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INTRODUCTION

La malnutrition est un ptobléme clinique commun chez les malades séropositifs avancés. Il y a
différents processus pathologiques qui contribuent a 'amaigrissement dans les cas d'infecton par le
VIH. La présence d'infection et d’autres maladies opportunistes augmentent les besoins de
'otganisme en substances nutritives tout en diminuant le taux d’absorption. Beaucoup d’infections
réduisent 'appétit. Avec une infection de la bouche (candidose buccale), il est difficile ou pénible de
manger, et de plus les problémes psychologiques et la pauvreté réduisent la quantité et la qualité de
noutriture consommée. Ainsi la malnutnton peut endommager la fonction d’un organe, affaiblir
indépendamment le foncdonnement immunitite, compromettre efficacité des médicaments et
diminuer la qualité de vie du malade (Anabwani ef al., 2005)

1l a été largement démontré que Pinfection par le VIH est liée i des taux sériques plus bas en
éléments nutritifs suivants : vitamines A, complexe B, C, et E, les minéraux comme le sélénium, le
zinc, le Fer, le Magnésium, les folates et les caroténoides. La fonction immunitaire est hautement
dépendante du statut nutritionnel. De plus les infections, les tumeurs, le stress et la malnutrition
peuvent significaivement altérer la producton d’hommones par les organes. La réaction de
Porganisme a Pinfection se traduit par augmentation du taux sanguin de glucagon, insuline et
d’hormone de stress comme Pépinephrine et le cortisol. Ces hormones adrenaliques ont la propriété
particuliere d’altérer le métabolisme. L’anorexie, la malabsorption et l'altération du métabolisme
peuvent étre dus au processus inflammatoire tésultant de la surproduction de cytokines

inflammmatotres (TNF-a, TNF-f3)

* Consommation alimentaire
tnsuffisante

* Malabsorption, diarrhée

¢ Réplication plus tmportante du
VIH

* Progression plus rapide de la

maladie

Carences nutritionnelle

Augmentation du stress oxydatif

Immuno-suppression
Perte de poids
Maladies opportunistes

Figure 1: Le cycle des carences en oligoéléments et la pathogénie du VIH : Comment l'infection

par le VIH affaiblit le statut alimentaire.
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PROBLEMATIQUE ET JUSTIFICATION DE L’ETUDE

Le Syndrome de l'Immunodéficience Acquise (SIDA) reptésente le stade le plus évolué de
I'nfection par le Virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH). Cette maladie est caractérisée par la
destmction de lymphocytes (CD4 auxiliaires) de I'immunité. Il en découle un déficit immunitaire 2
lotigine des infections opportunistes associées et/ou de tumeurs (Klatzman et al, 1989).
L’évolution du VIH/SIDA a travers le monde reste préoccupante avec 33,4 2 46,0 millions de
petsonnes vivant avec le VIH/SIDA dont 2,4 i 3,3 millions de décés en 2005 et environ 3,4 4 6.2
millions de nouvelles infections (UNAIDS, 2006). L’Afrique Subsaharienne reste la partie du
monde la plus touchée par cette pandémie avec 25,4 millions de personnes vivant avec le
VIH/SIDA, soit 64,5% des petsonnes infectées dans le monde (UNAIDS, 2006). Depuis la
déclaration du premier cas du SIDA en 1986 au Burkina Faso, la situaton demeure préoccupante.
La prévalence du VIH dans la population générale est passée de 7,17 % en 1997 a 6,5 % en 2002
(SP/CNLS-IST, 2004).

Au Burkina Faso, malgré un remarquable engagement du politique et de la société civile dans la
ptise en charge (médicale, psycho-sociale) des personnes vivant avec le VIH {PvVIH), celle
nuttitionnelle est encore timide. Cependant la prnse en charge nutntionnelle des PvVIH par une
alimentation adéquate pourrait apporter un plus a2 'amélioration de 'état sanitaire de ces malades
(Chlebouski et al, 1985). D’autres auteurs ont également rapporté 'importance de la nutntion
dans la prise en charge générale des PvVIH, Selon Bogden er al (2000), la dénutrition
s'accompagne d’une perte de poids et une dégradation de I’état général. La perte de poids est due a la
réduction de la prise alimentaire par manque d’appétit et les infections opportunistes responsables
de la diarrhée. La dénutnidon altére l'inmunité cellulaire par une diminution de la fonction
phagocytaire, de la production d’anticorps, du complément et du nombre de lymphocytes totaux
(Bogden er al, 2000). 1l a été démontré que la dénutrition est fortement corrélée avec la
progression de la maladie. (Jiamton et al, 2003 ; Villamor et af, 2000).

Les macronutriments jouent un role important au cours de I'infecton par le VIH. Une
carence protéino-énergétique est capable de provoquer des dysfonctionnements de I'immunité
cellulaire. Le @issu lymphoide est trés sensible au statut alimentaire. Des études ont montté qu'une
telle malnutrition est capable dc provoquer une alrophie du thymus, une perte  des cellules
lymaphoides et une hypersensibilité cutanée (Kotler ef af, 1998).

Les micronutriments tels que les vitamines et les sels minéraux sont d’importants indicateurs de

mesure de 1’état nutritionnel de homme et exercent aussi un effet direct sur la fonction



immunitaire. Le déficit de ces micronutriments est associé a une réduction du nombre de cellules
immunitaires pouvant entrainer un désordre de la fonction immunitaire (Gomo er al, 2003).
L’hypovitaminose A par exemple entraine une baisse du nombre de lymphocytes CD4+.
L’administration de la vitamine A pourrait réduire de fagon significative la morbidité et la mortalité
chez les malades du SIDA. Fawzi er al (1998) ont remarqué une baisse de la sévénité de la diarthée
et une réduction de la mortalité infantile et maternelle aprés un traitement des femmes enceintes ou
la vitamine A était associée. D’autres auteurs ont rapporté que la prise d’autres vitamines (B, C et E)
peut diminuer le nsque de transmission verticale du VIH de la mere a Penfant et ralentir la
progression du VIH, renforcer la fonction immunitaire au ntveau de la barmére placentaire et
améliorer la fonction immunitaire matemelle et infantile par la réducton de la charge virale dans le
sang, dans les sécrétions génitales et dans le lait maternel (Jiamton et af, 2003).

Cependant une administration séparée de chaque macronutriment ou micronutriment 2 un
patient est fastidieuse vu le nombre important des nutriments utilisés comme suppléments au cours
des traitements des PVVIH. L’utilisation d’'un complexe vitaminé associé a des sels minéraux et
autres macro et micronutriments telle que la spiruline serait plus simple et pratique.

La spiruline (Spirulina platensis) est une cyanobactére filamenteuse possédant diverses activités
biologiques et nutritionnelles importantes due 2 la forte concentration en nutriments naturels ayant
des fonctions bio-modulatrices et immuno-modulatrices (Changhu et al, 2002). Différentes
préparations de spiruline influent sur le systéme immunitaire en augmentant Pactvité phagocytaire
des macrophages, en stimulant la production des anticorps et des cytokines. La prse de la spiculine
augmenterait accumulation des cellules NK dans les tissus et activerait la mobilisation des cellules T
et B (Hirahashi er al, 2002).

La spiruline a montré aussi un role régulateur dans le métabolisme des lipides et des
carbohydrates (Rodriguez-Hemandez et al, 2001). Des préparations 4 base de spiruline ont été
trouvées actives contre plusieurs virus enveloppés incluant les Herpés virus, le Cytomégalovirus, le
virus influenza et le VIH (Armida er al, 2002). La spiruline est aussi capable d’inhiber la
carcinogenése grice aux propriétés anti-oxydantes qui protégent les tissus et réduisent la toxicité du
foie, des reins et des testicules (Salazar et al, 1998 ; Premkumar er af. 2004).

Cette algue microscopique contenant 60-65% de protéines, des micronutriments (vitamine A,
R, K, du Ies, caluiutu, phosphore ot dus acides gras essentiels) présente de nombreuses vertus
nutritionnelles et thétapeutiques. L'intétér dine supplémentation par la spiruline réside dans les
potenticls bénéfiques sanitaires et économiques visant a rétablir le déficir nutritionnel et retarder

aussi entrée des patients dans Iz phase de traitement aux anti-rétroviraux (ARV),



I. GENERALITES
1. 1. LE VIRUS VIH
1.1.1. Historique

La découverte en 1983 du VIH-1 sous le nom de Lymphadenopathic Associated Vitus (LAV)
revient 2 Frangoise Barré-Sinoussi et a ses collégues cliniciens, virologistes et immunologistes
ocuvrant autour de Luc Montagnier de I'institut Pasteur (Barré er al, 1983). Le virus découvert
l'année suivante par Robert Gallo n'est que cette méme souche, regue de Luc Montagnier. La plus
ancienne souche caraciétisée rétrospectivement par polymerase chain réacton (PCR) du matériel
génétique conservé remonte 4 1959. En 1986 un deuxiéme type de VIH a été découvert par I'équipe
de virologiste de I'hopital Claude Bernard sous la direction de Frangoise Brun-Vezinet et caractérisé
pat Francois Clavel de [l'institut Pasteur comme VIH-2 en raison de différences sensibles dans la

structure virale (Clavel et al, 1986).

1.1.2. Morphologie et ultrastructure

Le VIH est un Lentivirus de la famille des Retrovirideac.

La particule virale mature mesure 80 4 120 nm diamétre et constituée par (Figure 1) :
e Une enveloppe recouverte de spicules (glycoprotéines Transmembranaire TM, surface SU)
¢  Une membrane interne appelée matrice protéique {MA)

* Une couche protéique recouvrant le core
® e core protéique {capside CA) en forme de cone trapézoide contenant :
e Des enzymes:
¢ Transcriptase inverse (IT)
e Intégrase (INT)
¢ Protéase (PR)
* Des protéines :
e  Vira] protein R (VPR)
o  Viral infectivity factor (VIF)
®  Negatif expression factor (NEF)
*  Cyclophiline A (impliquée dans la réplication}
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Figure 2 : Ultrastructure du virus de I'immunodéficience humaine (VIH) d’aprés Reveillard 1998.

1.1.3. Organisation du génome
On retrouve les 3 génes caractéristiques des rétrovirus :
® Group antigen (GAG) codant pour: la protéine de core (CA), la nucléocapside (NC) et la
matrice protéique (MA),
¢  Polymérase (POL) codant pour la protéase (PR) et la transcriptase inverse (TT),
¢ Enveloppe (ENV) codant pour la protéine de surface (SU), et la protéine
transmembranaire(TM).

Outre ces 3 génes caractéristiques des rétrovirus il y a 6 autres génes dits "accessoires':
- les génes VIF: facteur d'infectivité du virus
- les génes NEF facteur d'expression népative
- les genes VPU protéine virale U ; VPX protéine virale X
- les génes TAT transactivateur

- les genes REV répulateur différentiel



I.1.3.1. Variabilités génétiques du VIH

Il existe deux types de VIH : le VIH-1 et le VIH-2. Il y a des variations de taille des génomes
pour le VIH-1. Du point de vue variations géniques le VIH-1 posséde un géne accessoire VPU qui
n'existe pas chez le VIH-2 (Figure 2). A l'inverse le VIH-2 posséde le géne accessoire VPX qui
n'existe pas chez le VIH2 (Choppin et al, 1991). Quant aux variations de séquences
nucléotidiques: globalement, il existe 40-50% d'homologie de séquences nucléotidiques entre VIH-1
et le VIH-2. Les homologies entre séquences nucléotidiques des génes gag et pol de VIH-1 et de
VIH-2 sont plus importantes (>50%) que celles existant entre leur géne env (<40%) et leurs génes

accessoires non-vpu et non-vpx.

.‘—-"—-I Us R US
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Figure 3 : Variabilités génétiques du VIH-1 et VIH-2

(d’apres Jane Way ; immunobiology 6° edition 2003)

1.1.3.2. Groupes et sous groupes

Le VIH-1 est divisé en trois groupes: le groupe M (major ou main), O (outlier ou
génétiquement isolé) et N (nouveau ou non-M, non-0). Les souches du groupe M sont responsables
de plus de 99 % des infections dans le monde. Des variants du VIH-1 classés dans le groupe O, ont
été identifiés dans des échantillons en provenance du Cameroun, de ses pays voisins en Afrique
centrale et de I'Europe (Gurtler ¢t al, 1994). Le groupe N semble essentiellement présent chez des
patients Camerounais. Le VIH-1 comprend 9 sous types notés: A, B, C, D, F, G, H, J et K. Le
VIH-2 quant 4 lui est homogene. Il comprend 7 sous types: A, B, C, D, E, F, G.




1.2. LA SPIRULINE

Les spirulines sont des cyanobactéries filamenteuses qui appartiennent a la famille des
Osallatoraceae, au genre Arthrospira ou Spirwlina. Ce sont des algues bleu-vertes, planctoniques,
umicellulaires et microscopiques mesurant 0,2 a 0,3 mm de long. Elles croissent a I’état naturel dans
les lacs des régions chaudes dont le sous-sol ou les terrains volcaniques enrichis en sels minéraux.
Elles sont un des mets traditionnel de certains peuples mexicains (les Azteques) et afnicains (les
Kanembou du Tchad). Il existe prés de 1500 especes d’algues bleues et de 36 espéces d’algues de
spituline comestibles. Les espéces communément utilisées comme suppléments nutritionnels sont :
Spiruling maxima, Spirwiina fustformis et Spiruling ou AArthrospira platensis. Ces algues possedent une
étonnante capacité de prospérer dans les conditions beaucoup rudes pour les autres algues. La
spiruline peut avoir des propriétés anuvirales, anti-bactériennes, anti-fongiques, et anti-parasitaires.
Elle est utilisée comme supplément alimentaire pour diverses raisons comme : la perte de poids,

pour la santé, la croissance corporelle (Falquet, 1996).

£.2.1. Les valeurs nutritionnelles de la spiruline

Certaines espéces de sprruline contennent d’importante quantité de protéines, d'acides aminés
indispensables, des vitamines, de B-carotene, de substances minérales, des acides gras essentiels, des
polysaccharides, de glycolipides et de suifolipides (Xue e¢ 2L, 2002),

L’addition de la spituline 4 un repas peut foutnit une latge gamme de nutriments vitaux. La
spiruline contient une forte teneur de vitamine B, sels minéraux incluant le calcium, le fer, le
magnésium, le manganese, le potassium et le zinc. Elle est une bonne source d’acide gras essentiel
{y-acide linolénique) (Miguel et al, 2004). La composition en protéines de la spiruline est trés
bonne et supérieure a 70% de poids sec. Chez les rats, la spiruline apparait étre efficace dans

Paugmentaton du statut en fer durant la grossesse et la lactation.

1.2.1.1. Composition en macroéléments

L2111 Les protéines

La teneur en protéines de Ia spituline oscille entre 50 et 70% de son poids sec (Morist et af,
2001). Du point de vue qualitutif, les protéines de la spiruline sont plus complétes, car tous les acides
aminés y figurent (4/% du poids total des protéines). La valeur de 'Efficacité Protéique (PER) de la
sptruline (estimé par le gain de poids de I'animal ou de T'individu, divisé par le poids de protéines

ingérées), déterminée chez le rat en croissance est estimée entre 1,80 et 2,6.




1.2.112. Lipides

Lipides totaux : leur teneur est estimée entre 5,6 a 7% du poids sec (Morist et af, 2001). Ces
lipides totaux peuvent étre séparés en une fraction saponifiable (83%) et une fraction insaponifiable
(17%;). La fracton insaponifiable contient essentdellement une paraffine, des pigments, des alcools
terpéniques et des stérols. La fraction saponifiable est surtout composée de monogalactosyl-
diglycérides et de digalactosyl- diglycérides, de sulfoquinovosyl- diglycéride et de phosphatidyl-
glycérol (Yaqoob ef al., 1998)

Acides gras : les acides gras essentiels de la spinuline sont rangés en deux groupes: w3 et » 6
caractérisés par la posidon de linsaturation. La spiruline peut étre considérée comme une des
meilleures sources connues d'acide y- linolénique, aprés le lait humain et quelques huiles végétales
(Tableau I). L’acide y- linolénique est le précurseur des prostaglandines, des leucotriénes et des
tromboxanes qui sont autant de médiateuss chimiques des réactions inflammatoires et immunitaires.
Les auttes acides gras essentiels sont: lacide linoléique 18:2w6, I'acide palmitique 16:0. Les
sulfolipides tels que les sulfoquinovosyl-diglycérides, ont montré une activité protectrice contre

l'infection des cellules helper-T par le VIH (Armida et af., 2002).

Tableau I : Principaux acides gras de deux souches de spiruline, 5. maxima et 5. platensis

Pourcentage des acides gras

Acides gras -
Spirulina maxima Spirulina platensis

Palmitique (16:0) 63 258
Palmitoléique (16:1w6) 2 3,8
Stéarique (18:0) 1 1,7

Oléique (18:1w6) 41 6,6
Linoléigue (18:2w6) 9 12

y- linolénique (18:3w0) 13 40,1
a-linolénique (18:3w3) traces traces

Source : d'apres Falquet, 1996.

1.2.1.13. Glucides.

Les glucides constituent globalement 15 a 25% de 1a matiére seche des spirulines (Motist oz
al, 2001). Les glucides simples sont le glucose, le fructose et le saccharose. On a des polyols comme
le glycérol, le manmitol et le sorbitol. Notons que les polysaccharides de la spituline auraient des

effets de stimulation des mécanismes de réparation de 'ADN ce qui pourrait expliquer un effet



radio-protecteur (Hirahashi et al, 2002).Ces polysacchandes auraient également des propriétés

immunostimulantes et immuno- régulatrices.

1.2.11.4, Acides nuciéigues

La teneur en acides nucléiques (ADN et ARN) est un point nutdtionnel important car la
dégradation biochimique d'une partie de leurs composants (les purines: adénine et guanine) produit
en dernier lieu de l'acide utique. Or une élévation du taux d'acide urique plasmatique peut produire 2

la longue des calculs rénaux et des crises de goutte.

1.2.1.2. Composition en micro-éléments

Les micro-éléments rencontrés dans la spiruline sont essentiellement des vitatnines et co-
facteurs (B-caroténe, provitamine A, vitamine E, acide folique, biotine, acide pantothénique,
vitamine E, thiamine B-1, nboflavine B-2, vitamine B-6} des sels mnéraux (fer, zinc, curvre, calcium,

phosphore, magnésium, sodium et potassium).

1.2.3. Les activités biologiques de la spiruline
Au-dela des valeurs nutritives, la spiruline est un alicament qui posséde des propuétés

thérapeutiques spécifiques et un effet régulateur positif sur le systeme immunitaire,

I.2.3.1. Les effets de la spiruline sur 'immunité innée et spécifique

Des études sur des models animaux ont montté que la phycocyanine contenue dans la spiruline
stimule 'hématopoiése, spécialement I'érythropoiése par induction de 'hormone erythropoitique
(EPO}. Aussi la ¢c-phycocyanine et les polysacchatides de la spituline renforcent la production des
leucocytes. Par exemple 'administration d’une solution aqueuse d’extrait de spiruline chez le chat se
tracduisait par une augmentation du pourcentage de macrophage phagocytaire (Falquet, 1996). En
plus les polysaccharides sulfatés extratts de la spiruline nommeés calcium de spiruline ont montré des
activités immuno-modulatrices et anti-virales qui s’effectuent chez la souris par un renforcement de
la production de la moelle, la croissance du thymus et de la rate (Toshiyuki er af, 2004). D’une
maniére générale, la spiruline régule les organcs et les cellules clés du systéme immunitaire en
augmentant leur capacité de fonctionnement malgré le stress et les agents infectieux
environnementaux.

L’effet du la spiruline sur 'immunité humorale et cellulaire est montré par le fait qu'elle stimule
la mobilisation des lymphocytes et autres cellules immunes du sang. I’administration de la spiruline

aux souris provoque une augmentation significative en cellules spléniques produisant les
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immunoglobulines de classe M (IgM), IgA et I[gE. L'additon d’extraits aqueux de spiruline

augmenteralt aussi la prolifération de cellules spléniques en culture (Hirahashi er al, 2002).

1.2.3.2. Les effets anti- virales de la spiruline

Les polysaccharides inhibent la réplicadon de plusieurs virus enveloppés incluant les Herpes
Simplex Virus (HSV), le virus influenza, le virus de la rougeole, le cytomégalovirus humain (CMV) et
le VIH-1 (Armida er¢ al, 2002). Des hamsters traités avec des extraits solubles de spiruline ont
montré une bonne guénson de la rate quand s étaient infectés par certains herpes virus trés
pathogeénes. L’allophycocyanine neutralise les Entérovirus du singe vert de I'Afnque. L'extrait
aqueux de la sptruline peut inhiber la réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4+ et les
cellules mononuclées périphériques (Armida er af, 2002). Trois composantes de la spiruline a
savoir Calcuim de Spiruline, phycocyanine- N et sulofolipide ont montré des propriétés anti-VIH.

Cependant le mécanisme des activités antivirales de ces composés n’est pas encore bien élucidé.

[.2.3.4 Propriétés anti-cancéreuses de la spiruline

Des préparations a base de spiruline ont montré une acuvité anti-cancéreuse dans un nombre de
modeles expérimentaux. La spiruline est une source naturelle riche en B-carotene et phycocyanine
deux composés ayant des activités anti-cancéreuses. L'admunistration de la phycocyanine stimule la
fonction hématopoiétique rehaussant la population de thymocytes, qui a4 son tour augmente la
résistance naturelle contre le cancer, l'ulcere et autres maladies. La phycocyanine peut aussi prévenir
le cancer en inhibant les agents dommageants PADN comme le peroxynitrite (Salazar ez al, 1998 ;
De Rosa et al, 2000)

Dans une étude in vitro les polysacchandes sulfatés (Ca-Sp) paraissaient inhiber I'invasion tumorale
et métastasiques du myélome B16- BL-6. Cette activité anti-métastasique est attribuée au blocage de

I'adhésion et la migtation des cellules tumorales aux substrats de la laminine et a lactivite de

I'heparanase (Wang ef al, 2005 ; Kaji ef al., 2004)

1.2.3.5. Les effets métabolisants de la spiruline

La spiruline a des effets régulateurs sur le métabolisme des lipides et des carbohydrates. En plus
d’un effet hypocholestérolémique, la spiruline montre ausst un effet hypoglycémique (Rodriguez-
Hemandez e¢ al, 2001). Chez les patients souffrant du diabéte sucré de type 2 une alimentation
supplémentée en spiruline baisserait la glycémie basale, le glucose post-prandial, et la réduction de
I'hémoglobine glyquée (HbA 1c). Chez 'homme la spiruline peut réduire le niveau de cholestérol,
tmacylglycérol et LDL-cholestérol (Rodriguez-Herndndez et 2/, 2001).
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1.2.3.6. Autres effets de la spiruline

La consommation de y-acide linolénique (GLA) peut aider dans les arthrites, maladies
cardiaques, obésité. La spiruline est une bonne source de GLA et présente de bonnes propriétés
anti-oxydantes (Changhu er al, 2002). Le GLA réduit la toxicité rénale et testiculaire par les métaux
loutds comme le mercure le plomb et les médicaments.

Des préparations 4 base de spiruline sont largement utilisées en cosmétque, dans les composés
pharmaceutiques en raison son activité anti- bactérien, anti- fongique et ant- parasitaire. Le sodium
de spiruline et calcium de spiruline montrent des effets inhibiteurs dans la progression de
artériosclérose par inhibition de la prolifération des muscles lisses vasculaires.

D’autres études montrent que la spiruline pourrait aider dans la perte de poids et la cicatrisation

des plaies (Simporé et af, 2006). Une synthése des effets biologiques de la spiruline est présentée

dans la Figure 3.
Immuno-stmulant
Anti-cancereux
Ca-Sp Ant-viral
Induit hématopoiése
Sulfolipides l . Anti-viral
v Source de vitamine A
| B-caroténe < Anti-cancer
Ant-oxydant
Cyanovinn-N | _ Anti-viral
Spiruline /; Précurseur de prostaglandine
y-acide linolénique | » Arthrite, cardiopathies

Obésité, dépression

Vitamine E anti- oxydant
Anti-cancer
Réduit la toxicité

Phycocyanine Immuno-stimulant

Induit ’hématopoiése
Anti-virale

M/

Fignre 4 : Récapitulatf des effets biologiques de In spiriline (’aprés Khan o al, 2005)
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I1. OBJECTIFS
I1.1. OBJECTIF GENERAL
L'objectif primaire de cette étude était d’évaluer 'impact de la prise quotidienne de la spiruline
sur I'état général et physique des personnes vivant avec le virus de I'immunodéficience humaine
(PvVIH).
I1.2. OBJECTIFS SECONDAIRES
1. Analyser le statut immuno-biologique et nutriionnel des PvVIH au cours de la prise

quotdienne de spiruline.

2. Analyser I'impact de la spiruline sur les effets secondaires de la thérapie anti-rétrovirale.
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III. MATERIEL ET METHODES
III. 1. TYPE D’ETUDE

1l s’agissait d’un essai randomisé controlé par placebo en double aveugle avec une stratification

en 3 groupes selon le nombre de CID4 des PvVIH.
I1.2. LOCALITE ET POPULATION D’ETUDE

La collecte des données épidémiologiques et cliniques de la présente étude s’est effectuée surle
site de I’Association Responsabilité Espoir Vie et Solidarité (REVS+) a Bobo-Dioulasso de Février a
Décembre 2006. Les analyses biologiques ont été pratiquées a I'Institut de Recherche en Sciences de
la Santé (IRSS). REVS+ est une organisation non gouvernementale dont les principales activités
sont la prévention, le soutien psychosocial, socioéconomique, le plaidoyer et la formation des
malades du SIDA. Cette ONG dispose d’un centre médical qui s’occupe des consultations et assure
le suivi d’environ trots cent (300) personnes sous traitement antiretroviral et plus de cinq cent
patients sur la file active en juin 2006.

Notre population d’étude était composée de sujets des deux sexes agés de plus de 18 ans,
habitant la ville de Bobo-Dioulasso et villes environnantes, infectés par le VIH. Leur statut VIH est
pré-établit lots de leurs entrée dans REVS+ et est confirmé ultérieurement lors de leur inclusion
dans notre étude.

Critéres d’inclusion : Ont été inclus dans cette étude tous les patients séropositifs pour le VIH
agés d’au moins 18 ans, disposés a utiliser le produit de I'étude selon les instructions du
médecin, 4 respecter le calendrier de suivi et les procédures de I’étude et ayant fourni un
consentement éclairé matérialisé par la signature d'une fiche établie 4 cet effet.

Critéres d’exclusion : Ont été exclus de cette étude les pattents ayant moins de 18 ans et présentant
des pathologies associées (cardiopathie, cancer) ou ayant violés le protocole. Ont été
également exclus de cette étude les femmes enceintes et les personnes ayant marqué un refus
de patticiper ou s’étant retirées volontaitement ; enfin ceux exclus par décision du médecin

pour taison de sécurité et/ou du bien-étre du patient.

I1.3. COLLECTES DES DONNEES
HI.3.1. Caractéristiques de la population d’étude :

Les patients ont été repartis en 3 groupes en fonction du nombre de leur CD4/pl :
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Groupe I: 66 PVVIH avec un nombre de CD4<200/ul de sang repartis :
e Sous groupe A : 33 PvVIH sous spituline.

¢ Sous groupe B : 33 PvVIH sous placebo.
Groupe 11 : 67 PvVIH avec 200 <CD4 <400/l de sang subdivisé en :

¢ Sous groupe B: 35 PvVIH sous spiruline.
¢ Sous groupe A: 32 PvVIH sous placebo
Groupe III : 59 PvVIH ayant un nombre CD4 > 400/l de sang subdivisé en :
¢ Sous groupe B: 28 PyVIH sous spiruline.
* Sous groupe A: 31 PyVIH sous placebo.

Au plan clinique, selon P'échelle de performance OMS on avait :
* 40 patients asymptomatiques avec une activité professionnelle normale
¢ 95 patients symptomatiques avec une activité professionnelle normale
¢ 37 patents étaient alités au mois 50% de la journée durant le dernier mois
e 20 pattents étaient alités au plus 50% de la journée durant le demier mois
Selon la combinaison thérapeutique anti-tétrovirale les patients ont été regroupés de la fagon
suivante :
¢ 46 patients ne recevaient aucun traitement anti-rétrovirale ARV
® 54 recevalent la combinaison 3TC + DAT + NVP
33 recevaient la combinaison AZT + 3TC + NVP

e 28 recevaient la combinaison AZT + 3TC + EFV
e 20 recevalent la combinaison 3TC + D4T + EFV
e 2 recevaient la combinaison AZT+ +3TC+ IDV
¢ 3 recevaient autre combinaison
3TC = Lamivudine (Inhibiteur de reverse transcriptase IRT), D4T = Stavudine (IRT), NVP =
névirapinev (IRT) EFV = Efavirenz (IRT). IDV = indinavir (IP)

II1.3.2. Procédure d’inclusion et déroulement de PPétude

Le recrutement des sujets a consisté en unc interview, des examens médicaux et la confirmation
du statut VIH (s¢rotypage). Les patients retenus ont été tandomisés et repartis en 3 groupes selon le
nombre de CD4/ul.. La prise quotidienne par padent était de 12 gélules {420 mg/ gélule) de
spiruline soit environ 5,04 g/j. Chaque patient recevait sa dotation mensuelle en spiruline tous les

mois pendant les visites médicales ordinaires planifiées tmensuellement. D’autres visites médicales

15



ont €t€¢ accordées par la permanence meédicale aux patients qui le désiraient. La mesure des
paramétres anthropométriques (poids, la taille, périmétre brachial et abdominal) a été faite avant la
prise de spiruline a I'meclusion et 4 chaque suivi clinique mensuel pendant 6 mois. Les examens de
sutvi biologique (numération lymphocytaire T CD4+, numération formule sanguine (NFS) et
vitesse de sédimentadon (VS), dosage des paramétres biochimiques de routines (glycémie,
créatininémie, transaminases, et & amylase) ont été réalisés a I'inclusion (M0), 6 mois apreés la prise de

la spiruline (M6).

II1.3.3. Prélevements sanguins et traitement des échantillons de sang

Du sang a été prélevé chez tous les participants a I’étude dans des tubes EDTA et tubes secs
sous vides en utilisant le systéme vacutainer. Les tubes de sang sont transportés au laboratoire dans
le quart suivant le prélévement dans les glaciéres contenant des icebox.
Ensuite les tubes de sang sont laissés a sédimenter 2 température ambiante puis centrifugés a 3000
rpm pendant 5 mn. Aprés centrifugation les sérums et plasma sont aliquotés dans les microtubes
stériles sous une hotte a flux laminaire. Ils sont alots conservés a -B0°C jusqu’a leurs utilisations. Il
est important de noté qu’un tube de sang prélevé dans un tube EDTA est gardé séparément pour la

réalisation des formules sanguines et le dosage des lymphocytes CD4

IT1.3.4. Procédure de réalisation des examens de laboratoire

Au recrutement des patients une pdse de sang de 4 ml sur tube sec a été réalisée pour
confirmation du statut sérologique. Les tests utillisés étaient le « Determine » {Abott laboratores,
Germany) le Standard Diagnostic (SD) Bioline (Bioline Laboratories, USA), conformément a
lalgorithme de dépistage du VIH en vigueur au Burkina Faso. A chaque suivi biolegique nous avons
réalisé une prse de sang sur tube EDTA (4 ml pour la NFS et CD4) sur tube sec (4 ml pour la
biochimie) et sur tube citraté {3 ml pourla VS).

Nous avons utilisé la technique de comptage par les billes magnétiques Dynalbeads pour le
comptage des lymphocytes T CD4+, un compteur automatque de cellules Pentra 60 utilisant le
systtme ABX pour la numéradon sanguine; un spectrophotomeétre (Microlab 600) pour le dosage
des parametres biochimiques de routine. Enfin nous avons utilisé un appareil de chromatogtaphie
haute performance en phase liquide (High Performance Liquid Chromatography) HPLC de JASCO

pour dosage du rétinol sérique.
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I11.3.4.1. Technique Dynalbeads pour le dénombrement des lymphocytes CD4

Principe de ]Ja méthode : la technique dynalbead pour la numération lymphocytaire T CD4+

consiste a séparer cette sous population lymphocytaires du reste des cellules sanguines et a la

quantifier. Des billes magnétiques marqués pat des antcorps monoclonaux ant-CD14 débarrassent

le sang des monocytes (qut ont les marqueurs CD14 et CD4) qut sont retenus sur la paroi des

microtubes. D’autres anticorps monoclonaux anticorps CD4 sont utilisés pour retenur les cellules T

CD4+ du sang démonocyté sur la paroi des microtubes. La derniere étape consiste a lyser et colorer

les noyaux des cellules TCD4+ a l'aide d’un fluorochrome (acrydine orange) et effectuer un

comptage des noyaux au microscope a fluorescence.

Le sang prélevé dans un tube avec antdcoagulant kK3EDTA ou ACD est mélangé doucement
par retournements. Puis mis en agitation pendant 5min & température ambiante sur
lagitateur rotatif Dynal MX1.

Aprés avoir identifié un microtube Dynal T1 pour chaque échantillon, introduire dans ces
tubes 350 ul de PBS puis 125 pl de sang total du padent et enfin 25ul. d’anticorps
monoclonal ant-CD14. Fermer hermétiquement les microtubes et laisser agiter doucement
les microtubes T1 pendant 10min i température ambiante sur I'agitateur.

Récupérer les microtubes Dynal T1 et les positionnet cotrectement sur le portoir aimantée
Dynal. Laisser incuber 2 min a température ambiante.

Numeroter d’autres microtubes Dynal T2. Déposer 200ul. de BPS dans chaque microtubes
et transférer 200pl avec une P200 de sang démonocyté provenant des microtubes T1

correspondants dans chaque microtube T2.

II1.3.4.1.2. Séparation des lymphocytes CD4+

Ajouter 25ull, d’anticorps monoclonal anti-CD4 non dilué dans les microtubes T2 fermer
herméaquement et agiter les microtubes Dynal T2 pendant 10 minutes 4 température
ambiante sur agitateur rotatif (vitesse moyenne).

Récupérer les microtubes Dynal T2 et les positionner correctement sur le portoir aimanté
Dynal et laisser incuber 2 min a température ambiante.

Eliminer le surnageant par 3 pipetages de 200 pL et retirer les microtubes Dynal T2 du
portoir aimanté.

Distribuer rapidement 500 pl. de PBS dans chaque microtube T2 (du coté cellules) et

resuspendre doucement pendant 10 secondes (par retournement)
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® Positionner correctement laimant sur le portoir Dynal et incuber pendant 2 min a
température ambiante.

¢ Eliminer le surnageant par 3 pipetages de 200 plL.

® Récupérer les microtubes Dynal T2 et distribuer rapidement 50 plL de tampon de lyse dans
chaque microtube T2 (du coté cellules).

* Agiter au vortex pendant 10 sec.

¢ Laisser reposer pendant 5 mn et agiter au vortex pendant 10 sec.

o Ajouter 50 pLL de tampon d’acridine orange dans chaque microtube T2

¢ Apiter au vortex pendant 10 sec et laisser reposer pendant 2 min

® Resuspendre le contenu des microtubes et prélever 25pl dans chaque microtube T2 pour
remplir une cellule de Malassez ptécédemment recouverte d’une lamelle.

® Placer sous un microscope a fluorescence G x 40. Les noyaux des lymphocytes CD4+

apparaissent sous forme de point vert fluorescent.

I11.3.4.2. Les dosages biochimiques
11 34.2.1. Glucose

Signification clinique : Le glucose est le carbohydrate majeur présent dans le sang
penphérique. L’oxydation du glucose est la principale source de I'énergie cellulaire dans 'organisme.
La détermination de la glycémie sert de ptime abord au diagnostic et au traitement du diabéte sucré.

Principe : Le glucose est oxydé suite 4 'action du glucose oxydase (GOD) en acide gluconique
et en peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) résultant est détecté par réaction avec
phénol-aminophénazone en présence de peroxydase (POD).

Glucose + O, + H,0O GOD y H,O, + acide gluconique
H,0O, + Phenol + 4 AP POD , Quinone + 4H,0O

Lintensité de la coloration lue 4 la longueur d’onde 505 nm est proportionnelle i la

concentration de glucose de Péchantillon.

Mode opératoire : Blanc Standard  Spécimens
Etalon 10 ul
Spécimens ---- e 10 pl
Solution de travail 1 ml 1ml 1 ml
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La concentration du Glucose {mg/dl} = (Abs spécimen/ Abs Etalon) x100
Facteur de conversion : mg/dl x 0,0555 = mmol/]
Les valeurs de référence dans le sérum ou plasma vatient de 60 — 110 mg/dl soit 3,33 -

6,105 mmol. Celui du LCR : 60 a 80% de la valeur du sang.

1I1.3.4.2.2. Créatinine

Signification clinique: La créatinine, un anhydre de la créatine est un produit de fin de
catabolisme formée par une déshydration spontanée dans le rein. La grande partie de la créatine est
retrouvée dans le tissu musculaire ou il est présent sous forme de créatine phosphate et sert comme
un réservoir de stockage d’énergie pour la conversion de 'ATP. Indépendamment de la dicte, la
créatinine sérique dépend principalement de son taux de séctétion par le tein. Pour cette raison son
élévation est hautement spécifique des pathologies rénales (Australasian Working Group 2005).

Principe: La créatinine forme un complexe rouge dans une solution picrate basique comme
décnt par Jaffé. La variation de I'absotbance, 4 des temps prédéterminés pendant la conversion, est
proportionnelle 4 la concentration de la créatinine dans les spécimens. Les intervalles de temps optés
pour la mesure évitent des interférences d'autres constituants de sérum. Lire la coloration a la

longuenr d'onde de 492nm pour les intervalles de temps de 30 et 90 secondes.

Mode opératoire : Blanc Standard Spécimens
Etalon - 100 pl -
Spécimens ---- - 100 pl
Solution de travail 1 ml 1 ml 1ml

La concentration de la créatinine sérique ou plasmatique en pmol/L est égale :
C = (AAbs spécimen/ AAbs Etalon) x2
Les valeurs de référence dans le sérum ou plasma varent de 61,8 — 123,7umol/L chez

I'homme et de 53- 97.2 pmol/L chez la femme.

II1.3.4.23 Transaminases ALAT/ GPT

Sigpification clinique : L'enzyme alanine amino-transférase (ALAT) ou Glutamo-pyruvate
transférase (GPT) est largement repartie dans une variété de tissu sourcc. La majeurc sourcc de
PALAT est d’origine hépatique el sa détermination est udlisée dans Pexploration fonctionnelle
hépatique. Les taux sériques élevés sont trouvés dans les hépatites, cirrthoses et icteres (Mardini et

al,, 2005)
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Ptincipe :

a-cetoglutarate + Alanine ALT , Glutamate + pyruvate

Pyruvate + NADH + H* LDH , Lactate + NAD”

La vitesse de consommation de NADH lue 340 nm est proportionnelle a Pactivite de TALAT

dans le spécimen. Lire chaque minute pendant 3 minutes.

Mode opératoire : Solution de travail 1 ml
Spécimens 0,1 ml
Calcul: Pactvité ALAT (U/L) = A Abs/min x 1750

Les valeuts de téfétence 2 25°C pour Phomme< 22 U/L et Ia femme < 18 U/L.

I11.34.2.4 Transaminases ASAT/GOT

Signification clinique: L’aspartate-amino-transférase {ASAT) ou glutamo-oxalo-acétique
Transaminase (GOT) est une enzyme tssulaire qui catalyse échange de la fonction aminée d’'un
a-amino-acide contze la fonction cétone d’un «-ceto-acide (transamination). I’ASAT est largement
distribuée dans les tissus, principalement le tissu myocardique, hépatique, musculaire et rénal. La
lésion de ces tissus entraine la libération de Penzyme ASAT dans la circulatton générale. A la suite
d’un infarctus du myocarde, les taux sériques d’ASAT s'élévent et atteignent un pic, 48 a 60 heures
aprés la survenue de lPinfarctus. Les affections hépato-biliaires, telles que cirrthose, cancer

métastatique et hépatite virale, provoquent également une élévation des taux sériques ’ASAT.

Principe :
a-cétoglutarate + Aspartate GOT , Glutamate + Oxalo-acétate
Acide oxaloacétique + NADH + H* MDH , Malate + NAD'

La vitesse de consommation de NADH lue 340 nm est proportionnelle a Pactvité de PASAT

dans le spécimen. Lire chaque minute pendant 3 minutes.

Mode opératoire : Solution de travail 1 ml
Spécimens 0,1t ml
Calcul: Pactivité ASAT (U/L) = A Abs/min x 1750

Les valeurs de références 2 25°C pour P’homme < 22 U/L et la femme < 18 U/L.
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1I1.3.4.2.5. - Amylase

Signification clinique : Pa-amylase est une enzyme qui aide a la digestion du glucagon. Il est
produit principalement par le pancréas exotique et les glandes salivaires. Sa détermination est
principalement utilisée dans le diagnostic ou pour le controle des cholestases.

Principe :
10 CNPG3 a-amylase p JCNP+1CNPG2+G3+G

L’ a-amylase hydrolyse le 2-Chloro-4-nitrophenol-aD-maltotrioside (CNPG3) afin de donner
du 2-chloro-4-nitrophenol (CNP) et 2-chloro-4-nitrophenol-aD-maltoside (CNPG2) maltotriose
(G3) et glucose (G). La vitesse d’apparition de CNP lue 4 405 nm est proportionnelle a Pactivité de
I'a-amylase présente dans Péchantillon. Lire les absotbances toutes les minutes pendant 3 minutes.

Mode opératoire : Solution de travaill 1 ml
Spécimens 20 ml
Calcul : lactivité «- Amylase (U/L) = A Abs/min x 3954
Les valeuts de référence 25°C < 90 U/L.

I11.3.4.3. Numération formule sanguine et vitesse de sédimentation NFS-V§

Le sang prélevé sur tube citraté a été¢ homogénéisé puis monté sur un portoir de VS et lu
aprés 30 mm. La numération sanguine a été faite par un compteur automatique Pentra 60. 1l
utilise le principe suivant :

La mesure repose sur la variation d’impédance engendrée par le passage de la cellule au
travers d’une micro- orifice calibrée. L’échantillon est dilué dans un diluant électrolytique
(conducteur de courant). La conductivité du diluant est trés différente de celle des cellules. La
dilution est aspirée au travers d’une micro- orifice calibrée. De chaque coté de I’orifice sont
placées deux électrodes au travers desquelles circule un courant constant. Quand la cellule
traverse I’orifice, la résistance électrique (ou impédance) entre les deux électrodes augmente de

facon proportionnelle au volume de la cellule.

111.3.4.4. Dosage du rétinol par HPLC (High Performance Liquid Chromatographie)
T11.3.4.4.1. Principe dc fa technique -

La chromatographic en phase liquide est une méthode physico-chimique basée sur des
différences d’interactions. Les molécules des produits a séparer (solutés) sont mises en solution dans
un solvant. Ce mélange est introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des

molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire contenue dans une colonne
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chromatographique. Ces interactions provoquent des échanges qui aboutissent 4 la séparation
désirée. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt en permanence le
systéme chromatographique. Le mélange, dissous dans un solvant est injecté par P'intermédiaire
d’une vanne, puis transporté au travers du systéme chromatographique, dont fait partie 1a colonne.
Les composés en solution se répartissent sutvant leur affinité, entre la phase mobile et la phase
stationnaire. La théone de la séparation montre que le signal enregistré a la sortie d’'un détecteur
appropri¢ en fin de colonne a la forme d’un pic. S1la séparation est bonne, chaque pic représente un

constituant du mélange a séparer. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

I11.3.4.4.2. Collection des spécimens et conservation

Les prélévements sont réalisés par ponction veineuse au pli du coude. Pour chaque patient
recuetllir le sang dans un tube sec et le mettre a 'abri de la lumiete en le recouvrant de papier
aluminium. Centrifuger les tubes contenant le sang 2 3000 rpm pendant 5 min. Aliquoter le sérum
sous hotte a flux laminaire dans Pobscurité. Les microtubes doivent étre recouverts de papier
aluminium ou utiliser des microtubes ambrés, Enfin stocké le sérum a -81°C pour une utlisation

ulténeure.

I11.3.4.4.3. Préparation du standard interne et du mélange de calibration
On procéde a des dilutions en cascades au 1/10%™
® Prélever une tres petite quantté de rétinol pur qu'on dissout dans 4 ml d’hexane pour
préparer la solution mere.
= DPrélever ensuite 0,4 mL de la solution mére et procéder a des dilutions en cascade au 1/10°

dans 3 tubes (jusqu’au 1/1000°™).

Rétinol 0.4 ml 0,4 ml 0,4 ml
pur (solide)
¥
Hexane 4 ml
Hexane 36 ml  Hexane 3,6 ml Hexane 3,6 ml Hexane 3,6 ml

* Procéder aux mémes dilutions pour 'acétate de rétinol.
* Lire les difféerentes dilutions au spectrophotometre a 325 nm
* Retenir les dilutions ayant une densité comprise entre 0,1 et 0,9.

®  Calculer les concentrations Co des dilutions retenues
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_ Densité Optique
Ex L

Co

Avec E =  coefficlent d’extincdon mohkire (E  rétnol = 0.1832 et
E-acétate-rétunol = 0,1560)

L = trajet optique ou longueur de la cuve (L. = 1)

II1.3.4.4.4. Préparation de 200 pl du standard interne (acétate de rétinol a 150
pmoles/ 500 ul d’éthanol)
Le standard interne doit étre a la concentration de 150 pmoles pour 500 pl d’éthanol. Prenons

en exemple les densités optiques suivantes de solutions de rétinol et acétate de rétinol :

Composé DO1 DO2 | DO3 DO4
Rétinol 2,810 0,618 0,084 0,012
Acétate de rétinol 2,758 0,808 0,093 0,014

Conformément 4 ce qui avait été annoncé plus haut seules les solutions dont les densités
opuques sont comprmses entre 0,1 et 0,9 sont retenues (Ret2 = 0,618 et Ac2 = 0,808).

Le calcul de leurs concentrations respectives est alots

0,618
CRet2 = = 33733 ug/ml
0,1832
0,808 B
CAcZz = 0.1560 = 5,1794 pg/ml

Calcul de Ia quantité d’acétate de tétinol a prélever pour préparer la solution de standard interne
(150 pmoles pour 500 pl d’éthanol).
150 pmoles » 0,5ml
X < 200 ml
X = (19,68 x 200)/0,5 = 60.000 pmoles

La masse correspondante 4 60.000 pmoles est égales 2

60.000 pmoles x 328 = 19680.000 pg = 19,68ug

Le pords moléculaire PM de I'acétate de trétinol est 328

La concentration de I'acétate de rédnol Ac2= 5,1794 pg/ml
51794 pg 1 mli
19,68 ug » X

X =19,68/5,1794 = 3,8 mL ou 3800 ul d’acétate de rétinol

¥
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* Prélever 3800 pl de Ac2 puis évaporer sous I'azote gazeux.

* Sila quantité disponuble de Ac2 est insuffisante, alors prélever 380 pl de Acl qui est une

solution 10 fois plus concentrée.

® Ajouter 4 ml d’éthanol dans le tube pour resuspendre '’Ac2.

= Vortexer vigoureusement.

* Transférer dansun flacon gradué.

* Répéter les trois étapes précédentes 4 fois pour rincer le tube.
® Compléter le volume avec de I’éthanol jusqu’a 200 ml.

* Transférer dans un flacon teinté ou recouvert de papier aluminium.

* Conserver 2 4°C pendant au plus deux semaines.

Exemple de préparation du mélange de calibration

Le mélange de calibration doit étre 2 la concentration de 15 pmoles/20 pl. Préparons 2 ml.

Quantité de rétinol (Ret2) a prélever:
15 pmoles p 20
X < 2000 pl
X = (15 x 2000)/20 = 1500 pmoles
Sa masse est alors 1500 x 286 = 429000 pg = 0,429 pg

Le volume de Ret2 4 prélever
3,33733 pg » 1ml
0,429 pg » X
X =0,429/33373 = 127,17 pl de rétinol (Ret2)

Quantité d’acétate de rétinol (AC2}) a prélever:

15 pmoles » 20pl
X « 2000 pl
X = (15 x 2000)/20 = 1500 pmoles
Sa masse est alors 1500 x 328 = 492000 pg = 0,492 g

Le volume de Ac2 a prélever
5,1794 pg » 1ml
0,492 pg » X

X =0,429/51794 = 94,99 nl d’acétate de rétinol (Ac2)
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Introduire 127,17 ul de Rétinol (Ret2) dans un tube a essai.

Ajouter 94,99 ul d’acétate de rétinol {(Ac2).

Evaporer sous flux d’azote.

Resusprendre dans 200 ul de Méthanol.

Vorttexer puis injecter 20 1l dans la colonne.

Enregistrer les aires correspondantes des deux composés.

Connaissant leurs concentrations tespectives on peut alors calculer la concentration des

échantillons a tester a partir de leurs aires.

La phase mobile est composée de 93 % de méthanol, 5 % d’acetonitrile et 2 % d’eau distillée.

111.3.4.4.5, Extraction du rétinol du sérum et dosage

Décongeler les sérums a température ambiante sous la hotte.

Vortexer les spécimens.

Centrifuger les sérums a 8000 rpm pour 30 sec.

Numéroter des tubes correspondant aux sérums a analyser.

Distribuer 200 pd de sérum dans les tubes.

Ajouter 500 pl de standard interne (Acétate de rétinol dilué dans de Péthanol a la
concentration de 150 pmoles/500 pl).

Ajouter t mL d’hexane : le rétinol et acétate de rétinol passe dans la phase hexanique (c’est
Pextraction).

Vottexer les tubes pendant 30 sec et centrifuger a 3000 rpm pendant 5 mn

Prélever soigneusement la phase hexanique (sans toucher au méthanol).

Ajouter 1 ml d’hexane, vortexer et centrifuger & 3000 rpm pendant 5 mn et prélever
soigneusement la phase hexanique.

Evaporer Pextrait sous flux d’azote gazeux.

Resuspendre dans 200 ul de méthanol bien vortex

Injecter 20 ul dans le HPLC

IT11.4. ANALYSE DES DONNEES

Les données ont été saisies sur le logiciel Excel au fur et 2 mesure du déroulement de I'étude.

Ces données ont été analysées grace aux logiciel Excel, Ept info version 6 et SPSS.
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IV. RESULTATS
IV.1. STRUCTURE DE LA POPULATION D’ ETUDE

Au total 192 patients ont été randomisés et enrolés dans cette étude dont 45 hommes (23,43 %)
et 147 femmes (76,56 %) soit un sexe ratio de Y4 en faveur des femmes.

Au total 171 patient ont été suivi jusqu’a la fin de I'étude ce qui donne une compliance de
89,06%.

Apres confirmation du statut sérologique, le sérotypage des échantillons a permis de montré

que la majeur partie des patients étaient infectés par le VIH-1 (Figure 5).

Figure 1: Répartition des sérotypes de VIH dans la population d’étude

IV.2. LES PARAMETRES ANTHROPOMETRIQUES
IV.2.1. Les indices de masse corporelle (IMC)

Ces résultats montrent qu’au départ les patients du groupe I ayant un taux CD4<200/pl était
les plus dénutris (Tableau II). Aprés 6 mois de supplémentation dans les 3 groupes, la proportion de
ceux qui avaient un indice de masse corporelle (IMC) inférieur a la normale a diminué. Cependant le
pourcentage des personnes dénutris a augmenté dans le groupe III sous placebo. Ces améliorations
traduisent une récupération nutritionnelle plus visible dans le groupe supplémenté en spiruline que
celui du placebo. Les calculs de la récupération nutritionnelle au sein des groupes a montré que celle-
a était de 10,7 % chez sujets du supplémentés avec de la spiruline. Ce chiffre était par contre de

2,34% pour le groupe placebo.
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Tableau II : Répartition des patients par groupe selon la classification OMS de leur indice de masse

corporelle IMC (en kg/m?).

Spiruline Spituline Placebo Placebo
M0 (n=96) M6(n=85) P MO (n=96) M6(n=86) T
Dénutris o o ° 0
(IMC < 18,5) 22,1% 14,1% 0.96 13,4% 10,8% 0.73
. Norrmo-nutris o
Groupe I : 18,5 < IMC < 25 63,2% 68,2% 0.5 71,1% 68,7% 0.75
Surpoids o o o N
25 < IMC <30 14,7% 17,7% 0.93 15,4% 20,3% 0.87
Dénutris ° o o o
(IMC < 18,5) 20,6% 18,8% 12,1% 10,3%
. Norrmo-nutris o o o o
Groupe 1 : 18,5 < IMC < 25 81,8% 65,6% 0.23 64,7% 69,0% .73
Surpoids o o o o
258 <IMC<30 6,1% 15,6% 14,7% 20,7%
Dénutris ° o o N
(IMC < 18.5) 21,4% 13,6% 6,5% 12,0%
Norrmo-nutris
11 ; 9 ° . ° .
Groupe 18.5 < IMC < 25 60,7% 72,7% 0.32 64,5% 56,0% 0.64
Surpoids 17,9% 13,6% 29% 32,0%

25<IMC<30

Nous aussi avons observé une augmentation de la moyenne de PIMC dans le groupe 1 et 11
supplémentés en spiruline (Tableau IIT). En revanche it 2 été observé une légere baisse de cette
moyenne dans le groupe III recevant le méme supplément. Les patients recevant le placebo des

groupes I et III ont montré une baissé de leurs IMC respectives.

Tableau III : Varation de la moyenne de 'IMC par groupe selon le type de supplémentation au

couts des 6 mois.

Spiruline M0  Spiruline Placebo M0 Placebo M6
(n=96) M6(n=85) T (n=96) (n=86)
Groupe I
+ + + +

CDie300) 2093+ 341  2132+49 071 2114+414 21,70+ 286 043
Groupe I1 21254322 2188+35 045 2186+364 2111+68 058
(200<CD4<400) = 58 = 2, ’ L0 T 3, AL 20, ’
Groupe L1I 2144+ 366 2078+ 548 048 2279+362 2194 +572 043
(CD4)400) ! - ’ - ] ) = s = 2 N
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IV.2. RESULTATS DU SUIVI DES PARAMETRES BIOLOGIQUES

Aptés 6 mois de supplémentatdon en spiruline, le nombre moyen de CD4/ul de sang
périphérique a connu une augmentation et est passé de 143,88 * 4559 a4 1749 + 94.47dans le
groupe I sous spiruline mais de fagon non significative (p=0,09). Cette moyenne du nombre de
CD4/pl de sang est restée constante pour les patients du sous-groupe placebo du gtoupe I et ceux
du groupe II (sous groupes spiruline et placebo, (Tableau IV)). Cependant nous avons observé une
baisse significative du nombre moyen de CD4/pul de sang périphérique chez les patients du sous
groupe placebo du groupe III (p = 0,0005) alors que pour le sous groupe spiruline du méme
groupe, la moyenne des CID4 est restée inchangée (Tableau IV).

Tableau IV : Variation du nombte moyen des lymphocytes CD4/pl par groupe et selon le type de

supplémentation au cours des 6 mois.

Groupe Groupe Groupe | Groupe
Spiruline M0  Spiruline M6 p Placebo M0  Placebo M6 p
(n=96) (n=85) (n=96) (n=86)
Groupe I 14388 T 4550 1749+ 9447 009 118,19 +841 18055 £ 8624 0,07
(CD4<200) B A : e Y :
Groupe I1 2745 5% 246,13
+ ¥ + r
(200<CD4<400) 280,97 + 47.36 196.57 0,85 272,061 46.36 104.17 0,20
Groupe 111 450,09 546.60 * 37992 *
+ ] >
(CD4>400) 552, 0 £ 131.23 25319 0,19 1383 199,97 0,0005

Les résultats de la numération formule sanpuine (NFS) ont montré que la neutropénie a été la
cytopénie la plus observée dans tous les groupes que ce soit chez les sujets supplémentés ou non
(Tableau V). On a aussi observé un plus grand nombre de patients ayant une lymphopénie dans les
groupes I et II. Contrairement dans le groupe III, la leucopéntie et la lymphopénie ont été observeées
chez peu de patients (Tableau V). Par ailleurs nous avons observé un gain de leucocytes totaux chez

les pattents du groupe I sous spiruline.
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Tableau V: Classification des patients par groupe selon le déficit leucocytaire: leucopénie,

lymphopénie et neutropénie.

Spiruline M0  Spiruline M6 Placebo M0  Placebo M6

(n=96) (n=85) (n=96) (n=86)

Leucopénie 21 18 18 15

Groupe I , .

(CD4<200) Lymphopénie 1 io 12 13
Neutropénie 20 22 22 23
Leucopénie 13 i5 13 12

Groupe II L.

(200<CD4<400) Lymphopénie 9 10 6 7
Neutropénie 22 23 22 20
Leucopénie 3 0 4 7

Groupe IIT ..

(CD#>400) lymphopénie 2 3 i 1
neutropénie 16 13 13 13

L’estimation de l'anémie dans notre population d’étude i travers la mesure des taux
d’hémoglobine au début (MO0) et 4 six mois (MG) a montré que '2anémie a ét€ plus rencontrée dans le

groupe I et II que dans le groupe III (Tableau VI).

Tableau VI : Classification des patients par groupe et selon leur taux d’hémoglobine (Hb) avant et

aprés supplémentation.

Spiruline M0  Spiruline M6  Placebo M0  Placebo M6

(n=96) (n=86) (n=96) (n=86)
Groupe I Hb <11 13 14 1 e
{CD4<200) Hb >11 20 18 20 15
Groupe II Hb < 11 10 10 13 14
(200<CD4<400) Hb >11 22 20 20 17
Groupe IIT Hb <11 8 5 ! 6
(CD4>400) Hb >11 23 19 23 18

Le calcul de la moyenne de taux d’hémoglobine dans les différents groupe et en fonction du

temps a montré que dans le groupe 111 ou on avait constaté un nombre réduit de patients anémiés la
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moyenne du taux d’hémoglobine a été plus ou moins stable et supérieur ou égal a la valeur de
réference chez I'adulte (Hb=11g/dl, Tableau VI). Dans ce méme groupe, les patients sous placebo
n’ont pas pu maintenir stable leur taux d’hémoglobine. Il y a eu légére hausse du taux d’hémoglobine
chez les patients prenant la spiruline par rapport 4 ceux recevant le placebo méme si cette différence

n’était pas significative (p= 0,38).

Tableau VII : Variation du nombre moyen de ’hémoglobine selon les différents groupes au cours

des 6 mois de supplémentation.

Spiruline M0 Spiruline M6 Placebo M0 Placebo M6
(n=96) (n=86) (n=96) (n=84)
Groupe I 1169 + 1,56 11,56 + 1,43 1152 + 1,52 11,53 + 1.44
(CD4<200) 07 1, 6 X1, S52E1, 5311,
Groupe II 11,74 + 1.39 11,57 + 1,34 11,29 + 1,51 11,47 + 1,27
(200<CD4<400) o N e T
Groupe 111
+ + + +
(CDES400) 12,02 + 1,75 12,10 + 128 11,90 + 1,58 11,72 + 1,69

Au cours de notre étude, la vitesse de sédimentation (VS) a également été mesurée. Les
résultats ont montré que le nombre de padents ayant une vitesse de sédimentation supérieure 2 la
valeur normale (< 20 mm i la premicre heure) a été le plus observée dans les groupes I et IL. On a
constaté néanmoins dans les différents groupes une baisse de la vitesse de sédimentation apres 6
mots de supplémentaton en spiruline (Tableau VII).

La moyenne de la vitesse de sédimentaton de tous les groupes suivis au cours de cette étude
était supétieure 4 la valeur normale ((< 20 mm 2 la premiére heure, Tableau VIII). Chez les patients
du groupe I, sous spiruline, une baisse de la moyenne de la VS a été constatée contre son

augmentaton chez les patients du groupe II sous placebo (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Répartition par groupe selon leur vitesse de sédimentation (VS) au début et 4 1a fin

de 6 mois de sulvi.

Spiruline M0 Spiruline Mé  Placebo M0  Placebo M6

(n=96) (n=86) (a=96) (n=86)
Groupe I VS < 20 14 1 11 9
(CD4<200) VS > 20 18 21 23 20
Groupe II VS < 20 14 14 11 12
(200<CD4<400)  yg s 2 19 16 21 19
Groupe 111 VS < 20 20 18 16 16
(CD4>400) V8§ > 20 10 6 14 8

Tableau IX : Variation de la moyenne de la vitesse de sédimentation VS en fonction des groupes

apres 6 mots de suivl

Groupe Groupe Groupe Groupe
Spiruline M0 Spiruline M6 P Placebo M0 Placebo M6 P

(n=96) (n=85) {(n=96) (n=86)

Groupe I
+ + + +

(CD4<200) 43,85 + 26,27 33,13 X 23,23 0.08 60,94 + 3568 35,69 + 23,74 0,07
Groupe I1 + + 4 "
(200<CD4<400) 25,62+ 13,97 31,09 241 0.26 40,73 £ 2749 39,00 £ 26,6 0,80
Groupe 111 25214229 2341+2227 075 2529 +1855 2327+1799 0,68
(CD4>4w) ¥ —_ k) 3 — » . ¥ — 2 » —_ ¥ ]

La mesure de la réanolémie a été réalisée chez les sujets les plus dénutris seulement. Le Tableau
IX montre que la moyenne de la rétnolémie n’a pas significativement baissé au cours des 6 mois que
ce soit chez les patients sous spiruline ou placebo.

La plupart des patents avaient une rétinolémie supéneure a la valeur seuille. Un seul patient

atteint d’une carence sévere d’avitaminose A (< 0.35umol/1) a été identifié.
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Tableau X : Variation des moyennes de rétinolémie des panients du groupe I et leur répartition en

fonction du statuts nutribonnel en vitamine A.

Spiruline M0 Spiruline M6 Placebo MO Placebo M6
(n=33) (n=31) (n=33) (n=29)
(g]g‘;“{pz‘(’)g) 1,541+ 0,528 1,343 + 0,492 1,650 + 0,816 1,365 + 0,513
< 0,35 pmol/l 1 0 0 0
< 0,7 pmloAl 1 3 1 1
> 0,7 pmlo/} 31 28 32 28

Aprés 6 mois de suivi biclogique on a constaté que les quatte combinaisons tri- thérapeutiques
anti- rétrovirales entrainaient chez un grand nombre de patients une élévation des transaminases
(GPT/ALAT) supérieures 4 la valeur de référence (3,33 — 6,105 mmol). Apres 6 mois de suivi on
constate également que les valeurs élevées de a- amylasémie ont baissé. Cette baisse est encore plus

importante pour la créatinmémie.

Tableau XI : Variadon du poutcentage des patents ayant Phypetcréatininémie, 1" hyperamylasémie

et les transaminases ALAT élevées en fonction du traitement ARV,

. Transaminase - .
Type de Hypetamylasémie o, Hyper-créatininémie
combinaison (ALAT) élevée
*
ARY MO M6 MO M6 MO M6
JTC+DATHNVP 58,7% 45,7% 66,7% 100% 29,62% 6,52%

AZT+3TC+NVP 53,7% 50,0% 54,5% 90,0% 16,27% 6,63%
AZT+3TC+EFV 63,6% 48,1% 60,7% 92,6% 25,0% 13,33%

3TC+D4T+EFV 64,3% 48,1% 69,2% 83,3% 42,85% 15,0%

* 1 3TC = Lamivudine, DAT = Stavudine, NVP = Névirapinev, EFV = Efavirenz, IDV = Indinavir
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V. DISCUSSION

V. L INDICE DE MASSE CORPORELLE ET L’ETAT NUTRITIONNEL

La mesure de I'indice de masse cotporelle reflétant ’état nutrittonne] a relevé que le groupe I
{ayant moins de 200 CD4/ul) cumulait le plus grand nombre de dénutris (ayant une IMC <
18,5kg/m?) 22,1% pour le groupe spiruline contre 13,4% pour le groupe placebo. La dénuttition
sévere est caractéristique des stades les plus avancés du VIH/SIDA. A ce stade la perte de poids est
souvent associce 4 la malabsorption, I'anorexie, les infections opportunistes et les troubles
métaboliques (Young, 1997). Aprés 6 mois de supplémentation en spiruline, la récupération
nutriionnelle dans le groupe I a été plus importante pour les patients recevant la spiruline (10,71%)
que ceux qui ont prs le placebo (2,35% Tableau II). La dénutridon est trés souvent associée 2 la
perte de poids due a la catence protéo-calorique mais aussi la forte dépense énergétique sollicitée par
le systéme immunitaire. (Grinspoon et af, 1998). Administrer 4 5 g/j, la spiruline est un supplément
alimentaire riche en protéine et aussi en micto-élément (B-caroténe, zinc et Fer) qui offrirait des
effets bénéfiques énormes. Elle permettrait un regain d’appétit et une correction du deficit
nutridonnel. Simporé et al (2005) au Burkina Faso avaient aussi observé une récupération
nutritionnelle chez les enfants de moins de 5 ans supplémentés en spiruline pendant 6 semaines avec
un gain de poids de 25 g/j. De plus pour ces mémes auteurs la récupération nutriionnelle était plus
importante avec une ingestion de 767 + 5Kcal lorsqu’il s’agissait d’une supplémentation en spiruline
plus le Misola (Simporé et al, 2006). En restaurant le métabolisme et les perturbations
physiclogiques la spiruline contribuerait de fagon notable a I'amélioration de Pétat physique du
patient. Dans les modéles animaux les B-caroténes, I'acide y-linolénique et la phycocyanine de la
spiruline ont montré des activités antt- oxydant (Wang et a/, 2005). Ces composés permettraient la
réduction des troubles métaboliques et la perte énergétique. C’est cette baisse de l'activité anti-
oxydante et la perte d’énergie qui expliqueraient la diminution du nombre de patients dénutris plus
remarquable chez ceux recevant la spiruline.

La proportion de patients dénuttis recevant le placebo dans le groupe III 2 presque doublé ;
elle est passée de 6,5% a 12%. Alors que dans ce méme groupe la proportion des dénutris recevant
la spiruline 2 baissé presque de moitié (elle est passée de 21,4% 2 13,6%). La dénutrition au stade
précoce de I'infection chronique par le VIH expose ces patients a une baisse de I'immunité et 2 des
désordres métaboliques (Kotler ef al., 1998) De I'obsetvation de nos résultats il ressort que la prise
en charge nutritionnelle précoce chez les personnes asymptomatiques est d’intérét capital. Elle
permettrait de retarder leur rentrée dans le traitement par les ARV. Bogden et al (2000)

observaient qu'nin déficit en nutriment et en ant-oxydant commence au stade précoce de linfection
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a VIH et peut contribuer 2 la progression de la maladie. Il est reconnu que le statut immunitaire est
fortement dépendant de Pétat nuttitionnelle (Chlebouski ef af, 1985). C’est ce qui explique le fait
que le gain de poids et la préventton de la dénutrition sont des enjeux a gagner avant tout traitement

ARY intensif quant cela est nécessatre,

V. 2. SOUS POPULATION LYMPHOCYTAIRE T CD4+

Dans le groupe des patients ayant moins de 200 CD4/pul il y a eu une augmentation non
significative du nombre moyen de CD4 dans le groupe spiruline comme placebo
(p = 0.09 et 0.07 respectivement). Cette moyenne est restée stable pour les patients du groupe II et
IIT supplémentés en spiruline. L’observation de nos résultats permet de constater que la spiruline
contribuerait 2 hausse du nombre de CD4/pl soit 4 son maintien. En effet la spiruline est une bonne
soutce de b- caroténe (convertible en vitamine A.) mais aussi en sels minéraux (zinc magnésium).
Ces micronutriments ont un effet positif sur systéme immunitaire cellulaite. Des observations
simulaires avaient été rapportées en Tanzanie par Fawzi ef al (1998) ; Fawzi er al (2004). IIs ont
montré que la supplémentation en multi-vitamine chez les femmes enceintes permettait une
réduction du faible poids a la naissance et une augmentation significative des lymphocytes CD4,
CD8 et CD3.

Au cours de notre étude on a noté une diminution significative (p = 0,0005) du nombre de
CD4/pl chez les patients du groupe III ptenant le placebo. Cette moyenne est passée de 546,6 4
379,92 CD4/ul. Dans ce méme sous groupe on avait observé une augmentation du nombre de
patients denutns. La dénutrition provoque une baisse de la prolifération des cellules sanguines. En
effet les organes lymphoides du systéme immunitaire sont sensibles 2 la perte de poids (Chlebouski
er al, 1985). La perte moyenne de 166 au cours de 6 mois précipite Pentrée des patients sous
placebo dans la phase de thérapie anti- rétrovirale. Cette baisse du nombre de CD4 pourrait
s’expliquer par le stress oxydanf accru, par 'apoptose, I'anergie et la formation de syncitia (Kotler ef
al., 1998 ; Bogden ef al., 2000).

Lintérét de la supplémentation en spiruline résiderait dans le bénéfice double de retarder la
progression des patients dans la phase maladie mais aussi de réduire la morbidité de Iinfection par

son pouvoir antioxydant (Jiamton ef al., 2003)
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V. 3. MODIFICATIONS DES PARAMETRES HEMATOLOGIQUES :

La cytopénie la plus rencontrée dans tous les groupes sans distinction était l2 neutropénie
(59,89% a MO et 66,66% a M6). Les cytopénies sont fréquentes au cours de I'tnfection par VIH et
souvent imputables a la thérapie intensive (Lacombe et Girard, 2004). La neutropénte est la plus
courante chez les malades a VIH et elle expliquerait les fréquentes infections bactériennes.

D’autres mécanismes telle que la cytotoxicité de la thérapie anti-rétrovirale pour ces cellules peut
exphquer la modification des séries hématologiques (Chang er af,2004).

Dans notre étude on avait plus de 76% de nos patients qui étaient sous trithérapie de
différentes combinaisons ARV souvent associées t 2 d’autres traitements telles que hépatite virale B
et tuberculose. La chimiothérapie modifie la morphologie des cellules les rendant plus susceptibles a
la lyse. Chez les padents co-infectés par le VIH et le virus de 'hépatte C. Arzcorreta et al, (2004)
ont remarqué que le traitement pat interféron et la nbavirine réduisait en moyenne de 45% le
nombre de neutrophile, de 50% le nombre de leucocytes totaux, de 54% le nombre de lymphocytes
CD4, de 9% le taux d’hémoglobine et enfin de 31% le nombre de thrombocytes. De plus ils
observaient que les patients retrouvaient leurs numérations formules sanguines de départ apres arrét
du traitement. Moore et al, 1998 expliquent mieux la neutropénie par le dysfonctionnement des
neutrophiles au cours de linfection par le VIH. Ces auteurs observent une baisse significative de
lexpression de la L-selectine (CDD62L), CD11a chez les patients infectés par le VIH surtout ceux en
dessous de 100 CD4/ul. La baisse de Iexpression de ces molécules d’adhésion détérore leur
fonction.

La lymphopénie quant a elle résulte dans un premier temps de la haute activité immunitaite en
réaction a la défense de 'intégrité de 'organisme. Il s’ensuit une déplétion en nutriment et une perte
d'énergie énorme (Bogden ef al., 2000). Ceci débouche sur I'anergie du systéme immunitzire, la
baisse de production de cytokine et de molécules du systéme immunitaire (anticorps, cytokine)
influengant fortement la producton de cellules. Trautmann er al, 2006 font ces mémes
observations en montrant que Pinfecdon chronique par le VIH associé 4 la dénutrition entrainait un
dysfonctionnement dans cellules CD8+ et une incapacité a produire des cytokines d’ou une baisse

de la prolifération lymphocytaire.
V. 4. VITESSE DE SEDIMENTATION (VS) ET PROCESSUS INFLAMMATOIRE
Une VS élevé témoigne d'un processus inflammatoire en cours. Le nombre VS élevé (> 20

mm i une premiéte heure) était rencontré dans les groupes I et II qui sont les plus exposés anx

infections opportunistes. Ce processus inflammatoire reflete également laltération de Yétat général
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de ces patients car il s’agit ici d’un déséquilibre protéique. Chez des adolescents infectés par le VIH
et asymptomatiques, Farook er al, (2003) ont aussi décrit une baisse de la balance protéique par
incapacité de réguler le catabolisme protéique. Dans Yinfecton par le VIH linflammation est trés
souvent associée a une surproduction de cytokine inflimmatoite que TNFa, TNFB. L'anorexie, Ia
malabsorption et l'altération du métabolisme peuvent étre dus au processus inflammatoire. Dans les
modéles animaux des études plus poussées ont révélé que la phycocyanine de la spiruline inhibe la
libératdon de TIhistamine et fonctionne comme un composé anti-inflammatoire (Qureshi et al,
1995). La supplémentation en spiruline en permettant une baisse de la VS contnbue ainsi un

rétablissement du bien- étre physique des patients.

V. 5. PANEMIE :

Au cours de cette émde 'anémie a le plus touché les patients du groupe I et II. Au début I'étude au
mois M0 on avait 32, 3% (31/96) de patients prenant la spiruline anémié contre 34,74% (33/96)
prenant le placebo. Aprés 6 mois de supplémentation on pouvait observer que le pourcentage de
patients anémiés sous spiruline testait statique 33,72% (29/86) alors qu’elle a augmenté dans le
groupe des placebos 40,47% (34/84). Les causes de 'anémie sont dues 2 la carence martiale et/ou a
la carence en acide folique (vitamine B12). En effet ces deux micro-éléments que sont le fer et la
vitamine B12 sont des composés essentiels 4 la synthése de ’hémoglobine. Leur carence au cours de
I'infection chronique par le VIH/SIDA est la principale cause de I'anémie généralement observée
chez les PvVIH (Grinspoon er al, 1998). La comparaison des groupes supplémentés et non
supplémentés en spiruline aprés 6 mois indiquait qu’il y avait une amélioration de Iétat de Panémie
dans le groupe de ceux prenant la spiruline. Dans une étude menée au Burkina Faso chez des
nourrissons dénutds Simporé et al, 2005 observaient que chez les enfants supplémentés en
spiruline ; la récupération de 'anémie était de 81,8% contre 63,6% chez ceux qui ne recevaient pas
la spiruline. La spiruline apparaitrait étre un bon supplément alimentaire car elle contribue par sa
richesse en fer et en acides foliques a baissé le niveau de Panémie.

L’anémie au coutrs de linfection chronique i VIH/SIDA complique la prise en charge
médicale et est d’un pronostic vital pour le malade. En effet, les taux d’hémoglobine les plus bas
dans notre étude ont été observés chez les patients au stade avancé de la maladie. L’anémie s’installe
progressivement avec les carences martiales et foliques mais aussi avec la modification
morphologique des hématies qui lenr rendent plus fragile a Phémolyse. L'utilisation d'anti-
rétroviraux associ€ée souvent a certains interférons (Peg IFN) dans le traitement de la co-infection
VIH-VHB ou VHC entraine une anémie chez ces patients. Alverez et a2l (2005) nous font

remarqué que 'utilisation de la zidovudine en thérapie intensive associée a la ribavinne durant le
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traitement du VHC chez les patients infectés pat le VIH réduisait le taux d’hémoglobine. Ces
auteurs rapportaient une réduction significative de 3,13 g/dl d’hémoglobine chez les patients sous

zidovudine comparativement 2 2,13 g/dl chez ceux recevant autres traitements.

V. 6. TRAITEMENTS SUIVIS BIOLOGIQUES DE ROUTINES :

Les combinaisons thérapeutiques les plus udlisées pour les patients sous ARV avaient un effet sur la
fonction hépatique et pancréatique. Plus de la moitié des patients recevant ces thérapies avaient des
transaminases ALAT >40 U1 ou une amylasemie > 90 UL De plus au cours des 6 mois de
chimiothérapie le pourcentage de patients ayant une transaminase ALAT >40 Ul avait augmenté. En
plus de la toxicité cellulaire déja signalée dans les modifications hématologiques, la trithérapie par les
ARV posent un probléme d’hépato- toxicité et de pancréatte. Raiten er al (2006) font remarquer
que la déficience en micronutriment préexistante peut affecter Pabsorption, la pharmacocinétique et
augmenter la toxicité des drogues. Il paraitrait nécessaire de rétablir 'état nutritionnel du pattent par
une supplémentation en complexe mult- vitaminique et en oligo-éléments pour que le traitement

soit plus efficace,

V. 7. RETINOLEMIE

Dans le groupe I ou la dénutrition était la plus rencontrée nous avons mesuré la rétinolémie au
début de P’étude et 6 mois aptés supplémentation. On constate qu'au cours des 6 mois que la
rétinolémie est restée stable. De plus dans ce goupe un seul cas de dénutrition sévere par carence en
vitamine A a été rencontré au début de Pétude. La rétnolémie est régulée par homéostasie. Lotsque
son taux est inférieur 4 0, 7 pmol/] Porganisme puise dans les réserves hépatiques pour compenser le
manque. Lorsque son taux inféreur a 0,35 umol/l cela signifie que les réserves hépatiques sont
épuisées et qu'une malnutrition est bien instaliée. Cette stabilité de Ia rétinolémie expliquerait le gain
de lymphocytes CDD4 enregistré dans ce groupe. La vitamine A a des propriétés antioxydantes et
immunostimulantes ( Fawzi et af, 1998 ; Chlebouski et af ., 1985). Le bon statut nutritionnel en

vitamine A pour ce groupe de patients a risque est un avantage.
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VI. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude de I'impact la spiruline (Spirulina platensis) sur le statat immuno- biologique et
nutninionnel des PVVIH au cours de la prise quoudienne de spiruline pendant 6 mois nous a pernis

d'obtenir les résultats préliminaires suivants:

Parameétres anthropométriques et dénutrition
e la récupération nutritionnelle était plus importante chez les patients recevant la spiruline
10,71% contre 2,43% pour le groupe placebo.
» Dénutrition chez les patients sous placebo au stade précoce de l'infection les expose a une

progression rapide vers la maladie.

Déplétion lymphocytaire :
* Gain ou mainten du taux de lymphocytes CD4/ul chez les patients supplémenté en
spiruline
® Diminution significative du taux de lymphocytes CD4/ul chez les patients asymptomatiques

recevant le placebo

Modifications des paramétres hématologiques
La neutropénie était la cytopénie la plus observee chez 59% et 66% des patients 2 MO et M6

respectivernernt.

Trithérapie et toxicité
Les différentes combinaisons thérapeutques (ARV) affectaient le plus la fonction hépatique et
pancréatique : plus de 54,5% des patients suivis avaient une ALAT élevée et plus de 45%

avatent des amylases élevées 2 MO comme a M6.

Vitesse de sédimentation et processus inflammatoire

Le processus inflammatoire a baissé au cours des 60 mois de suppléméntation en spiruline.

En perspective il serait souhaitable de mesurer 'impact de la spiruline sur la charge virale

plasmatique et aussi sur le stress oxydatif (par le dosage du glutathion réduit).
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Resumé:
la malnutrition est un probléme clbinique commun chez les malades infectés par le VIH et

provoque une immuno-suppression ct une dépléton des lymphocytes T CI34. La spiruline a travers
de nombreux études a montré des vertus nutrinonnelles et thérapeutiques. Aussi Padministration de
ce complexe vitaminé associc¢ # des sels minéraux 2 un patient serait simple ct pratique que celle des
micronutriments conventionnels. L’objectif de cette étude était de mesurer « Impact de la prsc
quotdicnne de Spiruina platensis sur le statut immuno-biologique ct nutrtonnel des PvVIH a Bobo-
Dioulasso ».

) s’agit un essa1 randomisé controlé par placebo en double aveugle; avec une stratificabon cn 3
groupes selon le nombre de CI34 des PyVIH. Groupe I ayant CI)4<200/pl de sang ; Groupe Il
200 <CD4 <400/ et Groupce III CD4 > 400/ul. Au total 192 patients igés d’au moins 18 ans ont
été inclus daas cette étude, avec un sexe ratio de Y4 en faveur des femmes. Chaque patient recevait
5g/] de Spirulinc ou de placebo pendant les 6 mois. Les patients ont Agalement bénéficié d’un suivi
clinique (avec Ia mesure des paramétres anthropométriques) et biologique (NFS-VS, lymphocytes
TCD4, glycémie, transaminase, amylase, créatinine et rétinol) a Pmclusion et aprés six mois.

Les résulats obtenus ont montré qu’il y a eu une récupération nutritionnelle de 10,71% pour les
groupes supplémentés en spiruline contre 2,35% pour le placebo. On a aussi observé une baisse
significative de la moyenne des lymphocytes passant de 546,60 4 379,92 CD4/pL de sang dans ke
groupe I1I sous placebo (p=0,0005). La récupération nutritionnelie plus importante dans les groupes
supplémentés cn spituline serait dd a 'apport en protéine et micronuttiments de cet alicament
permettant de lutter contre les troubles métaboliques et le stress oxydanf. Ces micronutriments
(vitamines, Mg, phycocyanine) ont des proprétés immunostimulantes qui permettraient une gain ou
une stabilisation du nombre de lymphocytes C1)4 dans les groupes supplémentés en spiruline.

La spiruline offnrait d’énormes avantages dans la récupération nutritionaelle (gain de poids),
la stabilisation ou le gain de lymphocytes contribuant ainsi au bien-étre des PVVIH.

Mots clés : Spiruline, PVVIH, recupération nuttitionnelle, gain de CID4 Burkina Faso.



Abstract :

Malnutrtion 1s a common clinical problem among HIV infected persons and lead to an
tmmuno-supression and TCD4 lymphocytes depletion. Spirulina a blue algae has been shown to
possess several nitritional and therapeutic vertus. The administration this complex rch in vitamin
and mineral salt to a patient would be therefore more simple and pratical than those of conventional
micronutrients. From February to December 2006 we have assessed the “impact of daily intake of
spirulina platensis on the immunobiological and nutritional status of persons living with HIV/AIDS
at Bobo Dioulasso™.

Ifs was a randomised control double blind tral with stratification in 3 groups. Group I with
CD<200 cell/pL, group II: 200<CD4<400 and group with CD4>400/uL. A total of 192 patients
aged than less 18 were earoled in this study (sex-ration egals ¥ favour of women). Each patient
receive daily 5g of sptrulina or placebo during 6 months. Before suppelementation and six months
after intervention all patients were subjected to clinical examination and the following parameters
were measuted (hemogram, CD4 count, glycose ALAT, amylase, creatinine, serum retinol and
anthopometric parameters).

The results showed a nutritional recovery of 10,71% among spirulina supplemented patients
versus 2,35% for placebo group. We have observed also a significantive dectease of the mean
lymphocyte CD4 count passing 546,50 to 379,92 CD4/ul. among placebo grouplll (p=0,0005).

The nutritional recovery was more important among spirulina supplemented group and may
be due the protein and micronutdents provied by spurilina that helps in metabolic troubles and
oxydative stress management. Micronutrients such as vitamin, phycocyanin and magnesuim have
imunostimulating propetties which could enhance o stabilize CD4 count.

Spirulina supplementation has therefore positive impact on nutritional recovery (weight gain),
gain or stabilization of CD4 cell count and contritbue to HIV infected person well-being,

Key words: Spirulina, VIH, nutritional recovery, CD4 cell gain, Burkina Faso.





