogéne comme gaz diluant de 1’0O,. Les auteurs ont démontré que
I’élimination d’environ 5 a 10% de la charge corporelle en H, réduisait le risque d’ADD
d’environ 50%. Par ailleurs, le risque d’ADD diminuait avec 1'augmentation de l'activité des
microbes injectés (p <0,05) (Kayar et coll. 2001). Ainsi, I’élimination tissulaire de gaz diluant

par le métabolisme microbien était inversement relié au risque d’ADD de fagon dose
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dépendante (Fahlman et coll. 2001). En outre, des auteurs ont émis I’hypothése que le
métabolisme de 1’hydrogene par le microbiote intestinal naturel des porcs pourrait protéger de
I’ ADD suite a une plongée simulée a I’hydrogene (Kayar & Fahlman 2001).

Inversement, on sait que les sucres non digérés sont a l'origine d’une fermentation
bactérienne dans I’intestin avec production d’hydrogene (Piche & Dainese 2011). Comme une
partie de ’hydrogene formé diffuse a travers la barriere intestinale dans tout 1’organisme,
nous pensons que cet hydrogene endogene pourrait favoriser I’ADD. En effet, il pourrait
contribuer a augmenter directement la charge en gaz diluant au cours de 1’exposition
hyperbare, et s’éliminer sous forme de bulles pendant la phase de décompression. Avant la
plongée, il pourrait également participer a la croissance initiale des noyaux gazeux par
diffusion, et amplifier la formation de bulles au cours de la décompression (Arieli et coll.
2002, Blatteau et coll. 2006). Cependant, les régimes riches en fibres présentent par ailleurs
de nombreux avantages pour la santé comme en témoigne la réduction du risque de diabete de
type 2, de cancer du codlon, d'obésité, d’accident vasculaire cérébral et de maladies
cardiovasculaires, ce qui en fait une alimentation saine largement recommandée. La plupart
des effets rapportés sont associés au microbiome et sa capacité a produire des acides gras a
chaine courte, comme le butyrate (Bourassa et coll. 2016). Un microbiote intestinal diversifié
est crucial pour la prévention des maladies comme le démontrent des études sur le
microbiome (a savoir, les analyses des séquences métagénomiques) et la perturbation de
I’homéostasie énergétique observée chez des souris axéniques (Sudo et coll. 2004). Bien que
la facon dont le microbiote intestinal affecte positivement ou négativement le cerveau ne soit
pas encore claire, plusieurs mécanismes sont susceptibles d'étre impliqués. En particulier, les
bactéries intestinales ont une prodigieuse capacité métabolique, et certains métabolites dérivés
des microbes entrent dans la circulation et peuvent traverser la barriere hémato-encéphalique,
comme le butyrate.

Le premier objectif de cette these est de vérifier si la fermentation intestinale lors de la
plongée peut favoriser la survenue d’un ADD. Le deuxieme objectif est d’évaluer I’impact
d’une stimulation chronique de la fermentation avant plongée sur le risque d’ADD. L’intérét
principal de ce travail est de suggérer de nouvelles approches de prévention de I’ADD, en lien
avec une modulation de la fermentation intestinale.

La premiere partie est consacrée a des rappels concernant I’ADD (formes cliniques, facteurs
favorisants, physiopathologie) et le microbiote intestinal (fermentation bactérienne intestinale,

origine et tolérance des gaz intestinaux, facteurs de controle du microbiote intestinal).
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La deuxieme partie décrie plus particulierement le protocole de plongées expérimentales des
rats, les moyens d’exploration de la fermentation intestinale et d’évaluation neurologique
aussi bien chez ’homme que chez le rat.

La troisieéme partie est dédiée a I’exposé des résultats de nos études portant sur I’évaluation (i)
de la fermentation intestinale lors de la plongée chez I’homme en cas de survenue d’un ADD ;
(i1) de I'effet de la stimulation de la fermentation intestinale, par ingestion de mannitol avant
plongée, sur la survenue d’un ADD chez des rats a jeun; (iii) de ’effet de la stimulation
chronique de la fermentation par 1’accélération du transit intestinal, dans le cadre particulier
d’une ingestion prolongée de polyéthylene glycol pendant une semaine avant plongée, sur la
survenue d’un ADD chez le rat.

En conclusion, nous discutons de I’effet dual de la fermentation intestinale sur la
décompression. Enfin, nous évoquons des pistes a explorer pour limiter les accidents de

désaturation.
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Ces accidents articulaires (« bends ») siegent le plus souvent au niveau d’une grosse
articulation d’'un membre soumis au travail. Il s’agit d’une douleur d’installation progressive,
croissante, articulaire ou para-articulaire, a type de broiement, non calmée par les antalgiques.
Elle peut étre suffisamment intense pour induire une impotence fonctionnelle. L’examen
clinique est pauvre, la douleur a la mobilisation passive est inconstante. Il n’y a pas de

parallélisme anatomoclinique.

1.6 Malaise général

Il s’agit d’une asthénie intense au décours immédiat de la plongée, sans commune mesure

avec les efforts fournis. Elle est parfois accompagnée de céphalées et dure plusieurs heures.

1.7 Accidents respiratoires

Ils se caractérisent par une dyspnée, une géne respiratoire avec oppression thoracique, une
toux paroxystique. Des crachats saumonés dénoncent un stade évolué avec cedeme
pulmonaire. Ces accidents posent le probleme du diagnostic différentiel des barotraumatismes

pulmonaires et des cedemes pulmonaires en plongée.

2 Facteurs favorisants d’accidents de désaturation (de Maistre 2004)

Beaucoup de facteurs supposés accroitre la formation de bulles ou prédisposer les tissus a des
accidents bullaires ont été avancés. Malheureusement, la quantité et la qualité des données sur
le sujet sont pauvres la plupart du temps. La principale raison en est que, jusqu’a il y a peu de
temps, la collecte de renseignements sur la population de plongeurs et leurs accidents a été
aléatoire. Par ailleurs le risque d’ADD est faible (de 1’ordre de 1/10 000 plongées), si bien
qu’a moins qu’un facteur ne joue un rdle extraordinaire, il est quasiment impossible de

démontrer une association statistiquement significative.

2.1 La plongée

Le temps de plongée, la profondeur et le mode de remontée sont les facteurs de risque les plus
couramment modélisés et activement controlés.

2.1.1 Les plongées répétitives

Les plongées répétitives ou les ascensions multiples vers la surface lors d’une plongée unique
sont considérées accroitre le risque d’ADD (Vann et coll. 1989). En marge de 1’accumulation

de gaz diluant dans les tissus, le fondement d’un risque accru est la formation de bulles apres
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la premiere remontée vers la surface. Lors d’une nouvelle plongée, ces bulles peuvent affecter
la cinétique des gaz diluants (Hills 1977), se comporter comme des germes pour des bulles
plus importantes. En outre, on a démontré in vivo que les bulles veineuses retenues dans les
capillaires pulmonaires apres la plongée peuvent se redistribuer dans la circulation artérielle
lors d’une nouvelle compression (Butler & Hills 1983). Toutefois le risque d’ADD demeure

inconnu.

2.1.2 La plongée a « profil inversé »

La pratique de plusieurs plongées de plus en plus profondes, couramment décrite comme
plongée a « profil inversé », est une forme particulicre de plongée répétitive qui est sensée
augmenter le risque d’ADD. Cependant, les profils inversés ne s’accompagnent pas d’une
formation de bulles veineuses plus importante (Dunford et coll. 1994), et le risque 1ié a la
plongée a profil inversé est probablement faible, en particulier quand les plongés sont
conduites dans la courbe de sécurité (sans paliers de décompression), dans les limites de

profondeur de la plongée loisir (0 a 40 m), et quand le gradient d’inversion de profil n’excede

pas 12 metres (Lang & Lehner 2000).

2.1.3 L’effort en plongée

L’effort sous pression accélere 1’absorption de gaz diluant dans les tissus dont la perfusion est
accrue pendant le travail. Il en résulte un accroissement de la charge de gaz diluant, du
dégazage pour des modeles tissulaires mathématiques (Flook 1997), et donc du risque d’ADD
a la fois chez les animaux et chez ’homme (Van der Aue 1945, 1951, Vann R. D. 1982). Un
temps de décompression plus important est nécessaire (Buhlmann 1975, Schibli 1972). De
maniere intéressante, si on réalise un effort moyen durant la décompression, la perfusion et
I’élimination de gaz diluant est accélérée (Flook 1997), le temps de décompression est réduit
(Vann R. D. 1982), et le nombre de bulles veineuses détecté apres la plongée est plus faible
(Jankowski 1997). Un corollaire est que les postures statiques et, en particulier,
recroquevillées qui diminuent la perfusion durant la décompression peuvent accroitre le risque

d’ADD (Guilliod et coll. 1996).

2.1.4 Le froid

L’exposition au froid est souvent citée comme facteur de risque d’ADD, mais la véritable

relation entre le froid et I’ADD est complexe et dépend du moment de I’exposition au froid.
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Des résultats chez I’homme laissent penser que si le plongeur est froid depuis le début de la
plongée, alors la formation de bulles et le risque d’ADD sont réduits (Dunford & Hayward
1981), probablement parce qu’a la fois la perfusion périphérique et la capture de gaz diluant
sont réduites.

En revanche, on a montré que la réduction de la perfusion périphérique durant la
décompression augmentait la formation de bulles veineuses (Guilliod et coll. 1996, Koteng et
coll. 1996).

L’exposition au froid et I’effort peuvent expliquer le risque accru d’ADD pour les plongées en
pleine eau ou les plongées en chambre humide comparées a des plongées équivalentes au sec

et au repos dans des chambres hyperbares (Weathersby et coll. 1990).

2.2 Apres la plongée
2.2.1 L’effort

On a prouvé que I’effort apres la décompression peut accroitre 1’incidence de I’ADD a la fois
chez les animaux et chez ’homme (Cook 1951, Pollard 1995). Le mécanisme n’est pas
certain mais pourrait reposer sur la génération de zones de faible pression dans les tissus au
travail, favorisant ainsi la formation de bulles par un processus de cavitation. Par ailleurs
I’accumulation de CO, pourrait générer des noyaux gazeux a l’origine des bulles de gaz
diluant. L’effort pourrait permettre la mise en circulation des bulles veineuses stationnaires.
Une autre explication possible est que I’effort, en particulier le levage genou fléchi avec
élévation de la pression intra thoracique, puisse favoriser le passage de bulles au travers d’un

foramen ovale perméable (FOP) latent (Balestra et coll. 1998).

2.2.2 L’ascension en altitude suivant la plongée

Elle favorise la formation et le développement de bulles de gaz diluant, et est un facteur
déclenchant bien connu d’ADD (Laursen et coll. 1999, Gorman et coll. 1988). L’ascension a
une altitude modeste par la route peu de temps apres la plongée a déclenché un ADD chez des
plongeurs loisirs (Yamani et coll. 2000). Cependant, la question la plus ardue est la
prescription d’un délai entre la plongée et le vol dans les avions de ligne, la plupart étant
pressurisés a une altitude équivalente a 2438 metres (Vann et coll. 1995). Des données
humaines restreintes laissent penser qu’un délai de 12 h est suffisant apres une plongée simple
sans palier, et qu’une période plus longue serait requise apres des plongées multiples (Vann et

coll. 1996). Malheureusement, aucune recommandation ne préviendra tous les cas. Des
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accidents de désaturation ont été décrits chez des plongeurs sportifs sans symptomes avant le

vol, et qui ont attendu 48 h avant de prendre 1’avion.

2.2.3 Le froid

N

Broome (1992) a démontré que les plongées étaient plus a risque d’induire un ADD si
I’environnement de surface était froid. Mekjavic & Kakitsuba (1989) ont détecté plus de
bulles veineuses chez les plongeurs exposés au froid apres la plongée que chez les plongeurs
gardés au chaud, peut-&tre en raison de la réduction de la perfusion périphérique et en
conséquence de I’évacuation plus lente du gaz diluant. Cependant, les mémes auteurs ont
observé que les douches chaudes prises par les plongeurs froids apres la plongée conduisaient
a des symptomes d’ADD. Ceci peut s’expliquer par une réduction rapide de la solubilité des
gaz dans les tissus superficiels rapidement réchauffés. Il en résulte que les plongeurs devraient

étre tenus au chaud, mais a une température relativement stable apres la plongée.

2.3 Le plongeur

Des études Doppler ont montré que la formation de bulles veineuses présentait une variabilité
inter individuelle importante, aussi bien chez les animaux que chez les humains (Nishi 1993),
pour des expositions en profondeur et en temps identiques. Un certain nombre de facteurs
favorisants inhérents au plongeur ont été proposés, mais dans la plupart des cas leur
importance ne fait pas I’unanimité. En outre, il est souvent difficile de déterminer si ces
facteurs prédisposent a une formation accrue de bulles ou agissent en élevant la susceptibilité

a ces dernieéres.

2.3.1 Le pourcentage de masse grasse

Etant donné que 1’azote est plus soluble dans les lipides que dans les tissus aqueux, il a été
avancé que le pourcentage de masse grasse influe sur la charge d’azote, la formation de bulles
et le risque d’ADD suivant la décompression. Des études sur des animaux, des travailleurs en
caisson, des aviateurs et des plongeurs (Carturan et coll. 1999, Dembert et coll. 1984)
corroborent cette hypothese. Cependant, d’autres études n’ont pas réussi a montrer un lien
entre le pourcentage de masse grasse (Curley et coll. 1989, Wise 1963) ou I'indice de masse
corporelle (Conkin et coll. 2000) et le risque d’ADD. Quelques données suggerent également
que des parametres biochimiques tels que les taux de cholestérol, de potassium et de calcium

peuvent influencer le dégazage (Jauchem et coll. 1986).
2.3.2 L’age
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On a montré que les plongeurs agés génerent plus de bulles veineuses que de jeunes plongeurs
apres des plongées comparables (Carturan et coll. 1999, Eckenhoff et coll. 1989). Cependant,
I’age n’est pas constamment identifié comme un facteur de risque (Conkin et coll. 2000,
Dembert et coll. 1984, Wise 1963). Une étude sur des tunneliers, controlée pour de nombreux
facteurs, a trouvé que I’age en lui-méme n’était pas un facteur de risque significatif

(Lam & Yau 1989). L’accroissement du risque avec 1’age pourrait étre lié a un déclin

physique général (Dehn & Bruce 1972), une réduction de la capillarité tissulaire, un

pourcentage plus élevé de masse grasse ou une plus grande probabilité d’antécédent d’ ADD.

2.3.3 L’antécédent d’accident de désaturation

Un ADD ancien peut prédisposer a un épisode ultérieur en réduisant la réserve organique ou
par d’autres mécanismes inconnus. Les observations de travailleurs en caisson laissent penser
que c’est un facteur de risque (Lam & Yau 1989) mais il y a peu de données en ce qui
concerne la plongée. En outre, I’existence d’une prédisposition non connue, ou le
comportement a risque répété sont aussi des explications possibles pour des épisodes
récurrents. Dans tous les cas, au moins chez les travailleurs en caisson, un petit pourcentage

de la population est responsable d’une majorité des cas d’ADD (Golding et coll. 1960).

2.3.4 La déshydratation

La déshydratation et ’hémoconcentration avant la plongée peuvent exacerber 1’altération de
la microcirculation quand la formation des bulles survient. Cependant, il n’y a pas de données
cliniques pour soutenir cette affirmation, et les données animales sont discordantes. Broome
et coll. (1995) ont montré que le remplissage volumique intra-vasculaire aigu avant la plongée
chez les porcs ne réduisait pas le risque d’ADD. Cependant, Fahlman & Dromsky (2006) ont
montré que les porcs normalement hydratés avaient un risque moindre d’ADD que ceux
soumis a une restriction par prélevement de fluide et administration de diurétiques. En outre,
Hjelde et coll. (2000) ont montré que la formation de bulles apres la décompression était
inversement proportionnelle a la tension de surface du sérum, et il semble plausible que la

tension de surface du plasma soit élevée chez le plongeur bien hydraté.

2.3.5 Le sexe

Les femmes ont longtemps été considérées comme étant plus a risque de développer un ADD
(Bangasser 1978, Bassett 1973, Dixon et coll. 1988). Ceci était habituellement expliqué par le

fait que les femmes présentent un plus grand pourcentage de masse grasse, ou que les
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menstruations peuvent accroitre le risque (Dunford & Hampson 1992, Krause et coll. 1998,
Lee et coll. 1998, Rudge 1990), en particulier chez les femmes utilisant une contraception
orale (Doyle et coll. 1997).

Cependant, deux rapports récents sur le risque d’ADD en milieu hypobare n’ont pas retrouvé
d’argument pour un risque lié au sexe (Conkin et coll. 2000, Webb et coll. 1999). Il manque

de grandes études bien conduites permettant de conclure.

2.3.6 La condition physique

La mauvaise condition physique est parfois retenue comme facteur de risque d’ADD. On a
détecté moins de bulles apres décompression chez des sujets humains qui avaient entrepris un
programme d’exercice régulier (Powell 1991) ou qui avaient une VO,max élevée (capacité

aérobie maximale) (Carturan et coll. 1999).

3 La fermentation intestinale chez ’homme

(d’apres Bernalier-Donadille 2004)

Le colon de I’homme héberge une communauté bactérienne extrémement dense et diversifiée,
composée en majorité de micro-organismes anaérobies stricts. Les principales sources de
carbone et d’énergie de ce microbiote sont représentées par les glucides et les protéines non
digérés dans la partie supérieure du tractus digestif, ainsi que par les sécrétions endogenes
(mucopolysaccharides, débris cellulaires, enzymes...). Une grande diversité de substrats est
ainsi disponible pour le microbiote colique, la nature et la quantité de ces différentes sources
carbonées variant, pour une large part, en fonction du régime alimentaire. La quantité totale
de glucides fermentescibles varie ainsi de 10 a 60 g par jour, alors que celle des composés
azotés, dont 1 a 2 g proviennent de I’effluent iléal (Macfarlane & Cummings 1991), est
estimée entre 6 et 18 g par jour (Cummings & Macfarlane 1991). Le métabolisme des
glucides est ainsi quantitativement plus important que celui des protéines, en particulier dans
le colon proximal ot la disponibilité en substrats fermentescibles est importante. Les activités
métaboliques du microbiote colique sont tres nombreuses et diversifiées. Les polymeres
complexes sont dégradés par une grande variété d’hydrolases (polysaccharidases,
glycosidases, protéases, peptidases) en fragments plus petits (oses, acides aminés)
assimilables par les bactéries. La fermentation de ces substrats par le microbiote conduit
ensuite a la production de divers métabolites comme les acides gras a chaine courte (AGCC),
les gaz et ’ammoniaque. L’ensemble de ces réactions de fermentation permet aux bactéries

d’obtenir I’énergie nécessaire a leur croissance et au maintien de leurs fonctions cellulaires.
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formée lors du métabolisme des acides aminés, comme des phénols, des acides di-
carboxyliques et des acides gras ramifiés (isobutyrate, 2-méthylbutyrate, isovalérate formés
respectivement a partir de la valine, de 1’isoleucine et de la leucine). Les acides gras ramifiés
constituent des marqueurs de la protéolyse dans le cdlon, puisque ces composés sont
exclusivement formés lors du métabolisme des acides aminés. La concentration de ces
métabolites augmente significativement du cdlon proximal au cdlon distal (Macfarlane &
Cummings 1991). Les composés phénoliques et indoliques sont issus de la dégradation des
acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane et phénylalanine) par certaines especes de
Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium et d’entérobacteries. Ces métabolites sont
absorbés et détoxifi€s par la muqueuse colique, puis excrétés dans les urines. Cependant, une
augmentation de la formation des phénols et des indoles a été trouvée associée a diverses
pathologies chez ’homme, en particulier dans le cas de cancer colique (Macfarlane & Gibson
1994). Enfin, la fermentation de certains acides aminés (valine, alanine, glutamate, leucine)
peut également contribuer a la production d’H, dans I’écosysteme. Les micro-organismes
hydrogénotrophes (méthanogenes, acétogenes ou sulfitoréducteurs) pourraient ainsi
potentiellement influencer le métabolisme des acides aminés par 1’intermédiaire de transferts

interespeces d’Ho.

4 Causes de variabilité de la fermentation intestinale

La fermentation intestinale varie d’un sujet a un autre, et tout au long de la journée (Le
Marchand et coll. 1992). Cette variabilit¢ dépend, d’une part, de la composition de
I’alimentation et de sa répartition sur la journée, et d’autre part, de la composition qualitative

et quantitative du microbiote intestinal.

4.1 Composition de I’alimentation

La relation entre l'alimentation et la production de gaz est complexe et non encore
completement €lucidée. Jusqu’a 20% des hydrates de carbone ingérés au cours d’un repas
normal ne sont pas résorbés (Anderson et coll. 1981). A cela s’ajoutent les oligosaccharides
complexes non résorbables (stachyoses, raffinoses) retrouvés dans certains légumes, en
particulier les légumineuses. Ce qu’on appelle «amidon résistant» est une autre source de
flatulences. Elles résultent d’une impossibilité de scission de I’amidon par I’amylase, du fait
d’un changement de sa configuration physique dii a la congélation (Perman & Montes 1995).

Le fructose et le sorbitol contenus dans les fruits ou rajoutés comme édulcorants dans les
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produits diététiques sont aussi scindés par la fermentation bactérienne, tout comme la pectine
et I’hémicellulose qui font partie des fibres alimentaires (Hanson & Winterfeldt 1985).

L’excrétion d’hydrogeéne par voie respiratoire suit un cycle circadien. On note une baisse tot
dans la matinée, suivie d'une augmentation progressive pendant le reste de la journée (Le
Marchand et coll. 1992), suivant ainsi le rythme des prises alimentaires sur une journée.
L'excrétion persiste souvent en dépit d'une nuit de jeline, habituellement a un niveau faible.
Dans une étude portant sur 221 enfants et 9 adultes en bonne santé, 1’hydrogéne expiré a jeun
était en moyenne de 7,1 +/- 5,0 ppm (moyenne +/- écart-type), excédant 30 ppm dans moins
de 1% des cas (Perman et coll. 1984). Les auteurs ont par ailleurs mis en évidence que les

prises alimentaires de la veille au soir pouvaient influencer la fermentation.

4.2 Pathologies intestinales et fermentation

Un certain nombre de pathologies intestinales peuvent s’accompagner d’une fermentation
accrue soit lors de I'ingestion d’aliments bien particuliers (malabsorptions des glucides) (Di
Stefano et coll. 2003), soit quel que soit le type d’aliment ingéré (syndrome du gréle court,
pullulation microbienne intestinale, syndrome de I’intestin irritable). Ces pathologies peuvent
étre méconnues car pauci symptomatiques, et expliquer des différences de fermentation entre

les individus.

4.2.1 Malabsorption des glucides

Il y adix a 20 ans, le principal représentant des hydrates de carbone qui représentent 40 a 50%
de I’apport calorique quotidien était I’amidon. Or, 1’alimentation occidentale évolue. Les
dernieres décennies ont été marquées par une diminution réguliere de la part de I’amidon dans
les hydrates de carbones alimentaires. En Europe et aux Etats-Unis, plus de 50% des sucres
simples alimentaires proviennent d’additifs sucrés incorporés dans la patisserie industrielle,
les plats cuisinés et les jus de fruits. Le fructose y tient une bonne place en raison de ces
qualités édulcorantes qui I’amene a €tre incorporé largement dans les gateaux, les bonbons,
les jus de fruits ou certaines sauces. La quantité de sorbitol dans 1’alimentation augmente
également car il entre dans la composition des bonbons, des chewing-gums mais également
des produits dits « diététiques sans sucres » qui sont consommés de plus en plus largement.
En dehors de I'intolérance au lactose, un exces de gaz peut découler d’une malabsorption des
glucides comme le fructose et le sorbitol (Ferndndez-Baiiares et coll.1993). Il est possible que
la malabsorption du fructose et du sorbitol soit sous-estimée (Ducrotté 2009). Dans une

population de patients souffrant de symptomes fonctionnels digestifs (dont le ballonnement),
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Rumessen et Gudmand-Hgyer ont montré qu’une malabsorption du fructose diagnostiquée par
test respiratoire s’observait chez un sujet sur deux pour une dose de fructose de 25 g et chez
un sujet sur trois pour une dose inférieure a 15 g, certains sujets n’absorbant pas du tout le
fructose (Rumessen & Gudmand-Hgyer 1988). Une malabsorption de sorbitol s’observait
parallelement pour une dose inférieure a 5 g et I’administration combinée de fructose-sorbitol
aggravait les symptomes fonctionnels digestifs (Rumessen & Gudmand-Hgyer 1988). Hyams
a montré chez des sujets sains qu’une malabsorption de sorbitol peut apparaitre des une
charge de 5 g et que cette malabsorption devient symptomatique (ballonnement, émission
accrue de gaz) des 10 g (Hyams 1983).

La malabsorption des glucides peut également étre secondaire comme dans la maladie
coeliaque (Corazza et coll. 1987, D1 Stefano et coll. 2003, Di Stefano et coll. 2004). Dans le
cas de la maladie coeliaque, les substrats endogenes sont augmentés dans la lumiere des
patients présentant une maladie coeliaque et peuvent é&tre responsables de niveaux

d’hydrogene expiré a jeun €levés (D1 Stefano et coll. 2004).

4.2.2 Syndrome du gréle court

La malabsorption chronique des glucides chez les patients atteints de syndrome du gréle court
pourrait donner lieu a une fermentation plus efficace. Chez de tels patients atteints de
syndrome du gréle court, une étude a montré que la capacité du microbiote a fermenter le

lactulose et la masse des bactéries fécales sont augmentées (Briet et Coll. 1995).

4.2.3 Pullulation microbienne intestinale

Chez les individus atteints de pullulation microbienne intestinale et dans I’entéropathie
exsudative, le catabolisme bactérien des glycoprotéines endogenes peut entrainer une
excrétion basale d'hydrogene et de méthane élevée (Perman & Modler 1982). Dans une étude
portant sur des patients souffrant de douleur abdominales récurrentes ou de diarrhée
chronique, lorsque I’hydrogene expiré a jeun dépassait 42 ppm, on retrouvait une pullulation

bactérienne du gréle dans pres de 50% des cas (Perman et coll. 1984).

4.2.4 Syndrome de I’intestin irritable

L’origine des ballonnements et de la distension abdominale, retrouvés en cas de syndrome de
I’intestin irritable, est multi factorielle : augmentation de la production de gaz ou diminution
de la consommation intraluminale de gaz, anomalies de la motilité gastro-intestinale et

I’élimination des gaz, hypersensibilité viscérale, anomalies de 1’activité musculaire de la paroi
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abdominale et facteurs psychologiques (Gabarrini et coll. 2009). Néanmoins, en présence
d’un syndrome de I’intestin irritable, on retrouve fréquemment une production accrue de gaz
liée (Lin HC 2004, Triantafyllou et coll. 2015), ou non a la présence d’une pullulation
microbienne intestinale (King et coll. 1998, Shah et coll. 2010, Kumar et coll. 2010).

4.2.5 Symptomes liés aux gaz

Flatulences et ballonnements intestinaux font partie des symptomes liés aux gaz (Di Stefano
et coll. 2000, Sharara et coll. 2006). La production de gaz par fermentation est accrue chez les

patients présentant des flatulences (Rao 1997) ou des ballonnements (King et coll. 1998).

4.3 Meédicaments et fermentation

La prise de laxatifs (Gilat et coll. 1978, Urita et coll. 2003) ou d’antibiotiques (Gabarrini et
coll. 2009) modifie la composition du microbiote intestinal. En outre, on n’a pas de données
sur le temps nécessaire a la récupération du métabolisme et de la composition du microbiote
intestinal apres 1'administration de laxatifs ou d'antibiotiques (Gabarrini et coll. 2009).

Il a été démontré qu'une combinaison de laxatifs et de solutions d'électrolytes administrés en
lavement, pour le nettoyage du célon, diminue la production d'hydrogene par fermentation de
facon tres marquée (Gilat et coll. 1978, Urita et coll. 2003, Altomare et coll. 2014). A
I’inverse, I'utilisation de laxatifs pour la régulation des selles, chez des sujets non a jeun, peut
favoriser la fermentation (Kashyap et coll. 2013). Cela est d’autant plus vrai qu’il s’agit de
laxatifs a base de sucres.

Pour de nombreux traitements antibiotiques (rifamixine (D1 Stefano et coll. 2000, Cappello &
Marzio 2005, Sharara et coll. 2006, Triantafyllou et coll. 2015), métronidazole (Bjgrneklett &
Midtvedt 1981, Lembcke et coll. 1980, Muir et coll. 1996), pénicilline (Bjgrneklett et
Midtvedt 1981), ampicilline (Rao et coll. 1988)), il existe une réduction significative de la
fermentation. Dans certain cas, on note une augmentation de 1’hydrogene expiré par inhibition
de la consommation d’hydrogene par certaines bactéries au niveau du cOlon, en particuliers
les bactéries méthanogenes (néomycine (Lembcke et coll. 1980, Pimentel et coll. 2014),
oxytetracycline (Muir et coll. 1996)).

Outre les laxatifs et les antibiotiques, d'autres médicaments pourraient théoriquement avoir un

impact sur la fermentation, tels que les modulateurs du transit intestinal.

4.4 Transit intestinal et fermentation
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Chez I’homme comme chez 1’animal, des auteurs ont démontré que le temps de transit
intestinal était inversement proportionnel aux concentrations fécales d'acides gras a chaine
courte — comprenant les acides butyrique et propionique — et a I’hydrogene dans I’air expiré,
qui sont un reflet de la fementation intestinale (El Oufir et coll. 1996, Lewis & Heaton 1997,
Bustos et coll. 1991). Les acides gras a chaine courte pourraient a leur tour stimuler la
fermentation par le biais d’une accélération du transit du gréle (Richardson et coll. 1991).
L’hydrogene endogene pourrait également stimuler la fermentation par le biais d’une
accélération du transit colique, prédominante au niveau du cdlon proximal (Jouét et coll.
2008, Jahng et coll. 2012).

Certaines pathologies sont susceptibles d’accélérer le transit intestinal. Chez les patients
atteints de syndrome du gréle court, outre une accélération du transit oro-caecal, on note une
plus grande capacité de fermentation (Briet et Coll. 1995). Un état de stress chronique
pourrait stimuler la fermentation par le biais d’une accélération du transit digestif global
(Enck et coll. 1989). Le transit intestinal peut également étre accéléré de facon physiologique.
C’est le cas par exemple lors d’un entrainement physique aérobie (Enck et coll. 1989), ou lors
de la consommation de cellulose non fermentescible (Kashyap et coll. 2013). Inversement, la
consommation chronique d’alcool pourrait inhiber la fermentation via un ralentissement du

transit oro-caecal (Addolorato et coll. 1997).

5 Origine des gaz intestinaux chez I’homme

(d’apres Azpiroz 2004)

Les bactéries du codlon produisent et consomment de larges quantités de gaz. On connait peu
de chose sur I’homéostasie des gaz intestinaux ; toutefois, ce phénomene semble €tre un
processus finement régulé puisque différentes études menées avec différentes techniques et
sur des populations variées ont montré que, malgré la tres grande contenance du tractus
gastro-intestinal, le volume total des gaz intraluminaux s’éleve a seulement 100-200 ml
(Levitt 1971, Serra et coll. 2001, Bedell et coll. 1956). La constance de ce volume a un niveau
relativement bas est d’autant plus surprenante lorsque I’on tient compte des processus

dynamiques et compliqués d’entrée et de sortie des gaz du tube digestif (Strocchi & Levitt

1998, Cloarec et coll. 1990b).

5.1 Entrée et production de gaz dans ’intestin

L’entrée des gaz s’effectue lors de la déglutition, de réactions chimiques, de la diffusion a

partir du sang et de la fermentation bactérienne.
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atteignant jusqu’a 40 a 80 g de prébiotiques. Dans une autre étude (Marteau & Flourié 2001),
le lactulose a forte dose induisait une diarrhée d’intensité variable d’un sujet a 1’autre. Ainsi,
apres ingestion de 80 g de lactulose, quatre sujets sur douze avaient un volume de selles
excédant un litre par jour, alors que quatre autres avaient un poids de selles inférieur a 280
g/jour. Il est probable que les variations entre individus sont liées a des différences de capacité
a fermenter les hydrates de carbone puisque, quand des échantillons fécaux provenant de
différents sujets sont incubés avec le méme sucre, la production de gaz peut varier d’un
facteur 10 (Williams & Jackson 2002).

Le risque d’intolérance et la sévérité des symptomes, chez un individu donné et dans une
population, apparaissent plus ou moins dose-dépendants (Marteau & Flourié 2001). Un seuil
est trouvé dans tous les cas en ce qui concerne la diarrhée, mais pas toujours pour ce qui est
des borborygmes et des exces de gaz rectaux dans la mesure ou ces symptomes sont fréquents
dans la population témoin.

L’existence d’un syndrome de I’intestin irritable augmente le risque d’intolérance aux
prébiotiques (Marteau & Flourié 2001, Hartemink et coll. 1999, Vesa et coll. 1998). De plus,
le mode de consommation de sucres peut influencer leur absorption intestinale et donc
moduler leur arrivée dans le colon et leur effet diarrhéogene. Par exemple, 1’absorption du
lactose chez le sujet hypolactasique est augmentée quand ce sucre est consommé sous forme
de lait entier par comparaison avec une consommation sous forme de lait écrémé, les graisses
ralentissant la vidange gastrique. L’absorption est également accrue si le lactose est ingéré en
méme temps que des fibres, un repas, du cacao ou du lopéramide qui ralentissent la motricité

gastrique et/ou intestinale (in (Marteau & Flourié 2001)).

7 Naissance des bulles

(d’apres Blatteau et coll. 2006)

La relation entre 'ADD et la formation de bulles s'impose des Paul Bert (1878) qui décrit chez
des animaux autopsiés apres décompression la présence de bulles intravasculaires (Bert
1878). A partir des travaux de Boycott et Haldane (1908) les premicres tables de
décompression ont pour objectif de maintenir le plongeur a 1'abri d'une sursaturation critique,
au-dela de laquelle les bulles apparaitraient et entraineraient I’ ADD (Boycott et coll. 1908).

Il faut attendre Behnke (1942) pour voir émerger la notion de bulles asymptomatiques

appelées « bulles silencieuses » (Behnke 1951). Les techniques ultrasonores ont confirmé que
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des bulles peuvent s’observer dans la circulation veineuse au décours d’une décompression en
I’absence de toute manifestation clinique.

Enfin, on sait depuis Harvey (1944) que la formation des bulles n’est pas simplement la
conséquence de la sursaturation du gaz diluant au cours de la décompression. L’existence de
noyaux gazeux c’est-a-dire de phases gazeuses de tres petites dimensions présentes a 1’état
basal dans les liquides, expliquerait la facilité de création des bulles (Harvey 1951).

Plusieurs étapes peuvent étre distinguées pour décrire la formation des bulles apres une

plongée subaquatique :

— les phénomenes de sursaturation — désaturation ;
— lanucléation : commencement de la phase gazeuse au stade de noyaux gazeux ;

— la croissance et la coalescence des bulles.

7.1 Les phénomenes de sursaturation — désaturation
7.1.1 La sursaturation (Mé¢liet 2002)

Le mélange gazeux ventilé par le plongeur est composé d’oxygene et d’un gaz neutre qui
n’est pas métabolisé par I’organisme. Il s’agit le plus souvent d’azote dans le cadre de la
plongée de loisir, lorsque les bouteilles de plongée sont remplies d’air.

En plongée, la pression augmente d'une atmosphere absolue (ATA) tous les 10 metres. Le
plongeur ventile par l'intermédiaire du détendeur un gaz a la pression équivalente a la
profondeur a laquelle il évolue. La ventilation d’air a une pression supérieure a la pression
atmosphérique génere un gradient de pression partielle d’azote entre I’air alvéolaire et les
tissus de l'organisme, qui favorise la dissolution d’azote au travers de la barriere
alvéolocapillaire. L'azote est ensuite distribué dans l'organisme par l'intermédiaire de la
circulation systémique. L'importance de la dissolution dans les différents tissus est fonction de
la perfusion du tissu et de son contenu en graisse, l'azote se dissolvant plus facilement dans
les tissus riches en graisse.

La saturation est obtenue apres un séjour en hyperbarie en pression constante. Elle est
caractérisée par I’état d'équilibre entre la pression d'azote dissout dans les tissus et la pression
d'azote alvéolaire. Elle est énoncée par la loi de Henry : « La quantité de gaz dissous dans un
liquide (C)) est, a saturation, directement proportionnelle a la pression (P;) exercée par ce gaz
a la surface du liquide » :

C; = Pi. S;ou §; est le coefficient de solubilité du gaz dans le tissu.
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Cet équilibre n’est pas atteint instantanément. La pression du gaz dissous dans chaque tissu
varie en premiere approximation en fonction du temps selon 1’équation de Haldane :

P; = Po+ (Pi-Py).(1-e-kt)

ou : P, est la pression du gaz dissous dans le tissu a I’instant t,

Py la pression du gaz dissout dans le tissu a I’instant t = 0,

P; la pression du gaz inspiré,

k = Ln(2)/T avec T la période de demi-saturation du tissu.

Lorsque P; > Py, le gaz se dissout dans le tissu : c’est la phase de dissolution.

Lorsque P, = P;, I’équilibre est atteint : c’est la saturation.

Lorsque P; < Py, des molécules de gaz quittent le tissu pour repasser dans la phase gazeuse :

c’est la phase de désaturation. Le gaz dissous est dit en état de sursaturation.

7.1.2 La désaturation

Lors de la remontée du plongeur, la pression ambiante diminue et le gradient de pression
s'inverse. L'azote se trouve donc en sursaturation, c’est-a-dire en exces de concentration dans
les tissus. Il doit étre éliminé de l'organisme. C’est la circulation veineuse qui assure
I’extraction de 1’azote des tissus et son élimination par I’échangeur pulmonaire. Le gaz
dissous dans le sang peut étre éliminé directement au travers de la barriere alvéolo-capillaire
(désaturation monophasique). Mais lorsque la réduction de pression dépasse un certain seuil
exprimé selon la théorie de Haldane par le rapport P/Py = C; (ou Py est la pression
hydrostatique ambiante et Cs le coefficient de sursaturation critique), 1'azote peut passer sous
forme bullaire avant d'arriver au poumon (désaturation biphasique). Ces phénomenes sont

identiques, aux coefficients pres, quel que soit le gaz diluant ventilé.

7.1.3 Formation des bulles par sursaturation : une théorie insuffisante

La variation de pression a I’occasion d’une décompression est 1’une des raisons primaires de
la formation de bulles. La taille et le taux de production des bulles sont déterminés en grande
partie par la diffusion du gaz qui dépend non seulement de la différence de pression mais
également de la surface d’échange et des constantes de diffusion avec en particulier la
solubilité du gaz.

Si la sursaturation en gaz diluant joue un rdle important dans la genese des bulles, elle n’est
pas suffisante. Des 1944, Harvey constate que le gradient de sursaturation nécessaire a

l'apparition de bulles dans un liquide n'est jamais atteint chez 'homme au cours d'une
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exposition hyperbare (Harvey 1951). Ce gradient est variable en fonction des liquides et des
gaz utilisés.

Les données expérimentales montrent que dans le cas d’un liquide homogene au repos
contenant du gaz dissous et reposant dans un récipient de verre parfaitement propre, il est
nécessaire d’appliquer des variations de pression de 1’ordre de 100 a 1400 atmospheres pour
obtenir une phase gazeuse. Clare (Harvey 1951) a sursaturé de 1’eau avec 1’oxygene a 250
ATA puis ramené la pression a 1 ATA. Il observe que, dans cette eau, un nuage de fines
bulles apparait parfois, suggérant la formation spontanée des bulles dans le liquide loin des
parois. Plus récemment avec de meilleures conditions expérimentales, Zheng (Zheng et coll.
1991) observe la formation de bulles de novo dans de 1’eau pour une variation de pression de
1400 ATA. La relation avec le type de gaz (et sa solubilité) a aussi été étudiée (Finkelstein &
Tamir 1985, Frenkel 1955) : la formation de bulles par sursaturation dans de I’eau requiert 120
ATA pour le méthane, 190 ATA pour I’azote et 350 ATA pour I’hélium.

Chez I’animal et chez I’homme la formation de bulles survient pour des variations de pression
bien inférieures. On sait depuis longtemps qu’une diminution de pression de 8 a 1 ATA a I’air
comprimé est suffisante chez 1’animal endormi pour produire des bulles en grande quantité au
niveau vasculaire et tissulaire (Harvey 1951). La formation de bulles aprés des expositions
hyperbares prolongées (48 heures) a des pressions tres peu supérieures a la pression
atmosphérique (1,3 ATA), et donc avec des gradients de sursaturation tres faibles, a aussi été
démontrée chez I’homme dans des « maisons sous la mer » (Eckenhoff et coll. 1990). Tout
cela évoque l'existence d'autres mécanismes et en particulier la présence de noyaux gazeux
c'est-a-dire de phases gazeuses de tres petites dimensions a 1'état basal chez l'animal et
I’homme qui pourraient expliquer la facilité de création des bulles (Daniels et coll. 1984,

Harvey 1951).

7.2 Recherche in vivo des noyaux gazeux
7.2.1 Taille des microbulles détectables in vivo

La connaissance de la taille des micronoyaux in vivo est rendue difficile en raison de la
difficulté de leur détection. Les techniques employées sont des techniques de microscopie
optique ou des techniques d’échosonographie Doppler qui ne permettent de distinguer que des
microbulles.

En microscopie optique on peut mettre en évidence des micro-bulles a partir de 50 - 100 um
(Harris et coll. 1945). Avec I’écho-Doppler, en utilisant une sonde de 5 Mhz, on peut

distinguer des microbulles ayant une taille minimum de 40 - 50 pm, mais cette sensibilité est
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dépendante de la vélocité du flux de bulle. La vélocité du sang veineux de retour croit de 0,5
cm.s' 2 20 em.s™ (Hills 1977) : la sensibilité de détection est la meilleure pour les plus

grandes vélocités.

7.2.2 Localisation des noyaux gazeux

De nombreuses données expérimentales suggerent que la formation de microbulles ne se
produit pas dans la cellule ou au sein d’organismes unicellulaires.

Les microbulles sont facilement observables in vivo par méthode Doppler dans le sang
veineux au décours de la décompression. Pourtant, aucune bulle ne se forme dans un vaisseau
ligaturé (veine cave de rats morts) soumis a des variations de pression considérables. Les
bulles observables dans le sang veineux proviendraient donc des capillaires au sein des tissus.
La formation directe de bulles s’obtient facilement au niveau de la peau, des articulations et
de la moelle épiniere mais pas au niveau du cerveau et des poumons. Les bulles observables
dans ces tissus semblent provenir d’autres sites apres migration vasculaire.

Pour Hills, cette disposition a la formation de microbulles résulterait de la richesse en
phospholides, de type surfactant observé en abondance au niveau de la moelle épiniere (Hills

1993).

7.3 Mécanismes de formation des noyaux gazeux

La formation de ces noyaux gazeux reposerait sur des principes physiques de nucléation. La
nucléation est « homogene » lorsqu’elle procede directement de la dispersion
thermodynamique des molécules sous I’effet d’une énergie d’activation ou bien « hétérogene
» lorsque le processus de nucléation s’ébauche a partir d’un noyau « hétérogene » qui peut
étre de natures diverses et variées. Les processus de nucléation hétérogene sont tres
certainement a l’ceuvre dans les organismes vivants car il existe de trés nombreuses

possibilités de structures irrégulieres propices a la nucléation. Par ailleurs les énergies

d’activation requises sont bien inférieures a celles exigées dans la nucléation homogene.

7.4 Dissolution des noyaux gazeux

La persistance d’un noyau gazeux nouvellement formé est menacée par deux processus

essentiels qui s’exercent a la pression atmosphérique :

* Ja «fenétre oxygene », car du fait de la métabolisation de I’oxygene dans les tissus, la
pression partielle des gaz contenus dans la microbulle devient supérieure a celle dans

le tissu environnant, ces gaz auront tendance a s’échapper de la bulle par diffusion,
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e les forces de tension superficielle qui s’exercent entre un liquide et une sphere de gaz ;

les gaz contenus dans la microbulle auront également tendance a s’échapper par

diffusion.

7.5 Persistance des noyaux gazeux

Deux types de théories s’affrontent pour expliquer la persistance des noyaux gazeux a la

pression atmosphérique.

7.5.1 Hypothése d’un mécanisme de stabilisation des noyaux gazeux

7.5.1.1 Théorie des crevasses hydrophobes de Harvey (Harvey 1951)

Une phase gazeuse est piégée au fond d’un cOne inversé ou « crevasse » qui se comporte
comme un noyau de nucléation hétérogene. Selon la géométrie de la crevasse (par exemple un
espace de jonction intercellulaire), 1’interface gaz-liquide devient alors concave avec une
inversion du sens de la force de tension superficielle. Celle-ci n’entraine plus la sortie des gaz
par diffusion en dehors du noyau gazeux.

Le modele du cone inversé a largement été étudié, mais d’autres types de géométrie
permettraient également le piégeage de microbulles comme des surfaces poreuses contenant
des réseaux de micro-tunnels.

A partir d’études microscopiques sur endothélium, les travaux de Hills soutiennent que la
migration et le dépdt de surfactant pulmonaire pourraient étre a I’origine de géométries

locales favorables au développement des microbulles sur les parois vasculaires (Hills 1992).

7.5.1.2 Théorie des surfaces actives

Hypothese des surfactants (Yount et coll. 1977)

Dans ce modele, les microbulles sont entourées de phospholipides de type surfactant. Les
noyaux gazeux peuvent ainsi résister a 1’écrasement par 1’application d’une pression élevée,
mais ils redeviennent perméables a la décompression et au retour a la pression atmosphérique.
Ce modele de perméabilité variable ou VPM développé par Yount, s’appuie sur de

nombreuses expérimentations a partir de bloc de gélatine.

7.5.2 Théorie de I’équilibre dynamique (Powell et coll. 1992)

Dans ce modele, les noyaux gazeux sont générés en permanence par 1’activité
musculosquelettique et éliminés en permanence sous I’action de la fenétre oxygene et de la

tension superficielle. Ce modele s’appuie sur des observations animales de formation de
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microbulles générées uniquement par des mouvements de membres, sur des données
humaines de la NASA et des études de simulation de microgravité (« bed-rest »).

Les vaisseaux spatiaux volent en effet avec une atmosphere interne de type terrestre
normobare. Lors des opérations de sortie extra-véhiculaire dans I’espace, les scaphandres sont
dépressurisés a 300 hPa (9000 m) avec un risque d’ADD important. Pourtant aucun accident
n’a été constaté dans I’espace contrairement ce qui se passe au sol pour une méme exposition
hypobare. Il semble donc que la microgravité ait un effet protecteur sur la formation des
bulles, hypothese confirmée par des études en bed-rest.

La formation des noyaux gazeux se ferait par cavitation, forme particuliere de nucléation a
partir de gradients de pression négatifs localisés ; cette cavitation est proportionnelle a
I’intensité de I’activité musculo-squelettique. La forme et le lieu exact de la cavitation ne sont

pas connus :

e les turbulences du sang dans les ramifications vasculaires pourraient générer a
I’exercice une cavitation dite de « Reynolds »

e Ja tribonucléation ou « adhésion visqueuse » se produit lors de la séparation rapide de
surfaces solides adhésives laissant une cavité dans le liquide ambiant. Elle pourrait
siéger :

- dans I’arbre vasculaire a I’occasion des mouvements des membres

- au niveau des surfaces articulaires ; la formation de bulles associée a un son
correspond alors au « vacuum phenomenum »

- au niveau des valves cardiaques ; la formation de bulles a pu étre visualisée au

niveau de valves mécaniques mais jamais au niveau de valves natives.

7.6 Evolution du noyau gazeux vers la bulle circulante
7.6.1 Croissance (Harvey 1951, Ishiyama 1983)

La croissance des noyaux gazeux ou des bulles de gaz est favorisée par 1’augmentation du
gradient de pression. Un noyau ou une bulle de gaz se développera ou se rétrécira par
diffusion du gaz a travers la frontiere gaz-liquide, si la pression réelle du gaz, P, dans le noyau
est plus ou moins grande par rapport a la tension de gaz, ¢. S'il y a deux gaz impliqués, alors
les taux relatifs de diffusion peuvent intervenir. Cependant, les molécules de gaz pénetrent
dans le noyau dans des proportions qui dépendent principalement de la solubilité des gaz

plutdt que de leurs pressions partielles.
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La bulle de gaz formée par exemple par cavitation contient un exces d'oxygene par rapport a
l'azote, puisque l'oxygene est le gaz le plus soluble. Le dioxyde de carbone, en raison de sa
solubilité €levée, sera présent en concentration élevée bien que sa tension dans le liquide
puisse étre basse.

Si une bulle de N, est rapidement entourée par une solution de CO;, a la méme tension, la
bulle se développera parce que le CO; se répand beaucoup plus rapidement a l'intérieur que
I'azote ne peut se répandre a l'extérieur. Ceci est dii a la solubilité plus grande du CO, dans
I'eau, puisque les constantes de diffusion des deux gaz sont voisines. En général, plus la
solubilité et/ou le coefficient de diffusion d'un gaz sont grands, plus la croissance ou le
rétrécissement d'une bulle du gaz dans une solution de tension de gaz et de pression
hydrostatique donnée est plus rapide.

L'azote, 'oxygene et le dioxyde de carbone entreraient dans la bulle proportionnellement a
leur concentration et a un taux dépendant de leur diffusibilité. Les bulles formées dans
l'organisme ont une composition qui ne correspond pas aux pressions partielles en N», O, et

CO; sanguine, en outre cette composition gazeuse peut fluctuer de fagon rapide.

7.6.2 Coalescence (Hills 1977)

Le délai entre la phase de décompression et 'apparition des symptomes de type bends a été
attribué par Hills a la coalescence des microbulles de gaz initialement formées dans la
solution. Cet événement repose sur la probabilité que deux bulles se rencontrent et que leur
collision soit suffisante pour entrainer leur déformation puis leur fusion. La nature
probabiliste de cet événement est compatible avec la distribution aléatoire des symptomes
dans le temps. La coalescence de deux bulles semble €tre grandement accélérée par le
mouvement, la contraction musculaire pouvant favoriser cette fusion lors de I’exercice
musculaire. Il est en effet observé qu'un exercice pendant ou apres la décompression peut
aggraver les symptomes.

Le phénomene de coalescence dans le secteur intra-vasculaire est discuté. Pour Harvey, la
coalescence intra-vasculaire est de faible probabilité car du matériel protéique et lipidique
sanguin forme une couche a la surface des bulles. D'autres études (Waite et coll. 1967) ont
vérifié qu'une coalescence intravasculaire pouvait se produire en présence de microbulles

bloquées dans des artérioles de faibles diametres.

7.6.3 Théorie d’évolution du noyau gazeux a la bulle (Hennessy 2002)
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Les noyaux gazeux formés par un ou plusieurs mécanismes de nucléation sont stabilisés au
niveau des parois endothéliales. Leur croissance dans la lumiere vasculaire va dépendre de
phénomenes amplificateurs avec en premier lieu la sursaturation mais aussi des mécanismes
de cavitation. La cavitation cardiaque est d’autant plus efficace qu’il existe une amorce
bullaire a partir de micronoyaux. Son amplification se poursuit au fur et a mesure des cycles
cardiaques.

En ce qui concerne la sursaturation, les micronoyaux pénetrent dans différents tissus
présentant toute une gamme de valeurs de sursaturation. Au départ le diametre des noyaux
gazeux est trop petit ou la sursaturation des tissus trop faible pour qu’il y ait amplification et
capture. Mais au fur et a mesure que la bulle augmente de taille, le gaz diluant des tissus
sursaturés va pouvoir diffuser en son sein et majorer sa croissance. Les microbulles pourront
étre capturées par des tissus lents comme les muscles. Les tissus rapides tels que le systéme
nerveux central seront épargnés car pour une vitesse de décompression habituelle, la pression
partielle d’azote aura suffisamment diminué pour que 1’amplification et la capture des
microbulles ne puissent se produire.

Au niveau du retour veineux, le courant circulatoire collecte le gaz diluant des tissus
sursaturés ainsi que le CO; issu du métabolisme cellulaire. Il s’agit d’'un milieu favorable (2
basse pression) pour la croissance des bulles qui peuvent fusionner entre elles par
coalescence.

Séquence des événements selon le diametre des bulles :

Phase 1 : taille inférieure a 20 microns.

Les conditions de croissance des noyaux gazeux sur les parois endothéliales ont déja été
rapportées au paragraphe précédent. Le détachement de ces noyaux gazeux survient quand
leur taille s’accroit et devient supérieure au micron ; il s’en suit une dispersion dans tout le
corps de maniere aléatoire. Tant que la taille de ces germes gazeux reste de 1’ordre du micron,
ils vont pouvoir réaliser plusieurs boucles circulatoires artério-veineuses et tissulaires sans
étre arrétés par la circulation pulmonaire.

Phase 2 : taille supérieure a 20 microns.

A partir de ce stade les bulles deviennent détectables dans le retour veineux par méthode
Doppler conventionnelle et non invasive.

La taille des bulles va s’accroitre au cours de la décompression avec pour conséquence la
capture dans certains tissus et dans le sang veineux. Le diametre des vaisseaux augmentant,

les bulles poursuivent leur chemin jusque dans le cceur droit ; a I’opposé, dans la circulation
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artérielle pulmonaire, le calibre des vaisseaux décroit et les bulles vont aller se bloquer dans
les capillaires pulmonaires dont le diametre est estimé a 20 microns.

Phase 3 : travail du filtre pulmonaire.

L’accumulation des bulles dans la circulation pulmonaire entraine un retard a 1’évacuation du
gaz diluant et des autres gaz (O, et CO,) présents au sein des bulles. Dans chaque capillaire
pris individuellement, la phase gazeuse prend la forme d’un tube de gaz. Pour étre évacués
dans I’espace alvéolaire, les gaz doivent sortir de ces manchons gazeux et repasser sous forme
dissoute avant d’étre libérés dans I’espace alvéolaire. Quand la charge bullaire d’amont est
importante il peut se produire un échappement de microbulles calibrées a 20 microns sur le
versant artériel. Ces bulles artérielles seront le plus souvent sans conséquence pathogene, car
leur apparition, généralement marginale, s’effectue apres un certain délai qui permet une

désaturation suffisante pour les tissus cibles comme le systeéme nerveux central.

8 Accident bullaire initial

(d’apres Blatteau et coll. 2006)

La physiopathologie des accidents de décompression n’est pas totalement comprise et des
théories différentes s’affrontent selon la localisation des lésions. Quelles que soient les
hypotheses, le primum movens admis par tous est le phénomene bullaire secondaire a la
désaturation en gaz diluant des tissus. Les bulles tissulaires sont stationnaires, elles peuvent
s’observer dans les localisations suivantes : les tissus cutanés, les tendons, capsules
articulaires et tissus osseux, les liquides péri- et endo-lymphatiques de I’oreille interne. Les
bulles intra vasculaires sont responsables des accidents de désaturations les plus fréquents et
les plus graves: accidents neurologiques cérébraux et médullaires, accidents cochléo-
vestibulaires, « chokes ». Ils sont initialement liés a la présence excessive de bulles
intravasculaires. Le dépassement de la capacité d’épuration en bulles par le poumon peut
engendrer des accidents en amont par stase veineuse localisés au niveau médullaire, et/ou des
accidents en aval par embolisation artérielle paradoxale au niveau céphalique, par
I’intermédiaire d’un shunt cardiaque ou pulmonaire (Figure 10).

L’accident bullaire initial est caractéris€ par des effets mécaniques directs. On peut

distinguer :

e [a compression : la dilatation de la bulle dans un espace limité va comprimer les

structures et tissus alentour. Si un filet nerveux passe dans le voisinage, il sera
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comprimé et une douleur apparaitra. S’il s’agit d’un vaisseau sanguin, 1I’expansion de
la bulle peut aller jusqu’a I’interruption de la circulation sanguine.

e [ oblitération : si le vaisseau obturé fait partie d’un réseau anastomotique, la
circulation pourra se faire par les autres capillaires et les conséquences seront
minimes, 2 moins qu’un grand nombre de vaisseaux ne soient bloqués, aboutissant a
I’ischémie globale du territoire. Si la bulle oblitere un vaisseau terminal, c’est
I’'ischémie d’emblée, avec anoxie et acidose et le cercle vicieux qu’elle entraine. La
pathologie sera donc fonction de la localisation et du type de tissu atteint.

e La dilacération : si la bulle apparait dans ’interstitium d’un tissu anisotrope (qui n’a
pas les mémes qualités dans toutes les directions de 1’espace) comme un tendon, la
dilatation de la bulle dilacere le tissu, créant une dissection.

e [’abrasion : si la bulle est intravasculaire, sa dilatation va endommager 1’endothélium
et mettre a nu le sous-endothélium ce qui a pour conséquence d’initier une cascade de

réactions biochimiques caractéristiques de la maladie de décompression.

9 Aspects microcirculatoires de la maladie de la décompression

(d’apres Méliet 1999)

En 1961, Laborit et Barthélémy décrivaient les phénomenes qui, au niveau tissulaire,
accompagnent la présence de bulles dans le réseau vasculaire : amas plaquettaires, floculats
plasmatiques, thromboses, vaso-constriction, stase circulatoire, extravasion, ocedeémes
interstitiels, aboutissant a I’anoxie tissulaire. Ce sont la tous les signes de ce que I’on a appelé
depuis la maladie de la décompression.

La particularité de cette maladie réside en ce que son facteur déclenchant est ubiquitaire. En
effet, les méthodes modernes de détection des bulles montrent que leur taille va de 10 a 500
pm de diametre. Elles sont donc capables de s’infiltrer dans les réseaux capillaires
pulmonaires, ot se produit normalement leur élimination, ou systémiques, ou elles exercent
leurs effets déléteres. Elles sont en contact avec le contenu (plasma et éléments figurés) et le
contenant : les parois vasculaires, c’est-a-dire 1’endothélium. Ce tissu particulier constitue un

organe de 100 g grammes ayant une surface d’échange de 1000 m?2.

9.1 Interactions bulles-paroi

9.1.1 Mise a nu de la lame basale
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Au niveau de la paroi vasculaire, les bulles peuvent abraser 1’endothélium (Nossum et coll.
1999), mettant a nu les protéines de la lame basale, en particulier le facteur de von Willebrand
(VWF). Or, a la surface de la membrane des plaquettes, se trouvent des récepteurs
(glycoprotéines GPIa, Ib, Ic) de la famille des intégrines les reconnaissant. Leur activation

entraine I’adhésion des plaquettes au sous-endothélium et leur activation.

9.1.2 Activation des cellules endothéliales

Le contact des bulles sur la membrane endoluminale des cellules endothéliales provoque leur
activation. A I’état normal au repos, les cellules endothéliales inhibent I’activation du systeme
de coagulation. En revanche, lorsqu’elles sont activées, elles deviennent thrombogenes et
activent les plaquettes et les leucocytes. L'équilibre des facteurs contrdlant la vasomotricité
est modifié : inhibition des facteurs relaxants (NO synthase et PGI2 (prostacycline)
synthétase), libération de facteurs constricteurs (prostaglandine PGH2, thromboxane TXA?2,
endothélines). Il se produit en méme temps une rétraction des cellules endothéliales qui

liberent des pores intercellulaires favorisant l'extravasation plasmatique.

9.2 Interactions bulles-plasma

A Tinterface bulle-plasma se produit un réarrangement des macromolécules entrainant une
modification des charges électriques, avec création d’une couche €lectronégative de quelques
centaines d’ Angstroms. Ce déséquilibre active une voie de I’hémostase, le systeme de contact
ou voie intrinseque.

Ce systeme est en fait pré-coagulant. Son activation seule n’est pas suffisante pour entrainer
une coagulation. Il rend disponible le facteur VIla qui, en présence de facteur tissulaire (libéré
par I’endothélium activé), conduira a la fibrinoformation par la voie extrinseque. Par ailleurs il
active le complément. Des élévations de la concentration des fractions C3a, C4a et C5a du
complément ont été mesurées par Ward et coll. (1987) apres bullage in vitro dans du sang
complet et retrouvées in vivo apres décompression (Hjelde et coll. 1995, Pekna & Ersson

1996).
9.3 Interactions avec les éléments figurés du sang

9.3.1 Les plaquettes

Les plaquettes sont activées au contact de la matrice sous-endothéliale ou par divers
médiateurs. Elles expriment a la surface de la membrane des glycoprotéines favorisant

I'agrégation et le facteur tissulaire. La surface membranaire devient procoagulante et accélere
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l'activation du facteur X et la formation de thrombine, qui a son tour active d'autres
plaquettes. Elles liberent des médiateurs vasoconstricteurs (endoperoxydes, TXA,).

Des variations du taux de plaquettes circulantes ont été rapportées dans les phénomenes de
décompression a partir de 1969 (Philp & Gowdey 1969). Elles ont été depuis régulierement

retrouvées et étudiées (Giry et coll. 1977, Boussuges et coll. 1998).

9.3.2 Les leucocytes

Les leucocytes sont mis en jeu lors de la maladie de décompression (Bernigaud 1995,
Buttolph et coll. 1996). Ils recoivent des signaux en provenance des cellules endothéliales (IL-
1, IL-6, TNF-a), des plaquettes (thrombine) ou du systtme de contact (bradykinine,
complément).

Leur activation entraine leur adhésion a la paroi vasculaire et conduit aux phénomenes
inflammatoires locaux. L'expression des f2-intégrines a la surface des leucocytes leur permet

de migrer vers I’espace extravasculaire.

9.3.3 Les hématies

Des modifications de 1’agrégabilité des hématies ont été observées lors d’accidents de
désaturation (Wells et coll. 1971), avec {formation de rouleaux d’hématies. Les
macromolécules plasmatiques d’origine inflammatoire (a2-macroglobulines) et le fibrinogene

participent a cette agrégabilité.

9.3.4 Mise en jeu du systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est activé par les médiateurs libérés lors des différentes interactions.

Le systeme du complément est activé par le systeme de contact (Ward et coll. 1987).

9.4 Conséquences microcirculatoires de la maladie de la décompression

On assiste a une réduction du débit capillaire a 1’origine d’une ischémie, un cedeme par fuite
plasmatique, parfois une nucléation in situ de molécules de gaz en sursaturation. Ces
phénomenes sont entretenus et aggravés par 1’activation des plaquettes et I’instauration d’un
état de pré-coagulation. Ils sont compliqués par le développement d’un état inflammatoire
secondaire.

Le résultat est différent selon la circulation, systémique ou pulmonaire.

9.4.1 Constriction des fibres musculaires lisses artériolaires et précapillaires
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La réduction du débit sanguin local a pour conséquence une perturbation grave de la
délivrance d’oxygene :

DO0O,=Q*Ca0,

Délivrance O, (mole.min'1)=débit sanguin (I.min-1)*contenu artériel en O, (mole.l'l)

La PO, la plus basse du réseau se trouve en fin de capillaire, a I’extrémité veineuse : c’est la
que I’anoxie se développera d’abord. C’est ce qui explique la topographie des lésions
ischémiques de la substance blanche des accidents médullaires. Cette ischémie locale varie en
fonction des modifications vasomotrices qui réalisent de véritables syndromes d’ischémie-
reperfusion, générateurs d’especes réactives de 1’oxygene.

L’arrét circulatoire retentit également sur les échanges de gaz diluants : en 1’absence de
drainage, des bulles peuvent se former in situ et ajouter leurs effets compressifs,

particulierement dans le canal rachidien (Francis et coll. 1988).

9.4.2 Constriction des fibres musculaires lisses postcapillaires

Elle fait suite a I’agression endothéliale. La diminution du débit entraine une augmentation du
temps de résidence et de la pression de filtration. L’activation endothéliale ouvre des portes
intercellulaires. Il apparait donc un cedéme avec recrutement inflammatoire interstitiel

(mastocytes).

9.4.3 Cas particulier de la circulation pulmonaire

Les bulles sont normalement éliminées par le poumon au cours du dégazage normal (Butler &
Hills 1979), sans déclencher de maladie de décompression.

L’endothélium pulmonaire est tres riche en prostacycline. Pour Masurel (1987), la sécrétion
de prostacycline PGI, explique I’absence d’agrégation plaquettaire a la périphérie des bulles
et permet leur migration et leur redissolution pendant leur court séjour dans la circulation
pulmonaire. L’ADD surviendrait lorsque le flot de bulles, trop important, dépasse les
capacités de sécrétion de prostacycline ou en épuise le stock. De méme, les différences de
susceptibilité individuelle devant le dégazage pourraient étre liées a une différence de
disponibilité de la PGI,. Au-dela d’un certain seuil, la sécrétion de PGI, est inhibée et les
endothélines s’expriment localement (hypertension artérielle pulmonaire). Leur durée de vie
est assez longue pour étre distribuée a 1’ensemble de I’organisme, avec les produits
d’activation de la coagulation et des processus immunologiques : la maladie de
décompression d’origine pulmonaire est une maladie générale. Elle est a 'origine des

accidents médullaires.
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Conclusion

La maladie de la décompression est une maladie a point de départ endothélial et plaquettaire,
impliquant des processus différents en fonction du temps : la dysfonction endothéliale et
plaquettaire se produit dans les cing premieres minutes, 'adhésion leucocytaire apparait dans
les 20 minutes et la migration leucocytaire intervient dans les trois heures apres l'activation

initiale. Elle intéresse 1'ensemble de 1'organisme, et s’auto entretient.
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MATERIELS ET OUTILS
METHODOLOGIQUES

1 Population d’étude

1.1 Etudes animales

Toutes les procédures impliquant des animaux de laboratoire étaient en accord avec les regles
de I’Union Européenne (Directive n°86/609) et la loi francaise (Décret n°87/848). Le comité
d’éthique de I'Institut de Recherche Biomédicale des Armées a approuvé cette étude. Notre
investigateur détient I’agrément numéro 83.6 délivré par la Direction de la Sécurité et de la
Santé de notre département, comme exigé par la loi frangaise (articles R.214-93, R-214-99 et
R.214-102 du Code Rural).

Seuls des rats Sprague-Dawley males (laboratoire Charles River, France) ont été€ utilisés dans
cette étude afin d’éviter les fluctuations dues aux cycles hormonaux féminins. Les rats ont été
gardés dans une salle de soins dédiée a 22+1°C avec un cycle jour/nuit de 12h00/12h00
(lumieres allumées a 7h00). Avant le début de 1'étude, les rats ont recu une alimentation
standard (granulés de 12 mm de diametre, Global Diet 2018, Harlan, Italie) et de 1’eau ad
libidum.

Des études précédentes ont montré que la formation de bulles et I'incidence de 1’ADD
dépendaient grandement de la masse corporelle des rats (Berghage et coll 1979, Montcalm-
Smith et coll 2008). Les protocoles utilisant des rats d’'une masse corporelle supérieure a 350
g produisaient des accidents de désaturation séveres avec des signes neurologiques évidents et
la mort. Nous avons recu plusieurs lots de rats. Les lots ont été hébergé au minimum jusqu’a
un age de 12 semaines pour une masse cible supérieure a 350 g lorsque 1’objectif était
d’obtenir des signes neurologiques évidents voire la mort. Les lots ont été hébergé jusqu’a un
age de 10 semaines pour une masse cible inférieure a 350 g lorsque objectif était d’obtenir des
manifestations non létales, pas nécessairement objectivables par notre examen clinique,

permettant 1’étude de perturbations biologiques en lien avec I’ADD.

1.2 Etude chez I’homme

Nous avons proposé a tous les plongeurs, adressés a notre centre (Service de Médecine
Hyperbare et d’Expertise Plongée, Hopital d’Instruction des Armées Sainte Anne, Toulon,

France) entre mai 2013 et aolit 2015 pour un accident de plongée lors d’une plongée a I’air, de
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participer a notre étude. Le critere d’inclusion était la survenue d’un ADD neurologique
(groupe « plongeurs accidentés »). Le diagnostic d’ADD était posé par un médecin de notre
centre, spécialiste en médecine de la plongée, a partir des données de 1’anamnese et de
I’examen clinique. Tous les plongeurs qui nous ont été adressés ont accepté de participer a
I’étude. Afin de tenir compte du cycle circadien de la fermentation intestinale (Le Marchand
et coll. 1992) et de maniere a éviter une trop grande disparité des prises alimentaires avant la
plongée, nous n’avons retenu que les plongeurs qui avaient plongé le matin avant le déjeuner.
Nous avons également exclu les plongeurs qui avaient déjeuné entre la sortie de 1’eau et leur
arrivée a notre centre. Au total, nous avons inclus 39 « plongeurs accidentés ».

Pour le groupe contrdle des « plongeurs sains », nous nous sommes rendus a 4 reprises dans
un centre de plongée loisir (Espace Mer, Hyeres, France), entre mai 2013 et aott 2015, afin
de réaliser des mesures a la sortie de 1’eau apres des plongées a I’air réalisées le matin avant le
déjeuner. Toutes les plongées étaient conformes a une procédure de décompression propre a
chaque plongeur, et les plongeurs étaient asymptomatiques a la sortie de I’eau. Seuls 2
plongeurs ont refusé de participer a notre étude, alors que 39 « plongeurs sains » ont accepté
d’y participer.

Tous les plongeurs qui ont participé a 1’étude ont répondu a un questionnaire a 1’issue de leur
plongée (cf. Annexe 1).

Le protocole d’étude a été approuvé par le comité d’éthique local (Hopital d’Instruction des
Armées Sainte Anne, Toulon, France) et tous les plongeurs ont donné leur consentement

éclairé par écrit.

2 Protocole de plongées expérimentales des rats

Des lots de 8 rats, répartis dans 2 cages et libres de leurs mouvements, étaient soumis a un
protocole de compression/décompression dans un caisson de 200 litres équipé de 3 hublots
pour 1’observation.

On a utilisé une décompression par paliers, susceptible de causer des 1ésions ischémiques de
la moelle épiniere de gravité variable chez le rat (Pontier et coll. 2008, Blatteau et coll. 2013).
Ce protocole permet de se rapprocher de I’ADD observé chez ’homme. En effet, I’ADD
médullaire est fréquent en plongée loisir, et survient, dans la majorité des cas, en 1’absence de
faute de procédure ou de remontée rapide (Blatteau et coll. 2010).

Les rats ont été soumis a une compression a 1’air a une vitesse de 10 kPa.min™ jusqu’a une
pression de 100 kPa, puis 2 une vitesse de 100 kPa.min™ jusqu’a une pression de 1000 kPa

(90 metres), maintenue pendant 45 min. A la fin du palier, la décompression a été amorcée
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jusqu’a 200 kPa 2 une vitesse de 100 kPa.min avec un palier de 5 min 2 200 kPa, un palier
de 5 min a 160 kPa, et un palier de 10 min a 130 kPa (Figure 11). La décompression entre 200
kPa et la surface était pratiquée 2 une vitesse de 10 kPa.min™. La vitesse de décompression
était contrdlée automatiquement par un ordinateur reli€ a un convertisseur
Analogique/Numérique (NIUSB-6211®, National Instrument, USA), relié lui-méme a une
électrovanne (Belino LR24A-SR®, Suisse) et a un capteur de pression (Pressure Transmitter
8314, Burket Fluid Control System, Allemagne). Le programme utilisé pour contrdler la
vitesse de décompression a été congu sur DasylLab (DasyLab®, National Instrument, USA)
par notre ingénieur.

L’air comprimé était produit par un compresseur de plongée (Mini Verticus III, Bauer Comp,
Allemagne) relié a une bouteille tampon de 100 litres a 3.10* kPa. L’analyseur d’oxygene
utilisait sur une cellule électrochimique avec pile a combustible (G18007 Teledyne Electronic
Technologies/Analytical Instruments, USA). La vapeur d’eau et le dioxyde de carbone
produits par les animaux étaient captés respectivement avec du seccagel (humidité relative :
40-60%) et de la chaux sodée (CO2 < 300 ppm). Les gaz ont été mélangés par un ventilateur
électrique. Le cycle jour/nuit a été respecté. La température a I'intérieur du caisson a été
mesurée en utilisant une sonde de température a résistance de platine (Pt 100, Eurotherm,

France). Toutes ces variables étaient controlées par un ordinateur dédié.

3 Exploration de la fermentation intestinale

3.1 Mesure de I’hydrogene dans I’air expiré

Les cellules de mammifere ne sont pas capables de produire de I’hydrogene. L hydrogene
retrouvé au niveau du cdlon provient de la fermentation bactérienne, d’hydrates de carbone
non résorbables principalement, et de glycoprotéines d’origine endogene (Newman 1974).
L’hydrogene absorbé par l'intestin n’est pas métabolisé mais excrété dans l'air expiré
(Scaldaferri et coll. 2013). Ainsi, la mesure de I’hydrogene dans 1’air expiré est un reflet de
I’hydrogene produit par fermentation bactérienne dans I’intestin et diffusant dans I’ensemble
de I’organisme par voie sanguine (Figure 12).

La mesure de I’hydrogene a été assurée au moyen d’un analyseur d'hydrogene expiré portable

(Gastrolyser®, Respur International, France).

3.1.1 Etudes animales

Pour mesurer ’hydrogéne dans 1’air expiré, nous avons considéré que la ventilation minute

était constante dans le temps, identique pour tous les rats, et €gale a 225 ml.min". Nous avons
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Figure 11 : Profil de plongée expérimentale utilisé chez les rats.
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retrouvé dans la littérature une valeur au repos de 27,27+2,39 ml.min™.100g” (moyenne =+
écart-type) pour les rat Sprague-Dawley (Strohl et coll 1997). Afin de tenir compte du stress
expérimental généré par la mesure des gaz, nous avons choisi pour la ventilation minute des
rats une valeur qui approxime 2 fois celle des données de la littérature pour un rat de 400 g, au
repos non stressé.

Pour chaque mesure, les rats étaient introduits individuellement dans des cylindres en
polychlorure de vinyle (PVC) de 75 mm de diametre intérieur et de 200 mm de longueur (soit
883 ml de volume intérieur), préalablement lavés a ’eau et séchés. Les deux extrémités du
cylindre étaient fermées hermétiquement par des disques en plastique percés en leur centre
d’un orifice permettant I’admission d’air d’un c6té du cylindre et le recueil de d’air de I’autre
coOté. La circulation d’air était assurée au moyen d’un aérateur dédié (Rena Air 200®, France)
a un débit constant de 225 ml/min, contrdlé par la montée d’une bulle de savon dans une
éprouvette renversée et percée en son fond de 100 ml (Figure 13).

Apres un délai de 5 min, nécessaire aux gaz de s’homogénéiser a I'intérieur du cylindre tout
en tenant compte de 1’espace mort (volume non occupé par le rat a I’intérieur du cylindre),

nous avons mesuré 1’hydrogene (en ppm) dans I’air a la sortie du cylindre.

3.1.2 Etude chez ’homme

A T'issue du premier examen clinique, ’hydrogene dans 1’air expiré a été mesuré chez tous les
« plongeurs accidentés » adressés a notre centre. La méme mesure a été réalisée chez les
« plongeurs sains » sur le bateau support de plongée. Dans tous les cas, la mesure a été
réalisée 1 a 4 heures apres la sortie de 1’eau.

Le protocole de mesure était le suivant. Apres avoir respiré€ librement en air ambiant pendant
au moins 2 minutes, le plongeur devait prendre une grande inspiration et tenir 1’apnée pendant
15 secondes. En fin d’apnée, le plongeur devait souffler le plus lentement possible dans un
embout buccal, en essayant de vider completement ses poumons. La valeur de la
concentration d’hydrogene (en ppm) s’élevait progressivement sur 1I’écran de I’analyseur. La
valeur la plus élevée, restant affichée sur 1’écran en fin d’expiration, est celle que nous avons

retenue pour notre étude.

3.2 Validité de la méthode utilisée chez ’homme

La mesure d'hydrogene dans I’air expiré était une estimation de la fermentation intestinale en
cours. Les processus qui interferent avec 1'excrétion d'hydrogene, pouvant rendre 1’estimation

moins précise, ont été contrdlés.
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L’échantillonnage des gaz expirés représente une phase primordiale de la mesure. La mesure
de I’hydrogene doit étre réalisée sur de 1’air alvéolaire, qui a ét€ en contact avec du sang a
lI'intérieur des alvéoles. La procédure d’échantillonnage des gaz doit éviter les interférences
avec les espaces morts respiratoires. La premiere partie de 1'air expiré est en effet simplement
un drainage des voies respiratoires remplies par de l'air ambiant, inhalé lors de 1’inspiration
précédente. La procédure utilisée, comprenant une inspiration maximale, une période d’apnée
de 15 s, et enfin une expiration complete dans 1’appareil était capable de réduire sensiblement
la variabilité des mesures, une période d’apnée de 15 s garantissant des échanges respiratoires
complets (Gasbarrini et coll. 2009).

L hydrogene dans I’air expiré est modifié par la fréquence respiratoire. Il existe une réduction
de la concentration d’hydrogene pendant une hyperventilation. La concentration est réduite
durant une activité physique et augmente pendant la phase de récupération. En conséquence, a
la sortie de I’eau et pendant la mesure, le plongeur devait €tre au repos (Gasbarrini et coll.
2009).

De nombreux gaz sont produits par la combustion du tabac dont I'hydrogeéne qui peut atteindre
jusqu'a 2%. Le tabagisme interfere de facon importante avec la mesure d'hydrogeéne dans 1’air
expiré et devait €tre évité avant toutes les mesures (Gasbarrini et coll. 2009).

Le microbiote de la cavité buccale peut fermenter les hydrates de carbone administrés par
voie orale, interférant ainsi avec la mesure de la production d’hydrogene intestinale
(Gasbarrini et coll. 2009). Nous avons exclu tous les plongeurs qui avaient déjeuné entre la

sortie de I’eau et le moment de la mesure d’hydrogene.

4 Classification des accidents de désaturation

4.1 Evaluation neurologique des rats

A la fin de la décompression, les rats ont été transférés dans des cages individuelles, et
observés, sans contrainte, pendant 30 minutes par un personnel expérimenté, ignorant du
traitement. On a considéré les signes suivants comme des manifestations d’ADD : déficits
moteurs ou difficultés a se déplacer (incluant la boiterie, la difficulté & maintenir 1'équilibre, la
marche sur le coté, la chute, la difficulté de redressement apres une chute), et la mort. On
considérait que les rats avaient un déficit moteur quand ils n’atteignaient pas le niveau 4 du
« Score Moteur » présenté par Gale et coll. (Gale et coll. 1985). On a enregistré le moment de

survenue de ces signes.
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On a également évalué plus finement une potentielle atteinte neurologique par un test de
marche sur planchette. Nous avons utilisé sept planches de bois de différentes largeurs (7,7-
1,7 cm), qui mesuraient 1,5 m de long et qui étaient élevées 110 cm au-dessus du sol. Les rats
ont été placés en premier sur la planche la plus large, et on a observé la capacité a traverser la
planche sans que le pied glisse au cours de deux essais. On a répété la procédure sur des
planches de plus en plus étroites. On a retenu la planche la plus étroite sur laquelle le rat
pouvait marcher, correspondant a un score de 0 a 7 (von Euler et coll. 1996). Lorsque le rat

était mort, on a attribué un score de 0.

4.2 Evaluation clinique des plongeurs

Tous les plongeurs qui ont été inclus dans nos études ont été examinés par un des médecins du
Service de Médecine Hyperbare et Expertise Plongée de I’Hopital d’Instruction des Armées
Sainte Anne, spécialiste en médecine de la plongée. Les « plongeurs accidentés » étaient a
nouveau examinés a 1’issue de la premiere séance d’oxygénothérapie hyperbare et a la sortie
d’hospitalisation.

Le diagnostic d’ADD neurologique était posé devant la description de troubles neurologiques
subjectifs (paresthésies, dysesthésies, engourdissement) associ€és ou non a un examen
neurologique anormal (faiblesse musculaire, hypoesthésie, ataxie, dysfonctionnement de la
vessie, troubles des fonctions supérieures ou du langage, troubles visuels), au décours d’une
plongée saturante a 1’air, aprés avoir éliminé un barotraumatisme pulmonaire (absence de
difficultés respiratoires, d’hémoptysies, de toux, de pneumothorax, d’emphyséme sous-
cutané). Par ailleurs, chez tous les plongeurs souffrant d’un accident neurologique avec des
troubles subjectifs persistants ou avec un examen neurologique initial anormal, une IRM
médullaire et/ou cérébrale a été réalisée pour confirmer le diagnostic, éliminer un diagnostic
différentiel, et rechercher des facteurs favorisants anatomiques.

Le risque d’évolution défavorable a la prise en charge initiale a été déterminé par le calcul
d’un score de gravité, coté de 0 a 22 (Blatteau et coll. 2010). Ce score tient compte de 1’age
du plongeur, de la présence d’une douleur vertébrale, de 1’évolution de la symptomatologie
sous oxygénothérapie normobare, de 1’existence de signes objectifs sensitifs ou moteurs, et
d’une atteinte vésico-sphinctérienne. Un score supérieur a 8 est considéré comme a risque

d’évolution défavorable.

5 Numérations des éléments figurés du sang
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Les numérations ont été réalisées au moyen d’un analyseur automatique (ABCvet®, SCIL,
France) 4 heures avant la mise en pression et 30 min apres la sortie du caisson. Les globules
rouges, ’hématocrite, les leucocytes et les plaquettes ont été dénombrés dans des échantillons
de 20 pl prélevés au niveau de I’extrémité de la queue et dilués dans un volume équivalent

d’EDTA 2 2 mmol.I" (Sigma, France).

6 Examens et prélevements réalisés apres anesthésie des rats

Les rats ont été anesthésiés 30 min apres la sortie du caisson au moyen d’une injection intra
péritonéale d’un mélange de 10 mgkg' de xylazine (Rompum® 2%, Bayer Pharma,
Allemagne), de 100 mg.kg‘1 de kétamine (Imalgene®1000, Merial, France) et de 1,65 rng.kg'1
d’acépromazine (Calmivet®, Vetoquinal, France).

A la fin de I’étude, les rats ont été sacrifiés par une injection intra péritonéale de pentobarbital

(200 mg kg™, Sanofi Santé, France).

6.1 Cytokines inflammatoires circulantes et marqueurs du stress oxydant

Juste apres 1’anesthésie, on a prélevé des échantillons de sang des rats par ponction directe
intra-aortique, afin de déterminer les concentrations plasmatiques d’IL-1B, d’IL-6, de
Thiobarbituric Acid Reactive Substances et de gluthation peroxydase. Le sang était collecté
dans des tubes stériles de 4 ml contenant de 1’héparine de lithium (BD Vacutainer®, BD-
Plymouth, UK). Dans les 30 min, on a obtenu du plasma par une simple centifugation a 1200
g et a 4°C pendant 15 min. On a stocké le surnageant a -80°C jusqu’a I’analyse. En ce qui
concerne les Thiobarbituric Acid Reactive Substances, on a du déprotéiner le plasma avant le
stockage. On a transféré 100 pl de plasma dans un micro tube de 1,5 ml. On a ajouté 200 ul
de TCA glacé a 10%. Apres 5 min d’incubation, on a centrifugé le micro tube a 14000 RPM
pendant 5 min. Comme précédemment, le surnageant a également été stocké a -80°C jusqu’a
I’analyse.

On a réalisé la détection des cytokines inflammatoires circulantes et des marqueurs du stress
oxydant avec un Bioplex100 (BioradInc, CA, USA) et des kits d’immunodosage : Rat IL-1f3
ELISA Kit, Rat IL-6 ELISA Kit (Sigma-Aldrich, MO, USA), QuantiChrom TBARS Assay
Kit et EnzyChrom Glutathione Peroxidase Assay Kit (BioAssay Systems, CA, USA). Les
échantillons, les normes et les controles de qualité ont été effectués en utilisant deux doublons
par point. Toutes les normes et les contrdles de qualité ont été préparés comme recommandé

dans les Kkits.
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6.2 Prélevement du caecum

Juste avant le sacrifice des rats, le caecum était séparé du reste du tube digestif apres
réalisation d’une ligature. Il était ensuite pesé. Enfin, on I’ouvrait au moyen d’un scalpel et on

effectuait un examen visuel de son contenu.

7 Analyses statistiques

Les résultats numériques ont été exprimés en moyenne + écart type ou en médiane [intervalle
interquartile] pour les variables quantitatives, et en pourcentage [intervalle de confiance a
95%] pour les variables dichotomiques. Un tableau de contingence a été utilisé pour les tests
d'indépendance et d'association, couplé a un test de Fisher exact ou de Khi 2. Un test t de
Student ou un test de Mann-Whitney ont été utilisés pour analyser les différences entre deux
groupes non appariés, et un test de Wilcoxon pour les comparaisons au sein des groupes
appariés. Un test de Spearman a été réalisé pour rechercher des corrélations. Une courbe ROC
avec ’aire sous la courbe correspondante a été réalisée pour déterminer la mesure la plus
élevée des valeurs d’hydrogeéne expiré permettant de prédire la survenue d’un ADD
neurologique chez I’homme ; la spécificité et la sensibilité ont été obtenues en utilisant des
seuils prédéfinis. Des Odds ratio avec un intervalle de confiance a 95% ont été calculés si
besoins. Une différence était considérée comme significative pour une p-value < 0,05. Pour le

traitement statistique, nous avons utilisé le logiciel XLSTAT-Pro® (Addinsoft, Paris, France).
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OPEN: Colonic Fermentation Promotes
Decompression sickness in Rats

Sébastien de Maistre?, Nicolas Vallée?, Emmanuel Gempp?, Kate Lambrechts?, Pierre Louge?,
Claude Duchamp? & Jean-Eric Blatteau?
Received: 27 July 2015 ¢ Massive bubble formation after diving can lead to decompression sickness (DCS). During dives
Accepted: 31 December 2015 : jth hydrogen as a diluent for oxygen, decreasing the body’s H2 burden by inoculating hydrogen-
Published: 08 February 2016 : metabolizing microbes into the gut reduces the risk of DCS. So we set out to investigate if colonic
. fermentation leading to endogenous hydrogen production promotes DCS in fasting rats. Four hours
before an experimental dive, 93 fasting rats were force-fed, half of them with mannitol and the other
half with water. Exhaled hydrogen was measured before and after force-feeding. Following the
hyperbaric exposure, we looked for signs of DCS. A higher incidence of DCS was found in rats force-fed
with mannitol than in those force-fed with water (80%, [95%CI 56, 94] versus 40%, [95%CI 19, 64],
p < 0.01). In rats force-fed with mannitol, metronidazole pretreatment reduced the incidence of DCS
(33%, [95%Cl 15, 571, p=0.005) at the same time as it inhibited colonic fermentation (14 435 ppm
versus 118 4 90 ppm, p =0.0001). Pre-diveingestion of mannitol increased the incidence of DCS in
fasting rats when colonic fermentation peaked during the decompression phase. More generally,
colonic fermentation in rats on a normal diet could promote DCS through endogenous hydrogen
production.

Scuba (self contained underwater breathing apparatus) diving is an increasingly popular activity, especially
among older individuals who may be unfit and even under medication. Scuba diving can lead to bubble for-
mation in peripheral tissues as a result of dissolved gas changing phase during decompression. When too many
bubbles are generated in bloodstream and tissues, signs and symptoms referred to decompression sickness (DCS)
can occur’. It is generally accepted that these bubbles form from pre-existing gaseous nuclei on vessel walls? and
that the amount of venous gas emboli is linked to the risk of DCS>*. Bubbles in the blood activate the vascular
endothelium, stimulate pro thrombotic phenomena and induce inflammation; platelet and leukocyte activation
have been observed together with increases in the production of cytokines and cell adhesion factors®®. It is now
accepted that severe DCS is a systemic pathophysiological process that can induce reactions leading to ischemic
damage in the spinal cord and brain’. Neurological damage in the spinal cord and brain underlies the most seri-
ous symptoms of DCS®. Even after standard treatment with hyperbaric oxygen, 20-30% of the divers suffering
from neurological DCS do not fully recover at the time of discharge®. Identifying and managing factors that
underlie desaturation accidents is therefore a major challenge.

It has been suggested that the gut microbiota might influence the occurrence of DCS
Hydrogen-metabolizing microbes (the human colonic archae Methanobrevibacter smithii) were introduced into
the large intestines of pigs or rats. M. smithii converts H, and CO, to methane and water. The goal was to remove
some of the hydrogen taken up by the body during hyperbaric exposure in the course of dives with H, as the dilu-
ent to O, in the breathing gas mixture. Removing approximately 5-10% of the body burden of H, reduced the risk
of DCS by approximately 50%. Moreover, the higher the activity of the microbes introduced was, the lower the
risk of DCS was (logistic regression, p < 0.05)'°. Supplemental washout of the diluent gas as a result of microbial
metabolism inversely correlated with DCS risk in a dose-dependent manner!?. Furthermore, H, metabolism by
the native intestinal microbiota of pigs may protect against DCS following a H, simulated dive'?.

Conversely, bacterial fermentation of undigested sugars in the large intestine generates hydrogen, some of
which diffuses around the body'. This endogenous hydrogen could exacerbate DCS even during dives with
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Figure 1. Hydrogen in exhaled air just before and 3 hours after force-feeding in rats. *denotes p < 0.05
between the groups.

another gas than hydrogen as the diluent. It could directly increase inert gas load during hyperbaric exposure and
contribute to bubble formation during the decompression phase.

The aim of this study was to assess whether stimulating colonic fermentation in fasting rats by feeding them
mannitol (MNL) before the dive would increase the incidence of DCS. Inhibiting this fermentation pathway by
administering oral metronidazole (MTZ) was also tested. After a rapid decompression, DCS signs and cell counts
(platelets, leukocytes) were compared in rats force-fed with MNL and controls, either conditioned with MTZ or
not.

Results
Weight. Weights were similar six days before compression in both groups (384 + 36.5 g with MTZ versus
406+ 37 g; NS).

Weight loss between force-feeding time and removal from the hyperbaric chamber was no different whether
rats were force-fed with MNL or water (—0.5 & 2.2% versus —0.6 == 2.2%; NS).

Hydrogen and carbon dioxide in exhaled air. In the group without MTZ, more hydrogen was exhaled
one hour before compression by rats force-fed with MNL than those force-fed with water (118 4 90 ppm versus
34 6 ppm; p=0.0001). In MNL-fed rats, the increase was significantly lower among those treated with MTZ
(14 £ 35 ppm versus 118 & 90 ppm; p = 0.0001). In water-fed rats, MTZ had no effect on hydrogen exhalation
(Fig. 1).

In the group without MTZ, carbon dioxide production was the same one hour before compression in
rats force-fed with MNL as in those force-fed with water (9.9 & 4.1 ml.min~! versus 8.8 & 2.5ml.min~'; NS).
In MNL-fed rats, MTZ intake was not accompanied by a significant change in carbon dioxide production
(9.9 4+ 5.0ml.min~! versus 9.9 4+ 4.1 ml.min~!; NS).

Behavior and clinical observations. In the group without MTZ, the incidence of DCS of all types (death,
neurological signs, labored breathing) was significantly higher in rats force-fed with MNL than in those force-fed
with water (80% = [56,94] versus 40% = [19,64]; p = 0.0098) (Fig. 2). Death rates were not significantly different
(65% =+ [41,85] versus 35% = [15,59]; p= 0.0578). In surviving rats, the incidence of neurological symptoms was
significantly higher in MNL-fed rats (43% = [10,82] versus 0% = [0,25]; p=0.0307).

In MNL-fed rats, MTZ intake significantly reduced the incidence of DCS (33% =+ [15,57] versus 80% =+ [56,94];
p=0.0026) (Fig. 2) and the death rate was significantly lower (29% =+ [11,52] versus 65% =+ [41,85]; p=0.0194).
The incidence of neurological symptoms in surviving rats was not significantly different (7% + [0,32] versus
43% =+ [10,82]; p=0.0766).

In water-fed rats, MTZ had no influence on the incidence of DCS (20% = [6,44] versus 40% =+ [19,64]; NS)
(Fig. 2), deaths (15% = [3,38] versus 35% = [15,59]; NS) or neurological signs.

Finally, no deaths, neurologic signs or labored breathing were found in the sham pressurization group.

Blood cell counts. In the sham pressurization group, there was no significant variation from force-feeding
at the time of removal from the chamber, and no variation difference in hematological parameters between rats
force-fed with MNL and those force-fed with water: platelets (—4.8 &= 18.2% versus —3.8 £ 16.5%; NS), white
blood cells (—6.9 4= 37.4% versus +5.1 & 22.0%; NS) or hematocrit (—1.9 4+ 21.7% versus +9.2 & 30.6%; NS).

In the group without MTZ, a significantly greater decrease was observed in platelet count at the time of
removal from the chamber in rats force-fed with MNL compared to those force-fed with water (—17.1 + 11.0%
versus —5.0 & 33.7%; p = 0.0358) (Fig. 3). Prior MTZ intake did not affect the platelet count in either rats
force-fed with MNL (—14.1 + 25.2% versus —17.1 4= 11.0%; NS) or in rats force-fed with water (—3.6 - 12.6%
versus —5.0 + 33.7%; NS).
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The white blood cell count was slightly lower at the time of removal from the chamber in rats force-fed with
MNL with no prior MTZ intake (—40.0 & 30.0%; p = 0.0781), which was not seen in either rats force-fed with
water (3.8 4= 65.4%; NS) or those force-fed with MNL after MTZ treatment (—6.3 &= 51.3%; NS). However, varia-
tion differences between these subgroups were not significant.

Hematocrit at force-feeding time was not different between groups with and without MTZ (44.6 £ 6.6% versus
47.3 + 7.4%; NS). Hematocrit variation between force-feeding time and the time of removal from the chamber
was not different between rats force-fed with MNL and those force-fed with water (—0.4% = 30 versus 21 & 1.6.
1%; NS).

Arterial blood gases. In the group without MTZ, there was no significant difference in pH between rats
force-fed with MNL and those force-fed with water (7.38 £ 0.05 versus 7.37 £ 0.07; NS) or in partial carbon diox-
ide pressure (44.1 = 6.5 mmHg versus 45.8 == 7.4 mmHg; NS).

Discussion

We have shown in rats that ingesting MNL four hours before a dive—so that peak hydrogen production coincides
with decompression—increases the incidence of DCS according to both clinical criteria (death, neurological
signs, labored breathing) and in terms of reduction of platelet and white blood cell. Prior MTZ treatment reduces
the risk of DCS to a level comparable to that we found in rats that did not ingested MNL. Several hypotheses may
explain these observations.

Previous studies have shown that bubble formation and the incidence of DCS are highly dependent on body
weight in rats'>!¢. Protocols using rats with a body weight above 350 g led to severe neurological symptoms and
death. In our study, weights were similar in both groups and subgroups.

Dehydration is known to promote DCS'”. Mannitol or 1.2.3.4.5.6-hexanehexol (CsH,,Oy) is a polyol (“sugar
alcohol”). Following ingestion, it is not digested in the stomach or small intestine but is broken down in the large
intestine through bacterial fermentation. We also know that 10% or 20% MNL solutions are hypertonic. High

SCIENTIFICREPORTS | 6:20379| DOI: 10.1038/srep20379 3



www.nature.com/scientificreports/

doses of MNL may have a laxative effect with subsequent fluid transfer through the gut wall'® leading to dehydra-
tion. Greater weight loss was not observed in rats force-fed with MNL compared to those force-fed with water.
In addition, no significant differences were observed in hematocrit variation between rats force-fed with MNL
and those force-fed with water. The MNL laxative effect was not sufficient to cause dehydration as a result of loss
in feces.

The amount of hydrogen measured in exhaled air reflects the rate of colonic bacterial fermentation'*. We have
shown that ingesting MNL before diving significantly increases fermentation and exacerbates the risk of DCS.
If MTZ is administered before force-feeding, fermentation is inhibited and the risk of DCS drops back down to
baseline. To prove that the risk of DCS is related to bacterial fermentation, it has to be demonstrated that MTZ
does not itself affect the risk of DCS. Several studies have shown that taking oral MTZ could have beneficial
effects, not only local effects on inflammatory bowel disease' but also systemic effects in subjects like burn vic-
tims®. This beneficial effect is not merely a result of MTZ’s antibiotic activity but also because of its antioxidant
effect. This antioxidant effect may be related to modulation of the gut microbiota, specifically by stimulating
growth of the population of bifidobacteria in the caecum?”. In this study, no specific effect of MTZ was observed
on the incidence of DCS so it seems that colonic bacterial fermentation during decompression after MNL inges-
tion promotes DCS. In addition, preliminary tests suggest that some non-fasting rats have a high spontaneous
fermentation rate in the absence of MNL ingestion. Colonic bacterial fermentation could therefore be a general
risk factor for DCS in rats, even those on a normal diet.

Hypercapnia (high partial carbon dioxide pressure [PaCO,] in the blood) is known to exacerbate the risk of
DCS*. Colonic MNL fermentation is accompanied by the formation of carbon dioxide; some of this is eliminated
via the anus but the rest crosses the intestinal barrier and diffuses throughout the body before being eliminated
via the respiratory system. Before pressurization, there was no more CO, in the air exhaled by rats force-fed with
MNL than in that exhaled by those force-fed with water. In addition, there was no PaCO, difference between rats
force-fed with MNL and those force-fed with water. The higher incidence of DCS in rats force-fed with MNL
cannot therefore be explained by hypercapnia.

A fraction of the hydrogen generated by MNL fermentation in the large intestine diffuses across the gut wall
into the body and this endogenous hydrogen could act exacerbate the risk of DCS. It could directly increase the
inert gas load during hyperbaric exposure and form bubbles during decompression. Before diving, it could also
help to seed the initial formation of inert gas bubbles from nuclei—the micro-bubbles that are at the origin of
desaturation events”.

Intraperitoneal administration of H,-rich saline 24 hours before a dive may have a protective effect against
DCS in rats®. Recently, it was shown that successive deep dives impair endothelial function and enhance oxi-
dative stress in humans*%. Owing to its ability to rapidly diffuse across membranes, molecular hydrogen (H,)
could reach and react with cytotoxic reactive oxygen species (ROS) and thus protect against oxidative damages.
H, has been recognized as a potential free radical scavenger which can selectively reduce the hydroxyl radical
(OH-) and peroxynitrite anion (ONOO—)*. Ohsawa et al. provided evidence that inhaled H, had anti-oxidative
and anti-apoptotic activities that protect the brain against ischemia-reperfusion injury and stroke®. Others have
shown that H, inhalation protects rabbits against spinal cord ischemia-reperfusion injury®. Thus, while increas-
ing the inert gas load at the time of decompression appears to be deleterious, the place of endogenous hydrogen
in the prevention and treatment of DCS remains to be explored.

Conclusions

Colonic fermentation of MNL ingested before diving increases the incidence of DCS in fasting rats when the peak
fermentation rate coincides with the decompression phase. More generally, colonic fermentation in rats receiving
a normal diet without any MNL could be sufficient to increase the risk of DCS. The generation of hydrogen by
fermentation and its subsequent diffusion through the body could increase this risk.

In humans, whether colonic fermentation during decompression promotes DCS remains to be assessed.
Different foodstuffs are associated with differential fermentation rates so pre-dive dietary modification could cut
down the risk of experiencing DCS. It is also known that the intestinal microbiota—including its fermentation
capacity—can be modulated with the administration of pre- or pro-biotic agents. Finally, it might be worth inves-
tigating the effect of administering substances that absorb intestinal gases just before a dive.

Materials and Methods

Study population.  All procedures involving experimental animals were in line with European Union rules
(Directive 86/609) and French law (Decree 87/848). This study was approved by the IRBA Ethics Committee. The
investigator (NV) has been accredited (Number 83.6) by the Health and Safety Directorate of our Department, as
required by French rules R.214-93, R-214-99 and R.214-102.

Only male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratories, France) were used in this experiment in order to
avoid fluctuations due to female hormone cycles. Rats were kept at 22 & 1°C in a 12:00/12:00-h light/dark cycle
(lights on at 7:00 a.m.) with food (Global Diet 2018, Harlan, Italy) and water ad libitum. Before experiments, rats
were housed in an accredited animal care facility.

A total of 93 rats were exposed to compressed air to induce decompression stress and bubble formation. The
rats were randomly divided into two groups, the first one (n=41) was treated for six days before pressurization
with MTZ, administered as a solution contained 250 mg MTZ and 6 g sucrose per 100 ml; the expected daily MTZ
intake was 40 mg per rat or 100 mg.kg . This dose is higher than the dose providing a significant decrease in
pulmonary hydrogen excretion after lactulose ingestion in humans and animals®’~?. The second group (n=52)
was given a control solution containing 6 g sucrose per 100 ml. Twelve animals in this second group were sub-
jected to sham pressurization (with no pressure increase in the chamber). Each group was further randomly
divided into an experimental subgroup and a control subgroup (Fig. 4). Four hours before pressurization, rats in
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Figure 5. Distribution of rats in experimental groups and subgroups (MTZ: metronidazole, MNL:
mannitol, EXP: exposed to pressurization).

the experimental subgroup were force-fed with a bolus of 2.5ml of 20% MNL solution (0.5g or 0.125g.100g™ ")
while the control subgroup was force-fed with 2.5 ml of water, so that decompression coincided with the peak of
hydrogen exhalation. Indeed we determined in a preliminary test that exhaled hydrogen peaked 4-6 hours after
MNL ingestion (Fig. 5), while the peak was observed 8 hours after lactulose ingestion in gnotobiotic rats*. The
dose was also determined from preliminary tests in which a rise in exhaled hydrogen was observed quite similar —
but with less inter individual variability - to the one obtained in non-fasting rats force-fed with 2.5 ml of water

(135447 ppm versus 76 £+ 126 ppm; NS) (see supplementary information).

Hyperbaric procedure. Batches of 8 freely-moving rats in two different cages (4 per cage) were subjected
to a hyperbaric protocol in a 200-liter hyperbaric chamber fitted with three ports for observation. Each batch
consisted of a heterogeneous sample of rats which had been treated with MTZ or not and had been pre-fed with
either MNL or water.

We used a staged decompression, capable of causing ischemic impairments of the spinal cord with variable
severity in the rat*"*2 This model therefore makes it possible to move closer to the DCS observed in humans. In
fact, in recreational diving medullary DCS is frequent and, in most cases, occurs in the absence of a fault in pro-
cedure or a fast ascent to the surface®.

Compression was induced at a rate of 100 kPa.min ' to a pressure of 1000 kPa (90 msw) and then maintained
for 45 minutes in air. At the end of the exposure period, the rats were decompressed down to 200 kPa at a rate
of 100kPa.min~! with a 5-minute stop at 200 kPa, a 5-minute stop at 160kPa, and a 10-minute stop at 130 kPa.
Decompression between 200kPa and surface was performed at a rate of 10kPa.min~!. The decompression rate
was automatically controlled by a computer linked to an Analogical/Digital converter (NTUSB-6211®, National
Instrument, USA) itself connected to a solenoid valve (Belino LR24A-SR®, Switzerland) and a pressure trans-
mitter (Pressure Transmitter 8314, Burket Fluid Control System, Germany). The program used to control the
decompression rate was designed in-house on DasyLab (DasyLab National Instrument, USA).
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Compressed air was generated using a diving compressor (Mini Verticus III, Bauer Comp, Germany) coupled
to a 100-liter hyperbaric chamber at 3.10*kPa. The oxygen analyzer was based on a MicroFuel electrochemical
cell (G18007 Teledyne Electronic Technologies/Analytical Instruments, USA). Water vapor and CO, produced
by the animals were respectively captured with Seccagel (relative humidity: 40-60%) and soda lime (<300 ppm
captured by the soda lime), respectively. Gases were mixed by an electric fan. The day-night cycle was respected
throughout. The temperature inside the hyperbaric chamber was measured using a platinum-resistance tempera-
ture probe (Pt 100, Eurotherm, France). All these variables were controlled by a dedicated computer.

Hydrogen and carbon dioxide in exhaled air.  The hydrogen in the exhaled air derives from the fermen-
tation of carbohydrate in the colon. The carbon dioxide derives from metabolic processes as well as fermentation
processes in the gut.

To measure hydrogen and carbon dioxide in exhaled air, we assumed that the ventilation rate was constant
over time and the same in all rats, i.e. 225ml.min~: a resting value of 27.27 + 2.39 ml.min~'.100g"! (mean stand-
ard deviation) has been documented for Sprague-Dawley rats®.

For each measurement, rats were individually introduced at surface pressure into a clean, dry polyvinyl chlo-
ride (PVC) cylinder (internal diameter 75 mm, length 200 mm, internal volume 883 mL). Both sides were sealed
by plastic disks with holes. Air was insufflated at one side and collected at the other one. Air was supplied by an
aerator (Rena Air 200®, France) at a constant rate of 225 ml.min ! (checked by the rise of a bubble in an inverted
100 ml test-tube, pierced at the bottom).

After 5min to allow the mixing of the gases inside the cylinder (taking into account the dead space not occu-
pied by the rat), hydrogen (ppm) and carbon dioxide (percentage) were measured in the air coming out of the
cylinder.

Hydrogen was measured using a portable expired hydrogen analyzer (Gastrolyser®, Bedfont Scientific Ltd,
UK). Carbon dioxide was measured using a portable gas exchange analysis system (Cosmed® K4b?, Italy). Data
were recorded four hours before compression just before force-feeding and one hour before compression.

Behavior and clinical observations. At the end of the decompression, each rat was put into an individ-
ual cage and assessed at will for 30 minutes by observers who were unaware of the animal’s pre-compression
conditioning. The following symptoms were considered as manifestations of DCS: labored breathing, paresis or
difficulty moving (including limping, failure to maintain balance, sideways gait, falling, difficulty getting up after
a fall) or death. Rats were considered as having a paresis when they didn’t reach grade 4 of the “Motor Score”
presented by Gale et al**. Times of onset were also recorded. Problems with fore or rear limbs were classified as
being due to neurological DCS.

Blood cell counts. Blood cell counts were carried out in an automatic analyzer (ABCvet®, SCIL, France) on
samples taken 4 hours before the dive and then again 30 minutes after surfacing. Red cells, leukocytes and platelets
were counted in 20 pul samples taken from the tip of the tail and diluted in an equivalent volume of 2mM EDTA
(Sigma, France).

Arterial blood gases. The rats were then anesthetized by an intraperitoneal injection of a mixture of 10 mg.
kg ! xylazine (Rompum® 2%, Bayer Pharma, Germany) and 100 mg.kg ! ketamine (Imalgene®1000, Rhone lab-
oratory, France).

A sample of arterial blood was taken from each rat by direct aortic puncture and blood gases were measured
using an i-STAT System (Abbott Laboratories, Illinois, USA).

The rats were sacrificed by injecting pentobarbital (200 mg.kg ! ip, Sanofi Santé, France).

Statistical analyses. Statistical processing was done with XLSTAT-Pro® (Addinsoft, Paris, France).
Numerical results were expressed as median interquartile range for quantitative variables, and percentage confi-
dence interval [95%] for dichotomous variables. A contingency table was used for independence and association
tests, coupled with a Fisher Exact or Chi? test of significance. Differences between two groups were analyzed using
a Mann-Whitney test and a Wilcoxon test was used for matched comparisons within groups. A difference was
considered as significant for p-values < 0.05.

References

1. Bert, P. La pression barométrique. (Masson, 1878).

2. Blatteau, J. E., Souraud, J. B., Gempp, E. & Boussuges, A. Gas nuclei, their origin, and their role in bubble formation. Aviat Space
Environ Med 77(10), 1068-1076 (2006).

3. Sawatzky, K. D. The relationship between intravascular Doppler-detected gas bubbles and decompression sickness after bounce
diving in humans. MSc thesis, York University, 1991.

4. Nishi, R. Y., Brubakk, A. O. & Eftedal, O. S. Bubble detection in The Bennett and Elliot’s physiology and medicine of diving, edited by
A. O. Brubbak & T. S. Neuman (WB Saunders, London, 2003), pp. 501-529.

5. Laborit H. B. L. & Perrimond-Trouchet R. Action de 'héparine dans le traitement des accidents de décompression. Agressologie 2,
229-236 (1961).

6. Francis, T. & Mitchell, S. Pathophysiology of decompression sickness in The Bennett and Elliot’s physiology and medicine of diving,
edited by A. O. Brubbak & T. S. Neuman (WB Saunders, London, 2003), pp. 530-556.

7. DeGirolami, U. & Zivin, J. A. Neuropathology of experimental spinal cord ischemia in the rabbit. ] Neuropathol Exp Neurol 41(2),
129-149 (1982).

8. Blatteau, J. E. et al. Prognostic factors of spinal cord decompression sickness in recreational diving: retrospective and multicentric
analysis of 279 cases. Neurocrit Care 15(1), 120-127 (2010).

9. Kayar, S. R. et al., Decompression sickness risk in rats by microbial removal of dissolved gas. Am J Physiol 275 (3 Pt 2), R677-682
(1998).

SCIENTIFICREPORTS | 6:20379 | DOI: 10.1038/srep20379 6



www.nature.com/scientificreports/

10. Kayar, S. R, Fahlman, A., Lin, W. C. & Whitman, W. B. Increasing activity of H(2)-metabolizing microbes lowers decompression
sickness risk in pigs during H(2) dives. ] Appl Physiol (1985) 91(6), 2713-2719 (2001).

11. Kayar, S. R. Biochemical Approach to Decompression in The future of diving: 100 years of Haldane and beyond, edited by M. A. Lang
& A. O. Brubbakk (Smithsonian Institution Scholarly Press, Washington, DC, 2009), pp. 33-39.

12. Fahlman, A., Tikuisis, P., Himm, J. E,, Weathersby, P. K. & Kayar, S. R. On the likelihood of decompression sickness during H(2)
biochemical decompression in pigs. ] Appl Physiol (1985) 91(6), 27202729 (2001).

13. Kayar, S. R. & Fahlman, A. Decompression sickness risk reduced by native intestinal flora in pigs after H2 dives. Undersea Hyperb
Med 28(2), 89-97 (2001).

14. Piche, T. & Dainese, R. Tests respiratoires a 'hydrogene in EMC (Elsevier Masson SAS, Paris, 2011), Vol. Gastro-entérologie, pp.
9-000-B-015.

15. Berghage, T. E., David, T. D. & Dyson, C. V. Species differences in decompression. Undersea Biomed Res 6(1), 1-13 (1979).

16. Montcalm-Smith, E. A., Fahlman, A. & Kayar, S. R. Pharmacological interventions to decompression sickness in rats: comparison
of five agents. Aviat Space Environ Med 79(1), 7-13 (2008).

17. Fahlman, A. & Dromsky, D. M. Dehydration effects on the risk of severe decompression sickness in a swine model. Aviat Space
Environ Med 77(2), 102-106 (2006).

18. Muller, S., Francesconi, C. E, Maguilnik, I. & Breyer, H. P. Randomized clinical trial comparing sodium picosulfate with mannitol
on the preparation FOR colonoscopy in hospitalized patients. Arq Gastroenterol 44(3), 244-249 (2007).

19. Pelissier, M. A., Marteau, P. & Pochart, P. Antioxidant effects of metronidazole in colonic tissue. Dig Dis Sci 52(1), 40-44 (2007).

20. Mallikarjuna Rao, C., Ghosh, A., Raghothama, C. & Bairy, K. L. Does metronidazole reduce lipid peroxidation in burn injuries to
promote healing? Burns 28, 427-429 (2002).

21. Vasquez, N, Suau, A., Magne, F,, Pochart, P. & Pelissier, M. A. Differential effects of Bifidobacterium pseudolongum strain Patronus
and metronidazole in the rat gut. Appl Environ Microbiol 75(2), 381-386 (2009).

22. Hill, R. C., Miller, C. W. & Tucker, A. Influence of carbon dioxide on venous gas emboli production during altitude decompression
in goats. Aviat Space Environ Med 65(2), 139-143 (1994).

23. Ni, X. X. et al. Protective effect of hydrogen-rich saline on decompression sickness in rats. Aviat Space Environ Med 82(6), 604-609
(2011).

24. Obad, A. et al. Successive deep dives impair endothelial function and enhance oxidative stress in man. Clin Physiol Funct Imaging
30(6), 432-438 (2010).

25. Ohsawa, L. et al. Hydrogen acts as a therapeutic antioxidant by selectively reducing cytotoxic oxygen radicals. Nat Med 13(6),
688-694 (2007).

26. Huang, Y. et al. Beneficial effects of hydrogen gas against spinal cord ischemia-reperfusion injury in rabbits. Brain Res 1378, 125-136
(2011).

27. Lembcke, B., Honig, M. & Caspary, W. E. Different actions of neomychin and metronidazole on breath hydrogen (H2) exhalation.
Z Gastroenterol 18(3), 155-160 (1980).

28. Bjorneklett, A. & Midtvedt, T. Influence of three antimicrobial agents—penicillin, metronidazole, and doxycyclin—on the intestinal
microflora of healthy humans. Scand ] Gastroenterol 16(4), 473-480 (1981).

29. Muir, P, Gruffydd-Jones, T. J., Cripps, P. J. & Brown, P. J. Breath hydrogen excretion by healthy cats after oral administration of
oxytetracycline and metronidazole. Vet Rec 138(26), 635-639 (1996).

30. Hartmann, L., Taras, D., Kamlage, B. & Blaut, M. A new technique to determine hydrogen excreted by gnotobiotic rats. Lab Anim
34(2), 162170 (2000).

31. Blatteau, J. E. et al. Sidenafil pre-treatment promotes decompression sickness in rats. PLoS One 8(4), e60639 (2013).

32. Pontier, ]. M., Blatteau, J. E. & Vallee, N. Blood platelet count and severity of decompression sickness in rats after a provocative dive.
Aviat Space Environ Med 79(8), 761-764 (2008).

33. Strohl, K. P. et al. Ventilation and metabolism among rat strains. ] Appl Physiol 82(1), 317-323 (1997).

34. Gale, K., Kerasidis, H. & Wrathall, J. R. Spinal cord contusion in the rat: behavioral analysis of functional neurologic impairment.
Exp Neurol 88(1), 123-134 (1985).

Acknowledgements

We are very grateful to Myriam Dalous for her excellent technical assistance, and to Bruno Schmid, our Research
& Development engineer for his valuable contribution. The research was supported by the “Délégation Générale
pour TArmement” (COSSA2014). It should be attributed to the “Institut de Recherches Biomédicales des Armées”
laboratories.

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: S.d.M., N.V,, C.D,, ].-E.B. Performed the experiments: S.d.M., N.V,,
J.-E.B. Analyzed the data: S.d.M., E.G., P.L., J.-E.B. Contributed reagents/materials/analysis tools: S.d.M., N.V.
Wrote the paper: S.d.M., K.L,, J.-E.B. All authors reviewed the manuscript.

Additional Information
Supplementary information accompanies this paper at http://www.nature.com/srep

Competing financial interests: The authors declare no competing financial interests.

How to cite this article: de Maistre, S. et al. Colonic Fermentation Promotes Decompression Sickness in Rats.
Sci. Rep. 6,20379; doi: 10.1038/srep20379 (2016).

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License. The images

s or other third party material in this article are included in the article’s Creative Commons license,
unless indicated otherwise in the credit line; if the material is not included under the Creative Commons license,
users will need to obtain permission from the license holder to reproduce the material. To view a copy of this
license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

SCIENTIFICREPORTS | 6:20379 | DOI: 10.1038/srep20379 7



2 Présentation de notre deuxieme étude (acceptée le 08/09/2016)

de Maistre S, Vallee N, Gempp E, et al. Gut Fermentation Seems to Promote Decompression

Sickness in Humans. J Appl Physiol (1985) 2016:jap 00503 02016.

2.1 Hypotheses de I’étude

Nous avons montré, au cours de plongées a I’air chez le rat, que la fermentation bactérienne
de sucres non digérés, au moment de la plongée, s’accompagne d’une plus grande incidence
des accidents de désaturation (de Maistre et coll. 2016a).

Certains aliments sont connus pour provoquer la production de gaz (Azpiroz F et Malagelada
2005, Hartmeier et Fried 2001). Par ailleurs, un certain nombre de pathologies digestives sont
connues pour entralner une fermentation intestinale plus importante chez 1’homme :
malabsorption des glucides primaire ou secondaire (Ducrotté 2009), syndrome du gréle court
(Briet et coll. 1995), pullulation microbienne intestinale (Perman et Modler 1982,
Triantafyllou et coll. 2015), syndrome de I’intestin irritable avec (Lin HC 2004, Triantafyllou
et coll. 2015) ou sans SIBO (King et coll. 1998, Shah et coll. 2010, Kumar et coll. 2010). La
production de gaz par fermentation est accrue chez les patients présentant des flatulences (Rao
1997) ou des ballonnements (King et coll. 1998). Enfin, la prise de laxatifs modifie la
composition du microbiote intestinal et peut donc également influencer la fermentation
intestinale (Gilat et coll. 1978, Urita et coll. 2003, Altomare et coll. 2014, Kashyap et coll.
2013). Il en va de méme pour la prise d'antibiotiques (Gasbarrini et coll. 2009).

Tous ces facteurs pourraient étre a 1’origine d’une variabilité de la fermentation intestinale
chez ’homme au moment de la plongée. Cette variabilit¢é de la fermentation intestinale

pourrait influer directement sur le risque d’accident de désaturation.

2.2 Objectifs de I’étude

Le but de notre étude était d’évaluer, chez ’homme, si la fermentation intestinale, au moment
de la plongée, pouvait favoriser la survenue d’un accident de désaturation, diagnostiqué
cliniquement. Nous voulions par ailleurs rechercher les facteurs a 1’origine d’une plus grande

fermentation au moment de la plongée.

2.3 Principaux résultats de I’étude

Notre étude a permis de mettre en évidence, chez ’homme, que 1’hydrogene dans 1’air expiré
est plus élevé au décours d’une plongée au cours de laquelle est survenue un accident de

désaturation qu’apres une plongée sans accident associé, avec respect d’une procédure de
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décompression. Cela laisse penser que la fermentation intestinale pourrait étre plus
importante, au moment de la plongée, chez les plongeurs accidentés. Cependant, la prise
d’aliments a haut potentiel de fermentation n’était pas plus importante que chez les plongeurs
non accidentés. Les populations de plongeurs ne différaient pas non plus, de maniere
significative, en ce qui concerne les antécédents de signes fonctionnels intestinaux, et la prise

de laxatifs ou d’antibiotiques.
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Abstract

Introduction

Massive bubble formation after diving can lead to decompression sickness (DCS) that can
result in neurological disorders. In experimental dives using hydrogen as the diluent gas,
decreasing the body’s H, burden by inoculating hydrogen-metabolizing microbes into the gut
reduces the risk of DCS. In contrast, we have shown that gut bacterial fermentation in rats on
a standard diet promotes DCS through endogenous hydrogen production. So we set out to test
these experimental results in humans.

Materials and methods

39 divers admitted into our hyperbaric center with neurological DCS (Affected Divers) were
compared with 39 healthy divers (Unaffected Divers). Their last meal time and composition
were recorded. Gut fermentation rate was estimated by measuring breath hydrogen 1-4 hours
after the dive.

Results

Breath hydrogen concentrations were significantly higher in Affected Divers (15ppm [6-23]
versus 7ppm [3-12]; p=0.0078). Using a threshold value of 16.5ppm, specificity was 87%
(95%CI 73-95) for association with neurological DCS onset. We observed a strong
association between hydrogen values above this threshold and an accident occurrence
(OR=5.3, 95%CI 1.8-15.7, p=0.0025). However, high fermentation potential foodstuffs
consumption was not different between Affected and Unaffected Divers.

Discussion and conclusion

Gut fermentation rate at dive time seemed to be higher in Affected Divers. Hydrogen
generated by fermentation diffuses throughout the body and could increase DCS risk.
Prevention could be helped by excluding divers who are showing a high fermentation rate, by
eliminating gas produced in gut or even by modifying intestinal microbiota to reduce

fermentation rate during a dive.

Keywords

Diving, Decompression sickness, Gut fermentation, Hydrogen, Humans.

New & Noteworthy
This 1s the first time that the gut microbiota has been shown to affect the risk of

decompression sickness in humans: we show that gut bacterial fermentation seems to
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exacerbate the likelihood of the problem. This confirms results that we obtained in rats in
simulated air dives in a chamber. The main interest of this study is to suggest new
recommendations on how to prevent decompression sickness by reducing the fermentation

rate in the gut.
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Introduction

Diving is a dangerous activity that can lead to bubble formation in peripheral tissues as a
result of dissolved gas changing phase during decompression. When too many bubbles are
generated in bloodstream and tissues, signs and symptoms referred to decompression sickness
(DCS) can occur (3). It is generally accepted that these bubbles form from pre-existing
gaseous nuclei attached to vessel walls (5) and that the amount of venous gas emboli is linked
to the risk of DCS (33, 38). Neurological damage in the spinal cord and brain underlies the
most serious and commonest symptoms seen in DCS (14). Even after standard treatment with
hyperbaric oxygen, 20-30% of the divers suffering from neurological DCS do not fully
recover at the time of discharge (4). Identifying and managing new factors that might

exacerbate the risk of DCS is therefore a major challenge.

Gut fermentation and decompression sickness in animals

It has been shown that the digestive tract can affect the risk of DCS through activity of the gut
microbiota (21, 23, 24). In the course of simulated dives with hydrogen as the diluent gas,
metabolism of this gas by the native microbiota in pigs protects against DCS by decreasing
the amount of H; in the body (22). In contrast, we have shown that in rats diving with air,
bacterial fermentation of undigested sugars present at the time of diving is accompanied by a
rise in the incidence of DCS (9). Since a fraction of the hydrogen generated by such gut
fermentation diffuses across the gut wall, we think that this endogenous hydrogen might
exacerbate the risk of DCS. It could directly increase inert gas load during hyperbaric
exposure and contribute to bubble formation during the decompression phase. Before diving,
it could also help to seed the initial formation of inert gas bubbles from nuclei—the micro-

bubbles that are at the origin of desaturation events (5).

Gut fermentation and decompression sickness in humans?

The aim of this study was to see if gut fermentation at the time of diving could exacerbate the
risk of clinical DCS in humans. In addition, we sought to identify factors that control
fermentation activity at the time of diving, the final objective being to arrive at

recommendations on how to prevent DCS by reducing the rate of gut fermentation.

Materials and Methods

Study population
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We proposed participation in the study to all divers referred to our Centre (Service de
Médecine Hyperbare et d’Expertise Plongée, Hopital d’Instruction des Armées Sainte Anne,
Toulon, France) between May 2013 and August 2015 for a diving accident following an air
dive. The inclusion criterion was a diagnosis of neurological DCS (Affected Divers Group)
made by one of the Centre’s physicians specialising in diving medicine, on the basis of
information from an interview and a physical examination. All the divers consented to take
part. Because of circadian variations in the rate of gut fermentation (28) and in order to
minimise differences in food intake before the dive, we only studied divers who had dived in
the morning before lunch; also excluded were all divers who had eaten between leaving the
water and arriving at the Centre: in all, the Affected Divers Group comprised 39 subjects (Fig.
1).

For the control group of Unaffected Divers, we made four series of measurements at a
recreational diving centre (Espace Mer, Hyeres, France) on divers coming out of the water
after an air dive in the morning before lunch between May 2013 and August 2015. All dives
were followed by a diver-specific decompression procedure and none of the divers showed
any symptoms after getting out of the water. Only two divers refused to take part; 39
Unaffected Divers consented to participate (Fig. 1).

The study protocol was approved by the local Ethics Committee (Hopital d’Instruction des

Armées Sainte Anne, Toulon, France) and all subjects gave Consent to participate in writing.

Questionnaire

All divers who took part in the study filled out a questionnaire after their dive.

Gender, age, anthropometric data, details of the dive

Every diver’s date of birth, weight and height were recorded together with details of their
dive, namely maximum depth, total duration, decompression stops and time of getting out of

the water.

Personal history

Divers were asked about their medical history as well as any drugs they were taking. They
were also asked about their gut function (flatulence, bloating, constipation) and whether they
had recently used an antibiotic or a laxative.

Indeed, some gastrointestinal conditions are known to lead to greater intestinal fermentation,

including primary and secondary sugar malabsorption (11), short bowel syndrome (7), small
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intestinal bacterial overgrowth (SIBO) (34, 46), irritable bowel syndrome with (30, 46) or
without SIBO (25, 26, 41).

Flatulence and bloating are gas-related symptoms (10, 42) and patients who suffer from these
tend to be producing more gas (25, 36).

Taking laxative products affects the composition of the intestinal microbiota and can therefore

also influence the rate of gut fermentation (1, 16, 20, 47) as can taking antibiotics (15).

Food intake before the dive

The divers were asked what they ate before the dive as well as when they ate it.

The focus was on foodstuffs known to generate gas eaten that morning before the dive (2, 18):

1. beans, soy beans, brassicas (Brussels sprouts, cauliflower, broccoli, kale and red white
or Chinese cabbage), aubergine, bell peppers, onions

nuts

apples, pears, apricots, plums, peaches, raisins

starchy foods like potatoes, cereals and pop-corn

artificial sweeteners like sorbitol and fructose (often found in dietary supplements)

AN O

frozen foods (because of “resistant” starch).

The questionnaire particularly focused on readily fermented foods, including legumes,

cabbage and pitted fruits.

Clinical observation

All the diver subjects were examined by one of our Centre’s specialist physicians. Affected
Divers were re-examined after the first session of hyperbaric oxygen therapy and again on
discharge from our Centre.

A diagnosis of neurological DCS was made on the basis of subjective reports of neurological
problems (paraesthesia, dysaesthesia, numbness) with or without abnormal findings in a
neurological examination (muscle weakness, hypoaesthesia, ataxia, impaired bladder
function, higher function or language deficit, visual problems), following an air dive.
Pulmonary barotrauma was ruled out: no difficulty breathing, haemoptysis, coughing,
pneumothorax or subcutaneous emphysema. In addition, all divers suffering from a
neurological accident with persistent subjective problems or abnormal findings in the initial
neurological examination were given a medullary and/or brain MRI examination to confirm

the diagnosis, rule out any other diagnosis and investigate predisposing anatomical factors.
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The risk of a negative outcome was determined before the first session of hyperbaric oxygen
therapy by calculating a severity score (on a scale of 0-22) (4). This score takes into account
the diver’s age, the presence of vertebral pain, changes in the symptoms on normobaric
oxygen therapy, the existence of objective sensory or motor signs and involvement of the

bladder sphincter. A score of over 8 is considered as possibly indicating poor prognosis.

Hydrogen in exhaled air
Test principle

Mammalian cells are incapable of producing hydrogen so any hydrogen in the colon comes
from bacterial fermentation, mainly of unabsorbable carbohydrates and endogenous
glycoprotein (32). Hydrogen absorbed in gut is not metabolised but is excreted in breath (39)
so measuring this hydrogen reflects the amount produced by bacterial gut fermentation which

thereafter diffuses throughout the body via the blood.

2.3.1 Measurement

After the first physical examination, breath hydrogen was measured in all the divers referred
to our Centre; the same measurement was made on Unaffected Divers on the boat. In all
cases, the measurement was made within 1-4 hours of getting out of the water.

Breath hydrogen was measured using a portable device (Gastrolyser®, Bedfont Scientific Ltd,
UK) in the following way: after breathing normally in air for at least two minutes, the diver
was asked to take a deep breath and hold it in for 15 seconds. Then the diver expired as
slowly and as completely as possible into a mouthpiece. The hydrogen concentration reading
(in ppm) on the device’s screen steadily increased and the final highest value remaining

displayed after the end of expiration was taken as the result.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard deviation or median [interquartile interval] for
quantitative variables, and as a percentage [95% confidence interval] for dichotomous
variables. A contingency table was used for independence and association tests coupled with a
Fisher Exact or Chi? test of significance. Student’s t test or a Mann-Whitney test were used to
analyse differences between two unmatched groups. Spearman’s test was used to identify
correlations. A receiver operating characteristics (ROC) curve with the corresponding area
under the curve was plotted to discriminate the highest measurement of breath hydrogen

values that predicts the onset of neurological DCS; specificity and sensitivity were determined
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using predefined thresholds. Odds Ratios with their 95% confidence intervals were calculated
when needed. A difference was considered as significant if its p-value was less than 0.05.

Statistical processing was done with XLSTAT-Pro® (Addinsoft, Paris, France).

Results

Gender, age, anthropometric data, details of the dive

Data on gender, age, anthropometric data and dive details are shown in Tab. I. There are no
significant differences between Affected Divers and Unaffected Diversin any of these

parameters.

Personal history

Significant items are shown in Tab. II. Functional gut signs are listed in Tab. III with no
difference found between the two groups (8% [95%CI 2-21] in the Affected Divers versus
15% [95%CI 6-31]; p=0.5899). None of the subjects had recently used a laxative product or

taken an antibiotic.

Food intake

Two Affected Divers and four Unaffected Divers had eaten nothing since the evening before
the dive; most of the others had eaten a continental breakfast but two Affected Divers and two
Unaffected Divers had cereal for breakfast. None of the subjects had eaten any food of high
fermentation potential on the day of the dive. Intervals between the last meal and getting out

of the water were similar (Tab. I).

Clinical observation

In the physical examination, objective neurological problems were detected in 49% of the
Affected Divers with a severity score of over 8 in 10% of cases. Neurological abnormalities
were still detected at discharge in 23% of cases. The most common neurological sequelae
were proprioceptive ataxia and bladder sphincter problems. None of the Unaffected

Divers experienced any symptom after the dive.

Hydrogen in exhaled air

Hydrogen levels were significantly higher in the breath of the Affected Divers (15 ppm [6-23]
versus 7 ppm [3-12] ; p=0.0078) (Fig. 2).
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Analysis of the ROC curve showed that the threshold hydrogen concentration in exhaled air
that was significantly associated with the onset of neurological DCS was 16.5 ppm with the
following parameters: specificity 87% (95%CI 73-96); sensitivity 44% (95%Cl1 28-60);
positive predictive value 77% (95%CI 69-88); and negative predictive value 61% (95% 57-
65). Differences in distribution between the Affected Divers and Unaffected Divers with
respect to the hydrogen threshold were significant (p=0.0025) (Tab. IV) and the proportion of
divers experiencing neurological DCS was higher when the hydrogen concentration exceeded
16.5 ppm (OR=5.3, 95%CI 1.6-15.7).

On the other hand, we did not detect any correlation between breath hydrogen concentration
and initial severity score in the Affected Divers (Spearmanmosseverity score: N=39, 0=0.05,
p=0.562). Furthermore, breath hydrogen concentration was not significantly higher in
Affected Divers with neurological sequelae at discharge than in those without them (20 ppm

[4-22] versus 14 ppm [7-23] ; p=0.907).

Discussion

This study shows that, in humans, there is more hydrogen in breath after a dive associated
with DCS than after an accident-free dive with an effective decompression procedure. This
suggests that the rate of gut fermentation might be higher at the time of the dive in Affected
Divers although they had not consumed more food with high fermentation potential than those
who suffered no accident. The diver populations did not significantly differ in terms of their

history of functional gastrointestinal problems or the taking of antibiotics and laxatives.

Validity of measuring breath hydrogen to estimate gut fermentation
Method validity

The amount of hydrogen in exhaled air gives an estimate of the rate of gut fermentation at the
moment of measurement. Processes that might interfere with hydrogen elimination and
compromise the accuracy of the measurement are controlled.

Sampling of the expired gas represents an essential phase of the measurement. Hydrogen
should be measured on alveolar air that has been in contact with blood inside alveoli. The gas
sampling procedure should preclude interference with respiratory dead space. The first
fraction breathed out is actually just unchanged air from the upper airways inhaled in the
previous inspiration. The protocol involves deep inspiration, holding it in for 15 seconds and
then complete evacuation into the measuring device: the 15-second period of apnoea ensures

complete respiratory exchange and minimises variability between readings (15).
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The amount of breath hydrogen depends on the breathing rate: the concentration will be lower
if the subject is breathing fast, e.g. it is reduced during exercise and rises during the recovery
phase so after getting out of the water and during the measurement, the diver should be at rest
(15).

Various gases are generated when tobacco burns. In addition to methane and carbon
monoxide, hydrogen levels can reach 2%. Smoking substantially interferes with the
measurement of hydrogen in exhaled air and must be avoided before measurement (15).
Because microbiota in the mouth can also ferment carbohydrates and thereby interfere with
measurement of hydrogen produced by gut micro-organisms (15), we excluded any diver who

had already eaten after getting out of the water.

Validity for estimating fermentation rate at the time of the dive

Hydrogen elimination via the airways follows a circadian cycle. There is a drop early in the
morning followed by a steady rise over the rest of the day, fluctuating with food intake (28).
Moreover, variation in the amount of breath hydrogen is lower in the morning before lunch
(28). In this study, the times of getting out of the water were comparable between the two
groups as were intervals between breakfast and getting out of the water. These hydrogen
measurements—performed before lunch over a short time frame—can therefore be considered
as giving a good measure of the rate of fermentation during decompression.

None of the subjects had consumed food with high fermentation potential. However, it has
been shown that elimination often continues even after a night fasting (usually at a slow rate).
In a study of 221 children and 9 adults in good health, breath hydrogen was on average 7.1 +/-
5.0 ppm (mean +/- standard deviation), exceeding 30 ppm in fewer than 1% of cases (34).
But in certain circumstances, food eaten the day before affected fermentation the next day
(34, 37). This could be relevant in our study in which we only know that no food with high

fermentation potential had been consumed on the morning of the dive.

Validity for estimating fermentation rate before the dive

The hydrogen threshold value that we determined by ROC curve analysis as significantly
associated with the onset of DCS is 16.5 ppm. We believe that excessive fermentation and
endogenous hydrogen production exacerbates the risk of DCS. However this value was
determined from measurements made after diving and these may not give a representative
estimate of fermentation before diving. It could be that diving or DCS stimulates

fermentation. It has been demonstrated in rats that a 30-day hyperbaric exposure can affect
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gut microbiota profile (31) and stress—common in diving—is known to accelerate global
intestinal transit (13). In humans, it has been shown that accelerated intestinal transit over
three weeks stimulates bacterial fermentation capacity (12). Nevertheless, dive parameters
were comparable between the two groups, the clinical manifestations of DCS did not appear
until after the dive, and Affected Divers did not report greater stress during the dive than
the Unaffected Divers. So the effects of hyperbaric exposure and stress were probably no
greater in one group compared with the other. Finally, with respect to both hyperbaric
exposure and stress, perturbation of gut fermentation depends on changes in the composition
of the intestinal microbiota which would be unlikely within the time frame of a dive lasting
less than one hour, even in case of DCS. Furthermore, when the amount of hydrogen in the
breath of non-diving Caucasians was measured between noon and 1 p.m., the average was
found to be 9.60 ppm which is close to the values obtained in the Unaffected Divers
(27).Nevertheless, further studies are required to determine the effect of short dives—one-off

or repeated over several days—on gut microbiota profile and fermentation capacity.

Minimizing gas generation in gut during diving

The results of this study suggest that fermentation plays an exacerbatory role in DCS. It
therefore seems judicious to consider ways of slowing fermentation down in the gut when
diving with a view to prevention.

The first approach might be to identify and exclude divers who exhibit strong fermentation
before a dive. However, our study shows that even a well-conducted interview does not
suffice to identify divers with strong fermentation. In practice, gut disease—which the diver
might be unaware of because of mild symptoms—can stimulate fermentation. Moreover, we
do not know how many drugs affect fermentation or how long it takes for gut microbiota
metabolism to return to normal after perturbation. An interval of four weeks has been
suggested after the administration of a laxative or antibiotic (15). Pre-dive breath hydrogen
measurement could be a better way of estimating fermentation rate for the next dive.

We believe that gases generated by fermentation (hydrogen, carbon dioxide, methane) could
exacerbate the risk of DCS. In an early study, hydrogen and methane production was
measured in humans using a triple-lumen polyvinyl tube (29). Hydrogen production in the
colon was less than 0.1 ml.min" in subjects who had fasted for at least 24 hours. After
infusion of lactose into the small intestine, colonic hydrogen production rised to an average
peak of 1.7 ml min"'. The maximum amount of H, produced by any subject over a one-hour

period was approximately 140 ml. Methane production differed from H, in several respects.
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Normal subjects could be readily separated into two groups. Some of them produced large
quantities of methane in the colon with a mean fasting level of 0.55 ml.min™. On the other
hand, methane production was undetectable (less than 0.02 ml.min™) in other subjects. In
sharp contrast to Hy, the instillation of lactose did not influence the rate of CH4 production. If
less than 76 ml/6 h of hydrogen is produced in the colon then all of it is absorbed (17). As
total flatus volume increases, efficiency of colonic hydrogen absorption decreases from 90%
to 20%. Hydrogen and methane are exclusively produced by intestinal fermentation,
mammalian cells not being able to generate these gases. Thus, the amount of hydrogen and
methane produced in gut can be estimated by summing their anal discharge and their quantity
in the exhaled air. A relatively old study (43) measured anal gas evacuation after consumption
of different types of food and showed the following values: 15 ml per hour on a low fiber diet,
93 ml per hour on a normal diet, 140 ml per hour after consumption of Brussels Sprouts and
176 ml per hour after pork and beans. A more recent study measured anal gas evacuation over
24 hours and showed that a normal diet containing 200 g of dry beans resulted in evacuation
of 705 ml of gas, half of which was hydrogen, while a fiber-free diet was associated with an
evacuation of 214 ml of gas with a very little hydrogen (45). Average volumes of hydrogen in
the breath were 85 ml.day' on a regular diet and less than 35 ml.day” when fasting (44).
These values are to be compared with the nitrogen load theoretically accumulated by a lean
subject during a simulated dry dive with air (40-min just-decompression to 21 msw with
compression and decompression paces of 15 msw/min and with a 5-min stop at 3 msw),
ranging from 180-258 ml depending on the model (40). Gases generated by fermentation
could contribute directly by raising the load of diluent gas during hyperbaric exposure which
will then form bubbles during the decompression phase. Before the dive, they could also take
part in seeding the formation of the bubbles of diluent gas that cause DCS (9). So it might be
useful to think about administering compounds that promote the elimination of gas in the gut.
Hypercapnia (high partial carbon dioxide pressure [PaCO,] in the blood) is known to
exacerbate the risk of DCS (19). However, we have previously shown in rats that CO,
production—related to both rat metabolism and bacterial fermentation—was the same in
animals with marked intestinal fermentation so this cannot account for the higher incidence of
DCS (9). Concerning methane, people can be divided into methane producers and non-
producers. Methane is produced by special bacteria (Methanobrevibacter smithii) from
hydrogen and carbon dioxide. Statistically significant differences were observed between
these two groups with lower values for CH4 producers recorded for both fasting basal breath

H, and breath H, production measured as area under the curve (8). Since we found a link
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between hydrogen production and the risk of DCS, it is likely that hydrogen plays a more
important role than methane.

Finally fermentation could be inhibited during a dive, temporarily by controlling food intake
and, in the longer term, by changing the intestinal microbiota. Divers can be recommended
avoiding fermentable foodstuffs in the 24 hours before a dive (2, 11). Unlike adapting diet
before a dive, nutritional or medicinal products to change the gut microbiota might
sustainably affect the fermentation rate and we do not know the long-term effects of gut
fermentation on the risk of DCS. While increasing the load of diluent gas at the time of diving
seems to be deleterious, the usefulness of modulating endogenous hydrogen generation before
a dive remains to be demonstrated (9). Moreover, butyrate—a short-chain fatty acid generated
by gut fermentation—is known to have neuroprotective effects through regulation of the
expression of genes in brain to prevent neurons degeneration and stimulate their regeneration
(6). So, gut fermentation could have paradoxical effects when it comes to DCS, i.e. harmful in

the short term at the time of diving but beneficial in the long term.

Conclusion

This study suggests that, at the time of diving, the rate of gut fermentation might be higher in
Affected Divers. Hydrogen generated in the course of fermentation diffuses throughout the
body and could exacerbate the risk of DCS. We did not identify any obvious factors to explain
why fermentation was stronger in the Affected Divers. It could be due to the kind of food
eaten the day before the dive, asymptomatic gut disease (sugars malabsorption, short bowel
syndrome, SIBO, irritable bowel syndrome) or drugs (antibiotics, laxatives, prokinetics, etc.).

DCS prevention could be promoted by excluding divers exhibiting strong fermentation on the
day of a dive or by the elimination of gases being produced in gut. Or measures could be
implemented to modulate the gut microbiota to inhibit fermentation during a dive.
Nevertheless, further studies will be required to investigate the long-term effects of
fermentation before any treatment to induce sustained modification of the intestinal

microbiota can be recommended.
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95 divers

Affected Divers Unaffected Divers

=41
n=54 [ .
Neurological DCS Normal decompression
procedure

Excluded
Excluded
Included n=15 Included Xil’;e
n=39 Dive in the afternoon (n= 9) n=39

o Participation denied
Lunch after diving (n=6)

Fig. 1. Flow diagram describing the selection of Affected Divers and Unaffected Divers

Tab. I. Characteristics of the divers enrolled in the study

Affected Divers Unaffected Divers

har risti P-Val
Characteristics (n=39) (n=39) alue
Age (years) A+ 45+12 0.40
Gender (M/F) 32/7 32/7 1.00
Weight (kg) 77+11 76+15 0.71
Height (cm) 17449 175+9 0.68
BMI (kg.m2) 25.30£2.29 24.70£3.79 0.40
Diving depth (msw) 42 [36-49] 40 [25-45] 0.07
Total dive time (min) 36 [31-44] 31 [25-50] 0.17
SUiEreX 10:30 [10:08-11:30]  10:30 [10:15-11:15] 0.98
(hh:mm)
Time between water
exit and last meal 195 [158-240] 225 [173-263] 0.16
(min)
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Tab. II. Medical history and treatments of the divers enrolled in the study

Shoulder Bends

Treated dyslipidemia Ezétimibe, simvastatine

Ophtalmic migraine

Rosuvastatine
Treated dyslipidemia

Coronary heart disease

. _ Acetylsalicylate
Angioplasty + stent delivery Y Y

=8)

Treated hypertension Isosartan
Shoulder Bends

Hypertension

Affected Divers with medical history
(n

Dyslipidemia
Hypertension
Dyslipidemia
- %‘ Immersion pulmonary edema
L + 5 -
g 2z Dyslipidemia
55 Z‘; T.lr_lv" Treated gastroesophageal reflux Pantoprazole
1% we (= .
2 g — Aortic valve replacement
g = Treated type 2 diabetes Répaglinide, liraglutide,
2 Dyslipidemia sitagliptine, metformine

Tab. II1. Gut symptoms presented by divers

Gut symptoms Affected Divers Unaffected Divers
ymp (n=3) (n=6)

Flatulence X X X X
Bloating X X X X X X X
Constipation X X
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Fig. 2. Measurement of hydrogen in exhaled air after diving. *denotes p<0.01 between

the groups

Tab. IV. Distribution of divers according to the measurement of hydrogen in exhaled air

with respect to a threshold value of 16.5 ppm

Status

Affected Divers Unaffected Divers

Hydrogenin
D GEIELET
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3 Présentation de notre troisieme étude (a soumettre)

de Maistre S, Vallee N, Gempp E, et al. Stimulating fermentation by the prolonged

acceleration of gut transit protects against decompression sickness.

3.1 Hypotheses de I’étude

Nous avons montré, aussi bien chez ’homme que chez I’animal, que la fermentation
bactérienne de sucres non digérés, au moment de la plongée, s’accompagne d’une plus grande
incidence des accidents de désaturation (de Maistre et coll. 2016a, de Maistre et coll. 2016b).
Chez I’homme comme chez 1’animal, des auteurs ont démontré que le temps de transit
intestinal était inversement proportionnel a la concentration d’hydrogeéne dans I’air expiré, qui
est un reflet de la fermentation (EI Oufir et coll. 1996, Lewis et Heaton 1997, rat pour Bustos
et coll. 1991). Administrés par voie orale, les polyéthylenes glycol s’accompagnent d’une
accélération du transit intestinal, aussi bien au niveau du gréle (Basit et coll. 2001, Schulze et
coll. 2003, Coremans et coll. 2005, Ito et coll. 2012) que du colon (Gremse et coll. 2002).
Aussi, l'ingestion prolongée de polyéthylene glycol pourrait augmenter le niveau de

fermentation intestinale et avoir un impact sur le risque d’accident de désaturation

3.2 Objectifs de I’étude

Le but de notre étude était d’évaluer si la stimulation chronique de la fermentation par
I’accélération du transit intestinal, dans le cadre particulier d’une ingestion prolongée de
polyéthyléne glycol pendant une semaine avant plongée, pouvait favoriser la survenue d’un

accident de désaturation chez le rat.

3.3 Principaux résultats de I’étude

Nous avons montré, chez des rats recevant une alimentation standard, que I’ingestion de
polyéthylene glycol, durant les 7 jours précédant une plongée, s’accompagnait d’une
accélération du transit intestinal et d’une augmentation significative de la fermentation
intestinale. De maniere concomitante, contrairement a ce qu’on attendait, on a constaté une
diminution significative de 1’incidence des accidents de désaturation, aussi bien sur des
criteres cliniques (déces) que sur des criteres biologiques (diminution des plaquettes

sanguines et des globules blancs, cytokines inflammatoires circulantes).
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Abstract

Introduction

Decompression sickness (DCS) is a diving accident caused by the formation of bubbles of
inert gas inside the body that can leave neurological sequelae. We previously showed that
bacterial fermentation in the gut at the time of a dive exacerbates the risk of DCS in rats on a
standard diet, an effect due to endogenous hydrogen production. The aim of the experiments
reported here was to see if long-term stimulation of fermentation as a result of the acceleration
of bowel transit by the prolonged administration of polyethylene glycol (PEG) before diving
exacerbates DCS in rats.

Materials and methods

Before the beginning of the experiments, 60 rats were raised through 12 weeks (Batch 1, 36
rats, target weight > 350 g) or 10 weeks (Batch 2, 24 rats, target weight < 350 g). Seven days
before a dry dive in a hyperbaric chamber, both groups of rats were randomly assigned to one
of two groups, i.e. an experimental group treated with PEG and an untreated control group.
Before the dive, measurements were made of the amounts of CO;, and H; in the air being
exhaled by the rats, the latter giving a measure of the rate of bacterial fermentation in the gut.
Batch 1 was observed for signs of DCS on removal from the hyperbaric chamber, i.e. motor
deficit, difficulty moving around or death. In Batch 2, blood counts were done before and
after the dive. After anaesthetisation, arterial blood was drawn to assay inflammatory
cytokines (IL-1B, IL-6) and markers of oxidative stress (TBARS, glutathione peroxidase).
Results

PEG accelerated bowel transit and led to a significant increase in exhaled H» (35 ppm [10-73]
compared with 7 ppm [2-15]; p=0.0011). Opposite to what was expected, there were fewer
deaths among the PEG-treated rats (17% [95%CI 4-41] compared with 50% [95%CI 26-74];
p=0.0339). In parallel, the drop in platelet count was significantly smaller in the PEG Group
(-6.0% [-9.6;-0.8] compared with -15.4% [-19.6;-8.5]; p=0.0256), and levels of inflammatory
markers were lower. Antioxidant activity of glutathione peroxidase was significantly higher in
the PEG Group (525.417+ 92.867 U.I"' versus 378.495+74.385 U.I"'; p=0.0010).

Discussion and conclusions

Long-term stimulation of fermentation by decreasing bowel transit time between dives seems
to reduce the risk of DCS in rats. Our findings point to a two-edged effect of gut fermentation
on decompression: although deleterious in the short term, i.e. at the time of diving, longer-

term gut fermentation between dives might have a positive effect by preventing the
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occurrence of DCS and limiting its severity. H, which has antioxidant properties and butyrate,
a short-chain fatty acid, are both by-products of the fermentation of carbohydrate and both

have neuroprotective activity. These could play a positive role when it comes to treating DCS.

Keywords

Decompression sickness, Fermentation, Gut transit, Hydrogen, Butyrate.
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Introduction

Diving is a dangerous activity that can lead to bubble formation in peripheral tissues as a
result of dissolved gas changing phase during decompression. When too many bubbles are
generated in bloodstream and tissues, signs and symptoms referred to decompression sickness
(DCS) can occur (Bert 1978). It is generally accepted that these bubbles form from pre-
existing gaseous nuclei attached to vessel walls (Blatteau et al. 2006) and that the amount of
venous gas emboli is linked to the risk of DCS (Sawatzky 1991, Nishi et al. 2003).
Neurological damage due to involvement of the brain and spinal cord is responsible for the
most serious and commonest symptoms seen in DCS (Francis & Mitchell 2003). Even after
standard treatment with hyperbaric oxygen, 20-30% of victims suffer sequelae after
neurological DCS (Blatteau et al. 2010). Identifying and managing new factors that might
exacerbate the risk of DCS is therefore an important issue.

It has been shown that the digestive tract can affect the risk of DCS through activity of the gut
microbiota (Kayar et al. 1998, Kayar et al. 2001, Kayar 2009). In the course of simulated
dives with hydrogen as the diluent gas, metabolism of this gas by the native microbiota in pigs
protects against DCS by decreasing the amount of H; in the body (Kayar & Fahlman 2001). In
contrast, we have shown that in rats diving with air, bacterial fermentation of undigested
sugars present at the time of diving is accompanied by a rise in the incidence of DCS (de
Maistre et al. 2016). A fraction of the H, generated by such fermentation in the gut diffuses
across the gut wall and disperses throughout the body and this could have a harmful effect in
the course of DCS by directly raising the quantity of inert gas present during hyperbaric
exposure and contributing to bubble formation during decompression. Before the dive, it
could also help to seed the initial formation of inert gas bubbles from nuclei—the micro-
bubbles that are at the origin of desaturation events (Blatteau er al. 2006).

It has been solidly demonstrated that bowel transit time affects the gut microbiota and
fermentation: in both humans and animals, bowel transit time is inversely proportional to
faecal mass as well as the concentration of H, in exhaled air (which gives a measure of
fermentation rate) (El Oufir ef al. 1996, Lewis & Heaton 1997, Bustos et al. 1991).

Bowel transit time is reduced in some conditions, e.g. in patients with short bowel syndrome
oro-caecal transit is accelerated and fermentation capacity is increased (Briet et al. 1995), and
stress too 1s accompanied by accelerated transit throughout the digestive tract (Enck et al.

1989). Bowel transit can also be accelerated in normal circumstances, e.g. as a result of
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aerobic physical exercise (Enck et al. 1989) or following the consumption of unfermentable
cellulose (Kashyap et al. 2013).

The aim of these experiments was to investigate if long-term stimulation of fermentation by
decreasing bowel transit time—by feeding rats polyethylene glycol (PEG) for a week before a
dive—raises the risk of DCS.

High molecular weight PEG is a long linear polymer of monomers of ethylene glycol which
binds water molecules through hydrogen bonds. PEG cannot be either digested or fermented
and, when administered orally, it increases the volume of fluid present in the gut which
underlies the solution’s laxative activity.

PEG speeds up bowel transit in both the small intestine (Basit ez al. 2001, Schulze et al. 2003,
Coremans et al. 2005, Ito et al. 2012) and colon (Gremse et al. 2002).

In the framework of preparation for colonoscopy, bolus PEG administration significantly cuts
down the amount of H, in exhaled air in both fasting patients (Mann et al. 2003) and after
inulin ingestion (Altomare et al. 2014) indicating a reduced capacity for gut fermentation. In
contrast, in non-fasting humanised mice (germ-free mice inoculated with human faecal micro-
organisms), it has been shown that long-term PEG administration speeds up transit, induces
changes in the composition of the gut microbiota similar to those observed on a diet based on
unfermentable cellulose, and increases fermentation capacity (Kashyap ez al. 2013).

For these experiments, rats were fed PEG to stimulate gut fermentation. The impact of this
treatment on DCS was assessed by clinical monitoring and laboratory testing (platelets,
leukocytes, inflammatory cytokines in the bloodstream) after hyperbaric exposure followed

by explosive decompression.

Materials and Methods

Study Population

All procedures involving laboratory animals were in line with European Union rules
(Directive n°86/609) and French legislation (Decret n°87/848). This study was approved by
the Ethics Committee of the Institut de Recherche Biomédicale des Armées. The Investigator
is accredited (#83.6) by the Health and Safety Directorate of our Department, as required by
French law (Articles R.214-93, R-214-99 and R.214-102 of the Rural Code).

Male Sprague-Dawley rats (Charles River Laboratory, France) were used exclusively to
preclude fluctuations related to female hormone cycles. The rats were kept in a special room

at a temperature of 22+1°C with a day/night cycle of 12 hours each (light turned on at 7 a.m.).
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Before the experiments, the rats were fed a standard diet (12 mm granules from Global Diet
2018, Harlan, Italy) and water. We received two batches of rats: Batch 1 (36 rats) was raised
through 12 weeks for a target weight of over 350 grams and Batch 2 (24 rats) was kept
through 10 weeks for a target weight of under 350 grams.

In previous experiments in rats, it had been shown that bubble formation and the incidence of
DCS are highly dependent on body weight (Berghage et al. 1979, Montcalm-Smith ez al.
2008). Protocols using rats with a body weight of over 350 g give severe DCS with clear
neurological involvement and death. In this study, the aim was to obtain clear neurological
signs and deaths in Batch 1 and, to investigate DCS-related changes in laboratory test results,
to induce non-fatal manifestations that would not necessarily be detectable in a physical
examination in Batch 2.

In all, 60 rats were subjected to hyperbaric exposure followed by decompression in order to
induce bubble formation and DCS. Each batch was randomly divided into two equal groups:
one experimental group treated with PEG for seven days before pressurisation and an
untreated control group (Fig.1). The treated rats were given water supplemented with
Fortrans® (IPSEN Pharma, France): one sachet per litre, i.e. 64 g PEG 4000 per litre. The
water given to the control rats contained the same additives as Fortrans® apart from the PEG.
Throughout the treatment phase, the rats were housed in individual cages and their food intake
was controlled to keep their weight constant (16 g granules a day).

The experimental protocol is outlined in Fig. 2.

Hyperbaric procedure

Batches of 8 rats, free to move around and split between two cages (4 per cage) were
subjected to a compression/decompression protocol in a 200-litre hyperbaric chamber with
three observation ports. Each batch contained both treated (PEG) and control rats.
Decompression was staged which, in rats, tends to induce ischaemic damage to the spinal
cord of variable intensity (Pontier et al. 2008, Blatteau et al. 2013), mimicking DCS in
humans. In practice, medullary DCS is common in leisure diving, occurring in most cases
without incorrect decompression or over-rapid ascent (Blatteau et al. 2010).

The rats were subject to air pressurisation at a rate of 10 kPa.min™ up to 100 kPa, then at a
rate of 100 kPa.min™' up to 1.000 kPa (90 msw) which was maintained for 45 minutes. At the
end of the exposure period, the rats were decompressed to 200 kPa at a rate of 100 kPa.min™

with a 5-minute stop at 200 kPa, a 5-minute stop at 160 kPa, and a 10-minute stop at 130 kPa.

Decompression between 200 kPa and surface was conducted at a rate of 10 kPa.min™.
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Decompression rate was controlled automatically by a computer connected to an
analogue/digital converter (NIUSB-6211®, National Instrument, USA) which was in turn
connected to a solenoid valve (Belino LR24A-SR®, Switzerland) and a pressure sensor
(Pressure Transmitter 8314, Burket Fluid Control System, Germany). The software used to
regulate the decompression rate was coded by our engineer using DasylLab (DasyLab®,
National Instrument, USA).

Compressed air was generated using a diving compressor (Mini Verticus III, Bauer Comp,
Germany) connected to a 100-litre buffer bottle at 3.10* kPa. The oxygen analyzer was based
on a MicroFuel electrochemical cell (G18007 Teledyne Electronic Technologies/Analytical
Instruments, USA). Water vapour and CO, produced by the animals were respectively
captured with Seccagel (relative humidity: 40-60%) and soda lime (CO, < 300 ppm). Gases
were mixed by an electric fan. The day-night cycle was respected throughout. The
temperature inside the hyperbaric chamber was measured using a platinum resistance
temperature probe (Pt 100, Eurotherm, France). All these variables were controlled by a

dedicated computer.

Fluid consumed and stools produced

How much the rat had drunk over 7 days was estimated by measuring the volume of liquid
remaining the rat’s bottle on the day of pressurisation. Consumption was normalised to each
rat’s body weight.

Over the 48 hours before pressurisation, the weight of faces produced by each rat was
measured: the litter was replaced two days before pressurisation and then, on the day itself, it
was sieved to harvest all the stools emitted over the last two days. These were then weighed,

dried in an oven at 60°C for 24 hours, and then weighed again to determine their dry weight.

Hydrogen and carbon dioxide in exhaled air

The amount of H, measured in exhaled air gives a measure of the rate of H, production
resulting from bacterial fermentation of carbohydrate in the gut (and thence diffusing
throughout the body via the bloodstream). The amount of CO; in exhaled air depends on both
the host’s metabolic activity and bacterial fermentation in the digestive tract (which diffuses
across the gut wall).

To measure H, and CO; in exhaled air, we considered that breathing rate in rats is constant
over time with a mean rate of 225 ml.min"'. The literature gives a resting value of 27.27+2.39

ml.min™.100g” (mean + standard deviation) for Sprague-Dawley rats (Strohl ef al. 1997). The
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mean weight of the rats we studied was 389424 g (mean + standard deviation) but, taking into
account the stress induced by the measurement process, we used a breathing rate double that
of the literature value for unstressed, resting rats.

For each measurement, each rat was placed in a clean, dry polyvinyl chloride (PVC) cylinder
(internal diameter 75 mm, length 200 mm, i.e. an internal volume of 883 ml). Both ends were
hermetically sealed with plastic discs with holes in the middle allowing air in at one end and
the collection of gases at the other. Air was circulated by a special aerator (Rena Air 200®,
France) set to a constant flow rate of 225 ml ml.min™, controlled by the rise of a soap bubble
in an inverted 100 ml test-tube, pierced at the bottom (Fig. 3).

After 5 minutes (to allow time for the gases to mix inside the cylinder, taking stock of the
dead space, i.e. that not occupied by the animal), successive measurements were made of H;
(ppm) and then CO; (percentage) in the air coming out of the cylinder by means of a three-
way tap.

H, was measured using a mobile exhaled H, analyser (Gastrolyser®, Respur International,
France) and CO, was measured using a mobile gas exchange test system (Cosmed® K4b2,

Italie). Results were recorded one hour before pressurisation.

Clinical observation

At the end of decompression, Batch 1 rats were transferred into individual cages and observed
at will for 30 minutes by trained observers who were unaware of the treatment. The following
were considered as signs of DCS: motor deficit or difficulty moving around (including
limping, failure to maintain balance, sideways gait, falling, difficulty getting up after a fall)
and death. Motor deficit was considered as anything below Level 4 on Gale’s “Motor Score”
scale (Gale et al. 1985). The time at which any sign was observed was recorded. Possible
neurological damage was also assessed at higher resolution by means of a beam walk test:
seven 110 cm-long wooden planks of different widths (7.7-1.7 cm) raised 110 cm above the
floor. The rats were first placed on the broadest plank and their ability to cross the plank
without slipping was observed twice. This was repeated with successively smaller planks and
the test was scored as the narrowest plank that the rat could cross, yielding a score of between

0 (dead) and 7 (von Euler et al. 1996).

Blood cell counts

Counts were made on an automatic analyser (ABCvet®, SCIL, France) in samples taken four

hours before pressurisation and then 30 minutes after removal from the hyperbaric chamber in
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Batch 2 rats. Red blood cells, haematocrit, leukocytes and platelets were counted in 20 ul
samples taken from the tip of the tail and diluted in an equivalent volume of 2 mmol.I""' EDTA

(Sigma, France).

Samples taken after anaesthetisation

Thirty minutes after removal from the hyperbaric chamber, the rats were anaesthetised with
an intraperitoneal injection of a mixture of 10 rng.kg'1 xylazine (Rompum® 2%, Bayer
Pharma, Germany), 100 mg.kg"' ketamine (Imalgéne®1000, Merial, France) and 1.65 mg.kg"
acepromazine (Calmivet®, Vetoquinal, France).

At the end of the study, the rats were sacrificed by means of an intraperitoneal injection of

pentobarbital (200 mg.kg‘l, Sanofi Santé, France).

Inflammatory cytokines and markers of oxidative stress in the blood

Immediately after anaesthetisation, blood samples were taken from Batch 2 rats by direct
intra-aortic puncture for assays of IL-1P, IL-6, thiobarbituric acid reactive substances
(TBARs) and glutathione peroxidase. Blood was collected into sterile 4 ml tubes containing
lithium heparin (BD Vacutainer®, BD-Plymouth, UK) and, within 30 minutes, plasma was
separated out by simple centrifugation at 1200 g and 4°C for 15 minutes. The supernatant was
kept at -80°C until testing. For the TBARS test, protein was removed from the plasma before
storage: 100 ul of plasma was transferred into a 1.5 ml Eppendorf tube and 200 ul iced 10%
TCA was added. After 5 minutes of incubation, the tube was spun at 14.000 RPM for 5
minutes. This supernatant too was stored at -80°C until testing.

Inflammatory cytokines and markers of oxidative stress were assayed using a Bioplex100
(BioradInc, CA, USA) and a series of kits: Rat IL-1p ELISA Kit, Rat IL-6 ELISA Kit
(Sigma-Aldrich, MO, USA), QuantiChrom TBARS Assay Kit and EnzyChrom Glutathione
Peroxidase Assay Kit (BioAssay Systems, CA, USA). Samples, standards and quality controls
were all run in duplicate. All standards and quality controls were made up as recommended

by the supplier.

Sampling the caecum

Just before sacrifice, the caecum was separated away from the rest of the digestive tract after

ligation. It was weighed and then opened up using a scalpel.

Statistical analysis
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Numerical data were expressed as mean + standard deviation or median [interquartile
interval] for quantitative variables, and as percentage [95% confidence interval] for binary
variables. A contingency table was used for independence and association tests, coupled with
an exact Fisher or Chi 2 test. Student’s t test or a Mann-Whitney test was used to analyse
differences between unpaired groups, and a Wilcoxon test was used for comparisons within
paired groups. Spearman’s test was used to investigate correlations. Differences were
considered as significant if the p-value was below 0.05. Statistical calculations were carried

out using XLSTAT-Pro® software (Addinsoft, Paris, France).

Results

Body weight/fluid taken in/stools/caecum

On the day of pressurisation, there was no difference in weight between the polyethylene
(PEG) and control groups in either Batch 1 (408+22 g versus 398+18 g; p=0.1659) or Batch 2
(366+12 g versus 369+12 g; p=0.5304).

The volume of fluid taken in was the same in both groups (303 ml [275-348] compared with
290 ml [248-346]; p=0.3790; Batches 1 and 2 taken together).

The weight of stools collected over two days was significantly greater in the PEG group
(14.73 g [12.41-16.92] compared with 8.44 g [7.81-9.30]; p=0.0001; Batches 1 and 2 taken
together) (Fig. 4). The same was true of weight of water (4.62 g [2.73-5.23] compared with
1.67 g [1.23-2.43]; p=0.0001) and dry weight (10.33 g [8.47-11.87] compared with 6.79 g
[5.94-7.43]; p=0.0001). Caecum weight too was significantly greater in the PEG group (11.65
g [10.60-13.20] compared with 6.93 g [6.10-8.10]; p=0.0001).

Hydrogen and carbon dioxide in exhaled air

One hour before pressurisation, there was significantly more H, in the air being exhaled by
PEG Group rats (35 ppm [10-73] compared with 7 ppm [2-15]; p=0.0011; Batches 1 and 2
taken together) (Fig. 5). A Spearman test detected a positive correlation between H, in
exhaled air and the weight of stools collected over two days (Batches 1 and 2 taken together,
Spearmang/siools: 1=59, 0=0.05, p=0.001). In contrast, no more CO, was being produced one
hour before pressurisation in the PEG Group (9.2 ml.min™ [7.0-10.6] compared with 9.9
ml.min’! [7.2-10.6]; p=0.8140; Batches 1 and 2 taken together).

Clinical observation

125



In Batch 1, there were significantly fewer deaths if the PEG Group (17% [95%CI 4-41]
compared with 50% [95%CI 26-74]; p=0.0339) (Fig. 6) and they scored somewhat better in
the beam walk test (7.0 [3.5-7.0] compared with 0.5 [0.0-7.0]; p=0.0941).

Also in Batch 1, whether the rats had been treated with PEG or not, the weight of stools
collected over two days was significantly higher in those which survived than in those which
died (13.00 g [9.09-14.91] compared with 8.38 g [8.08-9.31]; p=0.0056) and there was also
somewhat more H» in the air they were exhaling one hour before pressurisation (22 ppm [6-
59] compared with 7 ppm [3-16]; p=0.0777). A Spearman test detected a positive correlation
between beam walk score and the weight of stools collected over two days (lot 1,

Spearmanpeamystools: 1=36, 0=0.05, p=0.009).

Laboratory tests

Only one Batch 2 rat died and this had been treated with PEG but one rat from each group

showed objectives signs of neurological damage.

Blood counts

In Batch 2, there was a significantly smaller drop in platelet count after hyperbaric exposure
in the PEG Group (-6.0% [-9.6;-0.8] compared with -15.4% [-19.6;-8.5]; p=0.0256) (Fig. 7).
Similarly, although there was only tendency towards a drop in leukocyte count on removal
from the hyperbaric chamber in the PEG Group (-27.6% [-37.4;-14.2]; p=0.0611), the drop
was significant in the untreated group (-32.1% [-47.4;-23.6]; p=0.0051).

In Batch 2, no significant difference was observed between the two groups in haematocrit four

hours before pressurisation (46.6% [44.8-48.6] compared with 48.0% [45.8-51.4]; p=0.4415).

Inflammatory cytokines and markers of oxidative stress in the blood

In Batch 2, the levels of inflammatory cytokines in arterial blood after anaesthesia were
significantly lower in the PEG Group: IL-1B (39.298+4.954 pg.ml'1 versus 59.944+14.659
pg.ml; p=0.0005) and IL-6 (1159.77+ 38.42 pg.ml’ versus 1264.86+121.51 pg.ml’;
p=0.0178) (Fig. 8). Moreover, glutathione peroxidase activity was significantly higher in the
PEG Group (525.417+ 92.867 U.I"' versus 378.495+74.385 U.I''; p=0.0010) (Fig. 9). A
Spearman test revealed a tendency towards positive correlation between glutathione
peroxidase activity and the amount of H, in the exhaled air (lot 2, Spearmangpx/mz: n=20,

a=0.05, p=0.087). In contrast, no significant difference emerged with respect to TBARS
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(0.617+ 0.183 pmol.I"" malondialdehyde (MDA) equivalents versus 0.577+ 0.195 umol.l™;
p=0.6423).

Discussion

In rats being fed a standard diet, we have shown that the ingestion of PEG for 7 days before a
dive results in shorter bowel transit time and a significant increase in the rate of gut
fermentation. At the same time and exactly the opposite of what was expected, this resulted in
a significant reduction in the incidence of DCS according to both clinical criteria (lower
mortality) and laboratory test results (smaller drops in platelet and red blood cell counts and

lower levels of inflammatory cytokines in the bloodstream).

Effects of prolonged acceleration of bowel transit

Various experts have shown that faecal weight correlates with the rate of bowel transit in both
rats (Bustos et al. 1991) and humans (El Oufir et al. 1996, Lewis & Heaton 1997). A positive
correlation was detected between bowel transit time and both the incidence and severity of
DCS. So it seems that faster bowel transit cuts down the risk of DCS in rats. Further
experiments will be required to investigate the various factors that can accelerate bowel transit
with the aim of preventing DCS.

An association between modification of the gut microbiota and increased fermentation has
already been demonstrated in a number of cases, as with prokinetic agents like cisapride in
humans (El Oufir et al. 1996) and bisacodyl in rats (Bustos et al. 1991).

For other molecules, an increase in fermentation rate is expected from the inversely
proportional relationship between bowel transit time and the amount of H, in exhaled air (El
Oufir et al. 1996, Lewis & Heaton 1997, Bustos et al. 1991). This is what happens with
certain antiemetic agents such as metoclopramide and domperidone which affect oro-caecal
transit time (Staniforth 1987). Regular physical exercise can also stimulate fermentation by
accelerating oro-caecal transit (Enck et al. 1989) and experiments on humanised mice (i.e.
germ-free mice inoculated with human faecal microbiota) have shown that a diet based on
unfermentable cellulose speeds up gastrointestinal transit and induces changes in the gut
microbiota similar to those observed after the administration of PEG (Kashyap ef al. 2013). In
turn, short-chain fatty acids—which result from gut fermentation—could also stimulate
fermentation by speeding up transit through the small intestine (Richardson ez al. 1991), and
H, produced in the colon could accelerate transit in this part of the gut, especially the

proximal colon (Jouét et al. 2008, Jahng et al. 2012).

127



Effects of long-term stimulation of gut fermentation

These experiments point to a negative correlation between bowel transit time and the amount
of H, being exhaled which gives a measure of the rate of gut fermentation. The absence of
any difference in weight or haematocrit after 7 days of treatment with PEG does not support
the idea that it is the level of hydration that determines the risk of DCS. It could therefore be
that the beneficial effect of accelerated bowel transit cannot be dissociated from long-term
stimulation of fermentation.

We observed a tendency towards positive correlation between exhaled H, and the activity of
glutathione peroxidase, an enzyme with antioxidant properties. In a previous study, we
showed that endogenous H, production as a result of bacterial fermentation could help prevent
DCS (de Maistre et al. 2016). Intraperitoneal administration of H-enriched normal saline
over the 24 hours before a high-risk dive can prevent DCS in rats (Ni et al. 2011). It was
recently shown in humans that successive deep dives have a negative effect on endothelial
function and induce oxidative stress (Obad et al. 2010). It has been shown that H, can act as
an antioxidant by selectively reducing the hydroxyl radical (OH") and peroxynitrite anion
(ONOQO); however, H, does not react with other biologically active reactive oxygen
intermediates (Ohsawa et al. 2007). The same group have shown that inhaling H, gas
attenuates brain damage following focal ischaemia/reperfusion injury in rats by neutralising
the effects of oxidative stress. The mechanism of action underlying this phenomenon involves
both anti-inflammatory and anti-apoptotic effects (Liu et al. 2011, Ji et al. 2011, Wei et al.
2015). H; could also limit broaching of the blood-brain barrier by reducing reactive oxygen
intermediates and inhibiting the activity of matrix metalloproteinase-9 (Takeuchi et al. 2015).
Others have shown that inhaled H, can have a positive effect on medullary ischaemia-
reperfusion lesions in rabbits (Huang et al. 2010). Finally, endogenous H, produced by
fermentation after the ingestion of lactulose exerts neuroprotective effects with respect to
ischaemia-reperfusion lesions in the rat brain (Zhai et al. X, 2013); the same could apply to
DCS.

However, gut gases are not the only metabolites generated by bacterial fermentation of
undigestible carbohydrates. Quantitative analyses of products of in vifro fermentation of
lactulose have shown that the main non-gaseous metabolites are acetic, lactic and butyric
acids which are all typically produced by Clostridium spp. (Sahota et al. 1982). And butyrate,
a short-chain fatty acid, is known for its neuroprotective activity. As an inhibitor of histone

deacetylase, butyrate has antioxidant (Sun et al. 2015), anti-inflammatory and anti-apoptotic
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effects (Kim & Chuang 2014, Sun et al. 2015, Sun et al. 2016a). The activation of microglial
cells and macrophages/monocytes induced by definitive ablation of the middle cerebral
artery—which damages white matter—is inhibited by butyrate (Kim & Chuang 2014). A cell
survival signalling pathway based on phospo kinase B and BDNF underlies the inhibition of
apoptosis (Sun et al. 2015). Inhibition of the 81 receptor coupled to a G Protein through 3-
hydroxybutyrate also significantly reduces cell death and brain damage after obstruction of
the middle cerebral artery (Shen ez al. 2015). Moreover, butyrate seems to be able to repair
the blood-brain barrier by stimulating the expression of proteins found in tight junctions

(occludin and zonula occludens-1) (Li et al. 2016).

Why stimulate gut fermentation
To prevent decompression sickness

On first glance, the findings reported here might seem to contradict our previous results (de
Maistre et al. 2006) whereas in both cases the aim was to stimulate gut fermentation.

It can be seen that the levels of H, measured in exhaled air one hour before a dive were
significantly lower than those reported previously (35 ppm [10-73] compared with 119
ppm [76-166]; p=0.0003) (de Maistre et al. 2006). Thus, it can be assumed that the surplus
load of inert gas in the form of H, generated by bacterial fermentation in the course of
hyperbaric exposure was insufficient to induce a significant increase in bubble formation
during decompression. So it seems that that not enough H, was generated inside the body to
exacerbate the risk of DCS in rats.

In addition, while previously we stimulated fermentation by administering a bolus dose of
mannitol four hours before the dive (de Maistre et al. 2016), this time we undertook long-term
stimulation of bowel transit for fully 7 days before the dive: it may be that some time is
required before the neuroprotective effects of endogenous H, and butyrate are expressed
which would explain why no such effect was observed in the previous experiments (de
Maistre et al. 2016).

Our findings point to a two-edged effect of gut fermentation on decompression: although
deleterious in the short term, i.e. at the time of diving, longer-term gut fermentation between
dives might have a positive effect by preventing the occurrence of DCS and limiting its
severity (Fig. 10). So it might seem wise to cut out foodstuffs with high fermentation potential
the day before a dive. In addition, any factor that might affect the gut microbiota and
stimulate fermentation (prebiotic and probiotic products) could be tested to investigate its

potential in protecting against DCS.
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To treat decompression sickness

Due to lack of control of the gastrointestinal system by the central nervous system, many
people with spinal cord damage suffer from impaired gut function with effects on bowel
transit time. And specifically, the density of butyrate-producing bacteria is lower in people
with spinal cord damage than in healthy subjects (Gungor et al. 2016). By inhibiting histone
deacetylase, butyrate also stimulates neurogenesis and could come into play in the later stages
of neurovascular recovery (Kim & Chuang 2014). Cell proliferation, migration and
differentiation induced by the inhibition of histone deacetylase involves brain-derived
neurotrophic factor and its receptor, tropomyosin receptor kinase B (Kim & Chuang 2014).
Butyrate is a potent stimulant for vascular endothelial growth factor which plays central roles
in neurogenesis, angiogenesis and functional recovery after ischaemic stroke (Kim & Chuang
2014). So replenishing butyrate-producing bacteria could also be effective in the management
of neurological DCS.

Finally, H, can be an effective anti-oxidant treatment: because it readily crosses membranes,
it can reach and neutralise cytotoxic reactive oxygen intermediates, thereby protecting against
oxidative damage (Ohsawa et al. 2007). It could be used in the early stages of tissue damage
which are characterised by cell death, inflammation and compromise of the blood-brain

barrier.

Conclusion

Our findings suggest that, in contrast to what was expected, long-term stimulation of
fermentation by decreasing bowel transit time between dives seems to reduce the risk of DCS
in rats. Our findings point to a two-edged effect of gut fermentation on decompression:
although deleterious in the short term, i.e. at the time of diving, longer-term gut fermentation
between dives might have a positive effect by preventing the occurrence of DCS and limiting
its severity. H, which has antioxidant properties and butyrate, a short-chain fatty acid, are
both by-products of the fermentation of carbohydrate and both have neuroprotective activity.

These could play a positive role when it comes to treating DCS.
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Figure and table legends

Fig. 1. Distribution of rats in experimental groups.

Fig. 2. Flow chart describing the experimental design.

Fig. 3. Installation used for the measurement of hydrogen and carbon dioxide in exhaled air
in rats.

Fig. 4. Weight of water and dry weight of stools collected for 48 hours in rats. *denotes
p<0.0001 between the groups.

Fig. 5. Hydrogen in exhaled air 1 hour before pressurization in rats. *denotes p<0.01 between
the groups.

Fig. 6. Percents of dead rats within 30 min after surfacing in batch 1 rats. *denotes p<0.05
between the groups.

Fig. 7. Percents of platelets consumption after decompression from the baseline in batch 2
rats. *denotes p<0.05 between the groups.

Fig. 8. Proinflammatory cytokines arterial content in batch 2 rats. *denotes p<0.001 and
#denotes p<0,05 between the groups.

Fig. 9. Markers of oxidative stress arterial content in batch 2 rats. *denotes p<0.001 between
the groups; NS, not significant.

Fig. 10. Summary of the effects of gut fermentation on the risk of decompression sickness.
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Fig. 3. Distribution of rats in experimental groups.
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blood samplings(batch2) + Caecum collection

Fig. 4. Flow chart describing the experimental design.
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between the groups; NS, not significant.

Two-edged effect of gut fermentation
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Initial formation of
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activity of butyrate Increase of inert gas load

Decreased risk of DCS Increased risk of DCS

Fig. 12. Summary of the effects of intestinal fermentation on the risk of decompression

sickness.
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DISCUSSION

Nos résultats sont en faveur d’un effet dual de la fermentation intestinale sur la
décompression (Figure 14). Délétere a court terme lors de la plongée, la fermentation
intestinale prolongée pourrait étre favorable en dehors de la plongée en prévenant la survenue

et la sévérité d’un ADD.

1 Effet néfaste a court terme de la fermentation lors de la plongée

Nous avons montré, aussi bien chez le rat que chez I’homme, que la fermentation bactérienne
de sucres non digérés lors de la plongée, s’accompagne d’une plus grande incidence des
accidents de désaturation (de Maistre et coll. 2016a, de Maistre et coll. 2016b). Une partie de
I’hydrogéne formé par la fermentation dans D'intestin diffuse a travers la barriere
intestinale dans tous 1’organisme ; cet hydrogene endogene semble avoir un effet délétere
dans I’ADD. Nous pensons qu’il contribue a augmenter directement la charge en gaz diluant
au cours de I’exposition hyperbare, et participe ainsi a la formation de bulles pendant la phase

de décompression (Figure 14).

1.1 Devenir des gaz intestinaux

La sortie des gaz résulte de 1’absorption et de 1’excrétion respiratoire, de la consommation
bactérienne et de 1'évacuation anale (Figures 7).

Les gaz intraluminaux tendent a s’équilibrer avec les gaz du sang veineux selon trois
facteurs : la pression partielle de chaque gaz des deux cOtés de la barriere intestinale, sa
capacité de diffusion et le temps d’exposition du gaz a la surface de diffusion, qui dépend de
la vitesse de son transit (Strocchi & Levitt 1998). Ainsi, des gaz fortement diffusibles présents
en grandes quantités dans le tube digestif, tel que le dioxyde de carbone (CO,), sont
facilement absorbés. L’oxygene (O;) provenant de 1’air dégluti est également absorbé pour
s’équilibrer avec sa pression partielle dans le sang. L’azote (N;), provenant lui aussi de 1’air
dégluti, a une capacité de diffusion beaucoup plus faible.

A la différence des processus précédents, le role du microbiote sur le métabolisme des gaz
varie de facon tres importante d’un individu a 1’autre et constitue, par conséquent, le facteur
déterminant du devenir des gaz intraluminaux. Une partie du microbiote colique consomme
les gaz intraluminaux, ce qui peut expliquer une grande partie de la disparition des gaz

intraluminaux (Suarez et coll. 1997, Strocchi & Levitt 1992, Gibson et coll. 1990). De fait,
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Effet dual de la fermentation intestinale

Avant — apres la plongée Pendant la plongée

Formation de micro
bulles a partir de
noyaux gazeux

Effet anti oxydantde
I’hydrogéne

Effet neuroprotecteurdu

butyrate Augmentation de |a charge
en gaz inertes
Diminution du risque d’ADD Majoration du risque d'ADD

Figure 14 : Résumé des effets de la fermentation intestinale par rapport au risque

d’accident de désaturation.
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Figure 15: Conséquences de l’ischémie focale du systeme nerveux central. Cibles
d’action potentielles de ’H2 et du butyrate. (BSCB: blood-spinal cord barrier; BHE:

barriere hémato-encéphalique).
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une partie de ’oxygene (O,) atteignant le cdlon est consommée par les bactéries aérobies
coliques, réduisant ainsi le contenu intraluminal en O2 dans le cOlon et maintenant
I’anaérobiose. L’H,, ainsi que le CO,, sont consommés en grandes quantités. Les bactéries
acétogenes, méthanogenes et sulfato-réductrices sont en compétition vis-a-vis de 1'Hj
(Strocchi et coll. 1994). Concernant le méthane (CH4), la population mondiale peut étre
divisée en méthano-producteurs et en non méthano-producteurs. Le méthane est produit par
des bactéries spéciales (Méthanobrevibacter smithii) a partir d’hydrogene et de dioxyde de
carbone. Bien que M. smithii soit naturellement présent dans le microbiote intestinal de
nombreux mammiferes, il n’est habituellement pas présent chez les rats Sprague-Dawley,
souche de rats que nous avons utilisés pour nos études animales (Maczulak et coll. 1989). La
production de méthane chez I'homme peut €tre assez importante. Certaines personnes
produisent jusqu'a trois litres par jour (Weaver et coll. 1986). En revanche, I’hydrogene n’est
pas métabolisé par les tissus des mammiferes (Kayar et coll. 1994). Une fraction des gaz
produits par les bactéries coliques diffuse dans le sang et est excrétée dans la respiration ou
elle peut étre détectée par chromatographie en phase gazeuse (Strocchi & Levitt 1998). Ce
phénomene constitue la base des tests respiratoires a I’'H, et au méthane (CH,4) (Figure 3).
Chez les producteurs de méthane, les valeurs de 1’hydrogene expiré a jeun d’une part, et
I’excrétion d’hydrogene par voie respiratoire apres ingestion de lactulose, évaluée par 1’aire
sous la courbe d’autre part, sont plus basses que chez les non producteurs de méthane
(Cloarec et coll. 1990a). La mesure de 1I’hydrogéne dans 1’air expiré sous-estime donc
vraisemblablement la fermentation intestinale chez les méthano-producteurs. La prise en
compte de la production de méthane serait donc utile afin de ne pas sous-estimer la
fermentation par la seule mesure de I’hydrogéne dans 1’air expiré (Bjorneklett & Jenssen
1982, Rumessen et coll. 1994, Kajs et coll. 1997, Vernia et coll. 2003, de Lacy Costello et
coll. 2013). Les gaz restants sont éliminés par voie rectale. La composition des gaz
intraluminaux varie beaucoup tout au long de I’intestin, et la composition des gaz évacués par
voie rectale traduit 1’équilibre entre les multiples processus se déroulant a I’intérieur de la

lumiére intestinale.

1.2 Augmentation de la charge en gaz diluants
1.2.1 Démonstration chez le rat

Pour cette démonstration, nous reprenons les valeurs médianes des mesures que nous avons

réalisées chez le rat (de Maistre et coll. 2016a).
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En premiere approximation, on suppose que la solubilit¢ moyenne de N, dans les différents
tissus d'un rat est de 0,015 ml No.ml” tissu.ATA™ (Weathersby & Homer 1980). Nous
considérons par ailleurs que la production d’H, par les bactéries du microbiote intestinal
persiste en ambiance hyperbare au méme niveau qu’a la pression atmosphérique. Nous faisons
également I’hypotheése que tout I’hydrogeéne produit au niveau de I’intestin s’accumule dans
I’organisme durant 1’exposition hyperbare.

Un rat avec une masse corporelle de 360 g et une température corporelle centrale de 38°C,
respirant de 1’air (79% N,) a 10 ATA de pression absolue (7,9 ATA de pression partielle
d’azote) contiendra 42,7 ml de N, a saturation. On suppose que les rats sont a saturation pour
type de plongée expérimentale que nous réalisons. Durant cette plongée de 100 min, un rat
chez lequel on retrouve 118 ppm d’H; dans I’air expiré avec une ventilation minute de 225
ml.min-1 accumulera 2,7 ml de H,.

En admettant que nos hypotheses sont valides, cette quantité d’H, représente un surplus de
charge en gaz diluants d’environ 6%. Cela revient approximativement a majorer la profondeur
de plongée de 6%. Nous avons observé de facon concomitante une multiplication par 2 de la
survenue des accidents de désaturation chez le rat (de Maistre et coll. 2016a). Inversement,
Kayar et coll. avaient mis en évidence une diminution de 50% de la survenue des accidents de

désaturation chez le rat en diminuant de 5% la charge en hydrogene (Kayar et coll. 1998).

1.2.2 Démonstration chez ’homme

Dans une étude ancienne, la production intestinale d’hydrogene a été mesurée de maniere
directe chez ’homme en utilisant un tube de polyvinyle a tripe lumiere (Levitt & Ingelfinger
1968). La production d’hydrogene dans le colon était inférieure a 0,1 ml.min-1 chez les sujets
qui avaient jeuné depuis au moins 24 heures. Apres injection de lactose dans I’intestin gréle,
la production d’hydrogéne colique s’élevait jusqu’a un pic moyen 1,7 ml.min™. La quantité
maximale d’hydrogene produite parmi tous les sujets sur une période d’une heure était
approximativement de 140 ml. L’hydrogene et le méthane sont exclusivement produits par la
fermentation intestinale, les cellules de mammiferes n’étant pas capables de produire ces gaz.
Ainsi, la quantité d’hydrogéne et de méthane produite dans I’intestin peut €tre estimée en
faisant la somme de leur évacuation anale et de leur quantité dans I’air expiré. Une étude
relativement ancienne (Steggerda 1968) a mesuré I’évacuation des gaz anale des gaz apres la
consommation de différents types d’aliments et a retrouvé les valeurs suivantes : 15 ml par
heure pour un régime pauvre en fibre, 93 ml par heure pour un régime normal, 140 ml par

heure apres la consommation de choux de Bruxelles etl76 ml par heure apres la
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consommation de porc et de haricots. Une étude plus récente a mesurée 1’évacuation anale de
gaz sur une période de 24 heures et a montré qu’un régime normal contenant 200 g de haricots
secs conduisait a I’évacuation de 705 ml de gaz, la moitié étant de I’hydrogene, alors qu’un
régime sans fibre s’accompagnait de I’évacuation de 214 ml de gaz dont trés peu d’hydrogene
(Tomlin & Lowis 1991). Si sa production est inférieure a 76 ml/6h, I’hydrogéne endogene est
totalement absorbé (Hammer 1993). Lorsque le volume total des flatulences augmente,
I’efficacité de 1’absorption d’hydrogene colique décroit de 90% a 20%. Dans une autre étude,
les volumes d’hydrogene expirés étaient de 85mljour’ pour un régime normal et de 35
ml.jour” a jeun (Tadesse et coll. 1980). Ces valeurs sont 2 confronter avec la charge en azote
théoriquement accumulée par des sujets maigres durant une plongée standard a I’air au sec
(40 min 2 21 m avec des vitesses de compression/décompression de 15 m/min”' et un palier de

5 min a 3 m), comprise entre 180 et 258 ml selon le modele choisi (Schellart et coll. 2013).

2 Effet bénéfique a long terme de la fermentation en dehors de la plongée

2.1 Mécanismes de la mort cellulaire apres ischémie du systéme nerveux central

Le tissu nerveux est tres sensible a la diminution d’apport en O, et en glucose en raison d’une
consommation énergétique élevée avec un métabolisme du glucose quasi exclusivement
aérobie et 1’absence de réserves in situ (Figure 15). Les mécanismes conduisant a la mort
cellulaire (Dirnagl et coll. 1999, Deb et coll. 2010, Hossmann 2009, Moskowitz et coll. 2010)
(Fig. 3) impliquent I’ensemble de [’unité neurovasculaire (neurone, astrocyte, cellule
endothéliale, péricyte, membrane basale et matrice extracellulaire), les cellules musculaires
lisses artériolaires, les oligodendrocytes et la microglie. L’ immunité périphérique (Dirnagl
2012, Moskowitz et coll. 2010, Xing et coll. 2012, Mergenthaler et coll. 2004, Zhang et coll.
2012) joue également un rdle important en aggravant le pronostic via des infections
systémiques séveres. Selon la sévérité et la durée de I’ischémie du systeme nerveux central, il
existe une succession de dysfonctionnements correspondant a la pénombre « métabolique »

puis a I’infarctus (Hossmann 2009) (Fig. 4).

2.1.1 Glutamate et excitotoxicité

L’ischémie du systeme nerveux central induit rapidement la libération de neurotransmetteurs
inhibiteurs (acide <y-amino-butyrique (GABA)) et excitateurs (glutamate), avec un
dysfonctionnement de leur recapture.

L’exocytose synaptique de glutamate est liée entre autres a la surexpression de la protéine

N

neuronale synaptique SNAP25 (synaptosomal-associated protein 25) et a la libération
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astrocytaire dépendante du Ca®* (complexe SNARE (soluble N-éthylmaleimide-sensitive-
factor attachment protein receptor)). 1l existe également des perturbations du stockage
astrocytaire du glutamate (protéines vacuolaires H'ATPase (V-ATPase), transporteurs
vésiculaires (VGLUT)) (Deb et coll. 2010). Le glutamate, via ses récepteurs AMPA, kainate
puis NMDA, va induire un afflux intracellulaire de Ca** et de Na* amplifié par I’activation de
ses récepteurs métabotropiques, entrainant un stress du RE via la voie de transduction
protéine G — phospholipase C — inositol triphosphate. L’exces de glutamate extracellulaire,
couplé au K*, va également participer a la propagation de la dépolarisation péri-infarctus.

Bien que moins étudiée, I’altération de la neurotransmission inhibitrice GABA jouerait aussi
un role non négligeable lors de I’ischémie du systtme nerveux central : gradient CI,
augmentation Ca®* intracellulaire, especes réactives de 1’oxygene (Schwartz-Bloom & Sah

2001), etc.

2.1.2 Augmentation et toxicité du calcium intracellulaire

Le calcium pénetre dans le neurone par des canaux voltage-dépendants et des canaux-
récepteurs au glutamate (N-méthyl-D-aspartate (NMDA)). Le maintien du gradient

intra/extracellulaire du Ca®* (1/10 000) est cofliteux en énergie :

stockage dans les protéines cytoplasmiques, le réticulum endoplasmique (RE), les
mitochondries ;

échanges via I’échangeur Na*/Ca®* et 1a pompe Ca**-ATPase.

Lors de I’ischémie du systeme nerveux central, la déplétion énergétique induit une défaillance
de ces systemes et 1’augmentation du Ca®* intracytoplasmique (Cross et coll. 2010) est
amplifiée par 1’exces de glutamate extracellulaire. L augmentation du Ca®" initie une cascade
d’effets déléteres : dysfonctionnement mitochondrial (dépolarisation, déficit énergétique,
synthese d’especes réactives de I’oxygene) et dysfonctionnement du RE (inhibition de la
synthese protéique), activations enzymatiques (oxyde d’azote (NO) synthase neuronale

(nNOS I), endonucléases, phospholipases, kinases, protéases).

2.1.3 Dépolarisation péri-infarctus et « spreading depression »

Au cceur de Dinfarctus, il existe une dépolarisation anoxique irréversible des cellules. En
périphérie, I’augmentation extracellulaire du K* (via notamment le dysfonctionnement de la
pompe Na'/K" ATPase) et du glutamate entrainent une dépolarisation neuronale et gliale

(dépolarisation péri-infarctus) se propageant lentement (2-9 mm/min) de proche en proche
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dans le cortex : dépolarisation « envahissante » (ou « spreading depression »). Authentifiée
chez I’homme (Dohmen et coll. 2008), elle est caractérisée par un arrét des gradients ioniques,
une perte d’activité électrique, un cedeme neuronal et une modification des dendrites (Dreier
2011). Elle altere la membrane basale de la barriere hématoencéphalique (BHE) via
I’activation de la métalloprotéase MMPO. Elle est suivie d’une ischémie « envahissante » se
propageant dans la pénombre (Strong et coll. 2007) due entre autre au blocage de la NOS
endothéliale (eNOS III).

2.14 (Edeme cellulaire (« cytotoxique »)

L’cedeme cellulaire est induit par la perte des gradients ioniques (entrée de Na'/Cl via la
pompe Na'/K*" ATP dépendante et les récepteurs AMPA) et I’accumulation de lactate dans la
cellule suivies par I’entrée passive d’eau (augmentation de 1’osmolarité intracellulaire). Il
concerne I’ensemble des cellules (neurone, cellules gliale, endothéliale, etc.) et conduit
rapidement a la nécrose. L’augmentation de volume des cellules endothéliales et astrocytes va
aussi aggraver I’hypoperfusion locale par compression microvasculaire. L.’oedeme apparait
des les premieres minutes de I’ischémie du systeme nerveux central et correspond a I’infarctus
avec une extension limitée dans la pénombre. L’IRM de diffusion permet une bonne
visualisation de I’étendue de cet cedeme (chute du coefficient apparent de diffusion par
restriction du volume extracellulaire) corrélée a la sévérité de la 1ésion finale (Rosso et coll.

2009, Baird et coll. 2001).

2.1.5 Perméabilité de la barriere hématoencéphalique (BHE) et cedéeme vasogénique

La BHE capillaire est constituée d’une cellule endothéliale, de la membrane basale, de pieds
astrocytaires et de péricytes contractiles. Des la premiere heure de 1’ischémie du systeme
nerveux central, il existe une augmentation de sa perméabilité se prolongeant sur plusieurs
semaines (Strbian et coll. 2008). Celle-ci est induite par le dysfonctionnement de la cellule
endothéliale (altération des récepteurs a I’endothéline, activité la pompe Na'/K* ATPase due a
I’exces de K extracellulaire, synthése de NO vasodilatateur) (Huang et coll. 2013) et par la
destruction de la membrane basale (MMP2 et MMP9 surexprimées 1 a 3 h apres ’ischémie
du systeme nerveux central). Par gradient osmotique, un cedeme tissulaire apparait et se
complique, entre 12 heures et deux jours post-ischémie du systeme nerveux central, par
I’extravasation de protéines (albumine) conduisant a un cedeme vasogénique. L hypertension
intracranienne peut alors aggraver 1’hypoperfusion et conduire a des lésions a distance par

compression.
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De plus, I'augmentation de la perméabilit¢ de la BHE joue un role essentiel dans
I’inflammation en favorisant I’infiltration leucocytaire aggravant encore la 1ésion de la BHE

via I’expression de MMP9.

2.1.6 Stress oxydant : NO et especes réactives de ’oxygene

Le stress oxydant provient du fort potentiel oxydant cellulaire des especes réactives de
I'oxygene en exces, ou des radicaux libres. La majeure partie du radical anion superoxyde (O,
") produite est générée dans les mitochondries par une fuite d'électrons de la chaine de
transport d'électrons et le cycle de Krebs. O, est également produit par les oxydases
métaboliques, y compris la NADPH-oxydase et la xanthine oxydase (Figure 16). La
superoxyde dismutase convertit O, en peroxyde d'hydrogéne (H,O,) qui est détoxifié en HyO
par la glutathion peroxydase ou par la catalase. L'exces d'anion superoxyde réduit les ions
métalliques de transition tels que Fe’* et Cu®*, les formes réduites pouvant a leur tour réagir
avec H,O, pour produire des radicaux hydroxyle (OH’) par la réaction de Fenton. OH' est la
plus forte des especes oxydantes et réagit indifféremment avec des acides nucléiques, des
lipides et des protéines. Il n'y a pas de systtme de détoxication connu pour OH'; par
conséquent, la capture des OH' est un processus antioxydant essentiel (Figure 17).

L’ischémie du systeme nerveux central, en particulier en cas de reperfusion, conduit a
I’activation de nombreux systemes enzymatiques producteurs d’especes réactives de
I’oxygene (superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase, etc.) avec des systémes «
antioxydants » protecteurs (a-tocophérols, vitamine C) trop lents (Moskowitz et coll. 2010).
L’augmentation du Ca* cytoplasmique active la production d’ions superoxydes via
notamment I’expression de la cyclo-oxygénase COX2 et I’activation des NADPH oxydases
(NOX) par la protéine kinase C et le NO produit par la nNOS 1. Le NO est produit également
par la NOS inductible indépendante du Ca** (iNOS II) des neutrophiles, de la glie et des
cellules endothéliales. Il va interagir avec 1’anion superoxyde pour former du péroxynitrite.
Ces especes réactives de 1’oxygene interferent avec tous les composants cellulaires. De plus,
ils entrainent la libération d’acides gras libres (notamment acide arachidonique) et des
perturbations mitochondriales eux-mémes sources d’especes réactives de I'oxygene. Ils
conduisent aussi a un stress du RE, une activation des poly-ADP ribose polymérases (PARP),
une fragmentation de 1’acide désoxyribonucléique (ADN), et une constriction des péricytes
(Yemisci et coll. 2009).

En parallele, le NO a également des effets bénéfiques durant I’ischémie du systeme nerveux

central. En effet, au niveau de la cellule endothéliale, la eNOS III génere du NO
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Figure 16 : Voies métaboliques oxydatives: 1) voie classique dans laquelle 1'anion
superoxyde (0,°-) est dismuté par la superoxyde dismutase (SOD) en peroxyde
d'hydrogene (H,O,), celui-ci étant détoxifié par les catalases ou la glutathion peroxydase
(GSH-Px). En présence de traces de métaux de transition (Fe2 +, Cu2 +), H,0; est
transformé en radical hydroxyl (OH°) délétere vis-a-vis des lipides, des protéines et des
acides nucléiques ; 2) voie d'oxydation chlorée mettant en jeu la myéloperoxydase
(MPO) qui, a partir de H,O; et en présence de chlorures, génere de I'acide hypochloreux
(HOCI), puissant oxydant des protéines et a l'origine de la formation des produits
d'oxydation avancée des protéines AOPP ; 3) voie d'oxydation carbonylée conduisant a
la formation des produits de glyco-oxydation des protéines, AGE ; 4) voie d'oxydation
nitrée dans laquelle les peroxynitrites (ONOQO-) conduisent a la formation de

nitrotyrosine.
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vasodilatateur, antiagrégant, fibrinolytique et pouvant moduler la dépolarisation péri-infarctus

(Petzold et coll. 2008).

2.1.7 Glycolyse et acidose

Le glucose est la source d’énergie quasi exclusive du systeme nerveux central (Mergenthaler
et coll. 2013). Une hyperglycémie spontanée survient dans 30 a 40 % des cas lors de
I’ischémie du systeme nerveux central et est associée a un mauvais pronostic (Luitse et coll.
2012, Won et coll. 2011). La consommation de glucose augmente avec un découplage
métabolique (consommations glucose/O2) reflétant la mise en place d’une glycolyse
anaérobie (Fig. 4). Ensuite, la consommation de glucose va diminuer (en dessous de 25
ml/100 g/min de DSC) avec I’accumulation d’acide lactique et la baisse du pH intracellulaire
qui active les canaux calciques acidosensibles majorant I’entrée de Ca®* dans la cellule.
L’acidose induit également un stress du RE et I’apoptose des astrocytes en périphérie de
I’infarctus (activation de la caspase 12).

A T’inverse, 1’acidose pourrait avoir un réle protecteur par le blocage des récepteurs NMDA

(effet antiexcitotoxique) et par un effet antiapoptotique (Fan et coll. 2014).

2.1.8 Oligodendrocytes et substance blanche

La glie a un r6le central lors de 1’ischémie du systeme nerveux central, notamment les
astrocytes (Takano et coll. 2009). Les oligodendrocytes, produisant la gaine de myéline
(substance blanche) nourriciere des axones, jouent également un rdle non négligeable (Xing et
coll. 2012). Le DSC normal est plus faible dans la substance blanche que dans la substance
grise (Fig. 1). L’ischémie du systeme nerveux central conduit rapidement a un cedeme de la
substance blanche et active des protéases perturbant 1’intégrité des axones. Les axones
démyélinisés deviennent alors plus sensibles a 1’ischémie du systeme nerveux central,
notamment via la production d’especes réactives de 1’oxygene par les mitochondries axonales.
De plus, avant la démyélinisation, les progéniteurs oligodendrocytaires peuvent majorer

I’infiltration leucocytaire et produire de la MMP9 1ésant la BHE (Seo et coll. 2013).

2.1.9 Inflammation du systeme nerveux central et immunodépression systémique

Les processus inflammatoires post-ischémie du systeéme nerveux central sont ambivalents
avec des conséquences déléteres et bénéfiques. Ils concernent le tissu nerveux et I’immunité
périphérique innée et adaptative (Dirnagl et coll. 1999, Iadecola & Anrather 2011) avec des
interactions réciproques (Trakhtenberg & Goldberg 2011, Dirnagl & Schwab 2009).
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Au niveau du tissu nerveux, la microglie (5 a 20 % des cellules gliales) correspond a des
cellules résidentes impliquées dans la surveillance immunitaire et la plasticit¢ (Hanisch &
Kettenmann 2007). Des les premieres minutes de 1’ischémie du systeme nerveux central, les
cellules microgliales sont activées, via I’augmentation de 1I’ATP extracellulaire et la perte du
contact neuronal, particulierement au sein de la zone de pénombre, avec une prolifération
pouvant durer plusieurs semaines. Elles assurent le nettoyage de la 1ésion par phagocytose des
débris cellulaires. 11 existe deux phénotypes de microglie activée : la microglie «
inflammatoire » (M1) produisant des médiateurs inflammatoires (IL-1p, facteur de nécrose
tumorale o (TNFa), etc.), des especes réactives de 1’oxygene, des enzymes (cathepsine,
MMP9, etc.), des prostanoides, et la microglie « anti-inflammatoire » (M2) produisant des
cytokines anti-inflammatoires (facteur de croissance de transformation TGFp) et des facteurs
neurotrophiques (dérivés de la glie (GDNF), du cerveau (BDNF), facteurs de croissance
fibroblastique (FGFp), insuline-like (IGF1), de I’endothélium vasculaire (VEGF), etc.) (Xing
et coll. 2012).

Les astrocytes jouent un role ambivalent avec la production de cytokines pro-inflammatoires,
de MMP9, etc., mais également de facteurs protecteurs (VEGF, TGFp1, érythropoiétine, etc.).
Au niveau du neurone, I’ischémie du systeme nerveux central induit 1’activation du
complément et la synthese de facteurs de transcription (facteur nucléaire (NFxB), facteur
inductible par hypoxie (HIF1), STAT3, etc.) de genes pro-inflammatoires (facteur
d’activation plaquettaire, TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1), etc.).

Sur la cellule endothéliale, des molécules d’adhésion (molécules d’adhésion intercellulaire
(ICAM1), vasculaire (VCAMI1), P- et E-sélectines) sont exprimées, en plus des cytokines
TNFa ou IL-1B, permettant la migration et l’infiltration des polynucléaires neutrophiles
(maximum a 2 a 3 jours post-ischémie du systeme nerveux central). Ceux-ci aggravent
I’obstruction microvasculaire et produisent des protéases (MMP9, etc.), des molécules pro-
inflammatoires et du NO cytotoxique (par iNOS II). Ils sont accompagnés par 1’infiltration
des mastocytes, des monocytes/macrophages et des cellules dendritiques venant renforcer la
production de cytokines et la phagocytose microgliale. Les macrophages périvasculaires
peuvent présenter les mémes phénotypes M1 et M2 que la microglie.

Le role des lymphocytes reste controversé (ladecola & Anrather 2011) tout comme la
chronologie de I'infiltration leucocytaire (Moller et coll. 2014). Bien que les lymphocytes T4
et T8 jouent un rdle délétere en infiltrant le tissu nerveux, les lymphocytes T-helpers ou T-

régulateurs pourraient avoir une action d’immunomodulation et neurotrophique via la

152



production de IL-10 et TGFB1. De plus, la rapidité des effets déléteres des lymphocytes ne
correspond pas a la mise en place plus lente (plusieurs jours) de I’immunité adaptative ciblant

des antigenes cérébraux.

2.1.10 Nécrose et apoptose

La mort cellulaire par nécrose survient rapidement dans le cceur ischémique. Elle fait suite a
I’cedeme cellulaire et aux 1ésions membranaires conduisant a une désintégration de la cellule.
Les débris nécrotiques, pro-inflammatoires, vont eux-mémes avoir une cytotoxicité locale
majorant la 1ésion.

La mort cellulaire programmée (apoptose) débute dans les heures suivant 1’ischémie du
systetme nerveux central (Fig. 5). Elle est la conséquence de processus nécessitant un apport
énergétique et survient donc essentiellement dans la pénombre. L’ischémie du systeéme
nerveux central induit I’expression de génes proapoptotiques (Trp53 ou p53, Bax, Bid, Bad,
Bag, JNK, c-jun, cdk5, p38, etc.) et antiapoptotiques (Bcl2, Bcl-XL, Iap, etc.). Par une voie
intrinseque, les genes Bad et Bax (modulés par Bcl2, Bel-XL) vont permettre la libération du
cytochrome C et du facteur d’induction d’apoptose (AIF) (Joza et coll. 2001) par la
mitochondrie. Par une voie extrinseque, le cytochrome C peut étre libéré par la mitochondrie
via la stimulation du récepteur Fas (CD95), exprimé sur les neurones et les cellules gliales,
par le ligand FasL présent sur les neurones, la microglie, les lymphocytes T cytotoxiques et
les cellules NK (natural killers). L’interaction Fas-FasL entraine, via le complexe de
signalisation et d’induction de mort (DISC), I’activation de la caspase 8 et du facteur
proapoptotique Bid. De plus, I'ischémie du systeme nerveux central induit I’expression du
ligand inducteur d’apoptose liée au TNF (TRAIL) sur les astrocytes et la microglie. Le
cytochrome C, le facteur activateur de la peptidase apoptotique (Apafl) et la procaspase 9, en
présence d’ATP, forment 1’apoptosome qui va activer la caspase 9 puis la cascade des autres
caspases proapoptotiques : caspase 1 impliquée dans I’'inflammasome (avec IL-1, IL-6) et
caspase 3 (activée par les caspases 8 et 9, inhibée par la protéine inhibitrice d’apoptose (IAP))
interférant avec les enzymes de réparation de I’ADN (PARP). L’apoptose conduit finalement

a une condensation et une fragmentation de la cellule en corps apoptotiques phagocytables.

2.2  Voies d’action du microbiote intestinal sur le systeme nerveux central

Les facteurs bactériens du dialogue entre le microbiote intestinal et le cerveau peuvent étre (i)
des macromolécules de I’architecture cellulaire bactérienne, comme le lipopolysaccharide, le

peptidoglycane, la flagelline ; (ii) des produits du catabolisme bactérien, tels que les acides
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gras a chaine courte, excrétés dans la lumiere intestinale. Ces facteurs peuvent communiquer
avec le cerveau par différentes voies, faisant intervenir les populations cellulaires de la

muqueuse intestinale comme mediateurs (Figure 17) (Cryan & Dinan 2012) :

- Voie métabolique : absorption par les entérocytes (voie transcellulaire) ou les
jonctions intercellulaires (voie paracellulaire), excrétion dans la circulation sanguine,
puis passage de la barriere hémato-encéphalique ;

- Voie nerveuse : stimulation des neurones du systetme nerveux entérique et de la
composante parasympathique du systéme nerveux autonome, qui projettent sur des
aires intégratives cérébrales ;

- Voie immune : stimulation des cellules immunitaires intestinales et modification de
I’équilibre des cytokines pro- et anti-inflammatoires, connu pour affecter le
fonctionnement du cerveau ;

- Voie endocrine : stimulation de la production de neuropeptides par les cellules entéro-

endocrines.

Nous pensons que I’hydrogene et le butyrate sont deux métabolites bactériens qui peuvent

jouer un role bénéfique dans le cadre d’'un ADD neurologique.

2.3 Effets bénéfiques de la production endogene d’hydrogene

Nous avons évoqué que la production endogene d’hydrogene par fermentation bactérienne, en
dehors de la plongée, pourrait avoir un effet bénéfique vis-a-vis de I’ADD (de Maistre et coll.
2016¢). 1l semble, en effet, que 1’administration intra péritonéale de sérum physiologique
enrichi en hydrogene durant les 24 heures précédent une plongée accidentogene a un effet
préventif sur ’ADD chez le rat (N1 et coll. 2011). Récemment, il a été montré que des
plongées profondes successives chez 1’homme altéraient la fonction endothéliale et
induisaient un stress oxydant (Obad et coll. 2010). Des auteurs ont mis en évidence que
I’hydrogeéne agit comme un antioxydant en réduisant sélectivement le radical hydroxyle
(OH), la plus cytotoxique des espéces réactives de ’oxygene (Matheson & Rabani 1965,
Bensalem et coll. 2002, Ohsawa et coll. 2007).

H2 +OH — H +H,0

H + OH — H,0 +¢ 4
OH’ est donc éliminé avec 1’avantage qu’aucune autre espéce moléculaire n’est formée
(Figure 15). En outre € ,4, €lectron hydraté, est un réducteur, qui peut neutraliser certains

éléments de la chaine oxydative. En revanche, I’hydrogene ne réagit pas avec les autres
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Figure 17 : Voies de communication possibles entre le microbiote intestinal et le cerveau.
Les produits bactériens actifs peuvent étre des métabolites ou des macromolécules de
I’architecture cellulaire (ex : lipopolysaccharide). Ils peuvent gagner le cerveau par voie
sanguine, apres absorption par 1’épithélium intestinal ; stimuler la sécrétion de neuropeptides
par les cellules entéro-endocrines ; stimuler les cellules immunitaires intestinales et la
production de cytokines ; stimuler des neurones du systeme nerveux entérique et de la

composante parasympathique du systeme nerveux autonome. (d’apres Rabot 2015)
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especes réactives de I’oxygene qui possedent des roles physiologiques (Ohsawa et coll. 2007).
En dépit de leurs effets cytotoxiques, I’anion superoxyde (O;") et le peroxyde d’hydrogéne
(H20O,) jouent en effet des rdles physiologiques importants a faibles concentrations ; ils
agissent comme des molécules de signalisation qui sont impliquées dans de nombreuses
cascades de transduction du signal et régulent également les processus biologiques tels que
l'apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaire. L'oxyde nitrique (NO°), une autre
espece réactive de 1’oxygene, fonctionne comme un neurotransmetteur et est essentiel pour la
dilatation des vaisseaux sanguins. Il est probable que 1’action de I'hydrogene est suffisamment
modérée pour ne pas perturber les réactions métaboliques d’oxydo-réduction ou pour ne pas
éliminer les especes réactives de 1’oxygene impliquées dans la signalisation cellulaire,
contrairement a certains suppléments antioxydants avec une forte activité réductrice. Ohsawa
a également démontré que I’inhalation d’H, gazeux limitait les 1ésions cérébrales induites par
une ischémie/reperfusion focale chez le rat, en neutralisant les effets du stress oxydant
(Ohsawa et coll. 2007). Le mécanisme d’action de 1’hydrogene fait intervenir des processus
anti-inflammatoires et anti-apoptotiques (Ji et coll. 2011, Wei et coll. 2015). L’hydrogene
pourrait également limiter la rupture de la barriere hémato-encéphalique par réduction des
especes réactives de l'oxygene et suppression de l'activité de la métalloprotéase MMP9
(Takeuchi et coll. 2015). D’autres auteurs ont montré un rdle bénéfique de I'inhalation d’H,
sur les 1ésions médullaires d’ischémie-reperfusion chez le lapin (Huang et coll. 2010). Enfin,
la production endogene d’hydrogene, par fermentation apres ingestion de lactulose, a des
effets neuroprotecteurs vis-a-vis des lésions cérébrales d’ischémie-reperfusion chez le rat

(Zhai et coll. 2013). Il pourrait en étre de méme en ce qui concerne I’ADD.

2.4 Effets bénéfiques du butyrate sur le systeme nerveux central

Cependant, les gaz intestinaux ne sont pas les seuls métabolites provenant de la fermentation
bactérienne d’hydrates de carbones indigestibles. Des analyses quantitatives des produits de
fermentation du lactulose, in vitro, ont montré que les principaux métabolites non-gazeux
étaient les acides acétiques, lactiques et butyriques (Sahota et coll. 1982). Des bactéries, telles
que celles des genres Clostridium, Eubacterium, et Butyrivibrio, sont capables de produire du
butyrate dans la lumiere intestinale a des niveaux de 1’ordre du mmol.1" (Pryde et coll. 2002,
Barcenilla et coll. 2000).

Une grande partie du butyrate produit dans le colon est utilis€é comme source d'énergie par les
colonocytes, mais du butyrate peut également quitter le colon par la veine porte, ou le foie en

absorbe une autre grande partie (Bourassa et coll. 2016). Cependant, le c6lon distal n’est pas
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relié a la veine porte, ce qui permet a une certaine quantité de butyrate de rejoindre
directement la circulation systémique. En effet, il existe de nombreux rapports de régimes
alimentaires riches en fibres augmentant les niveaux sanguins de butyrate circulant (Bourassa
et coll. 2016). En plus d'étre produit par fermentation bactérienne, le butyrate peut également
étre produit a des concentrations beaucoup plus faibles par les cellules de mammiferes par
l'oxydation des acides gras et le métabolisme du glucose (Pouteau et coll. 2003, Wolever et
coll. 1997). Or, le butyrate, un acide gras a chaine courte, est connu pour son effet
neuroprotecteur. Pharmacologiquement, le butyrate a un effet profondément bénéfique sur les
maladies du cerveau allant des maladies neurodégénératives a des troubles psychiques (Figure

18).

2.4.1 Inhibiteur de I’histone déacétylase

L'acétylation des histones est une modification post-traductionnelle de protéines
épigénétiques, qui sont des protéines qui se lient a la chromatine et modifie sa structure de
facon a changer la propension d’un gene a €tre transcrit ou réprimé. Les histones acétylées
provoquent un desserrement de la structure de la chromatine en affaiblissant 1'attraction
électrostatique entre les histones et le squelette de I'ADN. Ce procédé permet aux facteurs de
transcription et la machinerie de transcription de base de se lier et augmente la transcription.
Les groupes acétyle sont ajoutés aux résidus de résidus de L-lysine a 'extrémité N-terminale
par des histones acétyltransférases (HAT) et éliminées par des histones désacétylases
(HDACQ).

Le butyrate est un inhibiteur bien connu des HDAC qui entraine une augmentation de
I’acétylation des histones lorsqu'il est appliqué a des cellules en culture. Comme les
inhibiteurs de ’'HDAC influencent la transcription de nombreux genes, il semble peu probable
qu'un seul gene soit responsable des effets neurotrophiques du butyrate. Cependant, de
nombreuses €tudes ont montré qu'au moins certains de ces effets bénéfiques peuvent étre
attribués a la capacité du butyrate a augmenter 1’acétylation autour des promoteurs des
facteurs neurotrophiques tels que le BDNF, GDNF et NGF et augmentant ainsi leur
transcription (Bourassa et coll. 2016). D'autres études ont démontré 1'importance des genes
précoces immédiats, comprenant c-Fos et Homerla, qui sont des genes dépendant de 1'activité
impliqués dans la plasticité (Bourassa et coll. 2016). Sur la base de ces données, le butyrate
est capable de réguler de maniere positive un ensemble de genes qui favorisent la survie, la

plasticité et la régénération.
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Figure 18 : Mécanismes proposés pour expliquer les effets neuroprotecteurs de butyrate

et maladies pouvant bénéficier d'un traitement par butyrate ou d’une alimentation riche

en fibres. (d’apres Bourassa et coll. 2016)
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Comme inhibiteur de 1’histone déacétylase, le butyrate a été en mesure de réduire la taille de
l'infarctus dans des modeles d'accident vasculaire cérébral ischémique, limitant les 1ésions
cérébrales et améliorant les résultats comportementaux (Langley et coll. 2008, Kim & Chuang
2014). Le butyrate a des propriétés anti oxydantes (Sun et coll. 2015), anti inflammatoires et
anti apoptotiques (Kim & Chuang 2014, Sun et coll. 2015, Sun et coll. 2016). L’activation de
la microglie et des monocytes induite par 1’oblitération permanente de I’artere cérébrale
moyenne, a ’origine de 1ésions de la substance blanche, est inhibée par le butyrate (Kim &
Chuang 2014). La voie de signalisation de la survie cellulaire faisant intervenir la phospo-
kinase B et le BDNF est impliquée dans I'effet anti-apoptotique (Sun et coll. 2015). Par
ailleurs, le butyrate semble en mesure de favoriser le rétablissement de la barriere hémato-
encéphalique par I’augmentation de I’expression de protéines de jonctions serrées (occludin et
zonula occludens-1) (Li et coll. 2016a). Une étude récente a démontré que des souris
axéniques ont augmenté la perméabilit¢é de la barriere hématoencéphalique (BHE), en
comparaison avec des souris spécifiques exemptes d'agents pathogenes possédant un
microbiote équilibré (Braniste et coll. 2014). L’augmentation de la perméabilité était associée
a une diminution des taux de protéines de jonction serrée, claudin 5 et occludin dans le cortex
frontal, I'hippocampe et le striatum. La colonisation des souris axéniques avec des bactéries
productrices de butyrate, Clostridium tyrobutyricum, ou un gavage oral (durant 3 jours) par
butyrate de sodium (NaB) a restauré la perméabilit¢ de la BHE aux niveaux des souris
exemptes d'agents pathogenes, tout en augmentant simultanément 1’acétylation des histones
cérébrales et 1'expression de 1’occludin et de la claudine 5 (Figure 15).

Il convient également de noter que les effets des inhibiteurs de ’'HDAC ne sont pas limités
aux seules histones. En fait, une liste croissante de plus de 1700 protéines peut étre acétylée
sur leurs résidus de lysine, et les inhibiteurs de 'HDAC bloque leur déacétylation ainsi
(Bourassa et coll. 2016). Ainsi, l'effet des inhibiteurs de 'HDAC sur les protéines non-
histones ne doit pas étre négligé. L’acétylation joue un rdle important qui influe sur l'activité

enzymatique et métabolique de nombreuses protéines.

2.4.2 Métabolisme énergétique et activité mitochondriale

Bien que les processus métaboliques dans le c6lon puissent apparaitre déconnectés de ceux du
systeme nerveux central, il est important de prendre en considération les besoins énergétiques
immenses du systeme nerveux central et de la dyshoméostasie énergétique qui survient a

I’occasion d’un ADD neurologique.

159



Le butyrate joue deux roles majeurs dans le métabolisme et I'activité mitochondriale (Figure
15). Tout d'abord, le butyrate a une incidence directe sur le métabolisme énergétique, en
agissant comme un substrat pour la béta-oxydation mitochondriale. Ensuite, le butyrate peut
réguler a la hausse les geénes impliqués dans la biogenese mitochondriale (par exemple
PGCla) — stimulant ainsi la respiration mitochondriale — par l'intermédiaire de son effet
inhibiteur sélectif de 'HDAC, et par I'intermédiaire de sa capacité a affecter 'acétylation d’un
grand nombre de protéines métaboliques (Bourassa et coll. 2016). Ce dernier effet du butyrate
et d'autres inhibiteurs de 'HDAC sur le métabolisme a ét€ mis en lumiere par les études
démontrant que presque toutes les enzymes impliquées dans la glycolyse, la néoglucogenese,
le cycle de Krebs, le métabolisme des acides gras et le métabolisme du glycogene sont

acétylées (Zhao et coll. 2010).

2.4.3 Activateur de récepteur couplé aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) sont la famille la plus grande et la plus variée
de protéines transmembranaires. Ils sont composés de 7 hélices a transmembranaires, qui
réceptionnent des signaux extracellulaires, tels que les composés sensibles a la lumiere, les
hormones, les facteurs de croissance et les neurotransmetteurs, et qui activent des voies de
signalisation a l'intérieur de la cellule, principalement les voies de signalisation de I'AMPc et
du phosphatidylinositol (Vassart & Costagliola 2011). Compte tenu de leur role dans la
détection de signaux extracellulaires, les GPCR sont essentiels pour un certain nombre de
fonctions physiologiques, comprenant la régulation du systéme immunitaire, la régulation du
systtme nerveux autonome, la fonction sensorielle (got et odeur), et le maintien de
I'homéostasie énergétique.

Le butyrate est la plupart du temps activateur des GPCR. Or nous n’avons pas retrouvé
d’étude dans laquelle I’activation des GPCR pouvait présenter un intérét en cas d’ischémie
cérébrale. En revanche, I'inhibition du récepteur 81 couplé a la protéine G par le f-
hydroxybutyrate réduit significativement la mort cellulaire et les 1ésions cérébrales apres une
occlusion expérimentale de I'artere cérébrale moyenne chez la souris (Shen et coll. 2015).
Toutefois, bien que structurellement similaire au butyrate, le B-hydroxybutyrate est un corps
cétonique, qui est produit dans des conditions de jeline et de cétose, mais pas par la
fermentation bactérienne. Si le butyrate présente un effet bénéfique dans 1’ADD, il est peu

probable qu’il passe par la voie des récepteurs couplés aux protéines G.
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CONCLUSION

Chez des rats recevant une alimentation standard, il peut exister au cours de plongées
expérimentales une fermentation intestinale suffisante pour accroitre le risque d’ADD. De
méme chez I’homme, la fermentation intestinale lors de la plongée semble étre plus
importante chez les plongeurs accidentés. L hydrogene produit au cours de la fermentation et
diffusant dans tout I’organisme pourrait contribuer a majorer le risque d’ADD.

Nous n’avons pas trouvé de facteurs évidents pouvant expliquer la plus grande fermentation
chez les plongeurs accidentés. Elle pourrait étre liée a la nature de la prise alimentaire la veille
de la plongée, a des pathologies intestinales asymptomatiques (malabsorption des sucres,
syndrome du gréle court, pullulation microbienne intestinale, syndrome de I’intestin irritable),
ou encore a la prise de certains médicaments (antibiotiques, laxatifs, prokinétiques, etc.).

La prévention des accidents de désaturation pourrait passer par une exclusion des plongeurs
présentant une fermentation importante le jour de la plongée, une élimination des gaz produits
au niveau de I’intestin, une modification de I’alimentation dans les 24 heures précédant une
plongée, voire une modification du microbiote intestinal visant a limiter la fermentation en
plongée.

Toutefois, nous avons montré qu'une stimulation chronique de la fermentation par
I’accélération du transit intestinal, en dehors des phases de plongée, peut diminuer le risque
d’ADD chez le rat. Nos résultats sont en faveur d’un effet dual de la fermentation intestinale
sur la décompression. Délétere a court terme lors de la plongée, la fermentation intestinale
prolongée pourrait €tre favorable en dehors de la plongée en prévenant la survenue et la
sévérité d’un ADD.

Tous les facteurs susceptibles de modifier le microbiote intestinal et d’augmenter la
fermentation, en dehors de la plongée, pourraient étre testés en prévention de 1’ADD.
L’hydrogene, molécule aux propriétés antioxydantes, et le butyrate, un acide gras a chaine
courte, sont deux produits de la fermentation des hydrates de carbone qui ont des vertus
neuroprotectrices. Ils pourraient jouer un role bénéfique dans le cadre du traitement de

I’ADD.
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PERSPECTIVES

Les résultats de nos études sont en faveur d’un rdle défavorable de la fermentation en plongée
dans la survenue d’un ADD. Il semble donc légitime d’étudier les pistes pour limiter la

fermentation en plongée, dans le cadre d’une démarche de prévention du risque.

1 Limitation de la fermentation en plongée

Une premiere approche serait d’identifier et d’exclure les plongeurs présentant une
fermentation élevée avant plongée (Tableau I). Toutefois, nous avons mis en évidence qu’un
interrogatoire bien conduit n’était pas suffisant pour dépister les plongeurs présentant une
fermentation élevée. En effet, des pathologies intestinales, méconnues du plongeur car pauci
symptomatiques, peuvent €tre a 1’origine d’une fermentation importante. Par ailleurs, on ne
connait pas I’action de tous les médicaments sur la fermentation, et le temps nécessaire a la
récupération du métabolisme du microbiote intestinal. Un intervalle de 4 semaines a été
suggéré apres I’administration de laxatifs ou d’antibiotiques (Gasbarrini et coll. 2009). La
mesure de I’hydrogene dans 1’air expiré juste avant la plongée pourrait étre une méthode plus
siire d’estimation de la fermentation au cours de la plongée a venir. La valeur seuil
d’hydrogene dans 1’air expiré, déterminée par analyse ROC, significativement associée a la
survenue d’'un ADD est, d’apreés nos résultats, de 16,5 ppm. On pourrait utiliser cette valeur
pour exclure les plongeurs présentant une fermentation élevée avant plongée. Toutefois, étant
donné la faible incidence des accidents de désaturation, il faudrait étendre cette démarche a
I’ensemble des clubs de plongée en France pour espérer diminuer la survenue des accidents de
désaturation.

Une deuxieme approche serait de donner des molécules per voie orale favorisant I’élimination
des gaz in situ dans l’intestin. Nous pensons en effet que les gaz produits lors de la
fermentation, et plus particulierement 1’hydrogene, sont en mesure de favoriser un ADD.
Cependant, les molécules théoriquement utilisables, charbon actif et simethicone, n’ont pas
fait la preuve de leur efficacit¢é pour réduire la libération d’hydrogene produit par le
microbiote intestinal (Friis et coll. 1991, Potter et coll. 1985).

Enfin, on pourrait limiter la fermentation en plongée soit de maniere ponctuelle en jouant sur
I’alimentation du plongeur, soit de maniere plus prolongée en modifiant le microbiote

intestinal.
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Tableau I : Moyens de moduler la fermentation envisageables chez ’homme en vue de

diminuer le risque d’accident de désaturation.

Limitation de la fermentation en | Stimulation de la fermentation avant la
plongée plongée

Exclusion des plongeurs présentant une Prébiotiquesextractibles naturels
valeur d’H, dans lair expiré > 16,5 ppm - Oligosaccharides de soja (stachyose,
raffinose)

Limitation des aliments a fort potentiel Prebiotiquesde synthese
de fermentation la veille de |a plongée -> Fructo-oligosaccharides
- Lactulose

Lopéramide sur une courte durée chez Probiotiques
les patients devant plonger et présentant - Clostridium butyricum
une diarrhée infectieuse

Tableau II : Résumé des proportions d’AGCC produits par fermentation a partir de

différentes formes d'hydrates de carbone. (d’apres Smith et coll. 1998)

Proportion of SCFA energy (k]) produced

Carbohydrate Butyric acid Propionic acid Acetic acid
Cellulose 0.33 0.24 0.43
Gum arabic 0.17 0.28 0.56
Lactulose (.36 .16 (.48
Oat bran 0.38 0.24 0.38
Pectic substances 0.32 017 0.51
Resistant starch 0.55 0.21 0.24
Wheatbran 0.34 0.23 0.42
Aylan 0.06 0.23 0.71
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Nous pensons que la variabilité de la fermentation retrouvée chez les plongeurs de notre
étude, est liée a liée a la nature de la prise alimentaire la veille de la plongée. Sur le plan
diététique, il semble donc licite de limiter les aliments a fort potentiel de fermentation la veille
d’une plongée (Tableau I) (Ducrotté 2009, Azpiroz F & Malagelada 2005). L’existence d’une
malabsorption du fructose et/ou du sorbitol rend logique la prescription d’un régime
d’exclusion (Ducrotté 2009). En I’absence de malabsorption, de petites quantités de fruits
correspondant a un apport de fructose jusqu’a 25 g (= environ deux pommes) sont en général
bien tolérées (King et coll. 1998). Afin d’exclure une intolérance au lactose, le lait et les
produits laitiers devraient également étre évités, quoique méme en cas d’intolérance au
lactose, des quantités modérées jusqu’a 15 g de ce produit (= environ 2,5 dl de lait) ne causent
la plupart du temps aucun trouble (Suarez et coll. 1995). Le lait fermenté du fromage et des
yaourts est permis. Pour circonscrire I’apport en hydrates de carbone, la part journaliere
d’amidon (céréales, pommes de terre) ne devrait pas dépasser 40 g. On peut compenser par le
riz et les céréales sans gluten, constitués d’hydrates de carbone entierement absorbables. 1l
faut étre particulierement prudent dans 1’administration de fibres alimentaires destinées a la
régulation des selles en cas de constipation, car les pectines et 1’hémicellulose qu’elles
contiennent subissent la fermentation bactérienne et peuvent donc accroitre les flatulences.
Pour la régulation des selles, il est préférable d’utiliser les laxatifs salins.

Des traitements sont susceptibles de modifier le microbiote intestinal et de réduire la
fermentation. Un antibiotique comme le métronidazole (400 mg, trois fois par jour) est
efficace sur le ballonnement avec une réduction tres significative de I’excrétion respiratoire
d’hydrogene (Dear et coll. 2005). La rifamixine, un dérivé non résorbable de la rifamycine, a
également obtenu des résultats intéressants (Di Stefano et coll. 2000, Sharara et coll. 2006,
Triantafyllou et coll. 2015). Nous avons par ailleurs montré que 1’administration de
métronidazole sur une courte période réduisait significativement le risque d’ADD chez le rat
(de Maistre et coll. 2016a). La rifamixine pourrait également étre testée en prévention de
I’ADD. Toutefois, un traitement antibiotique n’a vraisemblablement pas sa place en
prévention d’un ADD. Nous avons en effet affaire a des sujets sains pratiquant la plupart du
temps une activité de loisir. Il n’en va pas de méme pour le lopéramide, un anti diarrhéique
ralentisseur du transit intestinal, connu pour diminuer la fermentation intestinale (El Oufir et
coll. 1996, Lewis & Heaton 1997, Bustos et coll. 1991). Le lopéramide pourrait en effet étre
test¢ chez des plongeurs présentant une diarrhée infectieuse en prévention d’'un ADD
(Tableau I). Cette situation est en effet assez fréquente chez les plongeurs réalisant des séjours

plongée sous les tropiques. Les probiotiques se définissant comme des organismes bactériens
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vivants exercant des effets bénéfiques sur 1’individu qui les ingerent pourraient également étre
testés. Plusieurs essais récents méthodologiquement solides ont mis en évidence, au cours du
syndrome de I’intestin irritable, qu'une approche thérapeutique, basée principalement sur
I’administration de différentes souches de lactobacilles ou de bifidobactéries, obtenait des
résultats symptomatiques indiscutables sur le ballonnement abdominal et la fréquence des
flatulosités (McFarland & Dublin 2008, O'Mahony et coll. 2005, Nobaek et coll. 2000) avec
une réduction de I’hydrogene dans I'air expiré (Sen et coll. 2002). Les probiotiques ont
également démontré leur capacité a diminuer la fermentation intestinale dans le cadre d’une
malabsorption du lactose (Rizkalla et coll. 2000) ou d’un déficit en a-galactosidase (LeBlanc
et coll. 2008). Il en va de méme pour certains prébiotiques. En effet, des auteurs ont montré
chez le rat que les composés non digérés d’algues comestibles modifiaient le métabolisme du
microbiote intestinal, conduisant a une diminution de sa capacité de fermentation (Goiii et
coll. 2001).

Toutefois, a I’'inverse d’une adaptation de la prise alimentaire avant plongée, les traitements
modifiant le microbiote intestinal sont susceptibles d’engendrer une perturbation durable de la
fermentation. Or, la fermentation intestinale a une action duale vis-a-vis de I’ADD. Délétere a
court terme au moment de la plongée, elle semble étre favorable a long terme. Il serait donc

préférable de préserver les capacités de fermentation intestinale.

2 Stimulation chronique de la fermentation en dehors de la plongée

Tous les facteurs susceptibles de modifier le microbiote intestinal et d’augmenter la

fermentation, en dehors de la plongée, pourraient étre testés en prévention de I’ADD.

2.1 Accélération prolongée du transit intestinal

Différents auteurs ont montré que la masse des selles était corrélée a la vitesse de transit
intestinal, aussi bien chez le rat (Bustos et coll. 1991) que chez I’homme (El Oufir et coll.
1996, Lewis & Heaton 1997). Dans notre étude, nous avons retrouvé une corrélation entre le
temps de transit intestinal d’une part, et I’incidence et la sévérité des accidents de désaturation
d’autre part. Ainsi, il semble que 1’accélération prolongée du transit intestinal diminue le
risque d’ADD chez le rat. Des études complémentaires, testant différents facteurs susceptibles
d’accélérer le transit intestinal avec pour objectif la prévention de I’ ADD, sont nécessaires.

Dans un certain nombre de cas, 1’association entre une modification du microbiote intestinal

et une augmentation de la fermentation a déja été démontrée. C’est le cas de certains
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prokinétiques : cisapride chez ’homme (EI Oufir et coll. 1996) et du bisacodyl chez le rat
(Bustos et coll. 1991).

Dans d’autres études, I’augmentation de la fermentation est escomptée si I’on se base sur la
relation inversement proportionnelle entre le temps de transit intestinal et 1’hydrogeéne expiré
(El Oufir et coll. 1996, Lewis & Heaton 1997, Bustos et coll. 1991). C’est le cas de certains
anti émétiques, tels le metoclopramide ou la domperidone, qui modifient le temps de transit
oro-caecal (Staniforth 1987).

L’évaluation de différentes molécules accélérant le transit intestinal chez I’animal permettrait
de confirmer I’effet bénéfique du raccourcissement du temps de transit sur le risque d’ADD.
Toutefois, ces molécules ne sont pour la plupart pas utilisables chez I’homme sain en raison

des effets indésirables qu’elles engendrent.

2.2 Administration de prébiotiques

N

Les prébiotiques sont généralement des oligosaccharides ou des polysaccharides a courte
chaine constitués approximativement de deux a vingt unités de sucre. Ils échappent a la
digestion dans D’intestin gréle et sont des substrats potentiels pour l'hydrolyse et la
fermentation par les bactéries coliques. Par définition, les prébiotiques agissent comme
substrat sélectif d’une ou d’un nombre restreint de souches bactériennes bénéfiques qui
résident dans le cOlon, et stimulent leur croissance. Les bifidobactéries et les lactobacilles sont
les microorganismes du microbiote intestinal les plus fréquemment ciblés. Lorsque les
prébiotiques deviennent disponibles dans le cOlon, la masse bactérienne fécale augmente,
ainsi que la teneur des selles en eau libre et/ou liée aux bactéries. Certains prébiotiques,
stimulant la fermentation, pourraient étre testés en prévention de I’ADD (Tableau I).

Des prébiotiques extractibles présents naturellement dans les fruits, les légumes ou le miel,
répondent a cette exigence : oligosaccharides de soja (stachyose, raffinose) (Hayakawa et coll.
1990, Zhou et coll. 2012, Zhou et coll. 2014), isomalto-oligosaccharides (Mookiah et coll.
2013), polysaccharides fermentescibles d’algues brunes (alginate et laminarane) (An et coll.
2013), polysaccharides d’igname chinois (Kong et coll. 2009). On pourrait également tester
des prébiotiques de synthése. Parmi eux, on retient les fructo-oligosaccharides produits par
hydrolyse de polysaccharides (Le Blay et coll. 2003), le lactulose produit par une réaction
chimique d’isomérisation (Calik & Ergiin 2015), ou encore potentiellement des trans-galacto-
oligosaccharides produits en soumettant des disaccharides tels que le lactose a l'action
d’enzymes comme les lactases avec des activités transférases. Des auteurs ont montré que

certaines protéines non digérées pouvaient également avoir un effet prébiotique. Ces protéines
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résistantes (caséine, protéines de riz, de pomme de terre ou de soja) peuvent contrdler
l'efficacité de la fermentation ainsi que le profil de fermentation de I’amidon de mais riche en
amylose, peut-étre en raison d'un changement du microbiote résultant d’une modification du

rapport de I'amidon a l'azote dans le caecum (Morita et coll. 1998).

2.3 Administration de probiotiques

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants (bactéries ou levures) qui, ajoutés comme
compléments a certains produits alimentaires, auraient un effet bénéfique sur la santé de
I'hdte. Mookiah a montré chez le poulet qu’un probiotique multi-souche (composé de 11
souches de Lactobacillus), augmentait significativement les bactéries caecales bénéfiques et
les acides gras volatiles, qui sont des produits de la fermentation intestinale (Mookiah et coll.
2013). In vitro, des auteurs ont montré que des probiotiques avaient la capacité d’augmenter
la production de butyrate et d’acétate, lors d’une fermentation colique simulée d’amidon
résistant de mais a partir d’extraits fécaux d’adultes en bonne santé (Geng & Zhao 2015).
Clostridium butyricum exerce des effets neuroprotecteurs in vivo dans un modele murin
d’ischémie-reperfusion cérébrale a travers le rétablissement du contenu cérébral en butyrate

(Sun et coll. 2016) : il pourrait étre évalué en prévention de I’ADD chez le rat (Tableau I).

3 Intérét des produits de la fermentation pour le traitement de I’accident
de désaturation

Les patients atteints de 1é€sions de la moelle épiniere présentent souvent un dysfonctionnement
de l'intestin avec un temps de transit colique altéré, en raison de 1'absence de contrdle du
systeme gastro-intestinal par le systeme nerveux central. Les bactéries productrices de
butyrate sont spécifiquement réduites chez les patients atteints de 1ésions de la moelle épiniere
par rapport aux sujets sains (Gungor et coll. 2016). Or, comme inhibiteur de 1’histone
déacétylase, le butyrate stimule également la neurogenese et pourrait intervenir a la phase
tardive de récupération neurovasculaire (Kim & Chuang 2014). La prolifération, la migration
et la différenciation cellulaire induite par les inhibiteurs 1'histone déacétylase font intervenir le
brain-derived neurotrophic factor et son récepteur la tropomyosin receptor kinase B (Kim &
Chuang 2014). Le butyrate régule fortement a la hausse le facteur de croissance vasculaire
endothélial, qui joue un rdle majeur dans la neurogenese, l'angiogenese et la récupération
fonctionnelle apres un accident vasculaire cérébral ischémique (Kim & Chuang 2014). Aussi,
le rétablissement des bactéries productrices de butyrate pourrait €tre intéressant pour le

traitement des accidents de désaturation neurologiques. Par ailleurs, les sources alimentaires

167



de butyrate consistant en un régime alimentaire riche en fibres ou en une alimentation riche en
butyrate naturel sont une approche tres attrayante (Tableau II). Elles pourraient présenter une
méthode simple et relativement peu risquée pour améliorer potentiellement le pronostic chez
les patients souffrant d’accidents de désaturation neurologiques. Le butyrate peut étre trouvé
dans les huiles végétales et les graisses animales (Layden et coll. 2013). L'acide butyrique
(forme acide du butyrate) est également présent dans le lait des animaux ruminants, tels que
les vaches. Le beurre contient 3-4% d'acide butyrique, sous forme de tributyrine (butyryle
triglycéride), ce qui en fait la plus riche source alimentaire de butyrate (Newmark et coll.
1994).

De son coté, ’hydrogene a un certain nombre d'avantages en tant que potentiel antioxydant. Il
neutralise efficacement le radical hydroxyle dans les cellules vivantes, et, contrairement aux
antioxydants les plus connus, qui ne sont pas en mesure d’atteindre avec succes des
organelles, il a des caractéristiques de répartition favorables : il peut pénétrer les membranes
biologiques et diffuser dans le cytosol, les mitochondries et le noyau. Malgré l'activité
réductrice modérée de I’hydrogene, sa diffusion gazeuse rapide pourrait le rendre tres efficace
pour réduire les radicaux cytotoxiques (Ohsawa et coll. 2007). Il pourrait étre utilisé a la
phase précoce de I’ADD, caractérisée par la mort neuronale, l'inflammation, et la rupture de la

barriere hémato-encéphalique.
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ANNEXE 1

Questionnaire d’enquéte alimentaire remis aux
plongeurs
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Etude fermentation intestinale et accident de désaturation
Fiche de recueil d’informations :
- pour tous les accidents de désaturation neurologiques,
- pour les plongées conformes a une procédure de décompression, sans accident associé.

Date de naissance :
Poids (kg) : Taille (cm) :

Problemes de santé (actuels ou passés) : Traitements :

Etes-vous sujet :

e ades flatulences (plus de 20 épisodes de flatulosités par jour) ? O / N
e 2 des ballonnements abdominaux ? O / N
e ades problemes de constipation ? O / N.

Etes-vous traité ou avez-vous été traité par des laxatifs ou des antibiotiques :

e actuellement ? O/ N type et posologie :
e dans les 4 dernieres semaines ? O / N  type et posologie :

A quelle heure avez-vous pris votre dernier repas ?
Quels aliments avez-vous consommés le jour de la plongée/consultation ? (entourer les
aliments effectivement pris)
Légumineuses (flageolets, lentilles, pois chiches, soja, autres : JO/N
Choux (chou de Bruxelles, chou-fleur, chou rouge, chou blanc) O / N
Boissons hypocaloriques (avec édulcorants artificiels) O / N
Lait en grande quantité (> 5 dl a I’exclusion des produits laitiers) O / N
Fruits a noyau (péche, abricots, prunes, autres : ) ou pommes O /N
Féculents (pommes de terre, mais, blé, pates, autres : JO/N

Autres fruits et 1égumes O / N type :

Parametres de plongée
Profondeur max (m) :
Paliers :
Durée totale de plongée (min) :

Heure de sortie de I’eau (hh:mm)
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TITRE
INFLUENCE DE LA FERMENTATION INTESTINALE SUR LE
RISQUE D’ACCIDENT DE DESATURATION

RESUME

L’accident de désaturation (ADD) est un accident de plongée li¢ a la charge en gaz diluants
pendant la plongée, et a la formation de bulles dans I’organisme au cours de la
décompression. I est susceptible d’engendrer des séquelles neurologiques. Au cours de
plongées utilisant I’hydrogene comme gaz diluant, la diminution de la charge tissulaire en
hydrogene par I’inoculation au niveau de I’intestin de bactéries métabolisant ce gaz réduit le
risque d’ADD.

L’objectif de ce travail était d’évaluer si inversement : 1) la fermentation intestinale lors de la
plongée peut favoriser la survenue d’un ADD, par I’'intermédiaire de la production
d’hydrogene endogene ; 2) la stimulation chronique de la fermentation avant plongée majore
le risque d’ADD.

Nos résultats sont en faveur d’un effet dual de la fermentation intestinale sur la
décompression. Dé€létere a court terme lors de la plongée, la fermentation intestinale
prolongée pourrait €tre favorable en dehors de la plongée en prévenant la survenue et la
sévérit¢ d’'un ADD. L’hydrogene, molécule aux propriétés antioxydantes, et le butyrate, un
acide gras a chaine courte, sont en effet deux produits de la fermentation des hydrates de
carbone qui ont des vertus neuroprotectrices.

La prévention des accidents de désaturation pourrait passer par une exclusion des plongeurs
présentant une fermentation importante le jour de la plongée, une élimination des gaz produits
au niveau de I'intestin ou une modification de 1’alimentation dans les 24 heures précédant une
plongée. En revanche, tous les facteurs susceptibles de modifier le microbiote intestinal et
d’augmenter la fermentation, en dehors de la plongée, pourraient étre testés en prévention de
I’ADD. En outre, I’hydrogene et le butyrate pourraient jouer un role bénéfique dans le cadre
du traitement de I’ ADD.

MOTS-CLES : accident de désaturation, microbiote intestinal, fermentation, transit

intestinal, hydrogene, butyrate.
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