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“I can only regret that the etiology of the condition
remains in obscurity, but I trust that ere long further
consideration will clear up the difficulty.”

Thomas Kennedy Dalziel
Chronic intestinal enteritis. BMJ (1913).

"The important thing is not to stop questioning...
...Whoever undertakes to set himself up as a judge of truth
and Knowledge is shipwrecked by the laughter of the gods."

Albert Einstein (1879 - 1955)



Résumé

Divers facteurs de risques ont été incriminés dans la genése des maladies inflammatoires
chroniques intestinales (MICI). Dans ce travail de thése, nous avons étudié les facteurs qui
pourraient contribuer a la survenue de maladie de Crohn (MC) ou de rectocolite hémorragique
(RCH) au sein d'une cohorte prospective. La cohorte E3N est une cohorte de 98997 femmes agées
de 40 a 65 ans, affiliées a la Mutuelle Générale de 1'Education Nationale suivies prospectivement
depuis 1990. Des variables liées a l'environnement étaient recueillies a l'entrée dans l'étude
incluant un interrogatoire alimentaire détaillé. Des questionnaires auto administrés tous les deux
ans recueillaient les événements de vie, les maladies chroniques et cancers. Les données

concernant les MICI étaient recueillies tous les deux ans jusqu'au dernier questionnaire (juin

2005).

123 femmes ont déclaré un cas incident de MICI apres l'inclusion dans la cohorte dont 77 apres
remplissage du questionnaire alimentaire. Un exces d'apport de protéines était statistiquement
corrélé au risque de survenue de MICI (Hazard ratio (HR) pour le 3éme vs. le ler tertile = 3,31 ;
IC a 95% : 1,41-7,77 ; p trend = 0,007). Cette association était exclusivement liée aux protéines
animales (HR pour le pour le 3éme vs. le ler tertile = 3,03 ; IC a 95% : 1,45-6,34 ; p trend = 0,005).
L'analyse des classes d'apports protéiques révélait que l'apport de viande et de poissons était
corrélé a un risque élevé de survenue de MICI contrairement a l'apport d'ceufs ou de produits

laitiers.

Par ailleurs, sur I'ensemble de cette cohorte, une forte exposition solaire surtout en hiver, était
associée a une diminution du risque de MC (HR pour le 3eme vs. le ler tertile = 0,46 ; IC a 95% :
022 a 098 ; p de trend = 0,03) mais pas de RCH. L'ajustement sur l'activité physique, le
tabagisme, la prise de traitements hormonaux, l'index de masse corporelle et le niveau socio-

économique ne modifiaient pas notablement ces deux principaux résultats.

Une analyse multivariée (prenant en compte le niveau d'UV, la consommation de protéines,
l'apport en vitamine D et I'apport calorique) incluant les patientes atteintes de MC ayant rempli le
questionnaire alimentaire a l'inclusion (n = 35) et les non cas (n = 70987) était effectuée. Le risque
de MC était diminué chez les femmes qui avaient un niveau élevé d'exposition solaire (HR = 0,32;
ICa 9% :0,13a0,81; p de trend = 0,01 et celles qui avaient un apport élevé en vitamine D (HR =
0,40;1Ca95% :0,15a 1,03 ; p de trend = 0,07).

Mots-clés:

Epidémiologie, facteur de risque, maladie inflammatoire chronique intestinale, maladie de

Crohn, Rectocolite Hémorragique, protéines animales, exposition solaire, vitamine D.
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INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) représentent une cause
fréquente de consultation et d’hospitalisation en gastroentérologie adulte et pédiatrique. Ce
sont des maladies multifactorielles qui font intervenir une susceptibilité génétique et des
facteurs d'environnement. Depuis l'avenement des études pangénomiques, les genes de
prédisposition a la MC sont de mieux en mieux connus. En revanche, on connait moins bien
les facteurs d’environnement susceptibles de déclencher la maladie et ses poussées. Cette
thése vise a explorer certains des facteurs de risque d’environnement en lien avec les MICI

sous deux angles :

* L'alimentation au sein de deux cohortes : la cohorte E3N (Etude Epidémiologique des
femmes de 1'Education Nationale) et la cohorte européenne EPIC (European Prospective

Investigation Into Cancer and nutrition).

* L'ensoleillement au sein de deux populations différentes: la cohorte E3N et la base de

données nationale des MICI des caisses nationales d'assurance maladie.
Ce travail se découpe ainsi en six parties :

* La premiere partie fait une mise au point synthétique sur les connaissances actuelles de
la littérature concernant les facteurs environnementaux et génétiques en insistant sur les
différentes études réalisées concernant les facteurs de risque environnementaux

(alimentation et autres) ;

* La seconde partie présente les résultats de 1'étude concernant le lien entre l'apport

alimentaire et le risque de survenue de MC et de RCH au sein de la cohorte E3N ;

e La troisieme partie présente les résultats de 1'é¢tude de la relation entre niveau

d'ensoleillement et risque de maladie de Crohn au sein de la cohorte E3N ;

* La quatrieme partie présente les données entre ensoleillement et risque de maladie de

Crohn au sein de la base de données nationale des caisses d'assurance maladie ;

* La cinquiéme partie présente les données préliminaires de 1'étude sur le lien entre

alimentation et risque de MICI au sein de la cohorte EPIC ;

* Lasixieme et derniére partie présente la synthese des différents résultats de ce travail.
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CHAPITRE1: LES MALADIES
INFLAMMATOIRES CHRONIQUES
INTESTINALES
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DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

Les maladies inflammatoires chroniques ou cryptogénétiques de I'intestin (MICI) regroupent
trois entités qui sont la maladie de Crohn (MC), la rectocolite hémorragique (RCH) et la

colite inclassée (CCI), forme frontiere entre les deux premiéres entités.

Ce sont des maladies ubiquitaires qui peuvent survenir a tout age mais dont le pic

d’incidence est de 15 a 25 ans pour la MC et de 25 a 35 ans pour la RCH (Figure 1). >

En France, les données du registre EPIMAD (registre en population générale couvrant 4
départements francais: le Nord, le Pas-de-Calais, la Somme et la Seine-Maritime) montrent
une incidence moyenne annuelle des MICI de 9,9/100.000 habitants, dont 6,4/100.000 pour
la MC et 3,5/100.000 pour la RCH. ¢

Une autre source de données frangaises des MICI provient de données obtenues par les
caisses d'assurance maladie. Sur la période analysée de janvier 2000 a décembre 2002, on
releve une incidence de 8,2/100000 pour la MC et de 7,2/100.000 pour la RCH. Dans cette
étude, les auteurs montrent un net gradient Nord Sud d'incidence pour la MC et non pour la

RCH. 7~
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Figure 1. Données d’incidence européenne des MICI selon les tranches d’ages (d’aprés Shivananda
etal.’) A=RCH; B=MC
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A l'échelle mondiale, les données épidémiologiques proviennent de différentes sources :

études rétrospectives, cohortes prospectives, hospitalieres ou en population générale. 8
Les principales caractéristiques épidémiologiques des MICI sont les suivantes :

- une disparité d’incidence a 1’échelle mondiale®!0 avec des zones d’incidence élevée (15 a
25/100.000) dans les pays industrialisés, des zones géographiques de faible incidence (<
1/100.000), essentiellement dans les pays du Sud (notamment en Afrique noire) et des
régions ou l'incidence est faible mais en augmentation (1 a 3/100.000), particulierement en

Asie (Corée du Sud, Chine populaire, Japon, Inde...); 1112

- une augmentation au fil des ans de I'incidence de la MC dans les pays industrialisés ayant,

dans certains centres, atteint un plateau ;°

- une poursuite de I'augmentation de l'incidence dans d’autres pays, notamment chez le
jeune enfant ; 13

- un gradient d'incidence Nord-Sud retrouvé en France, en Ecosse, aux USA et a l'échelle
européenne. La persistance du gradient européen est débattue ; 514

- un gradient Est-Ouest en Europe avec une incidence plus forte des MICI a I'Ouest. Mais

l'incidence des MICI augmente ces dernieres années dans certains pays de 1'Est ; 15

On manque de données sur l'incidence des MICI dans certaines régions du Sud comme en

témoigne la figure 2.
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Figure 2. Données concernant l'incidence actuelle des MICI dans le monde (d’aprés Gismera et
Aladren )



I. LES MICI: PHYSIOPATHOLOGIE

1. La flore intestinale

La microflore intestinale humaine est composée de plus de 400 especes bactériennes
différentes. Tous les mammiféres naissent avec un tube digestif stérile. Chez ’homme, une
microflore dite «adulte» s’acquiert en 2 a 6 ans. L'implantation de cette microflore «adulte»
dépend de facteurs d’hote et de l'environnement. La microflore intestinale joue un role
important dans la genese des MICI. En effet, la présence d'une microflore intestinale est
nécessaire a 1'expression des modeles de colites expérimentales chez 1’animal. Par ailleurs,
les atteintes inflammatoires les plus fréquentes dans les MICI (iléon et cdlon) sont les régions
ou les concentrations bactériennes sont les plus élevées (101! a 1012 bactéries/g de selle). La
microflore des patients atteints de MICI est différente de celle des sujets normaux. 1617
Plusieurs travaux ont montré que chez les patients atteints de MIC], il existait une proportion
de la microflore composée de bactéries différentes de celles habituellement rencontrées chez
I'homme notamment faible nombre de firmicutes, bactéroides, lachnospiracées et
pourcentage élevé d'actinobactéries, d'alpha, de béta et gammaprotéobactéries,

d'entérocoques, de clostridies, et d'Escherichia coli. 18-20
2. La barriére épithéliale

L'épithélium intestinal se situe a l'interface entre le microbiote intestinal et le systéme
lymphoide gastro-intestinal. Les cellules épithéliales de la muqueuse intestinale agissent
comme un filtre barrant I'entrée de bactéries et d’antigenes dans la circulation sanguine.
L'intégrité de la barriére intestinale dépend de la nature des jonctions intercellulaires et des

jonctions serrées, éléments clés dans la solidité muqueuse.

Dans les MICI, il existe une augmentation de la perméabilité de 1'espace para cellulaire et un
défaut de régulation des jonctions serrées. 2 Ces anomalies peuvent représenter un défaut

primaire ou secondaire a l'inflammation. 22-24

D'autres mécanismes de défense sont représentés par les cellules de Paneth et les cellules
caliciformes. Les cellules de Paneth sécretent des peptides antimicrobiens tels les alpha-
défensines et les cellules caliciformes régulent la production de mucus, facteur essentiel dans
la réparation épithéliale et la régulation de l'inflammation. Le mucus intestinal en recouvrant

I'épithélium, limite le contact entre les bactéries pathogeénes et les cellules épithéliales.
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3. La cascade inflammatoire des MICI

En situation saine, les cellules "T helper" (Thl, Th2 et Th17) et les cellules régulatrices Treg
sécretent des cytokines caractéristiques. La régulation entre les cellules T helper et les cellules
Treg doit étre continuellement ajustée afin de maintenir l'homéostasie du systéme
immunitaire intestinal. En situation pathologique, l'augmentation de la perméabilité
intestinale, les anomalies de la mucosécrétion, I'augmentation de I'adhérence bactérienne sur
les cellules épithéliales intestinales induisent un passage intracellulaire de bactéries et
d'antigénes. Il s'ensuit un ensemble de perturbations inflammatoires conduisant une
augmentation du nombre de lymphocytes T CD4 et a la production de cytokines pro-

inflammatoires (TNF alpha, Interleukine-6, Interleukine-12, Interleukine-23).2(Figure 3)

* Dans la MC, il existe une augmentation de la production au sein de la muqueuse de
l'interleukine-17 par les cellules Th17 et d'interferon-y et du TNF-o par les cellules
Th1.25.26

* Dans la RCH al'inverse, on note une hyperproduction d'interleukine-17, et des cytokines

Th2 (interleukine-4, Interleukine-5, interleukine-13).25-27

La voie de l'interleukine-23 apparait comme essentiel dans cette cascade inflammatoire. Cette

cytokine revét une action fondamentale pour le fonctionnement des cellules Th17 (Figure 3).
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4. Les MICI : maladies génétiques ?

Plusieurs dizaines de genes de susceptibilité ont été identifiés ces dernieres années. Leur
role semble plus important dans la MC que dans la RCH. Ces différents genes ont des
fonctions et des mécanismes d’actions tres variés : role dans 1'immunité innée, 1'autophagie,
l'intégrité de la barriere épithéliale, la différenciation des lymphocytes TH17, I'apoptose des
cellules T, I'immunité adaptative etc.2830 L'interaction de ces génes entre eux ainsi qu'avec le
milieu intestinal et les facteurs environnementaux est toujours en cours d'investigation. Le

tableau 1 reprend les principaux génes associés a la MC.

Tableau 1. Principaux genes de susceptibilité dans la maladie de Crohn (selon Van
Limbergen et al. %)

Geénes et mécanismes d'action Chromosome

Immunité innée

Nucléotide Oligomérization Domain (NOD2) 16q12
Toll Like Receptor 4 (TLR4) 9q33
Caspase Recruitment Domain 9 (CARD 9) 9
Différenciation Lymphocytes Th17
Récepteur Interleukine 23 (IL23R) 1p31
Janus Kinase (JAK2) 9p24
Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) 17921
Chemokine Receptor 6 (CCR6) 6q27
Inducible T-cell co-stimulator ligand (ICOSLG) 21q22
Autophagie
Autophagy Related 16-Like 1 (ATGI16L1) 2q37
Immunity-Related Gtpase Family, M (IRGM) 5q33
Leucine-Rich repeat kinase (LRKK2) 12q12
Intégrité de la barriére épithéliale
Inflammatory Bowel Disease 5 (IBD5) 5q31
Discs, Large Homolog 5 (DLG5) 10
Prostaglandin E Receptor 4 (PTGER4) 5p13
Orosomucoide 1-like 3 (ORMDL3) 17921
Interlectin (ITLN1) 1923
Deleted in Malignant Brain Tumors 1 (DMBT1) 10q

Immunité acquise
Tumor Necrosis Factorsuperfamily, Member 15 (TNFSF15) 9932
Interferon Regulatory Factor 5 (IRF5)
Natural Killer Transcription factor related, locus 3 (NKX2-3) 10g24

Interleukine (IL-12B) 5q33
Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor 2 (PTPN2) 18p11
Protein Tyrosine Phosphatase, Non-Receptor 22 (PTPN22) 1p13
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5. Les MICI : maladies environnementales ?

Différents facteurs d’environnement ont été incriminés dans les MICI. 3! Ils peuvent

s’intégrer dans trois théories qui ne sont pas mutuellement exclusives :

a. Hypothese "excés d'hygiéene "

Selon cette hypothese, I'élévation du niveau d’hygiéne et avec elle, la diminution du nombre
d’infections, notamment parasitaires 32 entrainerait des modifications durables du microbiote
intestinal et une dysrégulation immunitaire.333* Cette théorie est mise en avant pour
expliquer l'augmentation de l'incidence des MICI, des maladies atopiques (allergies, asthme)
et auto-immunes (diabete, etc.). 3538 Elle s'appuie sur le fait que la mortalité infantile, liée aux
maladies infectieuses et la survenue de maladies inflammatoires et auto-immunes évoluent
en sens inverse. De multiples études ont tenté de vérifier cette hypothése dans la genése des

MICI. 3941 Les résultats de ces études sont discordants.

b. Hypothese infectieuse

Selon cette théorie, les MICI sont des maladies infectieuses dont le ou les germes ne sont pas
identifiés.#2 Plusieurs arguments microbiologiques et cliniques plaident dans ce sens.#3-45
Deux mécanisme principaux sont évoqués: soit ces bactéries représentent une colonisation
secondaire de la muqueuse inflammatoire, soit elles jouent le role de déclencheur des

processus inflammatoire

Beaucoup de candidats potentiels ont été étudiés mais a 1'heure actuelle, seuls Escherichia
coli adhérent-invasif (ECAI) et Mycobactérium avium paratuberculosis (MAP) représentent
deux pistes sérieuses pour lesquelles les données sont les plus étayées.#647 Ces bactéries
peuvent envabhir, survivre et coloniser les cellules de 1'hote. En cas de défaut de régulation
bactérienne, celles ci pourront se multiplier et déclencher une cascade inflammatoire
chronique. Néanmoins, cette théorie n'est pas soutenue par les essais thérapeutiques qui
démontrent une faible efficacité sur le maintien en rémission de la MC ou de la RCH apres

traitements antibiotiques. 48

c. Hypothese de la chaine du froid

Selon cette théorie, émise par Hugot et al.#, la mutation de NOD2 serait apparue au moment
de I'épidémie de peste qui a sévi en Europe au XIVe siecle. Elle confererait une résistance

accrue a cette maladie. L’avénement du réfrigérateur au début des années 1940 aux Etats-
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Unis et en Scandinavie, coincide avec 'augmentation de l'incidence de la MC. Certaines
bactéries dites psychrotrophes (Listeria, Yersinia, ...) survivent dans les réfrigérateurs. L'une
d’elles, Yersinia a une protéine appelée Yop qui, dans les cellules qui ont un phénotype
sauvage, inhibe I'activation de NF«B via une interaction avec NOD2. Il a été montré que les
malades mutés pour NOD2 avaient une perte de fonction de cette molécule et ainsi une
activation de NF«B. 50 Chez les sujets porteurs d’'une mutation de NOD2, l'interaction entre

Yop et NOD2 entrainerait une activation dérégulée de NF«B.

II. FACTEURS DE RISQUES ASSOCIES
AUX MICI

De nombreuses études des facteurs d’environnement ont été réalisées dans les MICI a la fois
chez I'adulte et chez I'enfant avec des populations et des méthodologies trés différents. 31
Plusieurs facteurs de risques ont été incriminés dans la genése des MICI. Ces facteurs
incluent les antécédents familiaux, 1'alimentation (micro ou macronutriments), le tabac, les
médicaments (contraceptifs oraux, aspirine et AINS), les métaux (fer et aluminium), les

microparticules, la pollution atmosphérique etc. 51-5

Au final, on dispose de nombreuses données mais il y a peu d'études prospectives dans ce
domaine. Les criteres de causalité d”Austin Bradford Hill! ne sont pas souvent vérifiés pour

tous ces facteurs.

Nous avons essayé de synthétiser les résultats de ces multiples études dans le tableau 2 et le

tableau 19 en annexe (pour les facteurs alimentaires).

1 Criteres de causalité de Hill: Force de l'association, Consistance a travers différentes populations,
Spécificité de l'association, Temporalité, Gradient biologique, Plausibilité, Cohérence, Preuve
expérimentale et Analogie. %
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Tableau 2. Facteurs de risque associés aux MICI dans la littérature

Facteurs MC RCH Références et types d'études
Antécédents familiaux de N N Gilat et al. 55: Cas-témoins
MICI Baron et al 56: Cas-témoins
Bersnstein 2006 57: Cas-témoins
Appendicectomie & v Gilat et al 55: Cas-témoins

Koutroubakis 2000 %8: Méta-analyse

Kaplan et al 5: Méta-analyse

Hygiene et mode de vie

Tabagisme actif 0 \Z Calkins et al ®0:Méta-analyse;
Persson et al ©1:Cas-témoins
Tabagisme passif & & Jones et al ©2: Méta-analyse
Mode de vie urbain (™M) ™ Klement et al %3:Transversale en population
Radon et al %*: Cas-témoins
Green et al 41: Ecologique population
Declercq et al 65: Ecologique
Bernstein et al %: Ecologique en population
Pollution atmosphérique 0 0 Kaplan et al. 53: Cas-témoins
Médicaments
AINS ™ ) Felder et al. ¢7: Cas-témoins
Kefalakes et al. ©8: Revue littérature
Contraceptifs oraux 0 0 Godet et al. ©: Méta-analyse
Cornish et al. 7°: Méta-analyse
Antibiothérapie ™ ™) Gilat et al. %5: Cas-témoins;
Card et al. 7': Cas-témoins
Hildebrand 72: Cas-témoins
Infections
MAP ™) & Feller et al 73: Méta-analyse
Rougeole & & Ekbom et al 7*: Transversale
Bernstein et al 7>: Cas-témoins
Pardi et al 76: Transversale
Nielsen et al 77: Transversale
Bacteries psychrotropes @) & Forbes et al 7%: Cas-témoins
(Yersinia, listeria) Malekzadeh et al. 7°: Cas-témoins
E. coli entéroinvasif Q) & Darfeuille-Michaud et al %3,
Sasaki et al. 8,
Baumgart 2007
Infections perinatales ) mn Ekbom et al. 81: Cas-témoins
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Hygiene

Taille fratrie M)
Animaux domestiques (M)
Infection H. Pylori (V)
Helminthiase (V)

Bernstein et al. 57: Cas-témoins
Baron et al. 56: Cas-témoins
Montgomery et al. 82 Cas-témoins
Hampe et al. 83 Cas-témoins

Amre et al. 3% Cas-témoins

Bernstein et al. 57 Cas-témoins Radon et al. ¢4: Cas-
témoins

Luther et al. 84: Méta-analyse

Summers et al. %: Essai thérapeutique
Summers et al. 86
Hunter et al. 87: Revue de la littérature

N : augmentation du risque
¥ : diminution du risque

& : Absence d’effet démontré

(..) risque possible mais non complétement démontré.
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CHAPITRE 2 : LA COHORTE E3N
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I. PRESENTATION DE L'ETUDE E3N

La cohorte E3N a été établie en France en 1990 afin de rechercher les causes des maladies
chroniques et des cancers chez les femmes. Cette cohorte incluait au départ 98997 femmes
recrutées au sein du personnel de I'éducation nationale affiliées aupres de la Mutuelle
Générale de I'éducation nationale (MGEN). Les participantes étaient recrutées sur le mode
du volontariat avec un consentement éclairé et un suivi par auto-questionnaires

régulierement remplis et pour une durée indéterminée (a vie). 8

Une phase pilote, réalisée dans trois départements (le Nord, le Pas-de-Calais et le Tarn-et-
Garonne) a été initiée en janvier 1989. Le questionnaire pilote (Q0) a été envoyé a toutes les
femmes, affiliées a la M.G.E.N. dgées de 40 a 65 ans de ces trois départements. Parmi les
femmes sollicitées, 2720 ont accepté de participer. Ce questionnaire pilote avait pour fonction
de déterminer le taux de réponse, donc le nombre de personnes a contacter pour obtenir pres

de 100000 inclusions. De plus 1'objectif était aussi de tester la qualité des questions posées.

II. RECUEIL DES DONNEES

L’étude nationale a été lancée en juin 1990. Le premier questionnaire (Q1), dérivé du
questionnaire de la phase pilote (QO0), a été envoyé a 494 458 femmes. Il incluait des
questions sur les caractéristiques anthropométriques a différentes périodes de la vie,
I'activité physique, le niveau d’études et 'activité professionnelle, la vie reproductive, la
consommation de tabac et 1'état de santé (antécédents personnels médicaux et chirurgicaux,

prise de médicaments, antécédents familiaux de cancer).

Les participantes incluses dans 1'étude E3N sont les femmes qui ont retourné le premier
questionnaire (Q1 ou Q0) accompagné d'un accord de participation signé soit 98 997 femmes

avant la fin de la période d’inclusion fixée arbitrairement a novembre 1991.

Le deuxiéme questionnaire (Q2), envoyé en janvier 1992, portait sur I’historique détaillé des
12 premiéres grossesses, la stérilité et la prise de traitements hormonaux, de contraceptifs
oraux ou de traitements hormonaux substitutifs de la ménopause (THS). Il a été adressé aux

femmes ayant répondu au premier questionnaire.

La consommation alimentaire a été recueillie dans le troisiéme questionnaire (Q3) envoyé
aux répondantes du questionnaire Q2 en juin 1993. Apres un envoi (a 93 056 femmes) et deux

relances, 76 172 questionnaires alimentaires ont été retournés.
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Le quatriéme questionnaire (Q4), a été envoyé en décembre 1994 aux répondantes du
questionnaire Q3 et une relance unique a été effectuée. Il comportait des questions sur les
mesures anthropométriques.

Le cinquiéme, le sixiéme et le septiéme questionnaire (Q5-Q7) ont été envoyés a toutes les
femmes ayant répondu au premier questionnaire. Deux relances ont été envoyées pour les
cinquiéme, sixieme questionnaires et le septiéme questionnaire. Chacun de ces trois derniers
questionnaires ont permis une mise a jour de données anthropométriques et sur I’hygiene
de vie : poids, consommation de tabac, statut ménopausique, prise de traitements

hormonaux, de cholestérol ainsi que la mise a jour des maladies chroniques et cancers.

Le huitiéme questionnaire (Q8) comportait un volet alimentaire et un volet sur les données
concernant le mode de vie et la survenue de maladies chroniques ou cancers ; il a été envoyé

en juillet 2005 a toutes les femmes ayant répondu au septiéme questionnaire.

Le neuvieme questionnaire (Q9) est le dernier actuellement en cours de recueil et

d’analyses. Il a été envoyé en juillet 2008

Le taux de réponse était satisfaisant pour tous les questionnaires : 86% a Q2, 82% a Q3, 92% a

Q4,89% a Q5,86% a Q6, 86% a Q7 et 76% a Q8.
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Figure 4. Schéma descriptif de la cohorte E3N [1990 - 2008] : questionnaires Q0 a Q9

Q1 Hygiéne vie, anthropométrie, niveau étude, maladies chroniques Q5 Hygiéne vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements

Q2 Hygiene vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements Q6 Hygiene vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements

Q3v Hygiéne vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements Q7 Hygiéne vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements

Q30 Alimentation Q8 Hygiéne vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements
+ alimentation

Q4 Hygiéne vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements Q9 Hygiéne vie, anthropométrie, maladies chroniques, Traitements
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III. LA COHORTE E3N : DONNEES
ALIMENTAIRES

1. Le questionnaire alimentaire

Les données alimentaires ont été recueillies lors du troisieme questionnaire Q3 entre 1993 et
1995. L’interrogatoire alimentaire comportait deux parties : la premiére partie concernait des
questions sur les catégories d’aliments (la fréquence de leur prise, et leur quantité). La

seconde partie abordait les aspects qualitatifs détaillés pour chaque type d’aliment.
En I'occurrence :

¢ les boissons ;

le petit déjeuner ;

¢ Ja collation dans la matinée ;

* apéritif avant le repas du midi;
* lerepas de midi;

* la collation dans I'apres midi ;

* lerepas du soir.

Ainsi le questionnaire permettait d’explorer de maniere détaillée la consommation de 238
aliments, boissons et également les recettes culinaires utilisées ainsi que les modes de

cuisson.

Il était accompagné d'un livret avec des photos décrivant les portions d’aliments
consommeés. 8 Le questionnaire et le livret étaient tous deux validés dans une population de

119 adultes. %

Dans cette étude de validation, 119 femmes recevaient le questionnaire a deux reprises
espacées d'un an avec pendant l'intervalle un recueil mensuel téléphonique rétrospectif de
I'alimentation de la veille. Une grande proportion de sujets (76% pour les aliments et 72%
pour les nutriments) était classée dans le méme quintile ou dans un quintile voisin entre le
relevé initial et celui a 12 mois. Le coefficient de reproductibilité du questionnaire était de

0,69 pour les protéines, 0,59 pour les hydrates de carbones et 0,73 pour les graisses.
2. Calcul des apports quotidiens en aliments et nutriments

Les consommations alimentaires étaient converties en nutriments a 'aide d’une table de

composition alimentaire adaptée de la table de composition alimentaire de la population

28



francaise. 91 Chaque femme ayant rempli le questionnaire alimentaire avait ainsi un apport
journalier en macronutriments (mg/j) et en micronutriments (mg/j ou ng/j). Les données
concernant les consommations quotidiennes d’alcool étaient également recueillies dans ce
questionnaire alimentaire. La consommation journaliere de chaque aliment était ensuite
multipliée par sa teneur nutritionnelle afin d’obtenir la contribution relative de l'aliment a
I'apport nutritionnel, puis les contributions de tous les aliments étaient additionnées pour

obtenir I'apport calorique total.
3. Population retenue dans les analyses des facteurs alimentaires

Le questionnaire alimentaire Q3 était adressé a 95.644 femmes puis deux relances effectuées
aupres des non répondantes. Au total 77.613 questionnaires détaillés étaient regus (81,1%).
Apreés exclusion de 978 questionnaires de femmes qui se retiraient volontairement de la
cohorte, 2.050 questionnaires pour anomalies de remplissage, huit questionnaires vierges et

46 doublons, 74.531 questionnaires étaient analysables.

Parmi elles, certaines présentaient des données alimentaires qui semblaient aberrantes. Afin
de les exclure des analyses, une méthode a été utilisée: elle consistait a identifier les
individus ayant un apport énergétique physiologiquement non plausible du fait qu’il semble
trop faible ou trop élevé. L’apport énergétique (AE) journalier estimé grace au questionnaire
(en kcal/j) a été comparé aux besoins énergétiques (BE) journalier théorique, déduit du taux
métabolique de base (TMB), c’est-a-dire du besoin calorique journalier minimum nécessaire a

la survie d'un individu au repos, estimé selon sa taille (cm), son poids (kg) et son age. 2
* BE=155*TMB.
* Pour une femme de 31 a 60 ans : TMB = 8,7*poids - (25*taille/100) + 865
* Pour une femme a partir de 61 ans : TMB = 9,2*poids + (637*taille/100) - 302

Le rapport AE/BE a alors été calculé. Ont été exclues les femmes appartenant aux 1%
extrémes supérieur ou inférieur (le premier et le dernier percentile, de la distribution du

rapport AE/BE (n =1 490)).

Au final, 73034 participantes de la cohorte E3N avaient des données alimentaires valides.

IV. LA COHORTE E3N : DONNEES NON
ALIMENTAIRES

Les parametres recueillis a I'inclusion dans I'étude et mis a jour de maniere séquentielle dans
certains questionnaires ultérieurs comprenaient :
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1. Données anthropométriques

Le poids et la taille étaient recueillis lors des questionnaires Q1, Q4 et Q7, ainsi que le

morphotype (échelle visuelle analogique), la couleur de la peau et des cheveux.

L’indice de masse corporelle était calculé a partir du poids et la taille recueillis au

questionnaire Q1 : IMC= poids/taille2.
2. Vie hormonale

Des informations sur la survenue de grossesses, la prise de contraceptifs oraux ainsi que le
statut ménopausique, étaient recueillies dans le premier questionnaire. Les données
concernant le traitement hormonal substitutif de la ménopause étaient recueillies dans tous

les questionnaires a partir de Q2.

3. Intoxication tabagique

N

L’intoxication tabagique passée ou présente était recueillie a chaque questionnaire. Les
femmes étaient ainsi classées comme étant fumeuses actives, fumeuses passées ou non

fumeuses.
4. Activité physique

Les données concernant I'activité physique étaient recueillies lors des questionnaires Q3, Q5,
Q7 et Q8. Cette activité était définie comme le temps consacré aux différentes activités de la
vie quotidienne en tenant compte du ménage, jardinage, marche, activité intense sportive etc.

Les données étaient ensuite transformées en MET (équivalent métabolique).

Le MET s’interprete comme un ratio entre la dépense d'énergie (kilocalories) durant 1 heure
d’activité et la dépense d'énergie durant une heure de repos (c'est-a-dire en position assise).
Ainsi, par exemple une personne qui a marché pendant une heure dépensera trois fois plus
d’énergie que si elle était restée assise durant une heure, I'activité «repos» correspondant a
un colt énergétique de 1 MET/heure. %Cela implique donc qu’une heure de marche
correspondrait a 3 MET, une heure de ménage intense a 4 MET et 9 MET pour une heure
d’activité physique intense. La somme des MET correspondait ainsi au score d’activité

physique total de la semaine.
5. Niveau d’étude

Le niveau de scolarisation maximal atteint était demandé dans le questionnaire Q1 a

I'inclusion. On demandait également le niveau d’étude du conjoint le cas échéant.
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6. Antécédents personnels de maladies chroniques

Les antécédents de maladies chroniques étaient recueillis lors du questionnaire initial. La
survenue de nouvelles maladies entre les différents questionnaires ainsi que les

hospitalisations et traitements étaient recueillis a chaque questionnaire.
7. Survenue de maladie de Crohn ou de RCH

La survenue de cas de maladie de Crohn ou de rectocolite hémorragique était recherchée par
deux items spécifiques a chaque questionnaire. En revanche, il n'y avait pas d’information

sur les antécédents familiaux de MICI.
8. Données biologiques

Une banque de matériel biologique était constituée dans la cohorte E3N entre 1995 et 1998.
La création de la BMB était approuvée par le Comité Consultatif de Protection des Personnes
dans la Recherche Biomédicale (CCPPRB) du CHU de Bicétre. Du fait de l'impossibilité
matérielle d'ouvrir un centre de prélevement par département, les femmes étaient
sélectionnées dans des départements métropolitains choisis selon des critéres d’importance
de l'effectif initial (plus de 1000 participantes) et de facilité d’organisation. Au total, 68000
femmes réparties dans 39 départements ont été invitées a participer et environ 25000
préléevements ont été réalisés, apres signature d’un accord de participation par les femmes, ce

qui correspond a un taux de participation de 37 %. %
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V. MICI AU SEIN DE LA COHORTE E3N:

1. Le questionnaire « MALADIE »

Nous avons développé un questionnaire en début de these afin de recueillir les éléments qui
nous permettraient de valider les diagnostics de MICI. Il s’agissait d’'un questionnaire
comportant douze items (type de MICI, localisation, date de début des symptomes et de
diagnostic, résultats des examens endoscopiques et radiologiques, traitements

médicamenteux ou chirurgicaux, nombre de poussées.) Annexe 6.

Ce questionnaire était envoyé aux médecins traitants ou aux gastroentérologues afin de nous

permettre de valider ou d’infirmer le diagnostic de MICI.
2. Validation des cas de MICI

Au sein de la cohorte, 500 femmes ont coché I'item “Crohn” ou “RCH” sur au moins un des
questionnaires auto administrés entre Q1 et Q8. Nous n’avons pas inclus les données de Q9

dans la présente étude car le recueil aupres des femmes n'était pas encore achevé.

Entre 2007 et 2008, un questionnaire simplifié était adressé aux femmes de la cohorte qui
avaient coché au moins un des items Crohn ou RCH sur au moins un des questionnaires afin
qu'elle confirment leur réponse et fournissent les coordonnées de leurs médecins. Puis le
questionnaire "maladie" était envoyé a leurs médecins (généralistes et/ou
gastroentérologues). Les médecins n'ayant pas répondu apres deux relances par courrier,
étaient contactés par téléphone pour recueillir les informations sur I'exactitude du

diagnostic, la localisation, les traitements administrés et I"évolution.

Les données obtenues par les questionnaires envoyés aux femmes et aux médecins, nous ont
permis de valider les diagnostics de MICI et d'exclure les cas de non MICI qui étaient

majoritairement des syndromes de l'intestin irritable et des diverticulites.

Apres analyse détaillée des questionnaires remplis par les médecins ainsi que les compte
rendus endoscopiques et histologiques, les cas de MICI étaient classés en certains ou
probables. La MICI étaient considérée probable lorsqu'il existait des signes cliniques
endoscopiques en rapport avec une RCH ou une maladie de Crohn et que la patiente
présentait une seule poussée isolée ou lorsque les comptes rendus n'étaient pas fournis et le
médecin précisait MC ou RCH sur le questionnaire. Le diagnostic de CCI était retenu quand

il existait des signes cliniques et endoscopiques en faveur d'une MICI sans que 'on puisse
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trancher entre MC et RCH. Tous les autres cas étaient considérés comme maladie de Crohn

ou rectocolite certaine selon I'atteinte clinique endoscopique et histologique.

Au final, apres investigations approfondies, nous avons confirmé le diagnostic de MICI chez
255 femmes : 86 MC, 155 RCH et 9 CCI. Parmi ces cas de MICI, 138 étaient des MICI
incidentes (aprés le questionnaire Q1) et 117 des MICI prévalents a Q1. (Figure 5 et 6)

Population MICI E3N

500
Femmes ont coché

Crohn ou RCH
231
non cas

‘ 261 cas possibles
1

19
impasses

7 cas certains ]

9
Colites chroniques
inclassées

86
Maladie de Crohn

74 cas certains } 112 cas certains ]

12 cas probables ] 43 cas probables J 2 cas probables J

Figure 5. Validation des cas et non cas de MICI au sein de la cohorte E3N 1990-2005.

Apres le remplissage du questionnaire alimentaire (Q3), on notait 77 cas de MICI incidentes:
43 RCH, 30 MC et 4 CCI. Soixante et un cas étaient des MICI certaines et 16 cas de MICI

probables. Les figures 2 et 3 décrivent les étapes de validation des données.

Les femmes qui ne déclaraient pas de MC ou RCH jusqu’au dernier questionnaire (QS :
juillet 2005) étaient considérées comme «non cas ». Les cas de MICI survenant apres un
cancer étaient exclus des analyses ainsi que les cas non renseignés (échec de multiples

approches aupres de différentes sources).
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Population MICI E3N: Naissance a Q8

255 cas de MICI

( 117 prévalents Hv_ Q':\/\
138 incidents

- 8 MICI aprés cancers et 7 impasse = 123

46 cas de MICI| avant Q3 ’—

77 MICI incidents

Figure 6. Les cas de MICI incidents et prévalents au sein de la cohorte E3N : 1990-2005.

3. Localisation et sévérité des cas de MICI de la cohorte E3N

La localisation retenue dans cette étude est celle a la date des dernieres nouvelles. Nous
avons relevé, sur l'ensemble des cas incidents et prévalents, pour la maladie de Crohn une
atteinte majoritairement colique (44,2%) ou iléo-colique (31,2%) et pour la RCH une atteinte

majoritairement gauche (25,8%) ou rectale (27,1%).

36 % des patientes atteintes de MC ont été opérées de l'intestin gréle ou du colon au cours

du suivi. 7% des malades atteintes de RCH ont eu une colectomie au cours du suivi.

Tableau 4. Sévérité des cas de MICI (de la naissance 3 Q8) au sein de la cohorte E3N

MC : N=86 RCH : N=155

Nombre de poussées (N, %)

une seule poussée 14 (16,3) 12 (7,7)

moins de 5 poussées 30 (34,8) 38 (24,5)

5 a 10 poussées 13 (15,1) 27 (17,4)

plus de 10 poussées 11 (12,8) 22 (14,2)

Non renseignét 18 (20,9) 56 (36,1)
Opération (N, %)

Chirurgie gréle 16 (18,6) -

Chirurgie colon 15 (17,4) 11 (7,1)

£. Le nombre de poussées n'était pas disponible pour 20% des MC et 36% des RCH.
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4. Caractéristiques cliniques des cas de MICI incidents a Q1

Le tableau 3 décrit les caractéristiques des cas de MICI incidents. On note une proportion de
fumeuses actives identique dans les trois groupes, un niveau d’étude supérieur a bac + 2
pour la majorité des femmes, et une grande proportion de femmes ménopausées (plus de
2/3). Le niveau d’activité physique est identique pour les deux groupes Crohn et RCH ainsi

que les parametres anthropométriques (poids, taille, BMI).

Tableau 3. Cas incidents de MICI au sein de la cohorte E3N de Q1 a Q8

Caractéristiques a I'inclusion RCH CROHN CCI
(n=71) (n=45) (N=7)

Age au diagnostic Moy (ds) 47,4 (6,2) 46,9 (6,0) 49,4 (6,3)
Durée du suivi avant le diagnostic
médiane (ler-3é quartile) 7,0 (3,34-10,63) 6,90 (4,38-9,80) 7,02 (2,47 - 11,38)
Statut tabagique (%)

Jamais 51,3 54,3 57,1

Ancienne 30,3 26,1 14,4

Actuelle 28,6 19,6 28,5
Niveau d’études (%)

Inférieur au bac 5,2 10,9 28,6

Bac a Bac+2 55,3 47,8 57,1

Supérieur ou égal a Bac+3 39,5 41,3 14,3
Traitement hormonal (%)

THS 68,4 73,9 42,9

Pilule 60,5 63,0 71,4
Activité Physique (%)

Inactive 38,2 34,8 57,1

Modérément active 39,5 26,1 14,3

Active 22,3 39,1 28,6
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CHAPITRE 3:
MACRONUTRIMENTS ET RISQUE
DE MICI AU SEIN DE LA COHORTE
E3N
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I. POSITION DU PROBLEME

De nombreux arguments plaident en faveur du role de I'alimentation dans la genése des

MICTI :
* Interaction entre I'alimentation, la muqueuse intestinale et la flore dans le tube digestif. %
» Efficacité des traitements nutritionnels dans la maladie de Crohn chez I'enfant. %7

* Modification de l’alimentation au fil du temps dans la méme zone géographique

paralléle a I'augmentation de I'incidence des MICI. %

* Changement du mode de vie et d’hygiene alimentaire notamment chez les migrants qui

acquierent le méme risque de MICI que les autochtones. 9910

Les mécanismes physiopathologiques par lesquels 'alimentation pourrait jouer un réle dans
les MICI sont variés : ingestion d'aliments vecteurs de bactéries pathogénes pour le tube
digestif, production de substances toxiques lors de la digestion de certains aliments, action
prébiotique de certains aliments qui favoriseraient la production d'une flore bénéfique,
ingestion de quantités importantes de produits toxiques (glycoalcaoides, nitrates) liés ou non

au mode de cuisson des aliments etc.

De nombreuses études de la composition alimentaire chez des malades atteints de MICI et
les témoins ont été conduites. Ces études, sont, pour la plupart rétrospectives et peuvent étre
associées a un biais de remémoration. 101103 De plus, en interrogeant un individu qui est déja
malade, on court le risque d’observer des modifications de l’alimentation qui sont la
conséquence et non la cause de la maladie.

Un autre constat est lié aux analyses statistiques réalisées. Certaines études n'ont pas effectué
d'ajustement adéquat sur l'apport énergétique, d'autres présentent uniquement les résultats
bruts pour chaque aliment ou nutriment sans ajustements mutuels.

Le tableau 19 en annexe résume les principaux éléments méthodologiques et les résultats de

chaque étude publiée.

II. OBJECTIF DU TRAVAIL DOCTORAL

L’objectif de notre travail était d’explorer le role des facteurs alimentaires dans la genése des
MICI au sein d’une cohorte prospective en considérant les cas incidents de RCH et de MC.
Ce travail visait a répondre a la question du role des macronutriments comme possible

facteur étiologique.
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III. POPULATION ET METHODES

1. Population

Au sein de la cohorte E3N, toutes les femmes n’ont pas rempli le questionnaire alimentaire.
En effet le questionnaire alimentaire avait été envoyé a une population initiale de 95644
femmes (un envoi initial suivi de deux relances) parmi lesquelles seules 74531 ont retourné

un questionnaire correctement rempli.

Nous avons comparé les caractéristiques de celles qui avaient rempli le questionnaire
alimentaire a celles qui n’ont pas répondu. On note que les répondantes étaient en moyenne
plus jeunes (46 ans versus 52 ans), avaient un BMI légerement plus faible (22,5 versus 22,6) et
avaient plus souvent eu un traitement hormonal substitutif de la ménopause (70% versus
65%) ainsi qu’une prise antérieure de contraceptif oraux (61% versus 60%). Il ny avait pas de
différence d’activité physique ni de niveau d’étude entre les répondantes et les non

répondantes.

Sur les 74531 femmes ayant renvoyé un questionnaire alimentaire complet, nous avons exclu
des analyses 4654 femmes ayant un cancer prévalent, 810 perdues de vue apres le
remplissage du questionnaire alimentaire et 1364 femmes qui avaient des valeurs extrémes
d’apport énergétique.

Au total, 67581 femmes ont été incluses dans l'analyse des facteurs alimentaires; parmi
celles-ci, 77 avaient une MICI (61 certaines et 16 probables) et 67504 étaient indemnes de

MICI aux derniéres nouvelles.

2. Analyses statistiques

a. Analyses descriptives

L’analyse descriptive des données alimentaires a été réalisée a 'aide de statistiques usuelles :
moyenne, médiane, écart-type, percentiles et calcul de corrélations entre les consommations

(coefficient de corrélation de Pearson).

L’analyse des données non alimentaires a été réalisée en établissant les pourcentages pour les
variables catégorielles (tabac, hormones) et les moyennes ou médianes pour les variables

numériques (poids, taille, BMI etc.).
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b. Le modéle de Cox

Nous avons utilisé le modele semi-paramétrique de Cox. 104 [l permet de mesurer la relation
entre le risque (ou incidence) instantané associé a la survenue d’un événement, noté % (t ), et

des variables Ji qui sont des facteurs de risque (données anthropométriques) ou
d’ajustement. L’événement considéré est ici l'apparition d’'une maladie inflammatoire

chronique intestinale (MC ou RCH).

La probabilité d’étre indemne de maladie (probabilité de survie) a I'instant (t) est notée S (t) ;

t
elle est liée a I'incidence instantanée par la relation : .§ (t)= exp {— f h(u)du } .
0

Le risque instantané de survenue d'un événement chez un sujet caractérisé par p variables

explicatives ]y, J2...,Jp qualitatives ou quantitatives peut s’écrire sous la forme :
h (t 30, 02,..,Tp )=h0(t). exp {a1 i+ a o+ +aplp }, ou:

ai, a.,...,a, sont des constantes. Pour une variable binaire, le risque relatif a I'exposition J; est
égal a exp (a). ho (t) est non-paramétré, i.e. jamais estimé, et représente le risque de base des
sujets non-exposés.
L’hypothese de log-linéarité impose que In {h (t 3, J2, 0, e )} soit une fonction linéaire des J;

et I'hypothése des risques proportionnels impose que le rapport des risques de deux groupes

de sujets soit indépendant du temps. Nous noterons les modéles sous la forme :

p
pathologie={2ai Ji } . Ainsi, tester I'effet de la variable J;, avec ajustement sur les Jx (ot k =i),

sur la survie revient a tester la nullité des a;. Ces parameétres sont testés au moyen du test de

Wald.

Hypothése des risques proportionnels

L’hypothese des risques proportionnels peut étre vérifiée de deux fagons : graphiquement ou

statistiquement.

Dans le premier cas, la variable d'intérét est découpée en classes et les courbes de la fonction
(fonction de survie de Kaplan-Meier), sont représentées pour chacune des classes
d’exposition. Le test du Log-rank permet de tester si les courbes sont identiques pour toutes
les classes. L’hypothese des risques proportionnels est vérifiée graphiquement si les courbes
sont paralleles ou tout du moins si elles ne se croisent pas. Le test du Log-Rank permet de

tester si les courbes entre les classes d’expositions sont identiques.
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Une autre facon de vérifier I'hypothese des risques proportionnels peut étre effectué par le
calcul en testant l'interaction de la variable d’intérét avec le temps, qui en cas de

significativité amene a conclure a la non-proportionnalité des risques.

En cas de non-proportionnalité des risques, il convient de mettre en ceuvre des modeles
stratifiés (le risque de base est alors différent pour chaque strate et I'effet des variables

d’intérét est de méme estimé dans chaque strate).

Choix de I’dge comme échelle de temps

Initialement, le modele de Cox a été mis au point afin de modéliser le délai entre
I’administration d’un traitement et le temps de rechute ou de décés dans le cadre d’essais
cliniques. L’origine est alors 'entrée dans 1'essai. Lorsque la durée de suivi est prise comme
échelle de temps dans les études épidémiologiques, 1'dge est introduit comme facteur

d’ajustement (en continu ou en classes) et il est intégré dans la partie paramétrique du
modele : exp {a, Jita o+ +aple } La variable dge doit donc vérifier 'hypothese des
risques proportionnels.

En épidémiologie, il est intéressant de modéliser la survenue d'une pathologie en utilisant la

date de naissance comme origine. En effet, cela induit que le risque est modélisé pour un age
donné. L’age est intégré dans la partie non-paramétrique ho (t) du modele de Cox et
I'hypothese des risques proportionnels pour la variable « d4ge » n’est donc plus requise.105106

L’association entre facteurs alimentaires et MICI était estimée en utilisant le modéle de Cox
avec ’age comme échelle de temps. L’age au diagnostic de MICI ou a la date de censure était

retenu comme la date de point.

c. Répartition des apports alimentaires en classes

Afin de pouvoir mettre en évidence des associations non linéaires, les apports alimentaires
qui sont des variables continues ont été transformés en variables qualitatives a trois
modalités : apport faible, apport moyen, apport élevé. Cette catégorisation reposait sur la
répartition des apports en tertiles de consommation. Les seuils retenus déterminaient ainsi
trois groupes d’effectifs similaires selon un apport alimentaire croissant. Les valeurs des
tertiles ont été déterminées dans la population totale de femmes ayant un questionnaire
alimentaire valide (n = 73034). Le premier groupe (consommation faible par rapport a la

consommation moyenne) était choisi comme référence afin d'étudier le risque associé a un

apport moyen (second tertile) ou élevé (troisieme tertile). La tendance linéaire entre les
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risques associés aux groupes d’apports croissants a ensuite été testée en considérant I'apport

alimentaire sous forme d"une variable ordinale prenant les valeurs 1, 2 et 3 : p de tendance.

Les facteurs alimentaires étaient analysés en considérant les macronutriments (hydrates de
carbone, lipides, protéines) mais aussi les sources de protéines : viandes (rouge et blanche),

poissons (poissons et fruits de mer), ceufs, produits laitiers.

d. Ajustement sur l'apport énergétique

Les apports bruts en nutriments étaient ajustés sur l'apport énergétique provenant des
aliments, c’est-a-dire I'apport énergétique total sans 1'énergie apportée par l'alcool. En effet,
comme la plupart des apports en nutriments sont fortement corrélés a I'apport énergétique
qui peut lui-méme étre associé au risque de maladie, il est indispensable d’ajuster sur ce
facteur pour déterminer I'effet d'un nutriment. Afin d'éviter des problémes d’estimation et
d’interprétation liés a I'utilisation de la méthode standard qui ajuste directement sur I'apport

énergétique, plusieurs autres méthodes ont été proposées :

- la méthode des partitions qui ajuste 1'énergie apportée par le nutriment sur 1'énergie

apportée par les autres sources ; 107

- la méthode des résidus qui repose sur les résidus de la régression de 'apport en nutriment

sur I'apport énergétique total ; 108

- la méthode des densités qui utilise le quotient de l'apport en nutriment sur l'apport
énergétique total ; 108

Ces trois méthodes conduisent a l'estimation d'effets différents. Nous avons utilisé dans
cette étude pour I'analyse des macronutriments un ajustement sur 1'apport énergétique hors
alcool par la méthode de partition en considérant séparément 1'énergie des hydrates de
carbones, des lipides et des protéines. 107 L’analyse des sources de protéines était effectuée

avec ajustement sur l'apport énergétique global (hors protéines et hors alcool).

Nous avons privilégié la méthode des partitions pour l'analyse des macronutriments en
considérant que cette méthode était la plus pertinente pour évaluer l'effet propre d'un
macronutriment. De plus, elle peut conduire a des recommandations de diminution ou

d’augmentation de la proportion d'un type de macronutriment sans substitution calorique.

e. Ajustements additionnels

L’effet d’éventuels facteurs de confusion était recherché en rajoutant dans le modéle de base

les variables suivantes : alcool (tertiles de consommation), activité physique (dépense
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énergétique hebdomadaire), prise de contraceptifs oraux (oui/non), traitement hormonal
substitutif de la ménopause (oui/non), niveau socioéconomique (extrapolation faite a partir
du niveau éducatif: inférieur au bac/bac a bac+2/supérieur a bac+2) et statut tabagique

(ancienne fumeuse, fumeuse actuelle, non fumeuse).

Les analyses étaient réalisées pour I'ensemble des cas de MICI puis une analyse de sensibilité

était effectuée pour les cas de MICI certains seulement.

Des analyses en sous groupe étaient réalisées en considérant séparément les cas de MC et de
RCH. Un test d"hétérogénéité était effectué afin de vérifier la concordance des résultats entre

les deux sous groupes (MC et RCH). 109

f. Gestion des données manquantes

Moins de 5% des valeurs étaient manquantes pour la plupart des variables dans I'étude E3N.
La stratégie adoptée était d'imputer a ces femmes la modalité la plus fréquente. Concernant
les modes de cuisson alimentaires, pres de 20% de valeurs étaient manquantes ; celles-ci

étaient regroupées en une classe a part entiére dans les analyses.
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IV. RESULTATS

1. Caractéristiques globales de la population analysée

67.581 femmes (705.445 personnes années) étaient incluses dans l’analyse finale. Le suivi
médian apres l'inclusion était de 54,5 mois (1-3e quartiles : 26,5-95,5).

Parmi les 77 cas de MICI (30 MC, 43 RCH et 4 CCI) on ne notait pas de différence entre la
consommation tabagique, la prise de THS ou de CO, le niveau d’étude et les parametres
anthropométriques (poids, taille, BMI) entre les deux groupes. La proportion de femmes
ayant une activité physique importante était plus faible dans le groupe des MC que dans le
groupe des RCH. Cette proportion était statistiquement inférieure a la proportion d’activité
physique dans le groupe de femmes saines. La proportion de femmes ménopausée au sein
de la cohorte entiere était de 57 % lors du remplissage du questionnaire alimentaire. Ce

pourcentage était identique chez les MICI et les non cas.

2. Analyse descriptive des apports en nutriments

a. Apport énergétique et apports quotidiens en alcool et boissons

Le tableau 5 présente les différents apports quotidiens en eau, alcool, calories et calories sans
alcool, pour chaque groupe. On note quelques différences entre les trois groupes : les
patients avec MC avaient un apport calorique global quotidien avec ou sans alcool le plus
élevé. Cette différence était statistiquement significative en analyse bivariée. L'apport
d'alcool n'était pas différent entre les trois groupes alors que l'apport quotidien d'eau (eau
alimentaire et boissons hors alcool) était plus élevé dans le groupe RCH que dans le groupe

MC et chez les non cas.

Tableau 5. Apports quotidiens d'eau, d'alcool et d'énergie dans les trois groupes (MC,
RCH et non MICI) au sein de la cohorte E3N : 1993-2005

Apport quotidien moy (ds) MC (N=30) RCH (N=43) Non Cas

Eau (ml/j)* 2542 (737) 2973 (789)% 2635 (785)
Alcool (g/j)8 8,3 (3,9-15,0) 11,9 (2,3-19,9) 6,17 (1,4 - 15,6)
Kcal 2330 (358) 2295 (607) 2168 (575)
Kecal sans alcool 2237 (368)" 2204 (608) 2090 (559)

# : eau= eau alimentaire + eau des boissons hors alcool. $ : P=0.005; £: P=0,02; * P= 0,04

§ : valeur donnée en médiane (ler quartile, 3¢ quartile)
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b. Apports quotidiens en protéines

L'analyse de la relation entre protéines et MICI était réalisée en considérant non seulement
l'apport en protéines totales mais également I'apport en protéines animales, végétales et les

sources alimentaires de protéines animales.

L’apport protéique quotidien par kilogramme de poids corporel était en moyenne de 1,08
g/kg (0,30-1,33); 1,52 g/kg (1,34-1,71) ; et 2,07 g/kg (1,72-4,46) pour le premier, deuxieme et

troisieme tertile respectivement.

En analyse bivariée, on notait un apport plus élevé en protéines, surtout animales, chez les
patientes atteintes de MC ou de RCH, comparativement aux témoins. Cette différence était
statistiquement significative. Les apports quotidiens en viande étaient plus élevés chez les
malades avec MC ou RCH comparativement aux non cas. Par ailleurs, on notait une
consommation plus importante de poissons et produits marins (fruits de mer, crustacés)

dans le groupe RCH alors qu'il n'y avait pas de différence pour les MC.

Lorsqu'on analysait le type de poisson concerné, on notait que cette différence portait
essentiellement sur les poissons maigres avec un risque augmenté de RCH alors que l'apport

en poissons gras n'était pas différent dans les trois groupes.

Le tableau 6 présente les moyennes d’apports quotidiens entre les trois groupes.

Tableau 6. Apport protéines entre les trois groupes (MC, RCH et non MICI) au sein de la
cohorte E3N : 1993-2005

Apport quotidien moy gfj MC RCH Non Cas
Protéines totales 104,8%(22,8) 101,3£(26,8) 92,1 (26,2)
Protéines animales 71,85 (22,5) 69,4£(20,7) 61,9 (21,7)
Protéines végétales 32,9 (9,2) 31,9 (13,2) 30,2 (10,3)
Viande 114,9°(57,6) 106,0# (57,1) 86,4 (51,9)
Poisson et produits marins 34,3 (27,1) 48,3(29,4) 37,4 (21,1)
Poissons gras® 6,3 (8,5) 7,8 (8,4) 6,6 (8,5)
Poissons maigres 26,0 (15,1) 33,8£(20,1) 26,9 (20,1)

@ Poissons gras inclus dans le calcul des apports quotidiens : le saumon, le hareng, le maquereau, les anchois et
les sardines.

Les différences statistiquement significatives entre les cas de RCH ou MC et les non cas sont notées par symboles :

$: P=0.006; # P=0,03. £: P=0,02; * P=0,01
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c. Apports quotidiens en lipides et matiéres grasses

L'analyse de la relation entre les différents apports de graisses et risque de MICI a été
effectuée en considérant l'apport en graisses totales, en graisses saturées, en acides gras

polyinsaturés, en acides gras monoinsaturés et en cholestérol total.

Le tableau 7 décrit les moyennes de consommation pour les différents groupes. On ne notait

pas de différence de consommation pour les apports lipidiques totaux entre les trois groupes.

En analyse bivariée on note un apport plus important en oméga 6 dans le groupe des Crohn
comparativement aux témoins. A l'inverse, chez les malades atteintes de RCH, l'apport en
omega 3 était plus élevé que chez les témoins. Il est notable que dans cette population de
femmes adultes, l'apport en oméga 3 était bien en dessous des seuils recommandés de 3 g
par jour. De méme, le ratio oméga 6/oméga 3 se situait au dessus du ratio recommandé
(inférieur a 5).

Tableau 7. Apports quotidiens en matieres grasses entre les trois groupes (MC, RCH et
Non MICI) au sein de la cohorte E3N : 1993-2005

Apport quotidien moy en gfj MC RCH Non Cas
Lipides totaux (g/j) 94,5 (19,6) 94,0 (28,1) 88,9 (27)
Acides gras saturés (g/j) 37,8 (7,5) 36,8 (13,1) 35,3 (12,9)
Acides gras monoinsaturés (g/j) 32,1 (7,3) 34,8 (12,1)# 31,5 (10,5)
Acides gras polyinsaturés (g/j) 17,3 (9,0) 15,2 (5,6) 15,2 (6,2)
Cholestérol (mg/j) 406,3 (145,2) 404,1 (145,7)  370,2 (146,8)
Acides gras polyinsaturés 03 (g/j) 1,52 (0,5) 1,7 (0,6) £ 1,5 (0,6)
Acides gras polyinsaturés w6 (g/j) 15,7 (8,8) $ 13,5 (5,3) 13,7 (5,9)
Ratio w6/ w3 10,7 (5,1) 8,4 (39) 9,6 (41)

Les différences statistiquement significatives entre les cas de RCH ou MC et les non cas sont notées par symboles :

$: P=0.056; # P=0,07. £: P=0,04; * P=0,06
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d. Apports quotidiens en hydrates de Carbone

Plusieurs sources d'hydrates de carbone ont été considérées: les glucides, les sucres
constitutionnels, les sucres ajoutés, le lactose, I'amidon et les fibres. Le tableau 8 décrit les
moyennes de consommation pour les différents groupes. On ne retrouvait pas de différence

de consommation pour tous les types de sucres considérés entre les trois groupes.

Tableau 8. Apports quotidiens en hydrates de carbone entre les trois groupes (MC, RCH et
Non MICI) au sein de la cohorte E3N : 1993-2005

Apport quotidien en gfj MC RCH Non Cas
Glucides (g/j) 241,8 (58,3) 2382 (853) 2304 (74,2)
Sucres ajoutés (g/j) 36,1 (23,3) 392 (24,7) 36,8 (22)
Lactose (g/j) 14,6 (23,3) 12,2 (9,3) 12,5 (10,8)
Sucres constitutionnels (g/j) 70,2 (21,9) 70,2 (23,9) 69,3 (25,9)
Amidon (g/j) 135,3 (41,7) 128,7 (64,7)  124,1 (52,1)
Fibres (g/j) 25,1 (9,1) 23,2 (8,6) 24,1(7,8)

Le tableau 9 décrit les seuils de tertiles de consommation pour chaque macronutriment. On
notait une dispersion des moyennes de consommation entre les tertiles pour tous les

macronutriments.

Tableau 9. Tertiles de consommation pour les macronutriments au sein de la cohorte E3N
1993-2005

Nutriments apport moyen

(g/jour) Tertilel Tertile 2 Tertile 3
Protéines totales <793 79,3-101,4 >101,4
Protéines animales <51,3 51,3-69,2 > 69,2
Protéines végétales <249 24,9-33,4 > 33,4
Hydrate de carbone <193,4 193,4-255,7 > 255,7
Lipides <748 74,8-97,7 >97,7
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3. Analyse multivariée de la relation entre nutriments et MICI

Dans un modeéle d’analyse mutuellement ajusté (protides, glucides et lipides introduits dans
le modele), on note qu'un exces d’apport de protéines était statistiquement corrélé au risque
de survenue de MICI (HR pour le troisiéme vs. premier tertile = 3,31; IC a 95% : 1,41 a 7,77;
p de trend =0,007). Tableau 11. L’apport élevé de protéines rapporté au poids corporel était
également associé au risque de survenue de MICI (HR pour le troisiéme vs. premier tertile
=2,63; IC 24 95% :1,23 a 5,59; p de trend =0,008).

Cette association entre exces d’apport protéique et risque de MICI était exclusivement liée a
I'apport alimentaire de protéines animales contrairement aux protéines végétales (tableau
11). L’analyse des classes d’apports protéiques révélait que I'apport de viande et de poissons
était corrélé a un risque élevé de survenue de MICI contrairement a 'apport d’ceufs ou de

produits laitiers (tableau 12).

Tableau 10. Hazard ratio de survenue de MICI en fonction des apports journaliers en
macronutriments#

Nutriments Tertilel Tertile 2 Tertile 3 P trend
Protéines 1(-) 2,46 (1,15-5,28) 3,31 (1,41-7,77) 0,007
MICI Glucides 1(-) 0,76 (0,43-1,37) 0,68 (0,37-1,27) 0,26
Lipides 1(-) 1,41 (0,70-2,84) 1,24 (0,57-2,72) 0,77
Protéines 1(-) 2,83 (1,07-7,48) 3,24 (1,06-9,84) 0,06
RCH Glucides 1(-) 0,42 (0,19-0,94) 0,51 (0,24-1,07) 0,12
Lipides 1(-) 1,01 (0,41-2,47) 1,47 (0,56-3,84) 0,34
Protéines 1(-) 1,95 (0,57-6,68) 3,33 (0,89-12,4) 0,04
MC  Glucides 1(-) 2,01 (0,70-5,72) 1,31 (0,42-4,13) 0,46
Lipides 1(-) 2,27 (0,69-7,45) 0,98 (0,25-3,88) 0,88

# Analyses mutuellement ajustées

Tableau 11. Hazard ratio de survenue de MICI en fonction des types de protéines#

Nutriments Tertilel Tertile 2 Tertile 3 p trend
MICI Protéines animales 1(-) 2,62 (1,29-5,30) 3,03 (1,45-6,34) 0,005
Protéines végétales 1(-) 0,91 (0,47-1,77) 1,31 (0,59-2,88) 0,44
RCH Protéines animales 1(-) 1,82 (0,75-4,41) 3,36 (1,40-8,11) 0,005
Protéines végétales 1(-) 0,77 (0,32-1,83) 1,57 (0,57-4,26) 0,33
MC  Protéines animales 1(-) 4,51 (1,28-15,83) 2,70 (0,69-10,52) 0,33
Protéines végétales 1(-) 1,15 (0,39-3,35) 1,04 (0,28-3,80) 0,98

# Ajustement sur apport énergétique non protidique hors alcool
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Tableau 12. Hazard ratio de survenue de MICI selon sources de protéines animales#

Tertile1 Tertile1 Tertile3 p trend
Viandes (g/jour) 31,8 83,2 144,4
Nombre de MICI 15 25 37
HR ajusté sur énergie® 1(-) 1,48 (0,78-2,83) 1,94 (1,05-3,62) 0,03
Poissons (g/jour) 10,7 26,4 59,1
Nombre de MICI 16 29 32
HR ajusté sur énergie® 1(-) 1,69 (0,92-3,12) 1,84 (1,00-3,37) 0,06
Eufs (g/jour) 6,9 19,5 46,1
Nombre de MICI 19 33 25
HR ajusté sur énergie® 1(-) 1,37 (0,77-2,41) 1,01 (0,55-1,86) 0,95
Produits laitiers (g/jour) 131,3 264,6 511,44
Nombre de MICI 24 27 26
HR ajusté sur énergie® 1(-) 1,01 (0,58-1,76) 0,96 (0,51-1,60) 0,72

* Ajustement sur apport énergétique non protidique hors alcool

4. Analyse de la relation entre apport protéique et risque de MICI

ajustée sur facteurs potentiels de confusion

L’ajustement ultérieur sur l'activité physique, le BMI, le tabagisme, le traitement hormonal
(pilule ou traitement hormonal substitutif de la ménopause), 'activité physique ainsi que le
niveau socio économique ne modifiait pas de maniere substantielle la relation entre apport

protéique et le risque de survenue de MICI. Annexe 3 et 4

Un point particulier a souligner dans cette population : la proportion de fumeuses est
identique dans les trois groupes. En analyse bivariée, le tabagisme actif ou passé ne
représente pas un risque de survenue de Crohn (p=0,67) et n'est pas non plus facteur

protecteur de RCH (p= 0,33).
5. Analyses de sensibilité

Une analyse de sensibilité était réalisée en considérant uniquement les 61 cas de MICI
certains. Les résultats obtenus étaient similaires (HR pour le troisieme vs. premier tertile=
3.63; IC a 95% : 1,32 a 10,01; p trend=0,01; et 3,13 IC a 95% 1,34 a 7,31; p trend=0,006) pour
protéines totales et animales respectivement.

Afin de s’affranchir d"un éventuel biais lié a l'inclusion de cas survenant immédiatement

apres le questionnaire alimentaire (biais liés & des modifications du mode alimentaire en lien
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avec des symptomes avant que le diagnostic soit établi), nous avons réalisé une autre analyse
de sensibilité en incluant uniquement les cas survenant au-dela de deux ans apres le

questionnaire alimentaire.

* 10 cas de MICI étaient diagnostiqués dans 1’année apres avoir rempli Q3 (6 cas de RCH, 3
MC, 1 CCl);

* 19 cas de MICI étaient diagnostiqués dans les 2 ans apres avoir rempli Q3 (8 cas de RCH,
10 MC, 1 CCI).

Analyses de sensibilité excluant ces cas « précoces » :

* Analyse incluant uniquement cas survenant au-dela de un an apres Q3 : HR pour le
troisiéme vs. premier tertile d’apport protéines animales= 2,74 (IC a 95% =1,30-5,78) ;
* Analyse incluant uniquement cas survenant au-dela de deux ans aprés Q3 : HR pour le

troisiéme vs. premier tertile d’apport protéines animales = 2,29 (IC a 95% =1,05-5,01).
6. Analyses par sous groupe : MC et RCH

Comme présenté dans les tableaux 11 et 12, le risque de survenue de MICI en lien avec un
exces d’apport protéique était similaire pour les cas de MC et la RCH méme si I'amplitude de
signification était différente (p d’hétérogénéité : 0,99 pour protéines totales et 0,09 pour

protéines animales).
7. Modalités de cuisson des viandes, poissons et risque de MICI.

Considérant que le type de cuisson pourrait jouer un réle dans la cascade inflammatoire par
le biais de l'ingestion de nitrites, carcinogene et autres dérivés toxiques produits en grand
nombre par certains modes de cuisson (friture, four, grillades), nous avons étudié au sein de
la cohorte la relation entre les différents types de cuissons régulierement utilisés et le risque

de MICI.

Aucune association n'était retrouvée entre les différentes méthodes de cuisson des

viandes et poissons et le risque de MICI. Tableau 23 en annexe.

Dans un modele multivarié prenant en compte l'apport quantitatif de viande (ou poisson) et
les modes de cuisson des viandes (ou poissons), nous n'avons pas mis en évidence de
différence par rapport au modele de base. Le risque de survenue de MICI reste élevé pour
une forte consommation de viande et/ou poisson : HR d'un apport élevé de viande pour le
troisieme vs. premier tertile =2,1 (IC a 95% : 1,07-4,07; p trend= 0,04) et pour un apport
quotidien important en poisson un HR de 2,05 (IC a 95% : 1,08-3,88; p trend=0,04).

49



8. Micronutriments et risque de MICI

Nous avons également inclus dans un modele d'analyse multivarié le seul micronutriment
dont l'apport quotidien était 1égerement différent entre cas et non cas en analyse bivariée : le
fer. L'apport moyen en fer était de 15,1 g/j dans le groupe des MICI et de 13,9 g/j chez les
non cas (p=0,06). En incluant dans les modeles précédents ce micronutriment, la force de
l'association entre protéines animales et MICI persistait alors 1'exces d'apport en fer perdait
sa significativité.

L'apport moyen quotidien pour les autres minéraux, oligoéléments et vitamines (calcium,
magnésium, vitamine A, B, C, D, E, B12) n'étaient pas, en analyse bivariée, statistiquement

différents chez les cas et les non cas.
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V. DISCUSSION

1. Principaux résultats de cette étude

Cette étude prospective montre un lien entre 'apport protéique alimentaire et le risque de
survenue de MICI. Cette association est exclusivement due aux protéines animales (en
particulier I'apport élevé en viandes et poissons). Le risque est multiplié par 3 chez les gros
consommateurs de protéines animales ce qui en fait un facteur de risque majeur de survenue
de MICI. Le mode de cuisson de viandes et poissons ne modifie pas la relation entre risque
de MICI et protéines animales. Dans cette étude, nous n'avons pas mis en évidence entre les
apports en graisses (totales ou saturés) et le risque de MC ou de RCH, ni entre les apports en

hydrates de carbones et le risque de MICIL.
2. Comparaison de nos résultats aux données de la littérature

Plusieurs études antérieures ont essayé d’établir une corrélation entre MICI et alimentation.
Ce sont, pour la plupart, des études cas témoins. Les données ont été recueillies
rétrospectivement, aprés la survenue de la maladie, ce qui rend possible des biais de
remémoration (tableau 19 en annexe). De plus, les malades peuvent modifier leur
alimentation a cause de leurs symptomes digestifs (douleurs abdominales, diarrhées), ce qui

peut étre a I'origine de biais différentiels entre les cas et les témoins.

Quelques études rétrospectives cas-témoins ont retrouvé un lien entre apport élevé en
viandes 0 ou poissons 1! et la maladie de Crohn. Par ailleurs, une étude prospective
effectuée chez 191 patients atteints de RCH a montré que le risque de poussées ultérieures

était directement corrélé a I'apport excessif de viandes.12

Une étude européenne (menée au sein de la cohorte EPIC) incluant 8 centres (139 cas
incidents de RCH ; 71 femmes et 68 hommes ; d4ge médian : 58,8 ans) a été publiée en 2008. 113
Dans cette étude, les auteurs ne retrouvaient pas de modification de risque de survenue de
RCH en lien avec les différents macronutriments analysés. L'apport de protéines totales dans
cette étude était calculé en pourcentage d'apport énergétique. Il n'y avait pas dans cette étude

d'analyse sur le type de protéines consommeées (animales ou végétale).

Les auteurs ont poursuivi les analyses au sein de la méme cohorte en étudiant la composition
de I'apport en graisses. 126 malades atteints de RCH (60 femmes), ont été suivis pendant une
médiane de 4 ans (1,7-11,3). Les auteurs ont observé qu’un apport élevé en acide linoléique

était un facteur de risque de RCH : OR 4é vs ler quartile : 2,49 (1,23 - 5,07) p trend 0,02. 114
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Nous n’avons pas retrouvé de relation entre le risque de RCH et I'apport en graisses ni en
oméga 3 ou oméga 6 contrairement a cette étude européenne. Nous avons également exploré
de manieére plus précise les résultats concernant I'apport en poisson et le risque de MICL
L'augmentation de risque lié a la consommation de poissons est lié a une forte
consommation de poissons maigres et non de poissons gras, uniquement dans la RCH. Il n'y

avait pas de différence en ce qui concerne la maladie de Crohn.
3. Forces et faiblesses de I'étude

Notre étude comporte plusieurs avantages : le recueil prospectif des données alimentaires
longtemps avant la survenue des premiers symptomes de la maladie a l'aide d'un
questionnaire validé, % la durée prolongée de suivi des femmes, I'analyse avec ajustement

sur I'apport énergétique par la méthode de partition. 107

Une des limites de cette étude concerne l'extrapolation de nos résultats. En effet la
population de I'étude est exclusivement de sexe féminin, d'un 4ge moyen de 50 ans, plus

élevé que I'age moyen au diagnostic de MICI.

Une autre limite est la longue durée du recueil entre le questionnaire alimentaire et la
survenue de la maladie chez certaines femmes, parfois plus de 8 ans apres le questionnaire.
Toutefois, les apports alimentaires sont assez stables dans cette tranche d'age. 5 Les données
du questionnaire alimentaire Q8 administré pres de 10 ans apres le questionnaire initial,
permettront de confirmer cette stabilité des ingestats dans notre population. De plus, nous
avons vérifié la robustesse de nos résultats en effectuant une analyse de sensibilité dans
laquelle on excluait les cas dont le diagnostic de MICI était posé au-dela de 8 ans apres le

questionnaire alimentaire : les résultats sont inchanggs.
4. Concordance de nos résultats avec les données épidémiologiques

Nos résultats sont concordants avec I'hypothése de Shoda et al. qui trouvent une relation
temporelle entre la hausse de l'incidence de la MC au Japon et 'augmentation de l'apport
alimentaire en protéines animales (r=0.908).% Depuis la seconde guerre mondiale, 'apport en
protéines animales a augmenté de maniére significative dans quasiment tous les pays
industrialisés. A titre d’exemple, en Belgique on retrouvait une augmentation de 50% entre
les années 1950 et 1978 ce qui représente une modification de la consommation de protéines
animales par habitant de 60,8 kg/an a 98 kg/an. 116 Cet accroissement de la consommation
protéique animale peut en partie expliquer 1'augmentation de l'incidence des MICI qui

prévaut depuis la deuxiéme guerre mondiale dans plusieurs parties du globe.
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La relation entre apport protéique élevé et risque de MICI est également concordante avec
l'augmentation de 1'incidence des MICI chez l'enfant. 13 Plusieurs études ont démontré un
effet protecteur de 1'allaitement maternel prolongé sur le risque de MC ainsi que de RCH
Ces résultats ont été confirmés dans une méta-analyse publiée en 2004. 117 Ainsi, le risque de
MICI est augmenté chez les enfants qui ont recu un lait artificiel. La différence de
composition en protéines entre le lait maternel et les préparations infantiles est importante
allant de 9 grammes par litre pour le lait maternel a 30 grammes par litre pour certains laits
infantiles. Entre 1985 et 1994, les besoins protéiques du nouveau né et du nourrissons ont été
réévalués et de nouvelles recommandations émises par plusieurs sociétés savantes entrainant
une diminution de pres de 25% de la composition en protéines des laits infantiles.118-121 Les
seuils actuels recommandés de composition protéiques se situent entre 12 et 19 g/L en

Europe 122 alors qu'aux Etats Unis la fourchette reste plus large : 12430 g/L.
5. Hypotheses physiopathologiques

Il existe des éléments biologiques permettant d’expliquer le mécanisme de la relation entre
protéines animales et MICI. Une proportion variable d’acides aminés contenus dans les
protéines animales ne sont pas absorbés par l'intestin gréle et atteignent la lumiére colique
ou ils sont métabolisés par le microbiote en plusieurs dérivés dont certains sont toxiques
pour la muqueuse colique (notamment les dérivés phénoliques et 'ammoniaque).13124 ]] a
ainsi été suggéré que les sulfites mis au contact du monoxyde d’azote produit par les
bactéries anaérobies pouvaient altérer la membrane cellulaire des colonocytes. 125 Ceci
entrainerait une perte de la fonction de barriere intestinale et la cascade immunitaire
rencontrée dans la RCH. Par ailleurs, il a été récemment démontré, dans un modeéle de
porcelet, qu'une alimentation tres riche en protéines en période néonatale, induisait une
modification durable de la flore (augmentation du pourcentage de clostridium et

bactéroides) et une perméabilité intestinale augmentée, surtout chez les femelles.126

Au total, le risque de MICI lié a l'apport excessif en protéines animales serait di au
métabolisme exagéré des produits de dégradation alimentaire au contact de la flore colique

entrainant un phénomene de putréfaction.
D’autres mécanismes peuvent également étre envisageés :
» Effet direct sur la flore (dysbiose) 127;

* Production exagérée de résidus de dégradation de la glycation des protéines lors de la

cuisson. 128 Certains aliments d'origine animale (protéines et graisses) sont plus a risque
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de production de ces dérivés que les aliments végétaux. Ces dérivés toxiques, produits en

grand nombre, induisent un stress oxydatif conduisant a I'inflammation ;

* Protéines animales agissant comme vecteur de bactéries résistantes aux différents modes

de cuisson.
6. Perspectives

On peut espérer que, si un lien de causalité entre I'apport excessif de protéines animales et
risque de MICI est établi et reproduit dans les études notamment chez 'enfant, on notera
dans quelques années avec la diminution de la charge protéique des lait infantiles (sous
réserve que l'apport protéines alimentaire hors lait ne soit pas également augmenté), un

déclin de l'incidence des MICI chez l'enfant dans nos populations.
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CHAPITRE 4 : EXPOSITION
SOLAIRE ET RISQUE DE MICI
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I. POSITION DU PROBLEME

Depuis plusieurs décennies, le niveau d’exposition solaire a beaucoup diminué en lien avec
la baisse des activités extérieures au profit des loisirs sédentaires (télévision, jeu vidéo,
Internet, chat, réseaux sociaux etc.). 122 La carence en vitamine D chez les sujets jeunes et les
adolescents est fréquente dans différentes parties du globe.130-132 Cette carence est également
fréquente chez l'adulte mais certainement non diagnostiquée.133-135 Les seuils étudiés pour
définir la carence varient selon les études ainsi que l’ethnie considérée. Récemment une
étude nationale Nord américaine a rapporté qu’a un seuil de 11 ng/ml, pres de 2% des
adolescents étaient carencés alors qu’a un seuil de 20 ng/ml ce pourcentage s’élevait a
149136,

Le principal effet biologique de la vitamine D, est 'augmentation de la minéralisation
osseuse. Mais la vitamine D a aussi d’autres actions anti-inflammatoires notamment action
suppressive de la vitamine D et des radiations UV sur la réponse immunitaire T. 137 Des
arguments plaident également en faveur du roéle de la vitamine D dans des pathologies auto-

immunes comme la sclérose en plaques multiple ou le diabete de type 1. 138

Un lien possible entre la carence en vitamine D et les MICI a été récemment évoqué. 139140
Toutefois, aucune étude prospective n’a été réalisée concernant la relation entre exposition
solaire et MICI. De surcroit, il n'existe a ce jour pas de recommandations concernant les
indications de surveillance, de supplémentation et de prévention des carences en vitamine D
chez les patients atteints de MICI. 141 Un gradient Nord/Sud d'incidence décroissante de la
maladie de Crohn a été reproduit dans différentes parties du globe : en Ecosse 142, aux Etats-
Unis 143, en France 7. Les variations de niveau d’exposition solaire pourraient rendre compte

de ce gradient.

II. OBJECTIF DU TRAVAIL DOCTORAL

Etudier la relation entre le niveau d’exposition solaire et le risque de survenue de MICI

incidentes au sein de la cohorte prospective E3N.
III. POPULATION ET METHODES
1. Population d’étude

Afin d’étudier la relation entre exposition solaire et risque de MICI nous avons considéré
toutes les femmes de la cohorte ayant rempli un questionnaire Q1 complet et n'ayant pas

déménagé jusqu’a la déclaration d"un cas de Crohn ou RCH ou la date de point.
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Nous souhaitions également analyser la relation entre risque de MICI et exposition solaire
depuis I'enfance mais ceci n’a pu étre réalisé car plus de 2/3 de la population ont changé de

lieu de vie (département ou région) entre la naissance et Q1.

Un total de 91870 femmes dont 123 cas incidents de MICI (45 MC, 71 RCH et 7 CCI) et 91747
non cas étaient incluses dans les analyses de la relation entre ensoleillement et risque de

MICIL.
2. Données d'exposition solaire

Les données concernant le niveau de radiation et d’ensoleillement au sol (UV), exprimées en
kJ/m?, étaient obtenues par le biais de mesures par satellite (base européenne Météosat). Les
données (latitude, niveau d'UV) étaient disponibles pour chaque département frangais et

pour chaque mois de janvier 1984 a aotit 2003. 144

Le niveau moyen d’exposition solaire pour chaque femme était calculé en faisant la moyenne
d’ensoleillement de son département de vie entre 1984 et 1989 c’est a dire avant l'inclusion
des femmes dans 1'étude. Deux variables étaient ensuite créées concernant le niveau moyen
d’exposition pour la période hivernale (octobre a mars) : UV-hiver ainsi que pour la période

estivale (avril a septembre) : UV-été.
3. Analyses statistiques

Tous les cas de MICI survenant apres le questionnaire Q1 et n’ayant pas changé de
département entre le questionnaire Q1 et la survenue de la maladie étaient ainsi considérés
comme des cas incidents de MICI et inclus dans les analyses.

Toutes les autres femmes n’ayant pas changé de département entre le questionnaire Q1 et ne

déclarant aucun cas de MICI incident a la date des derniéres nouvelles (juin 2005) étaient

considérées comme non cas et incluses dans les analyses.

Nous avons exclu des analyses les femmes résidant dans les DOM TOM (n=39) pour manque

de données concernant l'exposition aux UV dans cette région.

Les variables UV-été et UV-hiver étaient analysées sous forme de tertiles d’exposition. La
relation entre exposition solaire en été ou en hiver et risque ultérieur de maladie de Crohn ou

de RCH était analysée en utilisant le modele de Cox. 104

Nous avons effectué un modéle non ajusté puis un modéle ajusté en considérant 1’activité

physique comme variable principale d’ajustement sous forme de classe d’activité physique.

Nous avons ensuite réalisé des ajustements ultérieurs en incluant dans le modele de base, la

consommation tabagique, les traitements hormonaux, le niveau socio-économique.
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Une analyse multivariée était réalisée en incluant dans un modele, les facteurs alimentaires
notamment 1'apport en protéines animales et 'apport en vitamine D. Pour cette analyse,
nous avons considéré tous les cas de MICI diagnostiqués apres le premier questionnaire (Q1)

et ayant rempli un questionnaire alimentaire exploitable (Q3).

IV. RESULTATS

1. Niveau d’ensoleillement annuel

La figure 7 décrit les niveaux moyens d’ensoleillement en France pour la période 1984 a 1989.
On constate que certains départements ont des niveaux d’ensoleillement élevés alors que

d’autres sont moins ensoleillés, quelle que soit la saison considérée.

Moyenne ensoleillement annuel en France 1984-1989
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Figure 7. Niveau d'exposition solaire selon les départements en France pour la période 1984-1989.

L’exposition quotidienne moyenne en UV était de 2,55 k]/m?2 1'été et de 0,75 kJ/m? I'hiver
pour les non cas et de 2,50 kJ/m? I'été et 0,72 k] /m?2 I'hiver pour les cas de MICI. On notait
une différence significative de niveau d'exposition entre les cas de MC (mais pas la RCH) et

les non cas. (Tableau 13)
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Tableau 13. Niveau d'ensoleillement entre les cas de MC, RCH et les Non cas

Crohn RCH
(N=45) (N=71)
2,45 (0,19)% 2,56 (0,26)
0,70 (0,11)* 0,75 (0,14)

Non cas
(N=91742)

variable
moyenne (ds)
UV été (k] /m?)
UV hiver (kJ/m?

2,55 (0,25)
0,75 (0,13)

Différences statistiquement significatives entre les cas et les non cas : $ : P=0,002; # P= 0,009.

2. Relation entre niveau d’exposition solaire et risque de Crohn et

de RCH

L’analyse du niveau d’exposition solaire en été montrait qu'une forte exposition était
associée a un effet protecteur contre le risque de survenue de maladie de Crohn (HR pour le
troisieme vs. premier tertile = 0,49; IC a 95% : 0,23 a 1,05; p de trend =0,06) mais pas pour la
RCH. (Tableau 14)

Cet effet protecteur de 1’ensoleillement sur le risque de survenue de MICI était encore plus
marqué concernant le niveau d'exposition solaire pendant les périodes d'hiver (HR pour le
troisieme vs. premier tertile = 0,46; IC a 95% : 0,22 a 0,98; p de trend =0,03).

Tableau 14. Hazard ratio de survenue de MICI en fonction de niveau d’ensoleillement en
hiver et en été#

Variable Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 p trend
MICI  UV-été 1(-) 0,78 (0,51-1,19) 0,74 (0,48-1,13) 0,15
UV-hiver 1(-) 0,81 (0,53-1,23) 0,71 (0,46-1,10) 044
RCH  UV-été 1(-) 0,88 (0,49-1,57) 1,02(0,59-1,78) 0,93
UV-hiver 1(-) 1,03 (0,58-1,81) 1,00 (0,56-1,79) 1,00
MC UV-été 1(-) 0,70 (0,36-1,37) 0,49 (0,23-1,05) 0,06
UV-hiver 1(-) 0,56 (0,28-1,11) 0,46 (0,22-0,98) 0,03

# Modele non ajusté

Une analyse ajustée sur l'activité physique ne modifiait pas la relation entre exposition
solaire et risque de maladie de Crohn : HR 0,45 - IC a 95% : 0,21 a 0,96; p de trend 0,04. Des
ajustements ultérieurs sur la consommation tabagique, la prise de traitements hormonaux, le
niveau socio-économique ne modifiaient pas non plus l'effet protecteur du fort niveau

d’ensoleillement sur le risque de survenue de maladie de Crohn. (Tableau 22 en annexe)
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3. Relation entre exposition solaire et risque de MC ajusté sur

apport alimentaire de vitamine D

Cette analyse incluait les cas de Crohn survenus apres Q1 et ayant rempli le questionnaire
alimentaire (n=35) ainsi que les non cas (n=70987). L'apport alimentaire moyen (ds) de
vitamine D dans la cohorte était de 2,28 ug /j (1,01) dans le groupe Crohn et de 2,63 (1,34)
pg/j dans le groupe non MICI ; (p<0.0001).

Dans un modele d’analyse multivariée (incluant niveau d'UV, apport en vitamine D et
apport calorique quotidien en tendance), on notait que le risque de survenue de MC était
plus faible chez les femmes qui avaient un niveau élevé d’exposition solaire ainsi qu’un

apport en vitamine D alimentaire élevé. Tableau 15.

Tableau 15. HR de survenue de MC en fonction du niveau d’exposition solaire et de
I'apport alimentaire en vitamine D.

Variable Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 p trend
UV-hiver 1(-) 0,55 (0,26-1,17) 0,32 (0,13-0,81) 0,01
Vitamine D 1(-) 1,00 (0,48-2,07) 0,40 (0,15-1,03) 0,07
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V. DISCUSSION

1. Principaux résultats de notre étude

Cette étude montre un effet protecteur d'un fort niveau d’ensoleillement sur le risque de MC.
Cet effet persiste aprés ajustement sur I'apport alimentaire en vitamine D. Soulignons un
point essentiel : l'effet protecteur est encore plus fort pendant la période hivernale
témoignant d’'un mécanisme de carence prolongée qui pourrait, en atteignant un certain

seuil, participer au processus de déclenchement de la cascade inflammatoire.
2. Forces et faiblesses de I'étude

Il est difficile d'évaluer le niveau individuel d'ensoleillement chez l'adulte comme chez
I'enfant. Les capteurs d'ensoleillement terrestres sont peu répandus en France. Nous avons
utilisé des données fournies par recueil satellitaire qui ont été démontrées comme fiables
concernant le niveau d'ensoleillement au sol. Plusieurs études se sont penchées sur la
question du meilleur outil pour évaluer le niveau d'exposition solaire individuel. Divers
systemes de recueil existent et ont tous leurs avantages et inconvénients : questionnaires

prospectifs ou rétrospectifs, capteurs cutanés d'exposition solaire, etc. 145147

L'extrapolation des données d'ensoleillement départementales a 1'échelon individuel est la
principale limite de 1'étude. Deux femmes résidant dans un département pourraient en effet
avoir des niveaux d'exposition tres différents selon leur activité quotidienne et surtout selon
le type d'activité physique de plein air. Nous avons systématiquement ajusté nos analyses
sur l'activité physique afin de minimiser un biais qui serait du a une différence du temps

passé en extérieur (marche, promenade, jogging, etc.).

Les points forts de notre étude sont le recueil prospectif des données et le suivi prolongé de

la cohorte.
3. Ensoleillement, vitamine D et santé

Deux sources de vitamine D sont disponibles pour I'organisme : I’alimentation qui apporte la
vitamine D véhiculée par les chylomicrons et la peau a travers les rayons ultraviolets B
(UVB) Figure 8. Les sources alimentaires de vitamine D sont peu nombreuses essentiellement
représentées par les poissons gras, les ceufs et le foie. En France, peu d'aliments sont enrichis

en vitamine D sauf par exemple les préparations lactées infantiles chez le nourrisson.

N

Ainsi l'alimentation, a elle seule, ne peut pas prévenir et compenser les carences. La

deuxieme source de vitamine D est donc primordiale. Sous I'action des rayons ultraviolets, la
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peau synthétise la provitamine D3 précurseur de la vitamine D3. (Figure 8) Le niveau
d'absorption cutanée des ultraviolets est directement corrélé a la surface exposée.
L'absorption de la vitamine D dépend de la couleur de la peau. Ainsi les carences semblent
plus séveres chez les sujets a peau noire vivant dans des régions de haute latitude faiblement
exposées. Les recommandations concernant le risque de cancer de la peau émises par les
sociétés de dermatologie ont conduit a intensifier les mesures de protection solaire avec
comme corollaire une nette diminution du temps passé au soleil ainsi que de la surface
cutanée exposée. De plus, la nette diminution des loisirs en extérieur au profit des activités

en intérieur évoluant parallelement avec 1'dge majore le risque de carence. 148
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Figure 8. Synthese, régulation de la vitamine D et métabolisme phospho-calcique (d'apres Holick
3).
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4. Vitamine D et MICI données de la littérature

Plusieurs études ont montré que les patients atteints de MICI avaient, au moment du
diagnostic, des taux sériques abaissés de vitamine D. Ce résultat était interprété comme une
conséquence de la maladie (malabsorption, malnutrition) 149150 plutoét que comme un facteur
de risque. Plusieurs études récentes ont montré que les enfants et les adultes jeunes, atteints

de MC avaient un apport alimentaire faible en vitamine D au diagnostic. 15115

Les variations saisonniéres dans la poussée initiale de survenue de la MC ainsi que la
survenue des poussées ont été rapportées dans diverses études; La prévalence plus élevée en
période hivernale que en période estivale plaide en faveur du roéle de la vitamine D et de

I'ensoleillement. 154-156
5. Vitamine D et MICI : hypothéses physiopathologiques

Les mécanismes en causes dans la relation entre vitamine D, ensoleillement et inflammation
sont rapportés dans les figures 9 et 10. ¢ Ainsi la vitamine D agirait a la fois sur I'immunité
innée et l'immunité acquise.

L’effet métabolique de la vitamine D passe par le biais du récepteur de la vitamine D dont le
géne est situé sur le chromosome 12 (région q13-26) et pour lequel de nombreux variants ont
été identifiés. Par ailleurs il a été récemment montré que la vitamine D stimulerait
I'expression de NOD2/CARD15 au niveau des monocytes et des cellules épithéliales. 157 Cet
effet a été démontré in vivo sur des modeles animaux 5. Une étude récente montre que trois
variants de génes impliqués dans la synthése du cholestérol, 1'hydroxylation et le transport
de la vitamine D présents chez le méme sujet, sont associés a un risque de déficit marqué en

vitamine D dans la population caucasienne. 15
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lymphocyte; VDR, vitamin D receptor
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CHAPITRE 6 : EXPOSITION
SOLAIRE ET RISQUE DE MICI AU
SEIN DE LA BASE DE DONNEES
NATIONALE
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I. POSITION DU PROBLEME

Afin de vérifier l'hypothése ensoleillement et risque de MICI, une autre approche
méthodologique a été réalisée. Elle consistait a étudier la corrélation géographique entre la
répartition des cas de MICI et le niveau d'exposition solaire a I'échelon départemental ceci en

faisant abstraction des données individuelles d'ensoleillement.

II. OBJECTIF DU TRAVAIL DOCTORAL

Vérifier 1'existence d'une association entre la MC ou la RCH et le niveau d'exposition solaire

du département des sujets.

III. POPULATION ET METHODES

1. Population

Entre le premier janvier 2000 et le 31 décembre 2002, tous les patients présentant un nouveau
cas incident de MICI, résidant en France métropolitaine et affiliés a I'une des caisses
d'assurance maladie étaient inclus dans une base de donnée prospective. Les trois caisses

d'assurance maladie retenues couvrent pres de 96% de la population frangaise:
-CNAMTS : Caisse Nationale d'Assurance Maladie Des Travailleurs Salariés ;
-CCMSA : Caisse Centrale de la Mutualité Sociale Agricole ;

-CANAM : Caisse Nationale d'Assurance Maladie des non-salariés ;

Cette base de données était constituée en 2004 afin d'étudier 'incidence nationale des MICI
selon les tranches d'age et le sexe. 7 Les données, non nominatives comportaient outre le

diagnostic de l'affection (MC ou RCH), le lieu de résidence, I'age et le sexe.

2. Méthodes

Nous avons utilisé cette base de MICI nationale et les données concernant le niveau de
radiation et d’ensoleillement au sol (UV), obtenues par le biais de mesures par satellite (base
européenne Météosat pour chaque département francais et pour chaque mois de janvier 1984

a décembre 1999. 144
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a. Calcul des taux d'incidence

Les données d'incidence étaient calculées par sexe et séparément pour les cas de MC et de
RCH. Les nouveaux cas de MICI étaient rapportés sur le nombre total de personnes assurées

pendant la période de 1'étude.

b. Relation entre exposition solaire et taux d'incidence

Nous avons calculé un taux moyen annuel de dose d'UV par département. Ces doses d'UV
étaient ensuite classifiées en quintiles d'exposition. La relation entre quintiles d'exposition
solaire et taux d'incidence de MICI était analysée par départements. Les taux d'incidence
ajustés sur 'age et le sexe étaient estimés par la méthode de régression de Poisson. Toutes les

variables statistiquement significatives (p < 0,05) étaient retenues pour 'analyse spatiale.

c. Analyse spatiale

Une analyse spatiale était réalisée par la méthode Bayésienne. Ce modeéle tient compte a la
fois de 1'hétérogénéité de la population et des auto-corrélations spatiales. L'exposition
solaire était introduite dans le modéle comme covariable et la robustesse du modeéle était
testée. Le modéle fournissait ainsi des risques relatifs lissés plus précis que les taux

d'incidence standardisés.
Chacun des 93 départements était affecté a 1'une des trois classes selon les RR lissés: RR lissé

statistiquement supérieur a 1, RR lissé non statistiquement différent de 1 et RR lissé

statistiquement supérieur a 1.

IV. RESULTATS

Entre le 01 janvier 2000 et le 31 décembre 2002, 14.113 cas incidents de MC (8.138 femmes et
5.975 hommes) et 12.339 cas incidents de RCH (5.959 femmes et 6.380 hommes) ont été
identifiés par les caisses d'assurance maladie. La population globale francaise d'individus

assurés pendant cette période était de 57.098.525 habitants.

a. Relation entre exposition solaire et risque MC

Le taux d'incidence de MC dans toute la population francaise était de 8,2/100.000 habitants
(IC a 95% : 8,1-8,4). Ce taux était de 7,1 (IC a 95% : 6.9-7.2) chez les hommes et de 9,4 (IC a
95% : 9.2-9.6) chez les femmes. Il n'y avait pas de variation significative de taux pendant les
trois années de I'étude. Le tableau 16 présente les résultats des taux d'incidence ajustés sur

'age et le sexe en lien avec les quintiles d'exposition solaire.
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On constate qu'un fort niveau d'exposition solaire est associé de facon significative a un
moindre risque de maladie de Crohn et a l'inverse le groupe ayant le plus faible niveau
d'exposition solaire présente un RR augmenté de survenue de MC: RR=1,42 (IC a 95%=1,27-
1,52).

Tableau 16. Taux d'incidence de MC en rapport avec niveau d'exposition solaire.

RR ajusté ICa95% p

Sexe <10+
Femme référence
Homme 0,76 0,70-0,81

Age (années) <104
15-29 référence
0-14 0,26 0,22-0,30
30-44 0,69 0,62-0,77
> 60 0,46 0,37-0,57

Dose moyenne UV (kj/m2) <10+
1,73-1,93 référence
1,61-1,73 0,85 0,74-0,98
1,48-1,61 0,90 0,78-1,04
1,40-1,48 1,12 0,75-1,26
1,27-1,40 1,42 1,27-1,58

b. Relation entre exposition solaire et risque de RCH

Le taux d'incidence de RCH dans toute la population frangaise était de 7,2/100.000 habitants
(IC a 95%: 7,1-7,3). Ce taux était de 7,7 (IC a 95%: 7,5-7,9) chez les hommes et de 6,8 (IC a
95%: 6,6-7,0) chez les femmes.

Le tableau 17 présente les résultats des taux d'incidence ajustés sur l'dge et le sexe selon les
quintiles d'exposition solaire. On ne note pas de relation entre le niveau d'exposition solaire

et l'incidence de la RCH au sein de cette population.
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Tableau 17. Taux d'incidence de RCH en rapport avec le niveau d'exposition solaire.

RR ajusté ICa95% p

Sexe 0,01
Femme référence
Homme 1,13 1,03-1,25

Age (années) <10+
25-49 référence
0-24 0,26 0,22-0,30
50-74 0,69 0,62-0,77
>=75 0,46 0,37-0,57

Dose moyenne UV (kj/m2) 0,25
1,73-1,93 référence
1,61-1,73 0,86 0,73-1,01
1,48-1,61 0,85 0,71-1,01
1,40-1,48 0,87 0,75-1,01
1,27-1,40 0,93 0,81-1,07
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CHAPITRE 5: FACTEURS DE
RISQUE DE MICI AU SEIN DE LA
COHORTE EPIC

70



I. OBJECTIF

L’objectif principal de cette partie de la these était de confirmer les résultats de la cohorte
E3N concernant la relation entre apport de protéines animales et risque de MICI au sein
d'une population différente. L’objectif secondaire était d’étudier les profils alimentaires les
plus a risque de survenue de MICI et éventuellement les profils alimentaires protecteurs au

sein d'une cohorte prospective européenne.

II. POPULATION ET METHODES

1. Population

La cohorte EPIC (European Prospective Investigation Into Cancer and nutrition) est une
cohorte européenne incluant un total de 519.978 hommes et femmes volontaires dans 10 pays

(23 centres). 160 (Figure 11 et Tableau 18)

Les participants étaient inclus dans 1'étude de maniere prospective entre 1991 et 1998 et sont

suivis jusqu’a ce jour.

EPIC collaborating centres

Tromso TROMS® 0

Umed
Malmo

Aarhus
Copenhagen

Oxford
Cambridge

Potsdam
Heidelberg

Utrecht
Bilthoven

R

NV
Al\

=111

Paris (nationwide)

Turin
Milan
Florence
Naples
Ragusa
Oviedo
Mo San Sebastian
s Pamplona
Murcia
Granada

Athens (nationwide) . A ATHENS

[

RAGUSA

Figure 11. Liste des pays participants a la cohorte EPIC.

Les données concernant le diagnostic de MICI étaient obtenues soit par des questionnaires
auto-administrés, soit par les registres nationaux de maladies chroniques. Dans tous les cas,
le diagnostic final était validé dans chaque centre grace aux données obtenues par le biais

des médecins traitants et/ ou gastroentérologues.

71



Les données obtenues jusqu'a la date du dernier recueil (décembre 2009) ont permis

d’identifier un total de 221 RCH et de 102 MC incidents.

Le tableau 17 décrit les particularités de chaque cohorte : population source, échantillon,
durée du suivi, nombre de cas de MC et de RCH.
Les participants a I'étude EPIC - MICI étaient répartis en deux groupes :

Malades (Cas)
Ce sont les participants inclus dans la cohorte EPIC, qui ont répondu au questionnaire
alimentaire a I'inclusion dans 1'étude et chez qui le diagnostic de MC ou de RCH a été posé
ultérieurement : cas incidents de MICI.

Non malades (non Cas)
Ce sont les participants de la cohorte EPIC qui ont répondu au questionnaire alimentaire a
lI'inclusion dans I'étude et qui ont été considéré comme indemnes de toute affection a la date
des derniéres nouvelles (questionnaire ou données du registre). Au sein de cette population,

un échantillon de quatre témoins pour chaque cas de MICI a été sélectionné.
2. Maladie de Crohn

Cent deux sujets (71 femmes) ont développé une maladie de Crohn apres I'inclusion dans la
cohorte. Chaque cas de MICI était apparié avec 4 témoins sur le centre d'inclusion, I'age et le
sexe. La répartition du nombre de cas par pays est présentée sur le tableau 18. L'dge au
recrutement dans la cohorte EPIC était de 51 ans identique dans le groupe des cas et des

témoins.
3. Rectocolite hémorragique

Deux cent vingt et un sujets (128 femmes) étaient atteints de RCH apres l'inclusion dans
I'étude et 884 témoins ont été sélectionnés par appariement. La répartition du nombre de cas

par pays est présentée sur le tableau 18.
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Tableau 18. Description de la population de sujets (hommes et femmes) inclus dans la cohorte EPIC- MICI :

Centre Numéro Numéro Taille dela  Description de la cohorte MC RCH
EPIC Hart cohorte
Norfolk (UK) - 1 25639 Population générale hommes et femmes agés de 45-74 12 31
ans.

Cas identifiés par questionnaires et données
d’admission hospitaliére.
Oxford (UK) 42 4 57493 - Membres de la société végétarienne et lecteurs de 6 25
magazines végétariens 20-80 ans (50070)
- Participants recrutés en population générale : 20-80
ans; 73% femmes (7423).Cas identifiés par

questionnaires.

Umed (Suede) 82 5 25732 Population générale; Hommes et femmes agés de 30 a 12 24
60 ans.
Cas identifiés par base de données nationale de MICL

Malmo (Suede) 81 6 28098 Population générale ; Hommes et femmes agés de 45 a 11 26
69 ans.
Cas identifiés par base de données nationale de MICL

Florence (Italie) 2 9 13583 Population générale ; Hommes et femmes agés de 34 a 4 9
64 ans.

Aarhus, Copenhague 9 10 57054 Population générale ; Hommes et femmes agés de 50 a 16 50

(Danemark) 64 ans.
Cas identifiés par base de données nationale de MICL

France 1 3 74524 Femmes agées de 40 a 65 ans affiliées a la MGEN. 25 33
Cas identifiés par questionnaires.

Potsdam (Allemagne) 72 2 27548 Population générale ; Hommes et femmes agés de 35 a 5 17
64 ans. Cas identifiés par questionnaires.

Heidelberg 71 7 25540 Population générale ; Hommes et femmes agés de 45 a 11 6

(Allemagne) 65 ans. Cas identifiés par questionnaires.

Total 335211 102 221
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4. Méthodes

a. Données alimentaires

Les données alimentaires ont été recueillies a 'inclusion dans I'étude par des questionnaires
adaptés a chaque pays (entretiens individuels ou questionnaires auto administrés). 161
L’'interrogatoire alimentaire comportait des données sur les catégories d’aliments (la
fréquence de leur prise, et leur quantité) ainsi que les aspects qualitatifs détaillés pour

chaque type d’aliment.

Une étude de calibration a été effectuée aupres d’un échantillon de 36994 participants :
hommes et femmes (environ 8 % de la cohorte). Ces sujets recevaient un questionnaire
alimentaire en face a face (enquéte rétrospective sur l'alimentation des 24 heures). Le
rationnel de cette étude de calibration était de corriger d’éventuelles erreurs de mesures liées
aux particularités des questionnaires pour chaque pays afin d’atténuer les biais dans

I'estimation des risques relatifs. 162

Les données comparées de consommations alimentaires au sein de cette vaste cohorte
montrent une disparité dans les apports en macronutriments entre les pays. Par ailleurs, les
profils de consommation alimentaires et de nutriments varient largement selon de la

situation géographique et des habitudes alimentaires de chaque pays 163-166

b. Domnnées non alimentaires

D’autres parametres recueillies a 1'inclusion seront inclus dans les analyses comme variables
d’ajustement : données anthropométrique (BMI), intoxication tabagique : passée ou présente,

activité physique, niveau éducatif.

5. Analyses de la relation entre apport protéines et risque de MICI

Les données alimentaires de 1'étude EPIC étant encore en cours de validation, nous

envisageons réaliser les analyses selon les modalités suivantes:

L’association entre facteurs alimentaires et MICI sera analysée en utilisant un modéle de
régression logistique conditionnelle. L’analyse de la relation entre apport protidique et
risque de MICI sera effectué en considérant I’apport protidique global mais aussi I'apport en
protéines animales, végétales et les sources de protéines : viandes (rouge et blanche),

poissons (poissons et fruits de mer), ceufs, produits laitiers. Les apports quotidiens seront
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analysés sous forme de tertiles de consommation. Un test de trend sera effectué pour estimer

l'effet de la variation du parametre a travers les tertiles.

Un ajustement par la méthode de partition sur 1'apport énergétique hors alcool sera réalisé.
L’effet d’éventuels facteurs de confusion sera recherché en rajoutant dans le modele de base
les variables suivantes : alcool (tertiles de consommation), activité physique (dépense
énergétique hebdomadaire), niveau socioéconomique et statut tabagique (ancienne fumeuse,
fumeuse actuelle, jamais fumé). Les analyses seront réalisées séparément pour les cas de

RCH et MC avec une stratification sur le sexe.

6. Analyse des Profils alimentaires et risque de MICI au sein de la

cohorte EPIC

Pour identifier les profils alimentaires, les aliments tirés du questionnaire seront regroupés
en un nombre réduit de groupes. La procédure d’analyse en composantes principales
(matrice de corrélation) sera appliquée aux groupes alimentaires constitués. Une rotation
varimax sera appliquée. Comme dans la plupart des études, les facteurs ayant une valeur
propre supérieure a 1 seront retenues. Au sein de chaque facteur, seules les saturations
supérieures a 0,20 ou inférieures a -0,20 seront retenues. Plus la saturation d’un aliment ou
d’un groupe d’aliments est élevée dans un facteur, plus sa contribution dans celui-ci est
importante. On peut ainsi donner un « nom » au facteur en fonction des saturations les plus
élevées. Une saturation négative indique que l'aliment ou le groupe d’aliments est
inversement associé au facteur. Pour chaque facteur ou profil, un score de consommation

sera calculé pour chaque individu en utilisant la méthode de régression.

Pour chaque profil étudié, les sujets seront regroupés en tertiles selon leur score et le risque
relatif de survenue de MICI sera calculé. Les analyses seront réalisées séparément pour les

cas de MC et de RCH.
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SYNTHESE

Plus de 75 ans aprés la description de la maladie de Crohn, on ne connait toujours pas avec

précision, les facteurs d’environnement impliqués dans les MICL

L'une des incertitudes concerne la durée nécessaire entre I'exposition a un facteur de risque
et l'initiation des processus inflammatoires puis la survenue de la maladie. Qu'il s'agisse de
bactéries ou de facteurs alimentaires, il est évident que de nombreux mois voire années sont
nécessaires avant le déclenchement de la cascade inflammatoire. Ainsi les changements dans
les facteurs socio-économiques ou alimentaires précéderont de prés de 5 a 10 ans les

modifications de 'incidence des MICI a 1'échelle d'une population. 10

Les deux facteurs de risque retrouvés dans ce travail de these méritent une validation
externe afin de pouvoir mettre en place des recommandations nutritionnelles attendues par

les patients et les sujets a risque.

L'apport excessif de protéines animales identifi¢ comme facteur de risque de MICI dans
notre étude rejoint les travaux d'autres équipes qui ont établi un lien entre l'exces de
protéines animales et le risque d'obésité, 167 de diabeéte insulinodépendant, 168 de fractures, 169

d'hypertension artérielle chez le sujet 4gé, 170 ou de puberté précoce chez 'adolescente. 171

La relation entre I'excés d'apport en protéines animales ou 'apport élevé de viande rouge et
le risque de cancer colorectal reste controversée. Une méta-analyse conduite en 2009
concluait que les données de la littérature disponibles ne permettaient pas de tirer une
conclusion définitive. 172 Dans cette synthese bibliographique incluant six études de cohorte
(1070 cas de cancer colorectal), le risque relatif estimé moyen était de 1,04 (IC a 95%: 0,83 a
1,31; P d'hétérogénéité = 0.221)

L'analyse de la relation entre facteurs alimentaires et risque de maladies chroniques est
difficile a cause de l'interaction entre les nutriments. L'exemple du lien entre calcium et
vitamine D est typique de ce type d'interaction. Les nutriments ou aliments peuvent
déclencher les maladies mais il n'est pas impossible que certains facteurs non identifiés,
associés a tel ou tel nutriment, soient réellement a I'origine de la maladie. En I'occurrence, les
modes de cuissons peuvent intervenir dans les processus de métabolisme et de dégradation

des aliments avant leur ingestion.

Dans ce travail de thése nous avons identifié comme autre facteur de risque de MC le faible

niveau d'exposition solaire. Des données écologiques suggerent que la mortalité due a

diverses maladies chroniques et cancers suit un gradient Nord Sud paralléle au degré
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d'ensoleillement. 173175 En outre, il a été démontré dans une méta-analyse publiée en 2007 que

la supplémentation en vitamine D réduisait significativement le taux de mortalité globale. 176

La vitamine D représente un facteur pour lequel des actions préventives simples peuvent
étre mises en place. Les interactions entre la génétique, I'exposition solaire et 1'alimentation
méritent une attention particuliére ce d'autant plus qu'il a été constaté une large variabilité

interindividuelle de la réponse biologique aux traitements par vitamine D. 177

Nous envisageons dans les perspectives futures de ce travail de these :

1  Vérifier et valider les résultats de la cohorte E3N notamment le lien entre protéines
animales et risque de MC et de RCH au sein de la cohorte EPIC;

2 Analyser la relation entre vitamine D et survenue de maladie de Crohn par les dosages
sanguins de 250HD3 sur les prélevements faits avant la survenue de la maladie au sein
de I'ensemble des participants a EPIC. 354000 sujets ont des prélevements sanguins
disponibles ;

3 étudier les interactions entre génétique, ensoleillement, alimentation et risque de
maladie de Crohn chez l'enfant. Travail qui sera mené au sein de 1'équipe de recherche

de Sainte Justine (Montréal, CANADA) dans le cadre d'un séjour postdoctoral.

L'une des retombées de ces travaux serait de pouvoir répondre a la question suivante :
Comment moduler la réponse diététique chez les sujets atteints de MICI en fonction de leur

statut génétique et de leur microbiote ?
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CONCLUSION

L’alimentation joue probablement un roéle dans la genése des MICIL. Un apport excessif en

protéines alimentaires (essentiellement animales) pourrait étre un facteur favorisant.

Nos résultats s’ils sont confirmés dans d’autres populations incluant les sujets jeunes,
permettraient de mettre en place des stratégies de prévention primaire dans les familles a
fort risque de MICI ou de prévention secondaire chez les patients déja atteints afin de

diminuer la fréquence des poussées.

L'implication de la vitamine D dans la genese de la maladie de Crohn est également un
élément pour lequel des actions préventives simples pourraient étre mise en place. Une
supplémentation annuelle ou biannuelle systématique en vitamine D orale chez tous les
individus vivant dans des régions faiblement ensoleillées pourrait étre bénéfique et dénuée

d'effet secondaire significatif.
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ANNEXE 1. TABLEAUX COMPLEMENTAIRES

Tableau 19. Facteurs de risques alimentaires en relation avec la survenue de MICI : données

de la littérature.

Tableau 20. Analyse multivariée : risque de survenue de maladie de Crohn en lien avec

consommation de protéines.

Tableau 21. Analyse multivariée : risque de survenue de Rectocolite hémorragique en lien

avec consommation de protéines.

Tableau 22. Analyse relation entre exposition solaire et risque de maladie de Crohn ajusté sur

apport alimentaire et autres variables de confusion.

Tableau 23. Type de cuisson des viandes et poissons en relation avec le risque de survenue

de MICI au sein de la cohorte E3N 1993-2005
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Tableau 19. Facteurs de risques alimentaires en relation avec la survenue de MICI : Données de la littérature

Auteur Pays Année Sujets Population Méthodologie Résultats MC Résultats RCH
Martini & Brandes  Allemagne 1976 A 63 MC - Rétrospective consommation sucre ok
H/F 63T Cas témoin apparié ajouté augmenté
Brandes et al. Allemagne 1976 A 114 RCH Rétrospective o consommation
H/F 114T Cas témoin appariés augmentée de céréales et
patates et faible de fruits
et légumes
Mayberry et al. Angleterre 1980 A 100 RCH Rétrospective consommation sucre
120 MC Cas témoin appariés  ajouté augmenté
Jarnerot et al. Suede 1983 A 30 MC30RCH  Rétrospective consommation sucre
60T Cas témoin ajouté augmenté
Gilat et al. 9 pays # 1987 A/E 197 RCH et Multicentrique. fruits et légumes : fruits et légumes
<25ans 302 MC Rétrospective OR 0.67 (0,45-1,35) OR 0,58 (0,37-0,91)
998 T Cas témoin appariés
Sonnenberg plusieurs pays 1988 A population étude écologique pas de corrélation bl
générale comparative Margarine et sucre
Persson et al. Suede 1992 A 147 RCH Rétrospective Sucres 2,6 (1,4-5,0) Fast food OR 3,4 (1,3-
152 MC Cas témoin Fast food 3,9 (1,4-10,6) 9,3)
305 T
Kurata et al. Japon 1994 101 RCH Rétrospective e Margarine et
143 T Cas témoin « Western food »
augmentent le risque
Tragnone et al. Italie 1995 A 104 patients Rétrospective Glucides et sucres Protéines augmente
Cas témoin augmentent risque risque
Shodaetal . Japon 1996 A/E population étude écologique Augmentation
générale comparative consommation protéines
animales, graisses
animales et lait
Reif et al. Israel 1997 A 54 RCH Rétrospective Sucres : 1,93 (0,54-6,86) Sucres : OR 4,22(1,3-13,6)
H/F 33 MC Cas témoin Graisses animales : OR
144 T 4,09 (1,2-13,9)

Cholestérol : OR 4,57
(1,2-16,3)

suite...



Auteur Pays Année Sujets Population Meéthodologie Résultats MC Résultats RCH
Geerling et al. Pays-bas 2000 A 43 RCH Rétrospective o AGMI 33,9 (2,6-443,1)
H/F 43T Cas témoin AGPI 5,1 (1,0-26,7),
Vitamin B6 6,9 (1,6-30,7)
Klement et al. Plusieurs pays 2004 A/E 2577 RCH Meta-analyse Allaitement maternel Allaitement maternel
H/F 3190 MC 17 études OR poolée : 0,67(0,52- OR poolée : 0,77 (0,61-
7577 T 0,86) 0,96)
Baron et al. France 2005 E 222CD Rétrospective Allaitement maternel sucreries 2,25(1-5,2)
60 RCH Cas témoin appariés  2,1(1,3-3,4)
282 population générale
Sakamoto et al. Japon 2005 A/E 111 RCH Multicentrique. Sucres 2,12 (1,08-4,17) Sucreries 2,86(1,24-6,57)
128 MC Rétrospective Graisses 2,64 (1,29-5,39)
219 T Cas témoin omega3 : 3,24 (1,52-6,88)
omegab : 2,57 (1,24-5,32)
Amre et al. Canada 2007 E 130 MC Multicentrique. Légume 0,69(0,33-1,44).  ****
H/F 202°T Rétrospective Fruits 0,49(0,25-0,96)
Cas témoin appariés  Poisson 0,46(0,20-1,06)
Fibres 0,12 (0,04-0,37)
omega3/omega6 : 0,32
(0,14-0,71)
Hart et al. $ Europe 2008 A 139 RCH Prospective b AGPI 1,19 (0,99-1,43)
H/F 260686 T multicentrique
Tjonneland etal.®*  Europe 2009 A 126 RCH Prospective ok omégab 2,49 (1,23-5,07)
H/F 203193 T multicentrique

A : Adulte ; E : enfants ; T : témoins; Seuls sont présentés les résultats positifs pour les principales variables alimentaires étudiés
# Etats Unis, France, Suéde, Israél, Italie, Angleterre, Canada Danemark, Pays-Bas.
$ Les patients de ces deux études représentent la méme population de cas et non cas
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Tableau 20. Analyse multivariée: risque de survenue de maladie de Crohn en lien avec

consommation de protéines.

Tertilel

Tertile 2

Tertile 3

Non ajusté
Ajustement sur alcool
Ajustement sur BMI
Ajustement sur THS
Ajustement sur activité physique
Ajustement sur tabac
Ajustement sur niveau d’étude

1 (-)

AAA,—\AA

)
1)
10)
10)
10)
10

451 (1.28-15.83)
447 (1.27-15.71)
452 (1.28-15.88)
447 (1.27-15.71)
453 (1.29-15.90)
452 (1.29-15.89)
451 (1.28-15.83)

2.70 (0.69-10.52)
2.72 (0.70-10.63)
2.72 (0.70-10.70)
2.68 (0.69-10.44)
2.72 (0.69-10.47)
2.72 (0.69-10.50)
2.70 (0.69-10.54)

#analyse ajustée sur alcool, activité physique, BMI, tabac, niveau d’étude, traitement hormonal

ménopause.

Tableau 21. Analyse multivariée: risque de survenue de Rectocolite hémorragique en lien

avec consommation de protéines.

Tertilel

Tertile 2

Tertile 3

Non ajusté
Ajustement sur alcool
Ajustement sur BMI
Ajustement sur THS
Ajustement sur activité physique
Ajustement sur tabac
Ajustement sur niveau d’étude

1 (-)

)
)
)
)
)
)

e
AAA/-\A

1.62 (0.65-4.02)
1.56 (0.63-3.89)
1.63 (0.65-4.06)
1.61 (0.65-4.00)
1.61 (0.65-4.00)
1.62 (0.65-4.03)
1.62 (0.65-4.04)

3.29 (1.34-8.04)
3.06(1.25-7.50)
3.36 (1.36-8.29)
3.27 (1.34-8.00)
3.29 (1.35-8.07)
3.26 (1.33-7.98)
3.31(1.35-8.10)

#analyse ajustée sur alcool, activité physique, BMI, tabac, niveau d’étude, traitement hormonal

ménopause.
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Tableau 22. Analyse relation entre exposition solaire et risque de maladie de Crohn ajusté

sur apport alimentaire et autres variables de confusion.

Tertilel

Tertile 2

Tertile 3

Modele de base UV-hiver seul
Analyse multivariée
(UV-hiver avec prot, vitd, ca et kcal en
tendance)

Modele 1 + Alcool
Modele 1 + IMC
Modele 1 + THS

Modele 1 + Tabac

Modele 1 + activité physique
Modele + Niveau d’étude

10)

U (U U

(_
(_
(_
(_
(_
(_
(_

e ~— ~— ~— ~— ~— —

0,56 (0,26-1,19)

0,55 (0,26 -1,16)
0,54 (0,26-1,15)
0,55 (0,26 -1,16)
0,55 (0,26-1,16)
0,55 (0,26-1,16)
0,54 (0,25-1,14)
0,55 (0,26-1,17)

0,33 (0,13-0,84)

0,32 (0,13-0,81)
0,32(0,12-0,80)
0,32 (0,13-0,81)
0,32 (0,13-0,81)
0,32 (0,13-0,80)
0,31 (0,12-0,79)
0,32(0,13-0,80)

#analyse ajustée sur alcool, activité physique, BMI, tabac, niveau d’étude, traitement hormonal

ménopause.
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Tableau 23. Type de cuisson des viandes et poissons en relation avec le risque de
survenue de MICI au sein de la cohorte E3N 1993-2005.

Rarement Fréquemment Mode non spécifié

Viande poéle

Effectifs (cas, non cas) (14,12372) (45,36000) (18,19125)

HR 1(Référence) 1,05 0,89

ICa95% 0,58-1,92 0,44 - 1,80
Viande four

Effectifs (cas, non cas) (19, 14579) (39,32788) (19, 20130)

HR 1(Référence) 0,89 0,79

ICa95% - 0,52-1,54 0,42 -1,50
Viandes cocotte

Effectifs (cas, non cas) (23,19516) (35, 27155) (19, 20826)

HR 1(Référence) 1,09 0,86

ICa95% _ 0,64 _1,84 0,46 - 1,57
Viandes grill

Effectifs (cas, non cas) (31, 22532) (32,25790) (14,19175)

HR 1(Référence) 0,92 0,59

ICa95% - 0,56-1,51 0,31-1,11
Poissons court bouillon

Effectifs (cas, non cas) (17,16404) (46,31505) (14,19588)

HR 1(Référence) 1,45 0,76

ICa95% 0,83-2,54 0,38-1,57
Poissons four

Effectifs (cas, non cas) (34,22170) (30, 23661) (13, 21666)

HR 1(Référence) 0,83 0,42

ICa95% 0,51-1,36 0,22-0,81
Poissons grillé

Effectifs (cas, non cas) (31, 28983) (22,15390) (24, 23124)

HR 1(Référence) 1,35 1,04

ICa95% 0,78-2,33 0,61-1,77
Poissons pané ou frit

Effectifs (cas, non cas) (41,33235) (17,12316) (19, 21946)

HR 1(Référence) 1,08 0,75

ICa95% 0,61-1,90 0,43-1,29
Poissons (microondes ...)

Effectifs (cas, non cas) (17 ,12660) (30,23355) (30,31482)

HR 1(Référence) 0,92 0,74

ICa95% 0,51-1,67 0,41-1,34
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Les facteurs d’environnement dans la maladie de Crohn

et la rectocolite hémorragique
(tabac et appendicectomie exclus)
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RESUME

SUMMARY

L' augmentation rapide de I'incidence de la maladie de Crohn et de
la recto-colite hémorragique dans les pays développés, I'absence
de concordance totale chez les jumeaux monozygotes, les formes
conjugales de maladie de Crohn sont autant d’éléments en faveur
de I'intervention de facteurs d’environnement dans la genése de
maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI). La recher-
che de facteurs d’environnement dans les MICI est fondée sur des
études épidémiologiques (géographiques ou cas-témoin), cliniques
et expérimentales. Deux facteurs d’environnement ont un rdle
établi : le tabac (protecteur dans la RCH, facteur de risque dans la
MC) et |'appendicectomie (protecteur dans la RCH). De nombreux
autres facteurs d’environnement font I'objet de recherches. Il s’agit
d’agents infectieux, alimentaires, médicamenteux, du stress et de
facteurs socio-économiques. lls sont détaillés dans la présente mise
au point. Parmi ces nouveaux facteurs, les mycobactéries atypiques,
la contraception orale et I'antibiothérapie pourraient jover un réle
dans la maladie de Crohn. A ce jour, trois hypothéses permettent
d'intégrer les facteurs d’environnement aux données connues de la
physiopathologie des MICI (perte de la symbiose entre la flore com-
mensale et I'immunité muqueuse intestinale) : celle de I'hygiéne,
celle de I'infection et celle de la chaine du froid. Beaucoup reste &
faire pour identifier les facteurs d'environnement qui inferviennent
dans les MICI. Cette recherche est ufile car elle peut mener & une
prévention de la maladie chez les sujets prédisposés et & une amé-
lioration de son cours évolutif chez les malades.

Environmental risk factors in Crohn’s disease
and ulcerative colitis
(excluding tobacco and appendicectomy)

Prévost JANTCHOU, Elisabeth MONNET, Franck CARBONNEL
(Gastroenterol Clin Biol 2006,30:859-867)

A rapid increase in the incidence of Crohn’s disease and ulcerative
colitis in developed countries, the occurrence of Crohn’s disease in
spouses, and a lack of complete concordance in monozygotic twins
are strong arguments for the role of environmental factors in inflam-
matory bowel disease (IBD). Research in the field of environmental
factors in IBD is based upon epidemiological (geographical and
case-control), clinical and experimental studies. The role of two
environmental factors has clearly been established in IBD. Smoking
is a risk factor for Crohn’s disease and a protective factor for ulcer-
ative colitis; appendectomy is a protective factor for ulcerative coli-
tis. Many other environmental factors for IBD have been
investigated, including infectious agents, diet, drugs, stress and
social status. They are detailed in the present review. Among them,
atypical Mycobacteria, oral contraceptives and antibiotics could
play a role in Crohn’s disease. To date, three hypotheses associate
environmental factors with the pathophysiology of IBD (loss of tole-
rance of intestinal immune system towards commensal bacterial
flora) : the hygiene, infection and cold chain hypotheses. Much
work remains fo be done to identify risk factors for IBD. Research
identifying environmental factors that might cause a predisposition
to IBD is useful. It may lead to disease prevention in subjects who
are genetically predisposed and disease improvement in patients.

Introduction

Il est communément admis que les maladies inflammatoires
cryptogénétiques de l'intestin (MICI) sont caractérisées par une
perteoge tolérance vis-a-vis des antigénes de la flore commensale
et une activation anormale de I'immunité cellulaire de Iintestin.
Les mécanismes de la perte de I'homéostasie de I'immunité
muqueuse infestinale sont de mieux en mieux connus : libération
excessive de cytokines pro-inflammatoires, modification de la
composition de la flore intestinale, inactivation de cellules T régu-
|atrices, perte de la fonction de barriere épithéliale, etc... [1].

La description des mécanismes des MICI ne se confond pas
avec la recherche des causes et des facteurs déclenchant. Les
MICI naissent de la rencontre de facteurs génétiques et de fac-
teurs d’environnement. Beaucoup d'efforts ont été consacrés a la
recherche de facteurs génétiques de prédisposition aux MICI ; ils
ont été couronnés de succes. En 2001, le premier géne de prédis-
position & la maladie de Crohn, baptisé NOD2 puis renommé
CARD]15, a été découvert [2, 3]. En mai 2004, J;ux nouveaux
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génes de prédisposition & la maladie de Crohn (MC) ont été
décrits, le premier nommé OCTN, situé dans le locus IBD5, est un
transporteur de cations organiques (notamment de carnitine)
exprimé dans les lymphocytes T, les macrophages et les cellules
épithéliales. Le second, nommé DLGS5, joue un réle dans le main-
tien de I'intégrité épithéliale [4, 5]. Lassociation entre OCTN,
DLG5 et MICI doit encore étre confirmée dans des cohortes indé-
pendantes. La recherche de génes de prédisposition aux MICI est
loin d'éfre achevée et il est probable que dans les toutes prochai-
nes années, d’autres associations seront décrites. Comme nous le
verrons, les facteurs d’environnement interviennent massivement
dans la survenue des MICI et leur réle est attesté par de nombreu-
ses observations, mais beaucoup reste ¢ faire pour les identifier.

Quels sont les éléments en faveur
de l'intervention de facteurs
d’environnement dans la genése des MICI ?

Evolution de I'incidence des MICI en fonction
du temps et de I'espace

Plusieurs registres de MICI ont vu le jour dans le monde.
Selon les régions du monde, I'incidence annuelle moyenne de la
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MC varie entre 0,7 et 14,6 pour 100 000 habitants et celle de la
RCH entre 1,5 et 24,5 pour 100 000 habitants [6, 7]. Tous les
regjistres ont observé une augmentation de l'incidence de la MC
et de la RCH. Elle a été constatée dés les années 40 dans les
pays développés du Nord et des les années 60 dans les pays du
Sud [6-17]. Laugmentation de l'incidence des MICI peut étre
attribuée & leur meilleure reconnaissance par les médecins et les
malades. Mais ce facteur n’explique pas, & lui seul, une felle
augmentation. Dans la moitié des études, I'augmentation d'inci-
dence des MICI est suivie d'une stabilisation fandis que dans
I'autre moitié, elle se poursuit. Lallure des courbes d'incidence :
une premiére vague d’augmentation suivie de stabilisation dans
les pays du nord, et d'une seconde vague, de méme allure dans
les pays du sud, suggere l'intervention d'un facteur d’environne-
ment lié au mode de vie occidental, qui s'est peu @ peu généra-
lisé & I'ensemble de la population et a rencontré en quelques
décennies la fotalité des sujets & risque. Ce modéle n’explique
pas I'augmentation de I'incidence de la MC constatée en Suede
[16] et dans le nord de la France au cours des années 1990
[14]. Ces deux résultats suggerent au contraire que des facteurs
d’environnement ceuvrent encore & |'augmentation d'incidence
des MICI dans les pays occidentaux. La consommation de tabac
n‘explique pas I'augmentation d'incidence de la MC dans les
pays développés. En effet, le tabagisme diminue alors que l'inci-
dence augmente chez les jeunes (18-25 ans) [13].

Un gradient nord-sud de I'incidence des MICI a été décrit en
Europe, aux Etats-Unis et en Ecosse [15, 18, 19]. En France,
lincidence de la MC est significativement plus élevée que la

nne nationale dans les régions du nord-est (Nord-Pas de
Calais, Picardie, Champagne-Ardennes et Lorraine) et plus fai-
ble dans les régions du sud et de I'ouest (Bretagne, Aquitaine,
Midi-Pyrénées, Rhéne-Alpes, Limousin et Bourgogne) [20]. Tou-
tes les études réalisées constatent un gradient nord-sud pour la
MC. Deux d'entre elles ne retrouvent pas ce gradient pour la
RCH [19, 20] et une 3° étude constate qu'il est moins marqué
pour la RCH que pour la MC [15]. On n’a pas trouvé la raison
de cefte dissociation. Le gradient nord-sud constaté dans diffé-
rentes régions du monde pour la MC peut s'expliquer par des
facteurs génétiques ou d'environnement. On ne peut excf)cr,e ue
des individus génétiquement ¢ risque de MC résident plus fré-
uemment dans le nord de I'Europe, de la France, de I'Ecosse, et
3es USA. Mais lintervention de facteurs d'environnement,
nofamment, une meilleure hygiene dans les régions du nord est
souvent évoquée pour expliquer ce gradient. Le développement
économique des régions du sud entrainant une uniformisation
des conziﬁons de vie devrait I'aboliralors quen réalité il
demeure. Dans la MC, I'activation anormale de I'immunité cellu-
laire intestinale est sous la dépendance des lymphocytes THI.
Dans une auvtre maladie liée & un exces dactivité TH1, la sclé-
rose en plaques, un gradient sud-nord a été mis en évidence.
En Australie, les régions les plus australes comme la Tasmanie
ont une incidence plus élevée que les régions septentrionales
comme le Queensland [21]. In vifro, le rayonnement ultraviolet
induit I'apparition de :Kmphocytes T régulateurs [22, 23]. Les
auteurs ont émis I'hypothése que I'ensoleillement protégeait de la
sclérose en plaques, et 'ont confirmé par une étude cas-témoin
[24]. Ce facteur n'a pas été étudié spécifiquement dans la MC et
pourrait expliquer le gradient nord-sud.

Agrégation familiale dans les MICI

Chez les jumeaux monozygotes, le taux de concordance
n'est que de 50 % dans la MC et de 19 % dans la RCH [25].
Dans les familles avec MC, les enfants atteints sont plus souvent
consécutifs que ne le voudrait le hasard. Hugot et al., en étudiant
102 apparentés appartenant @ des familles avec 3 enfants ou
plus, ayant au moins deux enfants atteints, ont observé
58 malades consécutifs alors que le hasard en attendait 46

(P =0,005) [26]. Cette différence ne paraissait pas liée ¢ un effet
cohorte ni ¢ une mutation de novo des cellules germinales surve-
nant aprés la naissance du premier enfant mais plutét & un par-
tage de certains facteurs d'environnement au sein de la fratrie.

Les formes conjugales de MICI (un des deux conjoints n'est
pas malade mais le devient dans les années qui suivent le
mariage) sont significativement plus fréquentes que ne le vou-
drait le hasard. La MC chez le conjoint indemne au moment du
mariage survient aprés une médiane de 8,5 ans (3,5-14) de vie
commune [27]. Ces formes conjugales, suggerent que le partage
de facteurs d’environnement (agent infectieux transmissible 2) au
sein du foyer familial favorise le développement de la MC.

Foyers de maladie de Crohn

Sept observations de MC ont été rapportées chez des adoles-
cents non apparentés ayant fréquenté le college de Mankato
(Minnesota-USA) entre 1976 et 1991. Un tel agrégat dans une
si pefite communauté donne une prévalence de 2400 pour
100 000 habitants. Une enquéte détaillée a mis en évidence que
les malades avaient eu en commun le fait de se baigner dans un
bassin pollué par des coliformes [28]. Linterprétation de ces
données doit étre prudente. En effet, la survenue d'un agrégat
spatio-temporel peut étre le simple fait du hasard, ¢’est-a-dlire de
la distribution aléatoire d'événements dont on ignore les
déterminants : taille de la population source, durée et nombre
d'observations.

Il'y a donc un faisceau de résultats qui suggerent que les fac-
teurs d’environnement jouent un réle important dans la survenue
de la MC et de la RCH.

Quels sont les facteurs d’environnement
incriminés dans la genése des MICI ?

De nombreux travaux ont eu pour objectif de rechercher les
facteurs d’environnement dans les MICI. Cette recherche est
ardue, car les facteurs « apparus dans le mode de vie occidental
depuis la seconde guerre mondiale » sont trés nombreux et, sans
doute, incomplétement répertoriés. Elle fait appel principalement
& I'épidémiologie : études cas-témoin principalement, corréla-
tions géographiques, plus rarement études de cohorte. Les fac-
teurs d'environnement peuvent aussi étre étudiés au laboratoire :
recherche de microorganismes sur tissu par immunohistochimie
ou amplification génique, étude de 'effet d'un facteur d’environ-
nement sur la réponse immunitaire ou la muqueuse infestinale de
malades ou d’animaux. Pour un méme facteur, on dispose par-
fois de données épidémiologiques et biologiques voire expéri-
mentales. Quelques études cas-témoin se sont aftelées & la
recherche systématique de facteurs d’environnement ; d'autres,
plus nombreuses, ont été ciblées sur un seul facteur. Parmi les
nombreux facteurs incriminés, deux seulement ont un réle
établi : le tabac (protecteur dans la RCH, facteur de risque dans
la MC) et I'appendicectomie (profecteur dans de la RCH). Ils ont
fait 'objet de revues générales récentes et ne seront pas abordés
ici [29, 30].

Etudes cas-témoins systématiques

La premiére étude de ce type a porté sur 14 centres répartis
dans 9 pays (Amérique de Nord, Europe du nord et Méditerra-
née) [31]. Cent quatre vingt dix sept malades atteints de RCH et
302 malades atteints de MC ont été comparés & deux témoins
par malade, appariés pour |'age et le sexe, avec ou sans mala-
die gastro-intestinale. Les antécédents familiaux augmentaient le
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risque de RCH et de MC. Un eczéma chez le malade ou ses
parents, des infections respiratoires, la prescription d'antibioti-
ques et le fait d'étre le dernier dans la E’atrie, augmentaient le
risque de MC. En revanche, la prise de vitamines et de minéraux
chez la mére pendant la grossesse, la vaccination contre la
variole et 'appartenance & un niveau socio-économique élevé
diminuaient ce risque. Les infections respiratoires et la possession
d'un rongeur & domicile augmentaient le risque de RCH. Par
contre, I'appendicectomie, la prise de vitamines et de minéraux
par la mére pendant la grossesse ainsi que la varicelle proté-
geaient de la RCH. Cette étude, a été la premiére ¢ montrer le
rdle protecteur de |'appendicectomie dans la RCH. Lassociation
avec |'allergie, mise en évidence dans cette étude, sera souvent
reproduite dans les études ultérieures.

L'étude de Feeney et al. a été réalisée dans une population
d'adultes et visait & identifier les facteurs présents dans I'enfance
& lorigine de la survenue d'une MICI [32]. Un total de
139 malades atteints de RCH et 137 avec MC ont é1é inclus. Les
auteurs confirmaient le réle protecteur de I'appendicectomie
dans la RCH et ne retrouvaient aucun autre facteur de risque
pour cette maladie. Dans la MC, la sérologie Helicobacter pylori
était moins souvent positive tandis que I'eczéma et la fréquenta-
tion d'une piscine étaient plus fréquents chez les malades com-
parativement aux témoins [32]. Labsence d'infection &
Helicobacter pylori est un marqueur d'une meilleure hygiéne
dlors que la fréquentation des piscines suggere la transmission
d'un agent infectieux (ou toxique) par I'ecu.

Une froisieme étude systématique des facteurs d’environne-
ment a été récemment publiée pqrcle registre Epimad [33]. Deux
cent quatre vingt deux enfants Ggés de moins de 18 ans
(222 MC et 60 RCH) ont été comparés & autant de témoins
appariés. Lhistoire familiale de MICI, I'allaitement maternel, la
vaccination par le BCG, I'eczéma, augmentaient le risque de
MC. En revanche, la consommation réguliére d’eau du robinet
diminuait ce risque. Une explication possible est que l'eau du
robinet pourrdait contenir des microorganismes, notamment des
mycobactéries non pathogénes qui joueraient un réle immunoré-
gulateur. Une histoire familiale de MICI, une menace d'accou-
chement prématuré, et le partage de la chambre & coucher avec
un autre membre de la famille {suggérant la responsabilité d'un
agent infectieux transmissible) conféraient un risque accru de
RCH dlors que I'appendicectomie protégeciit.

Une 4° étude systématique des facteurs d’environnement a
été publiée récemment [34]. Elle a été conduite auprés de
21 familles du nord de la Belgique ayant au moins trois apparen-
tés au premier degré atteints de MC. Ces 21 familles ont été com-
parées & dix familles témoins par un questionnaire de 176 items
portant sur I'enfance et |'adolescence pour les enfants et sur les
dix ans précédant la survenue de la maladie pour les adultes.
Cette étude a mis en évidence plusieurs facteurs de risque de
MC chez les malades et/ou leur famille. Les facteurs favorisant la
MC étaient : I'existence d'une périodontite, la consommation de
porc cru, de laitages non pasteurisés, d'eau de puit et le tabac.
Alinverse, des antécédents d'oreillons, la consommation
d'avoine, de son, de seigle, d'eau du robinet et un contact
domestique avec un oiseau, un chien ou un chat étaient profec-
teurs vis-a-vis de la MC. L'augmentation du risque de MC confé-
rée par la consommation de porc cru, de laitages non pasteurisés
et d’eau de puit est en faveur d'un agent infectieux transmissible.

Etudes ciblées sur des facteurs spécifiques

Agents infectieux

Plusieurs agents infecfieux ont été incriminés dans la genése
des MIC. Le virus de la rougeole, le CMV, Listeria monocytogenes,
Chlamydia  trachomatis, Escherichia Coli, Helicobacter pylori,

Facteurs d'environnement dans la MC et rectocolite hémorragique

Mycobaderium paratuberculosis, Saccharomyces cerevisiae et
d'autres micro organismes ont été proposés comme agents can-
didats.

VIRUS DE LA ROUGEOLE

Le virus de la rougeole a été mis en évidence en immunohis-
tochimie et en hybridation in situ dans les cellules endothéliales
de l'intestin de malades atteints de MC [35]. Ces résultats ini-
tiaux, n‘ont par la suite, pas été confirmés [36-37]. Paralléle-
ment, plusieurs travaux épidémiologiques ont étudié les liens
entre, d'une part la survenue d'une MICI et, d'autre part, la vac-
cination antirougeole, une infection par le virus de la rougeole
pendant la grossesse ou la petite enfance.

VACCIN ANTIROUGEOLE

Une étude épidémiologique portant sur une cohorte histori-
que de 3545 malades vaccinés en 1964 contre la rougeole a
refrouvé un odds ratio (OR) 3 fois plus élevé de développer la
MC (IC & 95 % [1,45-6,23]) ef de 2,53 (IC & 95 % [1,15-5,58])
de développer la RCH dans le groupe vaccing comparativement
& un groupe témoin de 11407 sujets non vaccinés [38]. Une
autre étude, émanant du méme groupe concemnant 7616 sujets
nés en 1970 n'a pas refrouvé d'association entre la vaccination
par le virus de la rougeole avant I'age de 5 ans et la survenue de
la MC (OR = 0,67 ; IC [0,27-1,63]) ni de la RCH (OR=0,57 ;
IC [0,20-1,61]). En revanche, une tendance ¢ développer la MC
a été observée chez les sujefs vaccinés aprés l'dge de 2 ans ;
(OR=1.05;IC [1-1,10]) [39]. Deux autres études cas-témoins
portant sur des effectifs d’environ 150 malades appariés @
2 témoins ou plus par malade, ne refrouvent pas non plus de lien
entre la vaccination contre la rougeole et les MICI [40, 41]. Une
étude de cohorte hospitaliere (1959 MC et 2018 RCH) porfant
sur une durée de 20 ans ne retrouve pas non plus dassociation
entre la vaccination, la MC et la RCH [42]. Ces données ne sont
pas en faveur d'un lien entre le vaccin contre la rougeole et la
survenue d'une MICI.

ROUGEOLE PENDANT LA GROSSESSE ET MICI CHEZ L'ENFANT

Une étude s'est intéressée & la survenue d'une MICI chez les
enfants nés de mére infectée par le virus de la rougeole pendant
la grossesse. En analysant les données de 25000 accouchements
en 10 ans, les auteurs refrouvent quatre cas de rougeole surve-
nus pendant la grossesse ; frois de ces enfants ont développé une
MC [43]. lls suggérent ainsi que celte exposition virale repré-
sente un facteur de risque majeur de survenue de MC. Une étude
ultérieure n'a pas reproduit une telle association [44].

INFECTION PRECOCE PAR LE VIRUS DE LA ROUGEOLE

Deux études de population ont montré un risque accru de
MICI chez les enfants ayant eu la rougeole avant I'age de 5 ans
[45, 46). Ces résultats nont pas été confirmé par une étude séro-
logique [47]. De plus, I'incidence des MICI augmente alors que
c?e?le de la rougeole diminue sous I'effet de la vaccination.

Au total la responsabilité de la rougeole dans la genése des
MICI peut étre raisonnablement écartée.

LISTERIA MONOCYTOGENES

Une étude immunohistochimique de 16 pigces de résection
intestinale pour MC a montré la présence de Listeria monocyto-
genes dans les macrophages et les cellules géantes 12 fois sur
16. La présence d'antigéne de E. Coli et de streptocoque éfait
également détectée dans 57 et 44 % des piéces de résection res-
pectivement [48]. D'autres études de Listeria monocytogenes
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dans le fissu intestinal, par amplification génique ou par immu-
nohistochimie n’ont pas retrouvé de différence entre les MC et les
témoins [49-51].

MYCOBACTERIES ATYPIQUES

L'hypothése selon laquelle mycobacterium paratuberculosis
pourrait étre & |'origine de la MC est le sujet d'une vieille contro-
verse. Selon ses partisans, les postulats de Koch sont réunis pour
incriminer cefte bactérie dans la survenue de la MC [52]. Pour
leurs adversaires, Mycobaderium paratuberculosis viendrait se
fixer sur les zones ulcérées de I'intestin mais n’aurait pas de réle
spécifique dans la MC. Mycobadterium paratuberculosis est pré-
sent dans le lait non pasteurisé et I'eau potable [53]. Lidentifica-
tion de mycobacterium paratuberculosis dans les tissus requiert
la culture ou la détection de DNA ou de RNA. La recherche de
mycobacterivm paratuberculosis dans les tissus intestinaux de
malades ayant la MC et les témoins a donné des résultats diver-
gents. Cependant, I'hypothése des mycobactéries a été relancée
par 3 études récentes. Dans la premiére, les auteurs ont mis en
évidence du DNA de mycobacterium paratuberculosis dans les
granulomes tuberculoides micro disséqués de fissus de sujets
atteints de MC [54]. Le méme groupe a retrouvé par la méme
technique, de I'ADN d'E. Coli au sein de ces granulomes, ce qui
remet en question la spécificité de |'association entre MC tuber-
culoide et mycobacterium paratuberculosis [55]. Une autre étude
a mis en évidence, par amplification génique, la présence de
mycobacterium paratuberculosis dans le sang de 40 % de mala-
des atteints de MC ou de RCH et de 20 % de témoins [56].
De plus, le germe était retrouvé en culture aprés 12 semaines
d'incubation, exclusivement chez les malades atteints de MICI.
Enfin, un troisiéme groupe a étudié la présence d'un fragment
d’ADN spécifique de mycobacterium paratuberculosis (15900)
dans le tissu intesfinal d}e/ malades atteints de MC, de RCH et
indemnes de MICI [57]. Les études antérieures d'IS 900 dans la
MC avaient donné des résultats contradictoires. Cette fois, les
auteurs ont employé une méthode optimisée d’extraction du
DNA chez un nombre important de malades (100 malades
atteints de MC, 100 avec RCH et 100 témoins). Ils observent que
la présence d'IS 900 est plus élevée dans la MC que dans la
RCH ou chez les témoins (52 % vs. 2% et 5 % respectivement),
aussi bien dans I'intestin gréle que dans le calon. Plusieurs élé-
ments cliniques ne sont pas en faveur du réle de mycobacterium
paratuberculosis dans la MC. Tout d'abord, les tentatives de trai-
tement par antibiotiques dirigés contre mycobacterium paratu-
berculosis ont, jusqu’a présent, donné des résultats négatifs dans
la MC, mais les résultats d'une grande étude contrdlée austra-
lienne sont attendus prochainement. De plus, si la MC était due &
mycobacterivm paratuberculosis, on devrait observer un grand
nombre d'infections sévéres déclenchées par I'Infliximab, ce qui
n’est pas le cas.

A ce stade il 'y a pas de preuve qu'un facteur infectieux
spécifique intervienne dans la genése des MICI. Le réle de myco-
bacterium paratuberculosis est loin d'étre écarté. La découverte
de NOD?2 est & I'origine d'un regain de vigueur de la piste des
bactéries intracellulaires. Il semble, en effet, que les mutations de
NOD2 observées dans la maladie de Crohn entrainent un déficit
de I'immunité innée [58]. Ce défaut de fonction macrophagique
pourrait empécher la clairance de bactéries intracellulaires qui
persisteraient dans la muqueuse intestinale et provoqueraient
une stimulation chronique de I'immunité cellulaire. L'association
entre la défection d'une bactérie (Listeria monocytogenes, myco-
bacterivm paratuberculosis,...) ne serait, dans cette hypothése,
que le témoin d'une faillite de I'immunité innée.

Facteurs alimentaires

De nombreuses études se sont penchées sur le réle des fac-
teurs alimentaires dans la genése des MICI.

CONSOMMATION DE SUCRE

La plupart des études cas-témoins ont frouvé une association
significative entre la consommation de sucres rapides et la MC
[59]. Ce résultat peut &tre interprété de 2 maniéres différentes.
La premiére est que la consommation de sucres rapides favorise
la MC, la seconze est que les malades atteints de MC consom-
ment davantage de sucres d’absorption rapide pour soulager
leurs symptémes. Un facteur confondant est que la consomma-
tion de sucres rapides est associée & celle de tabac [60]. Au
total, une revue de la littérature datant de 1998 a conclu que les
problémes méthodologicues empéchaient toute conclusion quant
au réle des sucres rapides dans les MICI [59].

AUTRES AUMENTS

D'autres facteurs alimentaires : protéines, graisse, marga-
rine, fruits et légumes, produits laitiers, café, coca cola, « fast
food » ont été étudiés dans des études cas-témoins ou par des
séries de cohorte rétrospective [61-69]. Comme pour les sucres
d'absorption rapides, les problémes méthodologiques empé-
chent de tirer une conclusion [69].

LES MICROPARTICULES ALIMENTAIRES

Lalimentation des pays développés contient une quantité
croissante de microparticules comme |'oxyde de Titanium et le
silicate d’aluminium. Selon une hypothése récente, les micropar-
ticules se comportent comme des transporteurs d'antigéne de la
lumiére vers la muqueuse intestinale. In vitro, les complexes for-
més par les antigénes et les microparticules sont de puissants sti-
muli des lymphocytes T et des macrophages [70]. Une étude n'a
pas montré de différence entre les malades atteints de MC et les
témoins quant & la quantité de microparticules alimentaires dans
le régime alimentaire [71]. Mais le réle des microparticules est
tres difficile & étudier par un questionnaire. Un essai portant sur
18 malades corticodépendants tirés au sort pour recevoir un
régime normal ou appauvri en microparticules a conclu ¢ I'effi-
cacité du régime appauvri en microparticules [72]. Un essai con-
trélé portant sur un nombre suffisant de malades est nécessaire
pour clarifier le réle des microparticules dans la MC.

MODALITES DE L’ ALLAITEMENT MATERNEL

Plusieurs études ont mis en évidence que I'allaitement artifi-
ciel exclusif (par opposition & I'allaitement maternel, exclusif ou
non) favorisait les MICI [73-78] tandis que d'autres n’ont pas
montré d'association [24, 73-74]. Ces données ont fait |'objet
d'une méta analyse [79]. Les données de 17 études réalisées
chez 2577 malades et 3551 témoins pour la RCH dinsi que
3190 malades et 4026 témoins pour la MC ont été rassemblées.
Malgré le pefit nombre d'études de haute qualité méthodologi-
que (4 concernant la RCH et 4 concernant la MC), les auteurs
refrouvaient un OR en faveur d'un rdle protecteur de I'allaite-
ment maternel sur la survenue des MICI : OR = 0,56 [0,38-0,81]
pour la RCH et 0,45 [0,26-0,79] pour la MC. Cet effet favorable
demeure en analysant la totalité des études. Cette méta analyse
n'a toutefois pas inclus I'étude du registre EPIMAD qui est en
faveur d'un rdle délétere de I'allaitement matemel pour la MC :
(OR =2,1[1,3-3,4], P=0,003) [33]. Comme nous |'avons wu,
I'allergie est plus fréquente chez les malades atteints de MC. Les
résultats dles fravaux qui ont étudié les liens entre allaitement
maternel et allergie sont superposables ¢ ceux effectués dans la
MC. Il était communément admis que I'allaitement protégeait de
I'allergie, mais une étude longitudinale récente a montré qu'a
long terme, |'allaitement maternel augmentait le risque d'allergie
[80]. Cet effet délétere pourrait &tre lié ¢ la présence de toxiques
dans le lait maternel ou & un retard & I'acquisition d'infections
pendant la petite enfance lié & I'immunité conférée par I'allaite-

v o9

862

89



ment maternel. Ce retard conduirait & un défaut d'immunorégu-
lation et, conséquemment, & la perte de I'homéostasie de
I'immunité muqueuse intestinale.

Au total, les biais méthodologiques et les résultats contradic-
toires ne permettent pas de porter de conclusion sur le réle des
facteurs alimentaires dans les MICI.

Contraception orale (CO)

On s'est intéressé au role de la CO dans la genése des MICI
car c'est un facteur introduit récemment dans le mode de vie
occidental. De plus, si la maladie est plus fréquente avant la
puberté chez le gargon, elle est plus fréquente & I'age adulte
chez les femmes. Le mécanisme suspecté est la formation de
micro thrombi et d'infarctus focaux au niveau de la microvascu-
larisation intestinale [81]. Plusieurs études ont retrouvé une
association entre |'utilisation des CO et la MC mais pas la RCH
[82-84]. Une méta andlyse réalisée en 1995 retrouve ainsi un
Odds Ratio de 1,44 : IC & 95% [1,12-1,16] pour la MC et de
1,29 :1C & 95 % [0,94-1,77] pour la RCH [85]. L'évolution de la
maladie ne semble pas medifiée par la poursuite ou non des
contraceptifs oraux [86].

Vaccinations

BCG

La vaccination par le BCG entrdiine une stimulation TH1 dont
I'activité excessive est un des mécanismes essentiels de la MC.
Létude du registre Epimad retrouve un OR de développer une
maladie de Crohn chez les sujets exposés au vaccin de 3,6 [IC &
95%:1,1-11,9] avec un effet dose [33]. Cette étude est la pre-
miére & montrer un tel effet, dont la reproductibilité doit &tre tes-
tée dans les études & venir.

VAcciNs comBINES RouceoLe ORElLLONS RustoLe (ROR)

Une vaste étude épidémiologique américaine effectuée &
partir des statistiques des « Health Maintenance Organizations »
a montré que la vaccination combinée ROR n’augmentait pas le
risque de MICI. Au confraire, la vaccination avant 'age de
18 mois diminuait ce risque [41].

Modification de la composition de la flore intestinale

ESCHERICHIA COLI ADHERENT INVASIF

La présence d'E. Coli adhérent invasif a été constatée dans la
muqueuse iléale de 20-30 % de malades (vs. 5% de témoins)
atteints de MC chronique (piéces de résection intestinale) ou sur
les biopsies prélevées dans I'iléon terminal sain ou malade de
malades ayant été opérés de résection intestinale [87, 88]. Ces
bactéries ne possédent pas les facteurs de virulence refrouvés
dans les souches responsables de diarrhées aigugs infectieuses.
Les E. Coli adhérents invasifs sont phagocytés par les macropha-
ges et persistent & I'intérieur de leur cytoplasme au lieu d'y &tre
détruit. On ignore leur écologie et leur mode de transmission. La
présence d'E. Coli adhérent invasif au sein de la muqueuse intes-
tinale des malades atteints de MC pourrait étre un marqueur
d'une perméabilité intestinale anormalement élevée et/ou d'une
défaillance de la fonction macrophagique qui laisserait persister
ces bactéries au sein de la muqueuse intestinale.

L’ ANTIBIOTHERAPIE

Son réle a été récemment étudié au sein d'une cohorte pros-
pective de malades (regroupant 5% de la population du
Royaume-Uni) suivis par des médecins généralistes britanniques

Facteurs d'environnement dans la MC et rectocolite hémorragique

[89]. A chaque visite, les omnipraticiens ont noté leurs observa-
tions, les diagnostics retenus et les traitements prescrits. Au total,
587 malades atteints de MC ont été identifiés au sein de cette
base de donnée et comparés & 1460 témoins appariés. Il s'avére
que les sujets atteints de MC étaient plus souvent fumeurs (28 %
des cas vs. 20 % des témoins) et avaient, plus souvent que les
témoins, recus des antibiotiques dans les 2 & 5 ans qui ont pré-
cédé le diagnostic de MC (71 % des cas vs. 58 % des témoins).
Une telle association n'est pas forcément causale et I'on peut
penser que les antibiotiques ont été prescrits pour des symptomes
interprétés & tort comme des infections intestinales alors qu'il
s'agissait de signes révélateurs de MC. Si I'on restreint I'analyse
aux malades qui n"avaient pas de symptdmes gastro-intestinaux
ni de médicaments ¢ visée gastro-intestinale dans les frois ¢ cing
ans avant le diagnostic, 'excés de risque conféré par Iantibio-
thérapie se maintient au méme niveau. Une autre explication
serait que les malades atteints de MC sont de gros demandeurs
de soins et obtiennent plus souvent que les témoins une prescrip-
tion d’antibiotiques pour une infection banale. Cefte hypothése
ne peut étre écartée, mais elle nest pas plus probable qu’une
relation de causalité entre |'antibiothérapie et le déclenchement
de MICI. Tout récemment, le réle délétere de I'antibiothérapie a
été mis en évidence dans un modéle de colite inflammatoire au
sodium dextran sulphate chez la souris invalidée pour le géne
Myd88 (protéine activée par la reconnaissance de TLR4 avec son
ligand) [90]. TLR4 est une protéine localisée ¢ la surface des
macrophages et des monocytes ; elle se lie & des glycoprotéines
bactériennes comme le lipopolysaccharide et transmet un signal
d'activation @ NFkB. Dans ce modele, les lésions coliques étaient
plus sévéres chez les souris traitées par les antibiotiques. Cette
étude dévoile une fonction jusqu'alors méconnue de la flore
intestinale : le maintien de I'intégrité épithéliale. Cette fonction,
qui est abolie par |'antibiothérapie, est sous la dépendance de la
liaison entre les bactéries et le récepteur TLR4.

INFECTIONS PERINATALES

Une étude a montré un risque plus élevé de MICI chez les
malades ayant eu une gastroentérite aigué dans les jours qui ont
suivi la naissance [91]. D'autre part Léquipe d'Ekbom a montré
que les MICI étaient plus fréquentes chez les enfants qui ont pré-
senté une infection périnatale toutes localisations confondues
[92]; dans cette étude cas-témoins incluant 257 cas de MC,
autant de RCH et 514 témoins appariés pour l'age, le sexe et
I'age maternel ou la parité, ils retrouvaient un OR de 3,8 [IC :
2,6 a 5,8] de présenter une maladie de Crohn chez les malades
ayant présenté un événement périnatal infectieux consigné dans
le dossier médical. Ce risque était plus élevé pour les infections
virales que pour les infections bactériennes.

Stress

Le réle du stress est souvent évoqué par les malades et fait
partie des idées recues sur les MICI. Le stress joue un réle impor-
tant dans certains modeles animaux de colites inflammatoires
[93]. En 2000, une revue des études cliniques effectuées chez
'homme montrait que les biais méthodologicues ne permettaient
pas de tirer de conclusion quant aux liens entre stress et déclen-
chement de MICI [94]. Deux études récentes se sont penchées sur
cefte question. Dans la premiére, la prévalence des MICI a été
évaluée chez 21 062 parents ayant perdu un enfant agé de
moins de 18 ans et 293 745 parents appariés [95]. La préva-
lence des MICI n’était pas différente dans les deux groupes
(Odds Ratio = 0.97 (IC 95 % [0,76-1.34]) [88]. A l'inverse, une
étude cas témoin a retrouvé un excés d'événements de vie dans
les 6 mois précédant les symptomes de la MC [96].

Les données actuellement disponibles sont donc contradictoi-
res. Elles le sont aussi en ce qui concerne le réle du stress dans le
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déclenchement des poussées de MICI [94]. Une des difficultés
inhérente & cette recherche est que les mémes événements de vie
(deuil, séparation, maladie d'un proche...) ne sont pas vécus de
la méme facon selon les individus. L'entourage familial et amical,
les capacités d’adaptation modulent le vécu d’'un événement de
vie. Ces facteurs devraient étre intégrés dans les études & venir
sur I'impact des événements de vie dans la survenue des MICI ou
de leurs poussées.

Facteurs socio-économiques
et niveau d’exercice physique

Les études concernant le statut socioprofessionnel des malades
atteints de MICI ont donné des résultats assez variés. La maijorité
des auteurs a retrouvé un excés de représentation des couches
socio économiques favorisées, et une diminution de fréquence
chez les agriculteurs [ 19, 97]. Par exemple, Sonnenberg et al. ont
montré par une étude des statistiques de sécurité sociale alle-
mande, une fréquence de MICI plus élevée chez les cols blancs
comparativement aux cols bleus [98]. Une étude prospective
danoise a retrouvé que les professions sédentaires étaient expo-
sées & un excés de risque de MICI [99]. Ces résultats n’excluent
pas une interaction entre |'activité physique et d'autres paramétres
tels le niveau socio-économique et I'environnement domestique.

Syntheése : hypothéses physiopathologiques

Hypothése « meilleure hygiéne »

Lhypothese meilleure hygiéne est souvent mise en avant pour
expliquer le gradient nord sud de MC et I'augmentation de fré-
quence des MICI depuis la demiére guerre. Elle repose sur les
résultats suivants :

— deux études cas-témoins ont décelé un équipement en eau
chaude plus fréquent chez les malades atteints de MC compara-
tivement aux témoins [100, 101]. Dans l'une d’elle, un équipe-
ment en salles de bains séparées était plus fréquent chez les
malades atteints de MC comparativement aux témoins. En revan-
che, aucune différence entre malades atteints de RCH et témoins
n’a été mise en évidence. A présent, tous les foyers des pays dé-
veloppés, ou presque, sont équipés de I'eau chaude, si bien que
ce facteur ne peut plus étre significatif dans les études cas-té-
moin, mais cela n’exclut pas qu'il a pu favoriser |'augmentation
d'incidence de la MC dans les décennies précédentes.

— Trois études ont frouvé une fréquence plus faible d'lgG
anti- Helicobacter pylori chez les malades atteints de MC com-
parativement aux témoins [32, 102-103] mais une étude n’a pas
reproduit ce résultat [101].

— Lallergie est plus fréquente chez les malades atteints de
MC que chez les témoins, et I'on peut inférer que les 2 maladies,
dont la fréquence a augmenté parallélement, ont en commun des
facteurs d’environnement. Or, il a été montré que le contact avec
les étables et la consommation de lait cru avant 'age de 1 an
protégeaient de la survenue d'allergie [104] tandis que le niveau
d’endotoxine dans I'environnement est inversement corrélé a la
survenue d'allergie chez I'enfant [105].

— Les MICl sont rares et les helminthiases fréquentes dans les
pays en voie de développement [106]. Une étude ouverte sugge-
re que les ceufs d’helminthes pourraient avoir un effet thérapeu-
tique dans la MC [107]. Une étude contrdlée de phase 2 suggere
que les ceufs d’helminthes sont efficaces dans la RCH [108].

L'hypothése « meilleure hygiéne » a été récemment formali-
sée par le groupe de Rook [109]. Selon ces auteurs, I'hygiéne a
fait baisser la mortalité et la morbidité infectieuse mais a éloigné
I'homme de micro-organismes qui jouaient un réle régulateur

dans le fonctionnement du systéme immunitaire (« old friends ») :
Lactobacillus (présents en abondance dans les produits laitiers
fermentés), mycobactéries saprophytes de ['environnement
(qui vivent dans I'eau non traitée mais sont absentes de |'eau
traitée par chlorination), helminthes. La contrepartie de la dimi-
nution de la mortalité infectieuse serait I'augmentation des mala-
dies allergiques et des MICI.

La RCH est, plus encore que la MC, une maladie liée ¢ I'envi-
ronnement, comme le montrent les études de concordance chez
les jumeaux monozygotes. L'hypothése « meilleure hygiéne »
s'applique moins bien & la RCH qu’a la MC, en effet :

— Le gradient nord-sud est moins marqué pour la RCH que
pour la MC [19, 20].

— A notre connaissance, aucune étude cas-témoins n’a ap-
porté d'éléments en faveur d’une meilleure hygiéne dans la RCH,

— les enfants atteints de RCH partagent plus souvent leur lit
avec les autres membres de la famille que les témoins [33]. Il faut
noter cependant que ce résultat n’a pas été retrouvé dans une

autre étude [101].

Hypothése infectieuse

C'est une théorie ancienne, souvent évoquée, jamais confir-
mée. Les arguments actuels en sa faveur sont les suivants :

— les formes conjugales de MICI sont plus fréquentes que ne
le voudrait le hasard ;

— niI'étude de Gilat ni celle du registre EPIMAD n’apportent
d'élément en faveur de 'hypothése « meilleure hygiéne » dans la
MC et aucune étude dans la RCH [31, 33]. 'étude d'EPIMAD
montre au contraire une augmentation du risque de RCH chez les
enfants qui ont partagé leur chambre & coucher avec leurs freres
et sceurs.

— plusieurs études cas-témoins ont mis en évidence une aug-
mentation de la fréquence des infections respiratoires, intestina-
les ou périnatales chez les malades comparativement aux
témoins [91, 92] ;

— une étude a mis en évidence un lien avec la consommation
de porc cru, de laitages non pasteurisés et d'eau de puit [34] ;

— I'hypotheése des mycobactéries a été récemment relancée.

Hypothése de la chaine du froid

Lhypothése de la chaine du froid réunit la théorie de la
« meilleure hygiéne » et la piste infectieuse [110]. Nous en pro-
posons le résumé suivant : « La mutation de CARDI15 sercit
apparue au moment de |'épidémie de peste qui a sévi en Europe
au XIVEsiecle. Elle conférerait une résistance accrue & cette
maladie. Lavénement du réfrigérateur au début des années
1940 aux Etats-Unis et en Scandinavie, coincide avec I'augmen-
tation de I'incidence de la maladie de Crohn. Certaines bactéries
dites psychotrophes (Listeria, Yersinia, ...) survivent dans les réfri-
gérateurs. Lune d'elles, Yersinia a une protéine appelée Yop qui,
en temps normal, inhiberait I'activation de NF«B via une inferac-
tion avec CARD 15 (phénotype sauvage). Or, il a été montré que
les malades mutés pour CARD1 5 avaient une perte de fonction
de cette molécule. En dautres termes, chez les individus mutés
pour CARDI 5, Yop enfrciinerait une perte d'inhibition, c’est-a-
dire une activation de NFkB. »

Conclusion

Les MICI naissent d'une rencontre entre des génes de prédis-
position et des facteurs d’environnement. L'ensemble des résultats
présentés suggeére que I'augmentation d'incidence des MICI est
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liée & une modification introduite dans I'environnement au cours
des décennies écoulées depuis la 2¢ guerre mondiale. Il pourrait
s'agir d’'une modification de la composition de la flore fécale
(provoqué par une antibiothérapie) ou de I'implantation d'un
agent faiblement pathogéne véhiculé par un vecteur (eau de
puits ou de source, lait cru, réfrigérateur...) qui provoquerdit la
MC chez les individus génétiquement ¢ risque. Ce schéma & frois
partenaires (terrain génétique, bactérie faiblement pathogene,
vecteur d'environnement) n’exclut pas le rdle de cofacteurs
comme le tabac (qui diminue I'activité bactéricide des macro-
phages vis-é-vis des bactéries intracellulaires) ou la contracep-
tion orale. Beaucoup de facteurs ont été étudiés et il n'est pas
difficile de trouver des études positives, presque pour chacun
d'eux. Néanmoins les résultats d'une étude sont souvent démen-
tis par une autre, si bien qu’ci ce jour, seuls le tabac et 'appendi-
cectomie ont un réle établi, retrouvé de fagon concordante et
reproductible. La recherche de facteurs de prédisposition liés &
I'environnement est difficile. Elle est utile car elle peut mener &
une prévention de la maladie chez les sujets prédisposés et ¢ une
amélioration de son cours évolutif chez les malades [111].
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Summary

Rapid increase in Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) incidence in developed
countries, occurrence of CD in spouses and lack of complete concordance in monozygotic
twins are strong arguments for the role of environmental factors in inflammatory bowel
disease (IBD). Only two environmental factors have an established role in IBD. Smoking
is a risk factor for CD and a protective factor for UC; appendectomy is a protective fac-
tor for UC. Many other environmental factors for IBD have been investigated. These are
infectious agents, diet, drugs, stress and socio-economic factors. They are detailed in
this paper. Among them, adherent invasive E. coli, infectious gastroenteritis, oral contra-
ceptives and antibiotics could play a role in CD. To date, three theories integrate envi-
ronmental factors to pathogenesis of IBD: hygiene, infection and cold chain. Much work
remains to be done to identify risk factors for IBD. As exemplified by smoking, research of
environmental risk factors of IBD is useful since it may lead to an improved disease course
among patients and perhaps, to appropriate prevention among predisposed subjects.
Further studies in this field are eagerly awaited.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé
L’augmentation rapide de l’incidence de la maladie de Crohn (MC) et de la rectocolite
hémorragique (RCH) dans les pays développés, |’absence de concordance totale chez les
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jumeaux monozygotes, les formes conjugales de MC sont autant d’éléments en faveur
du role des facteurs d’environnement dans la genése des maladies inflammatoires chro-
niques de Uintestin (MICI). Deux facteurs d’environnement ont un rdle établi : le tabac
(protecteur dans la RCH, facteur de risque dans la MC) et I’appendicectomie (protecteur
dans la RCH). De nombreux autres facteurs d’environnement font U'objet de recherches.
Il s’agit d’agents infectieux, alimentaires, médicamenteux, du stress et de facteurs
socio-économiques. Ils sont détaillés dans cet article. Parmi ces facteurs, Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis, E. coli adhérent invasif, la contraception orale et
I’antibiothérapie pourraient jouer un réle dans la MC. A ce jour, trois théories permettent
d’intégrer les facteurs d’environnement aux données connues de la physiopathologie des
MICI : Uhygiéne, U’infection et la chaine du froid. Beaucoup reste a faire pour identifier
les facteurs d’environnement qui jouent un role dans les MICI. Cette recherche est utile
car elle peut mener a une prévention de la maladie chez les sujets prédisposés et a une

amélioration de son cours évolutif chez les patients.
© 2009 Elsevier Masson SAS. Tous droits réserveés.

Introduction

Inflammatory bowel diseases (IBD) are characterised by a
decreased tolerance to intestinal bacteria and an abnormal
activation of intestinal cellular immunity. Several mecha-
nisms involved in the loss of homeostasis of intestinal
mucosal immunity have been described in animal models
of IBD and in clinical settings: increased production of
proinflammatory cytokines, dysbiosis of intestinal flora,
inactivation of regulatory T cells, loss of the epithelial
barrier function, etc. [1, 2].

The description of IBD mechanisms is distinct from the
research for its causes or triggering factors. IBD is the result
of the combination of both genetic and environmental factors.
Major research efforts, have concentrated on genes predispo-
sing to IBD. At the present time, nine genes predisposing to
Crohn’s disease (CD) have been found [3]. NOD2-CARD15 is one
of them. It is a key component of the innate immune response
against bacteria [4]. Two genes IRGM and ATG16L1 play a role
in autophagy of intracellular bacteria [5, 6]. Several other
genes are involved in the regulation of innate and adaptive
immune response (IL23R, PTPN2, TNF AIP3, etc.). Research
of genes predisposing to IBD is far from complete and further
associations are likely to be described in the coming years.

However, as we will see as we read on, environmental
factors are involved in the occurrence of IBD, and their role
has been confirmed in a number of observations.

Do environmental factors play a role in IBD?
Time trends in IBD incidence

Several IBD registries have been set up across the globe.
Depending on regions, the mean annual incidence rate
of CD varies from 0.7 to 14.6 for 100,000 inhabitants and
that of ulcerative colitis (UC) from 1.5 to 24.5 per 100,000
inhabitants [7-13]. All registries have noted an increased
incidence of both CD and UC. This increase was first noted in
the 1940’s in Northern developed countries and in the 1960’s
in Southern countries [7-13]. In half of studies, the increased
incidence of IBD (either UC or CD) is followed by a plateau

96

[6]. It suggests that environmental factors have progressively
spread throughout the entire population, reaching, within
a few decades, all individuals at risk. In several registries,
incidence of CD is still rising, particularly in children from
Svreden [13], Northern France [11] and Denmark [15] during
the 1990’s and 2000’s, suggesting that some environmental
factors still act to increase the incidence of CD in Western
nations. However, one cannot exclude that the increased
incidence of IBD is due to its better recognition by patients
and physicians.

North-South gradient of IBD incidence

A North-South IBD incidence gradient has been described in
Europe, the USA, Scotland and France [12, 16, 17, 18]. All
studies conducted have observed a North-South gradient for
CD. Two of these studies did not observe a similar gradient
for UC [17, 18] and a third study observed a less marked
gradient for UC than for CD [12]. In France, the incidence
of CD is significantly higher in the north of (Nord-Pas-de-
Calais, Picardie, Champagne-Ardenne and Lorraine) and
lower in Southern and Western regions (Brittany, Aquitaine,
Midi-Pyrénées, Rhone-Alpes, Limousin and Burgundy) [18].
The North-South gradient observed for CD in different
regions throughout the world can be explained by genetic
or environmental factors. Subjects who have a genetic
predisposition to CD may reside more frequently in Northern
regions. The higher incidence observed in the north-east
of France is consistent with the first (and most important)
component which corresponds to the spread of farming from
the Levant to the north and west of Europe at the Neolithic
age [19]. It is said to account for 28% of the genetic variation
in Europe. Environmental factors, in particular improved
hygiene in Northern regions, may also explain this gradient.
The economic development of Southern regions resulting in
the standardisation of way of life should reduce the North-
South gradient. In CD, the abnormal activation of intestinal
cellular immunity is dependent upon TH1 lymphocytes. In
multiple sclerosis, another disease associated with excessive
TH1 activity, a South-North gradient has been observed. In
Australia, the most Southern regions such as Tasmania have
a higher incidence than Northern regions such as Queensland
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[20]. It has been hypothesized that sunlight protects subjects
from multiple sclerosis; a theory confirmed by a case-control
study [21]. A recent study has shown that distribution of
multiple sclerosis in farmers was higher in the north and
north-east of France, a distribution similar to that of CD [22].
Previous study performed in Manitoba, Canada has shown
that both diseases had a similar geographic distribution [23].
This suggests that both diseases share similar environmental
factors, including sunlight exposure.

Family aggregation in IBD

In monozygotic twins, the concordance level is only 50%
for CD and 19% for UC [24]. In families with CD, affected
children are more often consecutive than may be expected
by chance alone. Hugot et al. studied 102 relatives who
belonged to families with three or more children, with at
least two affected with CD. They observed 58 consecutive
cases, whereas chance predicted only 46 (P = 0.005) [25].
This difference could be attributed neither to a cohort effect,
nor to a de novo mutation of germinal cells after the birth of
the first child. The shared exposure by siblings to common
environmental factors was the preferred explanation.
Moreover, IBD in spouses are significantly more frequent
than chance would predict [26]. CD among disease-free
spouses at time of marriage occurs after a median of 8.5 years
(3.5-14) of conjugal life [26]. These conjugal forms of CD
suggest that shared exposure to environmental factors within
the same family household favours the development of CD.

Clusters of CD

Seven observations of CD have been reported among non-
related adolescents having studied at the Mankato College
(Minnesota-USA) from 1976 to 1991 [27]. Such an aggregate
of CD within this small community would result in the
extremely high prevalence of 2,400/100,000 inhabitants. A
detailed investigation showed that patients had commonly
bathed in a pool polluted with Coliform bacteria [27].
However, caution is needed in interpreting these results.
Indeed, the occurrence of a spatio-temporal aggregate could
be the result of pure chance.

The abovementioned studies suggest that environmen-
tal factors play a role in IBD pathogenesis. Many studies
have attempted to identify these environmental factors.
Numerous epidemiological studies, either ecological studies,
case-control studies, or more recently, cohort studies have
been performed. Such research is painstaking, since factors
“having emerged in Western living conditions since the
Second World War” are numerous and probably, incomple-
tely recorded. Several systematic case-control studies have
attempted to identify them. Others have targeted a single
factor. Environmental factors may also be studied in the labo-
ratory: detection of microorganisms on human tissue using
immunohistochemistry or PCR, effect of an environmental
factor on the immune response. Based upon the philosophy
of David Hume (1711-1776), the British epidemiologist Austin
Bradford Hill has defined a list of criteria required to identify
a factor as causative. These criteria appear in box 1. Among
all the suspected causative factors of I1BD only tobacco and
appendectomy satisfy these criteria.

Box 1. Criterias for causal associations between
environment and medicine (according to Austin
Bradford Hill, Environment and causation, Proc Royal
Society Medicine 1965;58:295-300).

Criteres utilisés pour étudier les liens de causalite
entre environnement et pathologie (d’apres Austin
Bradford Hill, Environment and causation, Proc Royal
Society Medicine 1965;58:295-300).

« The association is strong.

« The association is constant and reproducible.

« Cause must precede the effect.

« There is a dose effect relationship.

» Cause is biologically plausible.

« Cause is in line with present knowledge about natural
history of the disease.

« A conclusive randomized controlled trial is a strong
argument.

Systematic case-control studies

The first study of this type focused on 14 centres throughout
9 different countries (Northern America, Northern Europe
and the Mediterranean) [28]. One hundred and ninety-seven
patients presenting with UC and 302 patients with CD were
compared with two controls per patient, matched for both
age and sex, with or without gastrointestinal disease. Family
history increased the risk of UC and of CD. Eczema in a
patient or his/her parents, respiratory infections, antibiotic
prescription and being the youngest sibling, all increased
the risk of CD. On the contrary, consumption of vitamins
and minerals during pregnancy by the mother, small pox
vaccination and belonging to a high-level socio-economic
group, all diminished the risk. Respiratory infections and the
presence of pet rodents at home increased the risk of UC.
On the contrary, appendectomy, consumption of vitamins
and minerals during pregnancy by the mother, together vsith
measles all protected against UC. This study was the first to
demonstrate the protective role of appendectomy against
UC. The association with allergy demonstrated in this study
was frequently observed in subsequent studies.

The study by Feeney et al. was conducted in adults and
was aimed to identify risk factors present during childhood
and potentially responsible for the onset of IBD [29]. One
hundred and thirty-nine patients presenting with UC and 137
with CD were included in the study. The authors confirmed
the protective role of appendectomy against UC and found
no other risk factor for this disease. In CD, Helicobacter
pylori serology was less frequently positive, whilst eczema
and regular visits to the swimming pool were more frequent
among patients than among controls. The absence of
Helicobacter pylori infection is a marker of better hygiene,
whilst swvimming pool attendance is suggestive of the trans-
mission by water of an infectious (or toxic) agent.

A systematic environmental factor study was recently
published by the EPIMAD registry [30]. Two hundred and
eighty-two patients aged under 18 years (222 CD and 60 UC)
were compared to as many matched controls. Family history
of IBD, maternal breast feeding, BCG vaccination and eczema
increased the risk of CD. The regular consumption of tap
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water decreased this risk. A possible explanation is that tap
water may contain bacteria, in particular non-pathogenic
mycobacteria, which may play an immunoregulatory role.
Family history of IBD, preterm birth and sharing a bedroom
with another family member (suggesting the involvement of
a transmissible infectious agent) all increased the risk of UC,
whereas appendectomy played a protective role.

A systematic environmental factor study was conducted
among 21 families from Northern Belgium with at least
three first degree relatives presenting with CD [31]. These
21 families were compared with 10 control families via a
questionnaire including 176 items concerning childhood and
adolescence for children and concerning the ten-year period
immediately prior to the onset of disease for adults. This
study evidenced several CD risk factors among patients and/
or their families. Factors favouring CD were: periodontitis,
consumption of raw pork, of non-pasteurised dairy products,
of well water and of tobacco. On the contrary, history of
mumps, consumption of oats, bran, rye and tap water,
together with domestic contact with a bird, dog or cat all
played a protective role against CD. The increased risk of CD
induced by the consumption of raw pork, non-pasteurised
dairy products and well water is in support of a transmissible
infectious agent.

A case-control study of newly-diagnosed cases of CD
(n = 194), less than 20 yr of age has been reported recently
[32]. In multivariate conditional logistic regression, family
history of IBD, age, and owning a pet were associated
with risk for CD, whereas regular use of a personal towel
and lesser crowding in homes were protective. Day-care
attendance during the first 6 months of life and “physician-
diagnosed infections” between 5 and 10 yr of age were
associated with increased risks for CD. This study concluded
that “infection-related exposures seem to enhance risk for
CD in children”.

Conversely, a multicenter case control study performed
in children with CD (n = 444) and UC (n = 304) has shown
that regular contact with farm animals during the first year
of life was inversely associated with CD and UC [33]. Regular
contact with cats during infancy
was also associated with CD but

smoking is abolished in those who stop smoking. Ulcerative
colitis is also less severe in smokers than in non-smokers:
flare-up and hospitalization rates, the need for oral steroids
and, colectomy rates, are lower in smokers than non-smokers
[36]. Stopping smoking increases the risk of developing UC
when compared to neversmokers. This increased risk, about
1.64 (1.36-1.98) persists during the 2 to 3 years following
smoking cessation [35]. Likewise, smokers with UC who quit
experience an increase in disease activity, hospital admissions
and the need for oral steroids, and immunosuppressants (but
seemingly not colectomy), within the first years following the
cessation of smoking [37].

Smoking and CD

It is clearly established that smoking increases the risk
of having CD. One meta-analysis has calculated a pooled
odds ratio of 2.0 (1.65-2.47) in current smokers compared
to non-smokers [35]. CD is also more severe in smokers
than in non-smokers: flare-up, penetrating complications,
surgery and postoperative recurrences are higher in smokers
than non-smokers [34]. The detrimental effect of smoking
is dose dependent, however a light consumption remains
harmful. Smoking increases the risk of having ileal CD and
increases its severity in patients affected with CD but has
little effect upon colonic CD [34]. CD activity in ex-smokers
is not different to that of non-smokers, and less marked than
in current smokers. One prospective study performed in a
selected group of 59 patients who stopped smoking follov/ing
a smoking cessation intervention examined the disease
course from one year after the quit date [38]. Regarding the
flare-up rate and therapeutic needs, disease severity was
similar in patients who had never smoked and in those who
stopped smoking, and both had a better course than conti-
nuing smokers. Quitters had a 65% decreased risk of flare-up
compared with paired continuing smokers. They were less
likely to require corticosteroids, start immunosuppressive
therapy, or require an increased dose of immunosuppres-
sants (Figure 1). Additional intervention studies of smoking
cessation in smokers with CD are required.

— Quitters
— Continuing smokers

-Non-smokers

not UC. Allergic rhinitis was a 100+
correlated significantly with CD 7
but not UC. o 80
8
Targeted studies on :};: 60
specific risk factors S
]
Smoking 5 401
—
Smoking and UC g 204
The role of smoking is crucial =
in CD and UC [34]. It is clearly o —_
established that smoking has a R 0-
strong protective effect against 0

UC. One meta-analysis has cal-
culated a pooled odds ratio of
0.41 (95% confidence intervals
0.34-0.48) for current smokers
compared with non-smokers
[35]. The protective effect of

to Cosnes et al. [41]).
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Figure 1 Risk of flare up of Crohn’s disease in active smokers, ex-smokers and in non-smokers (according

Risque de poussée de maladie de Crohn chez des malades fumeurs actifs, anciens fumeurs, ou non-
fumeurs (d’aprés Cosnes et al. [41]).
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Mechanisms of the effects of smoking in IBD

The reasons why smoking has an opposite effect in CD and UC
remain obscure. Tobacco contains hundreds of different subs-
tances including nicotine, free radicals and carbon monoxide.
The targets of smoking are plentiful: mucus layer, macrophage
function, adaptive immunity, cytokine production, vascular
effects, motility and intestinal permeability to macromolecu-
les... In CD the mucus layer is thicker whereas it is thinner in
UC; nicotine increases mucin synthesis in UC patients. Smokers
with IBD have a significant reduction in mucosal cytokine
levels, specifically, IL-1b and IL-8 for patients with UC and IL-8
for patients with CD [39]. Smoking also targets macrophage
function. Macrophages from smokers express a selective func-
tional deficiency in their ability to kill intracellular bacteria
[40] and carbon monoxide at low concentrations inhibits the
lipopolysaccharide-induced expression of proinflammatory
cytokines (TNFe, IL-1b and macrophage inflammatory pro-
tein-1b) and increases that of IL-10 [41]. Smoking increases
the risk of ileal CD and decreases macrophage ability to kill
intracellular bacteria. Likewise, some of the CD-predisposing
genes are involved in autophagy (ATG and IRGM) and innate
immune response against bacteria (NOD2); these genes
increase the risk of ileal CD but not colonic CD. Therefore,
it can be suggested that ileal CD results from innate immune
deficiency against intracellular bacteria, either inherited or
due to environmental factors (including smoking) or both.

Therapeutic implications

The effects of smoking upon IBD course have important
therapeutic implications. Smokers with UC who plan to stop
should be informed about the potential risk of increase in
disease activity. Smoking cessation has become a major the-
rapeutic goal in the management of CD, particularly in young
women and in patients with ileal involvement. However,
the proportion of CD patients who stop smoking remains
low —about 10%— and relapse rate is high. Smoking cessation
programs should be developed in IBD centers.

Appendectomy

Several case control and cohort studies have found that
appendectomy reduces the risk of having UC. In 2002, a
meta-analysis pooled the results of 17 case control studies.
The overall pooled OR was 0.312 (0.261-0.373) for having
UC in appendectomized patients vs non appendectomized
patients [42]. However, the methodological quality of some
of these studies has been questioned [43]. There have been
two national cohort studies on this subject. The Swedish
study has followed 212,963 people who had undergone an
appendectomy and the same number of matched controls
[44]. It concluded that the incidence of UC was 26% lower
in appendectomized patients (relative risk 0.42; 0.31-0.57).
The Danish study included 154,434 appendectomized patients
and found that the incidence of UC was 13% lower (relative
risk 0.87; 0.69-1.07) in appendectomized patients [45]. In
both studies, the risk of UC was lower for patients who had
been operated on before the age of 20 and for a confirmed
appendicitis. There is thus good evidence to support the
association between appendectomy and UC. UC is also less
severe in appendectomized patients, the disease course is
less active and colectomy rate is lower [46].

However, in view of the abovementioned results, it seems
likely that the protective effect is due to appendicitis not
appendectomy. Appendectomy is often inflamed in UC, even
in patients with distal disease [47]. Immunohistochemical
studies have shown that in UC, there is an accumulation
of activated macrophages closely linked to epithelial cells
which harbor HLA class Il antigens on their surface [48].
TcRa knock out mice develop a spontaneous inflammatory
colitis between 24 and 31 weeks of life [49]. Neonatal
appendectomy prevents these mice from having a subse-
quent inflammatory colitis [50]. It has been suggested that,
in this model, autoreactive T cells which cross react with
bacterial antigens are activated within the appendix.

The role of appendectomy in CD onset is less well defined
than for UC. A recent population-based study in Sweden and
Denmark has shown an increase in CD frequency in the first
6 months after appendectomy but this excess risk disap-
pears thereafter, suggesting that the association is due to a
diagnostic bias [51]. Appendectomy does not seem to affect
severity in patients with CD [52].

Infectious agents

Several infectious agents have been suspected to have a
causative role in IBD.

Perinatal infections

One study demonstrated a higher risk of IBD among patients
having suffered acute gastroenteritis in the days following
their birth [53]. Furthermore, it has been demonstrated
that IBD was more frequent among children presenting with
perinatal infection, all localisations combined [54]. In this
case-control study including 257 cases of CD, 257 UC and 514
controls matched for age, sex and maternal age or parity,
the authors found an OR of 3.8 [Cl: 2.6 to 5.8] to develop
CD among patients who had had a perinatal infection noted
in their medical file. This risk was higher for viral than for
bacterial infections.

The measles virus

The measles virus has been evidenced in immunohistochemis-
try and in in situ hybridisation in endothelial intestinal cells
among patients presenting with CD [55]. These initial results
were not subsequently confirmed [56, 57]. Simultaneously,
several epidemiological studies have looked into the asso-
ciation between, on one hand the occurrence of IBD and, on
the other hand, anti-measles vaccination, measles infection
during pregnancy or infancy. An epidemiological study of a
historical cohort of 3,545 patients vaccinated against measles
in 1964, found an odds ratio (OR) of 3 for CD (1.45-6.23) and
2.53 (1.15-5.58) for UC in the vaccinated group compared
with a control group of 11,407 non-vaccinated individuals
[58]. A further study concerning 7,616 individuals born in
1970 found no significant association between anti-measles
vaccination before the age of 5 years and the occurrence
of CD (OR = 0.67[0.27-1.63]) or the occurrence of UC (OR =
0.57 [0.20-1.61]). On the contrary, a trend to develop CD
was observed among individuals vaccinated after the age of
2 years (OR =1.05; CI [1-1.10]) [59]. Two other case-control
studies on approximately 150 patients matched with 2 or
more controls per patient, found no association between
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anti-measles vaccination and IBD [60, 61]. A hospital cohort
study (1,959 CD and 2,018 UC) over a period of 20 years also
failed to identify an association between vaccination, CD
and UC [62]. These data do not support the role of measles
vaccination in IBD. One study focused on the occurrence of
IBD among children whose mothers had been infected with
measles during pregnancy. By analysing data from 25,000
births over a period of 10 years, the authors found four
cases of measles occurring during pregnancy; three of the
four infants involved developed CD [63]. They suggest that
measles exposure during pregnancy represents a major risk
factor for CD. A further study, however, failed to reproduce
this association [64]. Two population-based studies revealed
an increased risk of IBD among children having suffered from
measles before the age of five [65, 66]. These results were
not confirmed by a serological study [67]. Furthermore,
the incidence of IBD continues to rise in children, whereas
measles is on the decline, thanks to vaccination.

From these studies, the role of measles virus or vaccine
in the pathogenesis of IBD can be reasonably dismissed.

Listeria monocytogenes

An immunohistochemical study of 16 intestinal resection
samples for CD revealed the presence of Listeria monocy-
togenes in macrophages and in giant cells in 12 cases out of
16. The presence of E. coli and of Streptococcus was also
observed in, respectively, 57 and 44% of resection samples
[68]. Other studies looking to identify Listeria monocytoge-
nes in intestinal tissue, by PCR or immunohistochemistry,
observed no difference between CD and controls [69-71].

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP)
The role of MAP in CD is controversial [72]. Several recent
studies have showed a significant association between MAP
and CD. A PCR study evidenced the presence of MAP in the
blood of 40% of CD or UC patients and 20% of controls [73].
Furthermore, the bacteria was found in culture following a
12-week incubation period, exclusively among IBD patients
[73]. Another study has showed that a specific DNA fragment
of MAP called 1S900 was more frequently found in the small
intestinal or colonic tissue of CD patients, than UC patients
or controls (52% versus 2% and 5% respectively) [74]. Arecent
meta-analysis analysed 28 case-control studies comparing
MAP in patients with CD, UC or controls. The pooled OR com-
paring CD patients and controls was 7.01 (95% Cl 3.95-12.4)
in studies using PCR in tissue samples and 1.72 (1.02-2.90)
in studies using ELISA in serum. ORs were similar for com-
parisons between CD and UC patients [75]. The specificity
of this association can be questioned however. Shanahan’s
group has evidenced MAP DNA in micro-dissected tuberculoid
granulomas in intestinal tissue taken from CD patients [76].
Using the same technique, the same group also observed
E. coli DNA within granulomas [77].

Recently a multicenter randomized placebo controlled
trial has compared the efficacy of triple anti-MAP therapy
(clarithromycin, clofazimine, rifabutin) to that of placebo
[78]. Primary end points were the proportion of patients
experiencing at least 1 relapse at 12, 24, and 36 months. The
combination antibiotic therapy for up to two years failed to
induce a sustained benefit. Although the results of this study
do not support the role of MAP in CD, the hypothesis cannot

be totally refuted however. Firstly, in this study, MAP status
(either culture, ELISA or PCR in blood or intestines) was not
assessed. Therefore, it cannot be excluded that antibiotics
were active in the subset of MAP-positive patients; the study
may have lacked adequate power to detect a difference
in the patients infected with MAP. Furthermore, dose of
antibiotics may have been insufficient. The controversy
concerning the role of MAP is not ended yet.

Adherent-invasive Escherichia coli

Adherent-invasive E. coli (AIEC) can be found in the ileal
mucosa of 20-30% of CD patients versus 5% of controls [79,
80]. These bacteria do not possess the virulence factors
of species responsible for acute infectious diarrhoea but
adhere to and invade intestinal epithelial cells. Moreover,
AIEC are phagocytosed by macrophages and persist within
their cytoplasm rather than being destroyed [81]. Their
ecology and transmission mode are, as yet, unknown. The
receptor of adherent-invasive E. coli upon the enterocyte
mucosal surface has been found recently. It is a member of
the CEA family protein called CEACAM6 [82]. It is abnormally
expressed by ileal enterocytes in CD patients. In addition,
interferon-y or tumor necrosis factor-a stimulation and
infection with AIEC bacteria increase CEACAM6 expression
in cultured intestinal epithelial cells, indicating that AIEC
can promote its own colonization in CD patients.

The presence of MAP or AIEC within the intestinal
mucosa of CD patients could be the result of abnormally
high intestinal permeability and/or a defect in bacterial
clearance. Indeed, NOD2 mutations observed in CD lead
to a loss of function and therefore, to an inborn innate
immune deficiency [83]; this could prevent the clearance
of intracellular bacteria which, consequently persist in
intestinal mucosa, inducing chronic stimulation of adaptive
immunity. Moreover, it has been showed recently that NOD2
mutations lead to increased intestinal permeability to E. coli
in Peyers’patches [847]. Finally, IRGM a gene predisposing to
CD encodes a GTP-binding protein which induces autophagy
and is involved in elimination of intracellular bacteria, inclu-
ding Mycobacterium tuberculosis [5]. Interactions between
NOD2 mutations, MAP and AIEC presence in CD patients
should be looked for.

Infectious gastroenteritis

Two large-scale case control studies have shown that the risk
if IBD, and particularly CD, is higher in patients with a prior
episode of infectious gastroenteritis [85, 86].

Dietary factors

Several studies have considered the role of dietary factors
in the genesis of IBD.

Sugar consumption

Most case-control studies have observed a significant asso-
ciation between simple sugar consumption and CD [87].
This result could be interpreted in two different ways.
The first interpretation is that simple sugars favour the
onset of CD, the second is that patients presenting with
CD consume higher quantities of rapidly absorbed sugars to
alleviate their symptoms. A possible confounding factor is
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that simple sugar consumption is associated with tobacco
consumption [88]. A review of the literature conducted in
1998 concluded that methodological problems prevented
any conclusion concerning the role of simple sugars in the
onset of IBD [87].

Other foods

Other dietary factors: proteins, fat, margarine, fruit and
vegetables, dairy products, coffee, coca cola and “fast
food” have all been studied in case-control studies or
retrospective cohort series [89-98]. As for rapidly absorbed
sugars, methodological problems prevent any conclusion
from being drawn [97].

Several longitudinal cohort studies of middle aged
wvomen are ongoing in USA, Europe and France. These
women have had a dietary and lifestyle questionnaire at
baseline and at regular visits. Some of these women have
developed UC or CD during their follow up. It is hoped that
the pre-illness dietary and lifestyle risk factors for CD or UC
will be determined.

Food microparticles

Foodstuffs in developed countries contain increasing
quantities of microparticles such as titanium dioxide and
aluminium silicate. According to a recent theory, micropar-
ticles act like antigen transporters from the lumen to the
intestinal mucosa. In vitro, complexes formed by antigens
and microparticles are powerful stimuli of T lymphocytes
and macrophages [98]. One study failed to observe any
difference between CD patients and controls with regard to
the quantity of food microparticles contained in diet [99].
However, the role of microparticles is extremely difficult
to analyse via a dietary questionnaire. A therapeutic trial
including 18 corticosteroid dependant patients, randomi-
zed to receive a normal and a microparticle-reduced diet
concluded to the efficacy of the latter [100]. This was not
confirmed in a subsequent multicentric trial [101].

Maternal breastfeeding

Several studies have shown that exclusive artificial feeding
(as opposed to maternal breastfeeding, exclusive or not)
favours the occurrence of IBD [102-105] whereas others have
failed to demonstrate this association [106, 107]. Data from
17 studies conducted on 2,577 patients and 3,551 controls
for UC, together wsith 3,190 patients and 4,026 controls for
CD were pooled in a meta-analysis [108]. Despite the small
number of studies involving high methodological quality
(4 for UC and 4 for CD), authors observed an OR in favour
of the protective role of maternal breastfeeding towards
IBD: OR = 0.56 [0.38-0.81] for UC and 0.45 [0.26-0.79]
for CD. This protective effect remains when analysing all
studies. Nevertheless, this meta-analysis did not include the
EPIMAD study, in which maternal breastfeeding was found
to increase the risk of CD [30]. As already seen, allergy is
more frequent among IBD patients. It has been commonly
acknowledged that breastfeeding protects against allergy.
However, a recent longitudinal study demonstrated that,
when administered on a long-term basis, maternal breast-
feeding increased the risk of allergy [109]. This detrimental
effect could be due to toxic substances in maternal milk or
to a hindered acquisition of infection during infancy due

to the immunity provided by maternal breastfeeding. Such
hindrance could lead to an immunoregulatory deficiency
and, consequently, to the loss of homeostasis of intestinal
mucosal immunity.

Oral contraceptives

Oral contraceptives have been recently introduced into
Western lifestyle. Furthermore, whilst disease is more
frequent before puberty among boys, it is more frequent at
adult age among vvomen. A meta-analysis has been published
on this subject in 1995 [110]. It combined the results of
nine studies. The pooled relative risk (adjusted for smoking)
associated with oral contraceptive use was 1.44 (1.12-1.86)
for CD and 1.29 (0.94-1.77) for UC. Since this paper two case
control studies have found a significant association between
oral contraceptives and CD [111, 112] and UC [112]. These
results suggest modest associations between the use of oral
contraceptives and the development of CD and UC. We have
assessed the effect of oral contraceptive use on the clinical
course of CD and found no effect [113]. The results of this
study are discordant wsith those of Timmer et al. [114] who
reported an increased risk of relapse in patients receiving
or having received oral contraceptives (both groups were
pooled). In our study, the absence of a significant effect
of current use of oral contraceptives was probably linked
to the low oestrogen dosage of most of the pills used.
Although smoking did increase the flare up rate, the use of
oral contraceptives did not potentiate the effect of smoking
and there was no interaction between the two exposures.
Other studies also failed to show any significant impact of
oral contraceptives on the course of CD [115, 116].

Vaccinations

BCG

BCG vaccination induces TH1 stimulation, whose excessive
activity is one of the essential mechanisms involved in CD.
The EPIMAD registry study observed an OR of 3.6 to develop
Crohn’s disease among individuals exposed to the vaccine
[CI at 95%: 1.1-11.9] with a dose effect [30]. This is the
first study to demonstrate such an effect and it needs to be
confirmed in further studies.

Combined Measles Mumps Rubella vaccines (MMR)

A major North American epidemiological study conducted
based on statistics from “Health Maintenance Organizations”
demonstrated that the combined MMR vaccine does not
increase the risk of IBD. On the contrary, a reduction if the
risk of IBD was observed in patients vaccinated before the
age of 18 months [117].

Dysbiosis

Disturbed equilibrium between protective and harmful
species, so called dysbiosis, has been suspected to play
a role in IBD [118]. The recently developed metagenomic
approach allows to investigate the composition of bacterial
intestinal flora. It has shown a reduced proportion (par-
ticularly Clostridium leptum) and diversity of Firmicutes
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bacteria as well as the presence of new bacterial species
in patients with CD [119]. Composition of bacterial flora is
genetically determined but environmental factors such as
mode of childbirth, weaning practices, and local environ-
mental variables (hospital bacteria, level of hygiene, etc.)
may influence it. Also, antibiotics may intervene, as it has
been showed recently by a study based upon a prospective
cohort of patients (representing 5% of the United Kingdom
population) monitored by British general practitioners, the
General Practice Research Database [120]. At each visit,
the physicians noted their observations, diagnoses and pres-
cribed treatment. Within this database, 587 patients were
identified as suffering from CD and were compared with
1,460 matched controls. CD patients were more frequently
smokers (28% of cases versus 20% of controls) and had more
often received antibiotic treatment in the 2 to 5 year period
prior to CD diagnosis (71% of cases versus 58% of controls).
Such an association is not necessarily causal and it can be
hypothesized that antibiotics were prescribed for symptoms
erroneously interpreted as intestinal infections, whilst they
were in fact revealing the onset of CD. However, if the ana-
lysis was restricted to patients with neither gastrointestinal
symptoms nor gastrointestinal targeted treatment in the 3 to
5 year period immediately prior to diagnosis, the excessive
risk induced by antibiotics was unaltered. The detrimental
role of antibiotics was recently evidenced in a model of
sodium dextran sulphate-induced inflammatory colitis in
Myd88 gene invalidated mice (Myd88 is a protein activated
by the binding of TLR4 with its bacterial ligands such as LPS)
[121]. Colonic lesions were more severe among mice treated
with antibiotics, suggesting the role of the intestinal flora in
the maintenance of epithelial integrity.

Psychological stress

It is clearly established that patients with IBD have more
often anxiety and depression disorders than matched
controls [122]. While it is likely that IBD leads to anxiety and
depression, the reverse is controversial. The role of stress
in IBD onset or relapse is frequently evoked by patients.
Stress plays a role in certain animal models of inflammatory
colitis [123]. It has been shown that stress may disturb gut
permeability in patients with 1BD [124]. Furthermore, two
prospective longitudinal studies have shown that life events
and/or perceived stress may increase the risk of relapse
in IBD patients in remission [125, 126]. One recent study
performed in a larger cohort of patients failed to reproduce
these results [127]. A recently published case-control study
observed an excess of life events in the 6-month period
immediately prior to the onset of CD and UC symptoms
[128]. However this result was no longer significant in the
multivariate analysis. The anxiety and depression scores
were higher in CD and UC patients and probably accoun-
ted for the perceived increase of life events prior to the
diagnosis of IBD. This study did not support an independent
association between stress and onset of IBD [128]. Finally,
the prevalence of IBD was assessed among 21,062 parents
having lost a child aged under 18 years and 293,745 matched
parents [129]. No difference in the prevalence of IBD
was observed between the two groups: OR = 0.97 (Cl 95%
[0.76-1.34]).

These studies do not support the role of life events
and/or perceived stress in the onset or relapses of either
CD or UC.

Socio-economic factors

The majority of studies have showed that IBD is more common
among the most socially advantaged groups [16, 130]. For
example, Sonnenberg et al. demonstrated, via analysis of
German social security figures, that the incidence of IBD was
higher among white-collar vsorkers than among blue-collar
workers [131]. A Danish prospective study observed that
sedentary professions were exposed to an excess risk of IBD
[132]. Most epidemiologic studies have also found that CD
incidence was higher in urban than in rural areas [131, 133].

The higher frequency of IBD among more sedentary,
urban and upper class subjects may be secondary to other
factors such as physical exercise, sunlight exposure, domes-
tic hygiene and environment.

Environmental factors and theories of IBD

The hygiene hypothesis

The hygiene hypothesis is the leading theory of IBD.
Originally raised for allergic diseases, this hypothesis has
also been advocated in IBD. It theorizes that a lack of expo-
sures to enteric pathogens makes one susceptible to CD.
Childhood infections and poor hygiene may protect one from
developing CD by allowing the host to develop tolerance or
immunity to agents that could trigger CD later in life. There
are numerous results consistent with the hygiene hypothesis
in IBD. Firstly, two case-control studies revealed a more
frequent hot water supply among patients presenting with
CD than among controls [134, 135]. In one study, separate
bathrooms were more frequent among CD patients than
among controls. However, no difference between patients
presenting with UC and controls was evidenced. Nowadays,
all, or almost all, households in developed countries have
a hot water supply; this factor can consequently no longer
provide significant results in case-control studies, but it may
well have encouraged the increased incidence of CD in pre-
vious decades. Secondly, three studies have demonstrated
a lower frequency of anti Helicobacter pylori I1gG among
patients presenting with CD compared to controls [29, 136,
137]; however a further study failed to reproduce this result
[135]. Thirdly, allergy is more frequently observed among
CD patients than among controls, and it is reasonable to
conclude that both diseases, whose incidence has simulta-
neously increased, commonly involve environmental factors.
Yet, it has been demonstrated that contact with stables
and consumption of non-pasteurised milk before the age of
1 year protects against the onset of allergy and IBD [138],
whilst the level of endotoxins in the environment is inversely
correlated to the incidence of allergy among children [137].
Fourthly, IBD is rare and helminthiasis frequent in developing
countries [140]. An open trial suggests that helminth eggs
could have a therapeutic effect in CD [141]. A controlled
phase Il study also suggests that helminth eggs have a
beneficial effect in UC [142].
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The hygiene hypothesis has been theorized by Rook
et al. [143]. According to these authors, hygiene has led
to decreased infectious mortality and morbidity, but has
distanced man from the micro-organisms which, hitherto,
played a regulatory role in the immune system function (“old
friends”): Lactobacillus (abundantly present in fermented
dairy products), environmental saprophytic mycobacteria
(which thrive in untreated water, but are absent from chlo-
rinated water), helminths. The price to pay for decreased
infectious mortality would appear to be the increase in
allergic disease and inflammatory diseases such as IBD.

Infectious theory

Several studies suggest that infection plays a prominent role
in IBD. Firstly, IBD in spouses is more frequent than chance
would predict. Secondly, neither the Gilat study nor the
EPIMAD registry study have provided data in favour of the
hygiene hypothesis in CD and UC [28, 30]. On the contrary,
the EPIMAD study concludes an increased risk of UC among
children having shared their bedroom with their brothers and
sisters. Thirdly, several case-control studies have evidenced
an increased incidence of respiratory, intestinal or perinatal
infections among patients compared to controls [53, 54].
Fourthly, two case control studies have showed that having
a pet was associated with an increased risk of I1BD [28, 32].

Both hygiene and infectious hypotheses are not mutually
exclusive. It can be hypothesized that disturbed mucosal
and/or systemic immunoregulation induced by a high level
of hygiene in early infancy may be a risk factor for IBD
triggered by an infectious agent in adolescence or early
adulthood.

The cold chain hypothesis

The cold chain theory unifies both the hygiene and the
infectious hypotheses [144]. It can be summarized as fol-
lows: “The NOD 2 mutation are thought to have occurred
during the plague epidemic vhich struck Europe in the 14t
Century. It provided increased resistance to this disease. The
arrival of the refrigerator in the early 1940s in the United
States and in Scandinavia coincides with an increase in the
incidence of Crohn’s disease. Some bacteria referred to as
psychrotropic (Listeria, Yersinia) survive in refrigerators.
One of them, Yersinia contains a protein named Yop which
normally inhibits the activation of NFxB via an interaction
with NOD2 (wild phenotype). Yet, it has been demonstrated
that NOD2 mutations leading to an increased risk of CD
have a loss of function of this protein. In other words, in
individuals with NOD2 mutations, Yop could induce a loss of
inhibition, i.e. an activation of NFkB”.

Conclusion

IBD is the result of the combination of predisposing genes
and environmental factors. All of the results presented
herewith suggest that the increased incidence of IBD is
related to a change introduced vsithin our living environment
during the decades following World War II. It could be an
altered composition of faecal flora or the involvement of a

low pathogenic agent transported by a vector (water from
a well, natural source or a swimming pool, non-pasteurised
milk, refrigerator) and which may trigger CD among geneti-
cally vulnerable individuals. Studies showing an association
between MAP, AIEC and IBD are accumulating. Furthermore,
the recent discovery that genes that control autophagy
(IRGM and ATG16L1) are predisposing factors for CD support
the idea that subgroups of patients may harbour genetic
mutations vwhich lead to the persistence of specific microor-
ganisms within the intestinal mucosa and may contribute to
the chronic inflammation of the intestinal mucosa. However,
criteria of causality have not been reached for any of these
infectious agents. This three partner scenario (genetic pre-
disposition, low pathogenic bacteria, environmental vector)
does not exclude the role of cofactors such as tobacco
(which reduces the bactericidal activity of macrophages
towards intracellular bacteria), oral contraception or food
composition. Many factors have been studied. Nevertheless,
the results of one study are often contradicted by another
and, consequently, to date, only the role of tobacco and
appendectomy has been firmly established and reproduced
by many studies. Smoking modifies the risk of developing
IBD, increasing the risk of CD and decreasing that of UC. In
addition, smoking exerts a considerable effect on the course
of the disease, improving UC and worsening CD, and smoking
cessation is followed rapidly by reversal of the effect. In CD,
smoking is harmful and persuading patients to stop smoking
is probably the most cost-effective strategy for controlling
disease activity. As exemplified by smoking, research of
environmental risk factors of IBD is useful since it may lead
an improved disease course among patients and perhaps, to
appropriate prevention among predisposed subjects. Further
studies in this field are eagerly awaited.
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OBJECTIVES:  Diet composition has long been suspected to contribute to inflammatory bowel disease (IBD), but
has not been thoroughly assessed, and has been assessed only in retrospective studies that are prone
to recall bias. The aim of the present study was to evaluate the role of dietary macronutrients in the

etiology of IBD in a large prospective cohort.

The Etude Epidémiologique des femmes de la Mutuelle Générale de I'Education Nationale cohort
consists of women living in France, aged 40-65 years, and free of major diseases at inclusion. A
self-administered questionnaire was used to record dietary habits at baseline. Questionnaires on
disease occurrence and lifestyle factors were completed every 24 months. IBDs were assessed in
each questionnaire until June 2005, and subsequently validated using clinical and pathological
criteria. We estimated the association between nutrients or foods and IBD using Cox proportional
hazards models adjusted for energy intake.

METHODS:

RESULTS: Among 67,581 participants (705,445 person-years, mean follow-up since completion of the baseline
dietary questionnaire 10.4 years), we validated 77 incident IBD cases. High total protein intake,
specifically animal protein, was associated with a significantly increased risk of IBD, (hazards ratio
for the third vs. first tertile and 95% confidence interval being 3.31 and 1.41-7.77 (P trend=0.007),
and 3.03 and 1.45-6.34 (P trend=0.005) for total and animal protein, respectively). Among
sources of animal protein, high consumption of meat or fish but not of eggs or dairy products was

associated with I1BD risk.

CONCLUSIONS: High protein intake is associated with an increased risk of incident IBD in French middle-aged women.

Am ] Gastroenterol advance online publication, 11 May 2010; doi:10.1038/ajg.2010.192

INTRODUCTION
Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are chronic
inflammatory disorders of the gastrointestinal tract. The patho-

with a purely genetic disease (5). Second, migrants who move
from a low-incidence area to a high-incidence area have a high
risk of IBD (6,7). Few environmental factors have been linked

genic mechanisms involve epithelial cell barrier dysfunction,
defects in the innate immune system that affect its interaction
with commensal bacteria, abnormal composition of the bowel
microbiota, and dysregulated T-cell function promoting chronic
intestinal inflammation (1,2). Genetic predisposition is well
documented, particularly in CD, in which several susceptibility
genes affecting bacterial clearance, the IL23 pathway, and T-cell
function have been identified (3,4). There is also some evidence
that environmental factors may have a role in the pathogenesis of
inflammatory bowel disease (IBD). First, the incidence of IBD has
increased dramatically since World War II, which is inconsistent

reproducibly with susceptibility in IBD (8). Among them, smok-
ing is the best documented; quitting smoking is a risk factor for
UC, whereas continuing smoking is a risk factor for CD (9). Diet
composition has long been suspected to contribute to IBD and
has been assessed in many studies. With respect to macronutri-
ents, several retrospective case-control studies have found that
high intakes of sucrose and fat were associated with CD and/or
UC (10-12). However, these associations were prone to recall
bias, because of the retrospective design of the studies (13).

In the present prospective study, we tested the hypothesis
that the composition of the macronutrient content of the diet is
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associated with IBD risk. Thus, we investigated the relationship
between pre-illness diet composition and risk of incident IBD in
a large prospective cohort of women who were free of major dis-
eases at enrollment.

METHODS

The Etude Epidémiologique des femmes de la Mutuelle Générale
de I'Education Nationale (E3N) is a prospective cohort study
conducted in France to study hormonal and dietary risk factors
for the most common diseases, especially cancer, in women. The
cohort was established in 1990 and consisted of 98,995 women
living in France, aged 40-65 years at baseline and insured with the
Mutuelle Générale de 'Education Nationale, which is a national
health insurance scheme for teachers and co-workers (14). E3N
is also the French counterpart of the EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition) study.

Physical activity, reproductive factors, use of hormonal treat-
ments, tobacco consumption, anthropometric measurements,
personal history of disease, family history of cancer, and other
factors were recorded in self-administered questionnaires that
were completed approximately every 24 months. Each question-
naire inquired about the occurrence of personal medical events,
and there were specific questions about CD and UC occurrence
in each questionnaire until July 2005. All study subjects signed
an informed consent form, in compliance with the rules of the
French National Commission for Computed Data and Individual
Freedom (Commission Nationale Informatique et Libertés), from
which we obtained approval.

Dietary data collection
Dietary data were collected once, between June 1993 and July
1995, using a two-part questionnaire. The first part contained
questions on the usual amounts and frequency of consumption
of foods from the various food groups, while the second included
qualitative questions specifying individual foods within the food
groups. The questionnaire was used to assess the consumption of
208 food items, beverages, and the recipes used to prepare them.
It was accompanied by a booklet of photographs illustrating por-
tion sizes. Both the questionnaire and the booklet were validated
(15). A high proportion of subjects (76% for foods and 72% for
nutrients) were classified in the same or adjacent quintile for the
dietary questionnaire and the mean of 12-monthly 24-h recalls.
The reproducibility of the dietary questionnaire was tested after
1 year. The Spearman correlation coefficient for reproducibility
was 0.69 for dietary protein, 0.59 for carbohydrates, and 0.73 for
fat. The diet history questionnaire was sent to 95,644 women, with
two reminders to non-responders. In all, 77,613 completed ques-
tionnaires (81.1%) were received. After exclusion of 978 question-
naires because of absence of consent to external health follow-up
by the health insurer in case of dropout, 2,050 questionnaires
because of miscoded answers, 8 blank questionnaires, and 46
duplicates, 74,531 questionnaires were available for analysis.
Women with extreme values (in the top or bottom 1%) for the
energy intake/energy requirement ratio (calculated by taking age,
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weight, and height into account) were excluded. The mean daily
intake of nutrients was assessed using a food composition table
derived from the French national database.

Validation of cases and non-cases

Cases were first identified through the questionnaires, in which
the women checked the item “Crohn’s disease” or “ulcerative
colitis.” After exclusion of miscoded answers, a letter was sent
to the potential cases in order to confirm their answers and to
obtain the names of their physicians. Then a brief question-
naire was sent to the gastroenterologist or general practitioner,
requesting for information about diagnostic procedures, final
IBD diagnosis after follow-up, location, number of flares, and
medical and surgical treatments.

All cases of IBD were reviewed by two of the authors (PJ. and
EC.), in order to confirm or rule out the diagnosis. Definition
of IBD was based on clinical, radiological, endoscopic, and his-
tological criteria. We classified cases as certain or possible. Pos-
sible IBD cases were those of women, which were considered
and treated as IBD, but did not meet all inclusion criteria after
a careful review. IBD cases for which radiological or endoscopic
data did not enable us to classify them as CD or UC were consid-
ered as indeterminate colitis (IC). As IBD presentation, and thus
classification, may vary with time, we retained the diagnosis at
the latest follow-up.

Non-cases were defined as subjects who never reported a per-
sonal history of IBD and were free of cancer at baseline. Because
of potential major changes, especially in diet, subjects with inci-
dent cancer were censored at the date of cancer diagnosis. Thus,
subjects contributed person-time up to the date of IBD diagnosis,
date of cancer at any site (other than basal cell skin carcinoma or
in situ colorectal cancer), date of last completed questionnaire, or
July 2005, whichever occurred first.

Among the 74,531 women with available dietary questionnaires,
we excluded 4,654 women because of prevalent cancer, 810 who
were lost to follow-up after replying to the dietary questionnaire,
1,364 with extreme values of energy intake, and 5 with no informa-
tion available.

Statistical analysis

The association between dietary factors and IBD was estimated
using Cox proportional hazards models with age as the time
scale. Age at diagnosis of IBD or at censoring date was used as
the end-of-study time variable. Dietary factors that were consid-
ered included the macronutrients (carbohydrates, proteins, ani-
mal and vegetal proteins, and lipids) and food sources of animal
protein: meat (red and white meat), eggs, dairy products (milk
and cheese), and fish (fish and seafood). Dietary intake was ana-
lyzed in tertiles. To calculate P values for trends across tertiles,
participants were assigned a score ranging from 1 to 3 according
to their tertile of intake and this variable was entered as a continu-
ous term in the Cox regression models. Power calculations indi-
cated that for a bilateral test and alpha risk set at the 5% level, we
had a 78%, 93%, and 98% power to detect a hazards ratio (HR) of
2.5, 3.0, or 3.5, respectively, in our main sample using tertiles for
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the exposure variable; the corresponding figures were 38%, 54%,
and 69%, respectively, for the CD group, and 59%, 78%, and 90%,
respectively, for the UC group.

When analyzing macronutrients, adjustment for energy
intake was made with the energy partition method, considering
energy from carbohydrates, from lipids, and from proteins as
three separate mutually adjusted variables (16). Else, when con-
sidering subtype of protein intake (vegetable or animal) or food
sources of protein intake, covariates were mutually adjusted
while adjustment on other sources of energy intake was car-
ried out by adding energy intake from lipids and carbohydrates
(non-protein energy) as a covariate in the Cox model. In order
to assess the potential impact of dietary changes due to undiag-
nosed IBD, we carried out sensitivity analyses excluding cases
diagnosed within 6 or 12 months after dietary assessment. We

Protein Intake and IBD

further investigated the effect of additional adjustment for body
mass index at baseline, total daily alcohol intake (all as con-
tinuous variables), physical activity (tertiles of weekly energy
expenditure), oral contraceptive intake, menopause hormonal
treatment, smoking status at baseline (former/never/current),
and the level of education as proxy for the socio-economic
status. Analyses were carried out for all IBD cases, as well as
separately for CD and UC. A heterogeneity test was performed
to compare the HRs associated with CD and UC risk using the
Wald statistics (17). Sensitivity analyses were carried out after
exclusion of 16 patients for whom IBD diagnosis was consid-
ered only possible (5 CD, 10 UC, and 1 IC cases). All analyses
were performed using SAS software, version 9 (SAS Institute,
Cary, NC); all statistical tests were two-sided. For all analyses,
P values <0.05 were considered statistically significant.

Table 1. Baseline characteristics of IBD cases and non-cases in the E3N cohort study

Baseline demographics and Total incident IBD cases
lifestyle characteristics (n=77)*

Age at dietary questionnaire (year)

Crohn’s disease (n=30)

Ulcerative colitis (n=43) Non-cases (n=67,504)

Mean 51.2 50.9 51.4 52.8
Range 43.5-67.6 435-67.6 44.1-63.6 41.8-72.0
Age at IBD diagnosis
Mean 56.3 55.6 56.7 —
Range 46.0-72.5 43.5-67.5 46.0-71.0
Time to diagnostic (years)
Median 45 37 @il —
Interquartile range 22-79 1.5-8.1 25-79
Anthropometric factors, mean (s.d.)
Height (cm) 162 (5.4) 163.8 (5.0) 1606 (5.2) 161 (5.7)
Weight (kg) 60.3(8.8) 61.2 (9.2 50.1 (8.4) 60.0(9.4)
Body mass index (kg/m?)® 23.0(3.5) 22.8(3.6) 229(3.5) 23.0(3.3)
Smoking status, n (%)
Never smoker 39 (50.7) 16 (53.3) 22 (51.2) 37911 (56.2)
Former smoker 21 (27.3) 8(26.7) 12 (27.9) 20,325 (30.1)
Current smoker 17 (22.1) 6(20.0) 9(20.9) 9,268 (13.7)
Exogenous hormone use, n (%)
Ever used HRT* 59 (76.6) 23(76.7) 33 (76.7) 47,848 (70.9)
Ever used oral contraceptive 49 (63.6) 19 (63.3) 27 (62.7) 41,177 (61.0)
Total physical activity®, n (%)
Weakly active 28 (36.4) 14 (46.7) 12 (27.9) 22,313 (33.3)
Moderately active 22 (28.6) 9(30.0) 12 (27.9) 22,384 (33.4)
Active 27 (35.1) 7(23.3) 19 (44.2) 22,345 (33.4)

HRT, hormone replacement therapy; IBD, inflammatory bowel disease.
*Total IBD cases: 30 CD cases, 43 UC cases, and 4 indeterminate colitis.
EWeight (kg)/height (m)?.

“HRT: among postmenopausal women only.

9Continuous variables are presented as mean (standard deviation). Categorical variables are presented as n (%). Unknown values were excluded from the calculations:

physical activity, 0.6%.
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RESULTS

A total of 67,581 participants contributed 705,445 person-years
in a mean follow-up of 10.4 years since completion of the dietary
questionnaire. Among the entire cohort, 458 women checked the
item “Crohn’s disease” or “ulcerative colitis” on the self-adminis-
tered questionnaire. After investigation, we validated the diagnosis
of IBD in 194 women. Among them, 77 women were diagnosed
as having IBD after inclusion in the study (incident cases) with a
median of 54.5 months follow-up (interquartile range: 26.5-95.5).
The 77 women with incident IBD were compared with the 67,504
non-cases. On the basis of available data, 43 cases were classified
as UC, 30 cases as CD, and 4 cases as IC. In all, 16 cases were con-
sidered as possible and 61 cases were classified as certain (includ-
ing 33 UC cases, 25 CD cases and 3 cases with IC). The baseline
characteristics of cases and non-cases are reported in Table 1.

HRs of IBD according to the dietary intake of macronutrients
(expressed as the absolute amount of energy provided by each
macronutrient) are presented in Table 2. In a mutually adjusted
model, total protein intake, but neither carbohydrates nor lipids,
was statistically positively associated with IBD risk (Table 2).
When protein intake was expressed per kilogram body weight,
mean intakes per tertile were 1.08 g/kg (range: 0.30-1.33), 1.52 g/kg
(range: 1.34-1.71), and 2.07 g/kg (range: 1.72-4.46). High intake
of protein per kilogram body weight was also significantly associ-
ated with IBD risk (HR for the third vs. first tertile of intake =2.63;
95% CI, 1.23-5.59; P for linear trend across tertiles =0.008). The
positive association between high protein intake and IBD risk was
restricted to animal protein intake, as there was no significant
association with vegetable protein (Table 3). Although no het-
erogeneity test was statistically significant when comparing UC

Table 2. Mutually adjusted HR estimates and 95% confidence intervals for IBD in relation to macronutrient intake in the E3N cohort

(n=67,581), 1993-2005

Nutrient Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 P trend
1BD
Protein 1(=) 2.46(1.15-5.28) 3.31(1.41-7.77) 0.007
Carbohydrate 1(—) 0.76 (0.43-1.37) 0.68 (0.37-1.27) 0.26
Fat 1(=) 1.41 (0.70-2.84) 1.24 (0.57-2.72) 0.77
uc
Protein 1(=) 2.83(1.07-7.48) 3.24 (1.07-9.84) 0.06
Carbohydrate 1(—) 0.42 (0.19-0.94) 0.51 (0.24-1.08) 0.12
Fat 1(=) 1.01 (0.41-2.47) 1.47 (0.56-3.84) 034
cD
Protein 1(—) 1.96 (0.58-6.68) 3.34 (0.90-12.4) 0.04
Carbohydrate 1(—) 2.01 (0.70-5.72) 1.31(0.42-4.14) 046
Fat 1(—) 2.27 (0.69-7.45) 0.98 (0.25-3.88) 0.88

CD, Crohn's disease; IBD, inflammatory bowel disease; HR, hazard ratio; UC, ulcerative colitis.
All nutrient tertiles were calculated from daily intake expressed in absolute amount of energy provided by the nutrient (Kcal/day).

Table 3. HR estimates and 95% confidence intervals for IBD in relation to type of protein in the E3N cohort (n=67,581), 1993-2005

Nutrient Tertilel Tertile 2 Tertile 3 P trend
1BD
Animal protein 1(—) 2.62 (1.29-5.30) 3.03 (1.45-6.34) 0.005
Vegetable protein 1(—) 0.91 (0.47-1.77) 1.31 (0.59-2.88) 044
uc
Animal protein 1(—) 1.62 (0.65-4.02) 3.29(1.34-8.04) 0.005
Vegetable protein 1(—) 0.59 (0.23-1.54) 1.70 (0.59-4.81) 0.33
CcD
Animal protein 1(—) 4.51 (1.28-15.83) 2.70 (0.69-10.52) 033
Vegetable protein 1(—) 1.15(0.39-3.35) 1.04 (0.28-3.80) 0.98

CD, Crohn's disease; IBD, inflammatory bowel disease; HR, hazard ratio; UC, ulcerative colitis.
Model including energy from animal protein, energy from vegetable protein, and non-pratein energy (i.e., energy from carbohydrates and lipids as ordered tertiles).
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Table 4. HR estimates and 95% confidence intervals for IBD in relation to different groups of food protein intake in the E3N cohort
(n=67,581), 1993-2005

Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 P trend

Meat (g/day)® 318 832 1444

Number of IBD 15 25 37

Energy-adjusted HR® 1(—) 1.45 (0.76-2.75) 1.87 (1.00-3.49) 0.02
Fish/sea products (g/day)® 10.7 26.4 50.1

Number of IBD 16 29 32

Energy-adjusted HR? 1(—) 1.63 (0.88-3.01) 1.83 (1.00-3.36) 0.05
Eggs (g/day)® 69 195 461

Number of IBD 19 33 25

Energy-adjusted HR2 1(0) 131 (0.74-2.31) 0.97 (0.52-1.78) 091
Dairy products (g/day)® 1313 2646 511.4

Number of IBD 24 2

Energy-adjusted HR2 1(—) 1.02 (0.58-1.77) 0.94 (0.53-167) 093

HR, hazard ratio; IBD, inflammatory bowel disease.
*Mutually adjusted and adjusted on alcohol-free energy intake.
“Mean value of daily consumption for each tertile.

and CD, the shapes of associations between total and animal pro-
tein and risk of IBD tended to differ slightly between UC and CD
(Tables 2 and 3). Regarding CD, a dose-effect relationship was
observed for total protein (P=0.04) but not for animal protein
(P=0.33). Regarding UC, a strong dose-effect relationship was
observed with animal protein (P=0.005), whereas there was only
a borderline statistically significant association with total protein
(P=0.06).

Analyses of food sources of animal protein showed that high
consumptions of meat or fish, but not of eggs or dairy products,
were positively associated with IBD risk (Table 4).

Further adjustment on daily alcohol intake, physical activity,
body mass index, tobacco smoking, menopause hormone therapy,
or socio-economic status did not substantially modify the associa-
tion between protein intake and IBD (Appendix 1 and 2).

When excluding the eight cases that occurred within 6 months
(four UC, three CD, and one IC), the HR for the third vs. first ter-
tile of animal protein intake was 2.77 (95% CI, 1.15-6.68); when
excluding the 10 cases that occurred within 1 year (six UC, three
CD, and one IC), the corresponding HR became 2.74 (95% CI,
1.30-5.78). Another sensitivity analysis was performed on the 61
certain cases of IBD and provided similar results (HR for the third
vs. first tertile of intake, 3.63; 95% CI, 1.32-10.01 (P trend =0.01);
and 3.13; 95% CI, 1.34-7.31 (P trend =0.01) for total and animal
protein, respectively).

DISCUSSION

The main finding of this prospective cohort study is that high
protein intake was associated with an increased risk of IBD. The
positive association between high protein intake and IBD risk
was restricted to animal protein intake. Among animal protein
sources, both fish and meat were associated with risk, whereas
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egg and dairy products were not, potentially because of insuf-
ficient power. In this study of women with moderate-to-high
consumption of protein, and especially animal protein (99% of
women consumed more than the mean nutritional requirement
of 0.66g/kg/day and 90% more than the recommended daily
amount of 0.83 g/kg/day) (18), high protein intake was associ-
ated with a 3.3-fold increased risk of IBD. This would make high-
protein diet a major risk factor of IBD. The observed incidence
of CD and UC in this cohort lies within the expected range in
this age class: 4.2 per 100,000 for CD and 6.1 per 100,000 for UC
(19,20). HRs were similar for UC and CD regarding total protein,
although a dose-effect relationship with animal protein was only
observed for UC. The lack of statistical significance for animal
protein in CD could be due to a lack of power. Future studies
should confirm this potential association between CD and pro-
tein intake, and investigate whether ileal and colonic CD are
equally associated with dietary protein intake.

Our dietary survey has several strengths. Dietary question-
naires were completed several years before the diagnosis of IBD.
The questionnaire has been validated and found to be reproducible
(15). We adjusted the models for energy intake using the energy
partition method, which has been largely used and advocated for
the study of macronutrients (16). Using this method, we did not
find any significant association between lipid or carbohydrate
intakes and the risk of CD or UC. A recent prospective study from
EPIC showed a significant positive association between the dietary
content in linoleic acid and UC incidence, and a negative one with
docosohexaenoic acid intake, but not with total lipid intake, in
agreement with our findings (21).

Our study has some limitations. First, it can be argued that
the potential interval between the acquisition of the dietary data
and the onset of disease is long enough for substantial changes to
occur in dietary habits. However, it has been shown that dietary
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habits change very little over time in middle-aged adults (22); in
addition, changes in dietary habits would result in non-differential
misclassification of dietary exposure, and thus in diluting the effect
rather than increasing it. Some misclassification of dietary exposure
is a constant feature of dietary surveys, and our moderately high
correlation coefficients for reproducibility after 1 year are in favor of
some degree of errors in assessing the diet. Again, this would rather
dilute the true association. Second, this study included women aged
40-65 years, whereas IBD typically peaks between 20-35 years;
further prospective studies should determine whether the results
of this study could be reproduced in younger and male subjects.
Third, the restricted sample size had limited power to detect effects
below a relative risk of 2.5, especially when considering separately
CD and UC. Finally, because of the limited number of cases, we
could not perform analyses based on quartiles or quintiles, which
would have better captured a true dose—effect relationship.

Our results are consistent with the hypothesis formulated by
Shoda et al. (23), who found a temporal relationship between the
rising incidence of CD in Japan and increasing dietary intake of
animal protein (r=0.908). Since World War II, animal protein
intake has increased not only in Japan but also in all developed
countries (24); as an example, a 50% increase has been reported
in Belgium between the mid-1950s to 1978, with a per capita
meat consumption from 60.8 to 98.0 kg/year (25). The increase in
animal protein consumption may therefore explain some of the
increased incidence of IBD since World War II. Some (but not all)
retrospective case-control studies have described a higher con-
sumption of meat (26) and fish (12) in CD patients as compared
with controls. Moreover, a follow-up study in 191 UC patients
showed a significant association between high meat intake and
risk of relapse of UC (27). On the contrary, a prospective study
that included some centers from the EPIC study failed to find
any association between any type of macronutrient and UC risk
(28). However, there were several differences between that study
and ours, including a nested case-control design, intake of pro-
tein considered as a percentage of total energy including alco-
hol, heterogeneity between centers and dietary questionnaires,
and the inclusion of both men and women. It needs to be further
investigated as to what extent these features would explain the
different findings. From our results and those of other studies,
it may be speculated that reducing protein intake to the first ter-
tile (<67 g/day) could decrease both the incidence and activity of
IBD. A prospective randomized study should be undertaken to
test this hypothesis.

There is biological plausibility for a positive association between
animal protein intake and IBD. A variable proportion of heme and
amino acids, contained in animal proteins, are not absorbed by the
small bowel and reach the colonic lumen, where they are metabo-
lized by the microflora (29). This results in a number of end prod-
ucts, which include hydrogen sulfide, phenolic compounds, and
amines and ammonia, some of which are potentially toxic to the
colon (29). For instance, it has been suggested that sulfide, in the
presence of nitric oxide produced by anaerobic bacteria, may alter
the cell membrane of the colonocyte, and lead to the loss of barrier
function and the immune cascade as observed in UC (30). It has
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been shown that, in healthy volunteers, an increase in dietary pro-
tein leads to changes in the colonic metabolism of proteins, which
is mainly reflected by an increase in fecal ammonia, fecal volatile
sulfur substances, and urinary p-cresol (31). Thus, high animal
protein consumption might increase IBD risk through accrued
formation of end products by the colonic microflora, such as
hydrogen sulfide, which are toxic for the colon. Additional mecha-
nisms, such as the impact of animal protein intake upon dysbiosis
or inflammatory response, can also be suspected (32).

In summary, our results may help better understand the role of
diet in IBD risk. If confirmed, they can lead to protective strate-
gies, especially in families at risk of IBD, and possibly to advice for
preventing relapse.
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Study Highlights

WHAT IS CURRENT KNOWLEDGE

Diet composition has long been suspected to contribute to

inflammatory bowel disease (IBD), but has been assessed

in retrospective studies.

The associations described are prone to recall bias.
WHAT IS NEW HERE

High protein intake is associated with an increased risk of

incident IBD in middle-aged women.

Limiting animal protein intake to the recommended daily
amount might reduce the risk of IBD, and possibly, the risk
of relapse.
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APPENDIX 2

Multivariate HR estimates and 95% confidence intervals for UC by tertile of energy-adjusted protein intake, further adjusted for daily
alcohol intake, physical activity, body mass index, tobacco smoking, menopause hormone therapy, or socio-economic status in the E3N
cohort (n=67,581), 1993-2005.

Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3
Multivariate model (model 1) 1(—) 1.62 (0.65-4.02) 3.29(1.34-8.04)
Model 1+alcohol intake 1(—) 1.56 (0.63-3.89) 3.06(1.25-7.50)
Model 1+ body mass index 1(—) 1.63 (0.65-4.06) 3.36 (1.36-8.29)
Model 1+ menopausal hormone therapy 1(—) 1.61 (0.65-4.00) 3.27 (1.34-8.00)
Model 1+ physical activity 1(—) 1.61 (0.65-4.00) 3.29(1.35-8.07)
Model 1+ tobacco consumption 1(—) 1.62 (0.65-4.03) 3.26 (1.33-7.98)
Model 1+socioeconomic status 1(—) 1.62 (0.65-4.04) 3.31(1.35-8.10)
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Abstract

Background and aim: Low sunshine exposure and/or vitamin D deficiency might contribute to IBD
pathogenesis. We assessed the geographic distribution of CD and UC incidence in relation with the
sunshine exposure in France, in order to test the hypothesis that higher sun exposure is associated
with lower IBD risk.

Methods: Using the national health insurance databases, incidence rates of CD and UC were
estimated for each of 93 French administrative areas (“départements™), in 2000-2002. The surface
UV radiation intensity was obtained by combining modeling and satellite data from Meteosat®, the
European meteorological satellite. Relationships between incidence rates and sun exposure were
tested for significance by using a Poisson regression. Mapping of smoothed relative risks (sRR) for
CD and UC, using a Bayesian approach and adjusting for sun exposure, was carried out in order to
search for geographical variations.

Results: Areas with a smoothed RR of CD incidence significantly above 1 corresponded to areas
with low sunshine exposure, whereas those with high or medium sunlight exposure had smoothed
RR either lower than 1 or not significantly different from 1. There was no association between sun
exposure and UC incidence.

Conclusion: These results suggest that low sunlight exposure is a risk factor for CD.

Key words: Crohn’s disease; ulcerative colitis; geographical variation; France; sun exposure.
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INTRODUCTION

Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are chronic inflammatory disorders of the
gastrointestinal tract. Genetic predisposition of inflammatory bowel disease (IBD) is established,
particularly in CD, in which several susceptibility genes that affect bacterial clearance (including
autophagy), the IL23 pathway, and T cell homeostasis have been identified [1]. Environmental
factors also contribute to IBD pathogenesis [2]. Smoking, appendectomy and intestinal infections
have been linked reproducibly with susceptibility in IBD [2]. It is likely that other environmental
factors increase IBD risk [2]. These environmental factors could possibly be found through the
association between IBD and other diseases for which environmental factors are already known.

An association between multiple sclerosis (MS) and IBD has been reproducibly reported and could
occur more often than by chance alone [3-4]. Geographical, case-control and prospective studies
have suggested that sun exposure may protect from MS [5-8]. Therefore, we hypothesized that the
association between MS and IBD is due to shared environmental factors, especially sun exposure,
and thus we assessed the geographic distribution of CD and UC in relation with the sunshine

exposure.

MATERIALS AND METHODS

Setting

This study was conducted in metropolitan France (excluding Corsica and the overseas French
territories) totalling 59,368,981 inhabitants on January 1, 2003. Its surface area is 535 280 km?, with
an average of 111 people per square kilometre. There are considerable variations, however, as half
the population lives on just over 10% of the territory, and large areas remain sparsely populated.
Geographical units

This study was performed at the scale of “départements™, i.e. the 93 administrative areas

(subsequently called departments), as described previously [9].
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IBD Data

In France, patients with IBD, whatever their place of residence, are fully reimbursed for their health
care expenses by the national health insurance (NHI) system. The IBD data used for this study were
obtained from the French statutory NHI system, which is based on professional status. Three main
subsystems included in the NHI, cover 96% of the French population. The general fund insures
salaried workers and their families in private secondary and tertiary industries and in the public
sector (i.e. 84% of the population). The agricultural fund insures farmers and agricultural employees
and their families (i.e. 7% of the population). The third fund provides medical coverage to self-
employed professionals and their families (i.e. 5% of the population).

CD and UC are two of the 30 specified long-term illnesses which provide patients with a 100%
reimbursement rate, thus covering the total cost of necessary health care. Thus, French IBD patients
have equal access to free medical care. This full coverage by statutory health insurance is subject to
prior NHI approval, after examination of an official form that certifies that the patient has CD or
UC and has been signed by the patient’s physician (either a general practitioner or a
gastroenterologist). Each health insurance fund records individual data on an annual basis for all
patients who have obtained 100 percent coverage for each of the 30 specified long-term illnesses.
We contacted doctors in charge of national patient data files in the three insurance funds to request
anonymous information concerning all new beneficiaries of 100 percent coverage for IBD granted
between January 1, 2000 and December 31, 2002. We obtained centralized files covering the whole
French territory. They contained the following individual information: age, sex, postcode of the
place of residence, diagnosis that conferred the 100 percent coverage, coded either CD (ICD code
K50) or UC (ICD code K51) with the tenth revision of the International Classification of Diagnoses
(ICD). This study was approved by the “Commission Nationale de I'Informatique et Libertés™
(CNIL, Paris, France), a national commission which provides legal protection of computerized

personal data.
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Sun exposure data

Ground radiometers are the most accurate method to measure sun exposure, but they are too few in
number to offer a comprehensive geographical coverage. The surface UV radiation intensity can be
obtained by combining modeling and satellite data from Meteosat®, the European meteorological
satellite. This method provides a comprehensive map of sunlight exposure with a precision of 5 km.
Correlation between measured and modelled erythemal daily doses was found to be highly
significant [10].

Statistical analysis

Incidence rates

The analysis was conducted separately for CD and UC. IBD patients were tabulated by sex, 5-year
age classes and administrative area. The number of insured people in each area on January 1, 2003
was obtained from the health insurance funds and totalled to obtain the overall number of people
affiliated with these funds within each area. For the population as a whole, incidence rates were
calculated by sex for CD and UC, based on the number of all new beneficiaries of 100 percent
coverage for CD or UC granted during the study period, with the person-years denominator being
the sum of the insured population estimates for the 3 years in the three subsystems described above.

Influence of sun exposure on incidence rates

Ground UV dose from sunshine was expressed in kJ/m? and was provided by month and by
administrative area for the years 1984 to 2002. We calculated a mean annual UV dose for the
studied period, which was classified into quintiles, and linked with incidence data tabulated by area.
Age- and sex- adjusted incidence rate ratios (IRR), with their 95% confidence intervals (CI), were
estimated using the Poisson regression, for CD and UC. We used the likelihood ratio statistics to
calculate P-values for each variable. All variables with a P-value less than or equal to 0.05 were

regarded as significant and were then retained for spatial analysis.
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Spatial analysis and disease mapping

A spatial analysis with a Bayesian approach was then performed, as described previously [9]. Sun
exposure was introduced as a covariate into this model and tested for improvement of the model fit.
The model provides smoothed Relative Ratios (RR) which are more accurate and steady than the
traditional standardized incidence ratios.

We mapped the 93 administrative areas grouped into 3 classes according to the value and
significance of smoothed RR: administrative areas with smoothed RR significantly lower than 1,
administrative areas with smoothed RR not significantly different from 1, and administrative areas

with smoothed RRs significantly higher than 1.

RESULTS

From January 1, 2000 to December 31, 2002, 14,113 new patients with CD (including 8,138
women and 5,975 men) and 12,339 new patients with UC (including 5,959 women and 6,380 men)
were registered by the three health insurance funds, among the overall French insured population of
57,098,525.

The map of France showing the average annually erythemal daily dose (kJ/m2) by administrative
area is displayed in figure 1.

Crohn’s disease

In the population as a whole, the incidence rate was 8.2 for 100,000 inhabitants (95% CI: 8.1-8.4)
for the whole population, 7.1 (95% CI: 6.9-7.2) for men, and 9.4 (95% CI: 9.2-9.6) for women with
no important variation between the three studied years. Table 1 shows the age and sex adjusted
incidence rate ratios and 95% confidence intervals derived from the Poisson regression analysis for
CD, according to quintiles of sun exposure, and taking as the reference the quintile of highest sun
exposure. The two quintiles with the lowest sun exposure were associated with an increased IRR of
CD. The intermediate quintile had an IRR not significantly different from 1. The second quintile

with the highest sun exposure was associated with a decreased IRR of CD.
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8
Local UV dose improved the Bayesian model of geographic distribution of CD, and the effect of

local UV dose was stronger than the effect of local spatial autocorrelation. Variations of smoothed
RR of CD in both sexes according to sunlight exposure are displayed in Figure 2. Areas with a
smoothed RR significantly higher than 1 corresponded to areas with low sunlight exposure, whereas
those with high or medium sunlight exposure had smoothed RRs either lowers than 1 or not
significantly different from 1 (figure 2).

Ulcerative colitis

In the population as a whole, the incidence rate was 7.2 for 100,000 inhabitants (95% CI: 7.1-7.3), it
was 7.7 (95% CI: 7.5-7.9) in men and 6.8 (95% CIL: 6.6-7.0) in women. Table 2 shows the age and
sex adjusted incidence rate ratios and 95% confidence intervals derived from the Poisson regression
analysis for UC, according to quintiles of sun exposure. There was no statistically significant

association between sun exposure and UC incidence.

DISCUSSION

The present study assessed the geographic distribution of IBD in relation with sun exposure. It
appears that CD incidence is higher in geographical areas with a low sunshine exposure than in
areas with high or medium sunshine exposure, where CD incidence is either lower than or not
significantly different from the mean national incidence rate. Thus, there seems to be a threshold of
sun exposure under which CD incidence increases. By contrast, no association between UC
incidence and sun exposure was found.

Our study is based on data derived from administrative health care records and relies on ecological
data. These limitations have already been discussed in our previous papers [9, 11]. Moreover, in a
recent paper concerning geographic mapping of IBD, Green and Bermstein suggest to use small
geographic areas in order to minimize the misclassification of populations by risk categories [12].
However, the sun exposure data are available at the scale of “departments™ and not at a smaller

scale. Additionally, the association between sun exposure and CD is not necessarily causal. It can
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be due to an underlying genetic or environmental factor which has a geographical distribution
similar to that of sun exposure, such as diet, chemicals, water or soil microbial ecology. In a recent
prospective study, we found that high total protein intake, specifically animal protein, was
associated with a significantly increased risk of IBD in middle-aged French women [13]. A study
concerning a potential interaction between diet and sun exposure is underway.

On the other hand, the association between CD and sun exposure could also be causal, as suggested
by several epidemiological and biological data. Firstly, there is a reproducible North-South gradient
of CD incidence which has been found in the USA, Scotland and France [9, 14, 15]. Sun exposure
might well explain the North-South gradient found in these countries. Secondly, the geographic
distribution of multiple sclerosis (MS) appears to be similar to that of CD in France and several
lines of evidence suggest that sun exposure protects from MS [16]. A strong inverse correlation
between UV radiation and MS prevalence has been found in a geographical study performed in
Australia [5]. A case-control study has shown that exposure to the sun in early infancy may protect
against multiple sclerosis [6]. It has also been shown that people with the highest blood levels of
vitamin D had the lowest risks of MS [7]. Furthermore, results from a cohort study of 187,500
nurses showed that women who consumed at least the current daily recommended dose of vitamin
D have a lower risk of developing MS [8]. Exposure to the sun may explain the French North-South
gradient of MS and CD. Thirdly, there is a biological plausibility for our findings [17]. Sun and
vitamin D have been found to act as immune regulators. UV radiation and vitamin D have been
shown to induce regulatory T cell function [18]. UV radiation induces immune suppression via
induction of IL-4 and IL-10 and suppression of IL-12 production [19]. 1,25-dihydroxyvitamin D
inhibits dendritic cell differentiation and maturation, which induces a shift in T cell differentiation
from Th1 and Th17 to a Th2 phenotype [20]. Recent studies have found that vitamin D is also a key
regulatory factor of innate immunity. Vitamin D, produced in response to UV radiation, stimulates
the production of cathelicidin, which can kill various viruses and bacteria, including the

mycobacteria [21]. More recently, a study performed in primary cultures and lines of human
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monocytic and epithelial intestinal cells has found that 1,25-dihydroxyvitamin D stimulates the
expression of NOD2 in the presence of its agonist muramyl dipeptide [22]. Taken together, these
results suggest that low sunshine exposure and vitamin D deficiency impair innate immunity and
induce a shift in T cell differentiation towards TH1/TH17 phenotype, which are both characteristic
of CD.

Our study suggests that low sunlight exposure is associated with higher CD risk. This potential
association should be further investigated within case-control and cohort studies. If a protective role
of sun exposure on CD risk is confirmed, prevention of CD through vitamin D supplementation

should be tested in high-risk subjects.
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Figure 1: Map of France showing the average annually erythemal daily dose (kJ/m2) according to

“departments”.
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Figure 2: Map of France showing age and sex adjusted CD smoothed Relative Risk (RR) obtained

with the Bayesian model, taking into account the average annually erythemal daily dose
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D Smoothed RR not different from 1
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ANNEXE 6 : QUESTIONNAIRE MEDECINS

«ident» /«Nummed»

1. Type de MICI : cocher les cases correspondantes

o Maladie de Crohn:
o Rectocolite hémorragique :
a Colite Indéterminée

2. Localisation cumulée (Depuis le diagnostic; possibilité d’atteinte de plusieurs
territoires)

Périnée

Rectum

Colon Gauche

Colon total

[1éo-colique

I[l1éon seul

Autre localisation : spécifier ...................

[y Ny Iy S N I

3. Association avec maladies auto-immunes : (011 NON
S 0101 RS 6 T<T0h 1 =)
4. Date de début des symptomes: |_|_|/|_|_|_|_]|
Mois Année

5. Date du diagnostic: I/ =] —| |
Mois Année

6. Le diagnostic vous parait-il

Improbable
Douteux

Certain
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7. Chirurgie (résection intestinale) :

OUI |NON Nombre | Date [Mois /Année(s)]

Résection
gréle

Résection
colon

Stomie

8. Présence de granulomes sur les biopsies et/ou sur les piéces de résection :

0]0) NON

9. Traitements cumulés depuis le diagnostic (plusieurs réponses possibles)

5 ASA ou Salazopyrine
Corticothérapie (incluant I’entocort)
Imurel

Méthotrexate

Remicade ou Humira

Autre :

0000 0O0o

10.Nombre de poussées depuis le diagnostic: |__|__|

11.Nombre de poussées si nombre précis non disponible :

1
2a4
5a10
>10

000D

12.Compte rendu des examens ci-joint:
Endoscopie : oul NON
Radiologie : oul NON «ident»

Anatomopathologie : oul NON

13.Coordonnées le cas échéant du laboratoire d’anatomopathologie ou du
correspondant médical qui assure le suivi actuel :
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