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PRESENTATION DE LA THESE

Notre travail comprend cing parties :

« La premiere est une revue générale de la littérature scientifique sur la digestion et absorption
du zinc, les facteurs influengant la biodisponibilité du zinc, I’excrétion du zinc, les besoins et
apports en zinc et sur la biologie et fonction du zinc ;

« La seconde est consacrée aux indicateurs du statut en zinc et stratégies de lutte et de
prévention de la carence en zinc ;

o La troisieme porte sur I’évaluation du statut de base en zinc chez les enfants sénégalais agés
de 12 a 59 mois

« La quatrieme porte sur les tests sensoriels et d’acceptabilité des aliments de complément
prépares a partir de farines de ceréales fortifiées en zinc chez les enfants senégalais

o La cinquieme est consacrée a 1’étude de la réponse plasmatique du zinc chez les enfants agés

de 9 a 17 mois recevant de la bouillie fortifiée en zinc au Sénegal

Les travaux de cette étude ont fait I’objet de deux publications et ont été présentés a deux congres

internationaux de Nutrition.

Aaron GJ, Ba Lo N, Hess SY, Guiro AT, Wade S, Brown KH. Acceptability of complementary foods
and breads prepared from zinc-fortified cereal flours among young children and adults in Senegal. J
Food Science 2011;76:S56-62. (Impact Factor 2009: 1.6)

Ba Lo N, Aaron GJ, Hess SY, Idohou Dossou N, Guiro AT, Wade S, Brown KH. Plasma zinc
concentration responds to short-term zinc supplementation, but not zinc fortification, in young
children in Senegal. Am J Clin Nutr 2011;93:1348-55. (Impact Factor 2011 : 6.7)

Un troisiéme article sur le méme théme mais concernant les adultes, travaux auxquels j’ai participé
a été publié.
Aaron GJ, Ba Lo N, Hess SY, Guiro AT, Wade S, Brown KH. Plasma Zinc Concentration Increases

within 2 Weeks in Healthy Senegalese Men Given Liquid Supplemental Zinc, but Not Zinc-Fortified
Wheat Bread. J Nutr 2011;141:1369-74. (Impact Factor 2012 : 3.9)
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Figure V-2 Variation de la concentration plasmatique en zinc du début au jour 159
15, réajusté a la concentration de zinc plasmatique de base
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Introduction : La carence en zinc est reconnue comme un des principaux risques de morbidité et de mortalité
chez les enfants de moins de 5 ans. La connaissance du statut en zinc des enfants et I’identification d’indicateur
simple et fiable pour évaluer I’impact des programmes de fortification de masse en zinc sont nécessaires d’ou
I’objectif de ce travail.

Obijectif : Evaluer le statut en zinc des enfants agés de 12 a 59 mois au Sénégal, effectuer des tests d’acceptabilité
sur un aliment de complément a base de farines de céréales locales fortifiées en zinc et mesurer la réponse
plasmatique du zinc chez les enfants sénégalais recevant de la bouillie fortifiée en zinc.

Méthodologie : Nous avons effectué trois études : une représentative au niveau nationale et portant sur 1151
enfants agés de 12 a 59 mois dont 583 filles et 568 garcons répartis en quatre tranches d’age, une sur les couples
meéres/accompagnantes d’enfants 4gés de 12 a 17 mois et une étude clinique randomisée placebo-contrdle en
double aveugle auprés de 137 enfants agés de 9 a 17 mois répartis en trois groupes (contréle, supplémenté en zinc
et fortifié en zinc) selon la prise ou non de 6 mg de zinc par jour a partir de solution aqueuse ou de bouillie. Les
mesures du poids, de la taille et du taux d’hémoglobine (par HemoCue) sont effectuées pour déterminer les
critéres d’inclusion. L’acceptabilité des aliments fortifiés est déterminée a 1’aide de 1’échelle hédonique de 7-point
et du test triangle. La concentration plasmatique en zinc, indicateur du statut en zinc, est mesurée par
Spectrométrie d’Absorption Atomique a flamme (SAA). Les concentrations plasmatiques de la Protéine C-
Réactive et de I’alpha-1 Acide Glycoprotéine ont été mesurées par immuno-turbidimétrie pour controler 1’effet de
I’infection sur le zinc. L’analyse de covariance (GLM) a permis d’ajuster la zincémie pour la comparaison en
fonction du sexe et de I’age.

Résultats : La moyenne de la zincémie est faible chez 1’ensemble des enfants (63,7+14,4 pg/dL) et la moitié
d’entre eux (50,1%) est carencée en zinc. Cette carence touche 50,9% des gargons et 49,2% des filles. Aucune
différence de prévalence entre les deux sexes et selon les tranches d’age n’est trouvée aussi bien pour les valeurs
de zinc mesurées que celles de zinc corrigées par rapport aux facteurs confondants. Les propriétés sensorielles des
aliments de complément a base de céréales fortifiées en zinc aux niveaux de fortification utilisés dans cette étude,
sont acceptables et les aliments bien appréciés par les enfants et les méres/accompagnantes. Pour 1’étude clinique,
la moyenne finale de la concentration de zinc plasmatique est significativement plus élevée dans le groupe
supplémenté en zinc que dans les groupes contréle et fortifié en zinc (P=0,002) aprés une intervention de 15 jours.
La variation de la zincémie moyenne (ug/dL) dans le groupe supplémenté en zinc (4,7+1,6 ; P=0,004) est
significativement plus importante (P=0,009) que celle du groupe contrdle (-1,0+1,6 ; P=0,51) et du groupe fortifié
(-1,8+0,7 ; P=0,29). La zincémie moyenne des groupes contrdle et fortifié en zinc ne différe pas significativement.
Conclusion : La carence en zinc constitue un probléme de santé publique sévére chez les enfants sénégalais agés
de 12 a 59 mois, tous sexes et ages confondus. Les aliments fortifiés en zinc sont bien acceptés et appréciés par les
enfants. La concentration plasmatique de zinc est un bon indicateur de la supplémentation en zinc, cependant son
utilité pour les programmes de fortification n’a pas pu étre confirmée dans cette étude. Ces résultats suggérent
qu’il est urgent de mettre en place un programme de lutte contre la carence zinc dans la cadre de la stratégie
intégrée de lutte contre les carences en micronutriments et que des études supplémentaires a plus long terme sont
nécessaires pour évaluer I'impact des programmes de fortification en zinc basé sur des indicateurs fonctionnels
tels que la croissance et la morbidité.

Mots clés : Statut en zinc, concentration plasmatique en zinc, Zinc, CRP, AGP, enfants 12 a 59 mois, farine de
céréales, test sensoriel, fortification, Sénégal.
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ABSTRACT

TITLE: Zinc status of Senegalese children and evaluation of the use of plasma zinc
concentration to test the impact of zinc fortification programs

Introduction: Zinc deficiency is recognized as one of the main risk of morbidity and mortality
among children less than 5 years. Knowledge of zinc status of children and the identification of
simple and reliable indicator to assess the impact of zinc mass fortification programs are
necessary hence the objective of this work.

Objectives: Assess the zinc status of Senegalese children aged 12-59 months, test the
acceptability of complementary food prepared from zinc fortified local cereals flours, and
measure the plasma zinc concentration responses among Senegalese children receiving zinc
fortified porridge.

Methods: We conducted three studies: a representative one at national level on 1151 children
aged 12-59 months, including 583 girls and 568 boys divided into four age groups, one on
couples mothers/caregivers of children aged 12 to 17 months, and a double-blind randomized
placebo - control clinical study on 137 children aged 9 to 17 months divided into three groups
(control, zinc supplementation and zinc fortification) by taking or not 6 mg of zinc per day from
aqueous solution or porridge. The weight, height and hemoglobin (by HemoCue) were measured
to determine the inclusion criteria. The acceptability of food fortified was determined using the
7-point hedonic scale and the triangle taste test. Plasma zinc concentration, an indicator of zinc
status, was measured by Atomic Absorption Spectrometry Flame (SAA). Plasma concentration
of C-reactive protein and alpha -1 acid glycoprotein was measured by immunoturbidimetry to
control the effect of infection on the zinc status. Analysis of covariance (GLM) was used to
adjust the zinc concentration mean for the comparison by sex and age.

Results: The mean zinc concentration mean was low among all children (63.7 + 14.4 pg/dL) and
half of them (50.1%) were deficient in zinc. This deficiency affects 50.9% of boys and 49.2% of
girls. No difference in prevalence between the sexes and age groups was found as well for the
measured zinc values that those of zinc corrected for the confounding factors. Sensory properties
of complementary food prepared from zinc fortified cereals at fortification levels used in this
study was acceptable and food well appreciated by children and mothers/caregivers. For the
clinical study, the final plasma zinc concentration mean was significantly higher in the zinc
supplementation group than in the control and zinc fortification groups (P = 0.002) after 15 days
intervention. The change of the zinc concentration mean (ug/dL) in the zinc supplementation
group (4.7 £ 1.6; P = 0.004) was significantly higher (P = 0.009) than the control group (-1.0 =
1.6; P = 0.51) and the fortification group (-1.8 £ 0.7; P = 0.29). The zinc concentration mean of
control and zinc fortification groups did not differ significantly.

Conclusion: Zinc deficiency is a severe public health problem among Senegalese children aged
12 to 59 months, for all sexes and ages. Zinc fortified foods are well accepted and appreciated by
children. Plasma zinc concentration is a good indicator of zinc supplementation; however its
usefulness for fortification programs could not be confirmed in this study. These results suggest
that it is urgent to implement a program to fight against zinc deficiency in the context of the
integrated strategy to combat micronutrients deficiencies and additional longer-term studies are
needed to assess the impact of zinc fortification programs based on functional indicators such as
growth and morbidity.

Keywords: Zinc status, plasma zinc concentration, zinc, CRP, AGP, children 12 to 59 months,
cereal flour, sensory testing, fortification, Senegal.
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I.  RAPPEL SUR LA BIOLOGIE ET FONCTION DU ZINC

Le zinc est un élément de transition dans le tableau périodique des éléments, avec un
numeéro atomique 30 et un poids atomique 65,37, en raison de son mélange de cing isotopes
stables : ®Zn, ®°zn, 'zn, ®®Zn et "Zn. 11 dispose de plusieurs radio-isotopes actifs dont deux
ont été les plus utilisés dans la recherche humaine et animale, ®°Zn et ®*Zn. Le zinc est stable
dans son état cationique bivalent (Zn™) et n'est ni un réducteur ni un agent oxydant (ne
présente pas de chimie redox dans les organismes vivants). Il forme des sels inorganiques et
des complexes organiques avec des acides et autres composés chargés négativement. La
stabilité unique de sa valence, sa chimie de coordination polyvalente et son rayon ionique ont
été crédités par Chesters (Chesters, 1989) pour ses réles dans le monde biologique (Solomons,
2001). Les propriétés chimiques du zinc, lui conférent un role important dans une grande
variété de processus biologiques. Il a une forte affinité pour les électrons et généralement se
lie aux acides aminés, peptides et nucléotides, permettant a la fois sa fonction catalytique et
structurale (Shrimpton, 2001).

Le zinc est un composant essentiel d'un grand nombre d'enzymes (> 300) participant a la
synthese et la dégradation des glucides, lipides, proteines et acides nucléiques ainsi que dans
le métabolisme des autres micronutriments (Butrimovitz et al., 1978 ; Vallee & Falchuk,
1993 ; Black, 1998 ; McCall et al., 2000). De ce fait le zinc est impliqué dans 1’expression des
genes, la croissance et la division cellulaire, les fonctions immunologiques et de reproduction
(Vallee et Auld, 1990 ; Graham et al., 1991 ; Walsh et al., 1994 ; Mocchegiani et al., 1995 ;
Berg et Shi, 1996 ; Shankar et Prasad, 1998 ; WHO, 2004 ; IZINCG, 2004 ; Prassad, 2009).

Il.  RAPPEL HISTORIQUE SUR LE ZINC

Le zinc est un oligo-élément essentiel et I'un des micronutriments qui a récemment
suscité une attention croissante en raison de son importance dans le maintien de la santé et de
I’état nutritionnel des populations. L'histoire de la reconnaissance de 1’importance biologique
du zinc est ancienne. Durant la premiére moitié du XXe siécle, les chercheurs ont découvert
que le zinc était essentiel pour la croissance normale et la survie des plantes, de la volaille, des
rongeurs et des porcs (Prassad, 1991). Des 1869, Raulin (Raulin, 1869) avait montré pour la
premiere fois I’importance biologique du zinc par des études de croissance effectuées sur des
champignons (Aspergillus niger). Cette découverte a été confirmée par les travaux de Todd

(1934), Tucker (1955) et O’Dell (1958) qui mettaient simultanément en évidence le caractere
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indispensable du zinc pour le rat, le porc et le poulet. En dépit de toutes ces observations,
beaucoup de chercheurs doutaient que la carence en zinc pourrait survenir chez les humains
du fait de I'omniprésence du zinc dans I'environnement et de l'absence de signes cliniques
évidents (apparents) de sa carence dans les populations humaines vraisemblablement a haut
risque. Cependant, les preuves de la carence en zinc chez les humains ont commencé a
émerger au cours des années 1960, lorsque des cas de nanisme et d’immaturité sexuelle
associés a une alimentation carencée en zinc ont été observes a partir de travaux menés en
Iran et en Egypte (Prasad et al., 1961 ; Prasad et al., 1963). Depuis cette date de nombreux
travaux ont été publiés concernant le réle essentiel du zinc dans la croissance physique des

étres humains et le fonctionnement normal du systeme immunitaire (Dardenne et al., 1988).

I1l.  DIGESTION ET ABSORPTION DU ZINC
1. SOURCES ALIMENTAIRES

Le zinc est présent dans une grande variété de sources alimentaires. Cependant sa
teneur dans les aliments est tres variable. En effet les concentrations les plus fortes de zinc se
retrouvent dans les aliments d’origine animale en particulier les viandes, les volailles, les
poissons, les fruits de mer (surtout les huitres) et a de moindres quantités dans les ceufs et les
produits laitiers. La teneur en zinc est relativement élevée dans les noix, les graines, les
légumineuses et les céréales completes et est plus faible dans les tubercules, les céréales
raffinées, les fruits et les Iégumes (Brown et al., 2001 ; 1ZINCG, 2004).

Les teneurs moyennes en zinc (mg/100 g de poids frais) et la densité de zinc (mg/100 kcal)

pour une certaine variété d’aliments sont preésentées dans le Tableau I-1.

La teneur en zinc total du régime et la biodisponibilité du zinc a partir de ces composants
alimentaires influencent 1’efficacité de I1’absorption du zinc. L’absorption du zinc est
déterminée en grande partie par sa solubilité dans la lumiére intestinale, qui a son tour est
affectée par la forme chimique du zinc et la présence d’inhibiteurs et d’activateurs spécifiques

de I’absorption.
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Tableau I-1 : Teneur en zinc, en phytates et rapport phytates:zinc de certains aliments

Sources Teneur en zinc Teneur en phytates
Rapport
mg/100g mg/100kcal mg/100g phytates:zinc

Foie, rein (poulet, beeuf) 4,2-6,1 2,7-3,8 0 0
Viande (beeuf, porc) 2,9-4,7 1,1-2,8 0 0
Volaille (poule, canard, etc.) 1,8-3,0 0,6-1,4 0 0
Fruits de mer (poisson, etc.) 0,5-5,2 0,3-1,7 0 0
Euf 1,1-1,4 0,7-0,8 0 0
Lait et produits laitiers 0,4-3,1 0,3-1
Grain et noix (sésame, 2,9-7,8 0,5-1,4 1760-4710 22-88
citrouille, amande, etc.)
Haricot, lentille (soja, 1,0-2,0 0,9-1,2 110-617 19-56
haricot, pois, etc.)
Graines de céreales entieres 0,5-3,2 0,4-0,9 211-618 22-53
(blé, mais, riz brisé, ect.)
Graines de céreales raffinées 0,4-0,8 0,2-0,4 30-439 16-54
(farine blanche, riz blanc,
etc.)
Pain 0,9 0,3 30 3
Manioc fermenté 0,7 0,2 70 10
Tubercules 0,3-0,5 0,2-0,5 93-131 26-31
Légumes 0,1-0,8 0,3-3,5 0-116 0-42
Fruits 0-0,2 0-0,6 0-63 0-31

Source : International Zinc Nutrition Consultative Group (IZINCG), Hotz C, Brown KH.
Assessment of the risk of zinc deficiency in populations and options for its control. Food Nutr

Bull 2004;25(suppl 2):S99-203.

2. DIGESTION ET ABSORPTION INTESTINALE

Dans I’estomac, en présence d’acide chlorhydrique, le zinc est libéré des aliments sous

forme d'ions libres (Zn**) durant la digestion. Ces ions peuvent se présenter sous forme libre

ou liés a des ligands endogénes de faible poids moléculaire dans la lumiére intestinale avant

leur absorption transcellulaire dans le duodénum distal et le jéjunum proximal (Cousins,

1996 ; King et al., 2000). Les sécrétions pancréatiques qui aident a digérer les aliments

fournissent une quantité de zinc dans le duodénum équivalent a celle contenus dans la plupart

des repas. L'intestin doit donc récupérer des quantités appropriées de zinc provenant de
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sources alimentaires et endogenes pour maintenir un équilibre favorable de zinc. L’absorption
intestinale du zinc constitue une étape clé de son métabolisme car elle assure en grande partie
la régulation de sa teneur dans le corps humain. De nombreux facteurs alimentaires et

physiologiques modulent ’absorption et le transfert du zinc vers le compartiment sérique.

Le zinc administré sous forme de solution aqueuse a des sujets a jeun est absorbé
efficacement (60-70%), cependant I’absorption a partir des aliments solides est moins efficace
et varie suivant la quantité de zinc et la composition de 1’aliment (Sandstrom, 1997 ; Brown et
al., 2004 ; Hess et al., 2009).

2.1. Passage du zinc de la lumiére intestinale dans le cytoplasme

L’intestin gréle est le principal site d’absorption du zinc, plus précisément au niveau
du duodénum distal et du jéjunum proximal. Dans I’absorption de la lumiére intestinale vers
I’entérocyte, le zinc libéré durant la digestion se présente sous forme libre (Zn) ou lié a un
ligand de Faible Poids Moléculaire (Zn-FPM) (Figure 1-1). L’absorption du zinc s’effectue
selon deux procédés qui impliquent un mecanisme de diffusion simple ou facilitée par un
transporteur. Tous les deux sont saturables (Swinkels, 1994 ; Krebs, 2000 ; Cousins et al.,
2006 ; Miller et al., 2007 ; Hambidge et al., 2010). Les voies d’absorption sont définies ci-

dessus :

v' voie paracellulaire : une faible proportion de zinc est absorbee passivement a

travers le «Tight junction » et diffuse par convection dans le pdle séreux.

v voie transcellulaire : le mécanisme transcellulaire du zinc se fait activement ou

par I’'intermédiaire d’un médiateur qui est une diffusion facilitée selon un

mécanisme saturable
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Les mécanismes impliqués dans le transport et I’absorption du zinc sont résumés dans la
Figure I-1(Swinkels, 1994).

Transport

paracellulaire

— Transport

— paracellulaire

Zn €

Zn-EPM Py E— Zn-FPM Zn-EPM Transport
i‘/ transcellulaire
Zn (direct ou facilité)
Zn-FPM
.
Zn-EPM Metallothloneme
Transport actif du
cytoplasme vers le
sang
FPM Protéine de transport
Plasma Cellules Lumen

Figure I-1 : Modéle d’absorption intestinale du zinc
FPM = Molécule de Faible Poids Moléculaire

Source : Swinkels JWGM, Korengay ET, Verstegen MWA. Biology of zinc and biological
value of dietary organic zinc complexes and chelates. Nutrition Research Reviews
1994;7:129-49.

2.2. Le zinc dans I’entérocyte

L’absorption active du zinc s’effectue en plusieurs étapes : le zinc présent dans le milieu
intraluminal entre dans I’entérocyte a travers la membrane apicale, migre a travers le
cytoplasme, jusqu’a la membrane basale d’ou il est transporté dans le systeme de circulation
sanguine. Dans I’entérocyte, une partie du zinc est fixée aux métallothionéines (MT),
protéines qui favorisent la captation du zinc intracellulaire et limitent son transfert vers le
milieu intérieur (Figure I-1 ; Swinkels, 1994).
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Au niveau cellulaire, les processus biochimiques nécessitent un controle strict de la
concentration et de la localisation du zinc. Cette homéostasie résulte d'une régulation
coordonnée de protéines impliquées dans la captation, la sortie et la compartimentation
intracellulaire du zinc. Ce sont des transporteurs membranaires des familles ZiP, ZnT et les
métallothionéines (MT).

Le mouvement transcellulaire du zinc est modulé par la métallothionéine (MT) et
Iapport alimentaire en zinc est directement li€é au géne MT dans lintestin. Les
métallothionéines (MT) sont des protéines d'une soixantaine d'acides aminés, trés riches en
cystéine, dont la synthése est induite par les glucocorticoides, les endotoxines et l'interleukine
1. Aprés pénétration & l'intérieur des entérocytes, le zinc se fixe aux MT et est ensuite
transféré vers le sang par un mécanisme d'excrétion active. La synthése des MT augmente en
réponse a un apport accru de zinc alimentaire. La métallothionéine agit comme un pool de
zinc extensible au sein des entérocytes qui peuvent entraver le mouvement du zinc dans ces
cellules en agissant comme un tampon intracellulaire transitoire de zinc. De ce fait
I’absorption du zinc diminue lorsque la quantité de zinc dans I’aliment est élevée (Dibley,

2001 ; Cousins et al., 2006).

Deux familles de protéines sont impliquées dans le transport du zinc. Il s’agit des ZiP

et des ZnT protéines :

% Les membres de la famille des ZiP (Zrt-like protéines et Irt-like protéines «SLC39 » ;
ZiP 1 a 14) transportent le zinc de I'espace extracellulaire et des organites
intracellulaires dans le cytoplasme (Eide, 2006). Ainsi, I'effet net de ces transporteurs
(ou « importateurs protéiques de zinc ») est d'augmenter le zinc cytoplasmique. 11 a été
démontré que le ZiP-4 est un importateur clé de zinc dans la cellule intestinale. Ce
transporteur a été découvert lorsque des mutations dans le géne ZiP-4 ont été liées a la
maladie génétique humaine acrodermatitis enteropathica. Cette maladie est due a une
mutation autosomique récessive du gene qui code pour le ZiP-4, causant ainsi une
perturbation de sa fonction de transport et une réduction de 1’absorption du zinc. En
conséquence les patients atteints de 1’Acrodermatite entéropathique ont besoin de
suppléments quotidiens de zinc durant toute la vie. Puisque les suppléments de zinc
peuvent palier au probléme de ces patients, il est évident qu’il existe d’autres
mécanismes de transport, mais moins efficaces, dans I’entérocyte (Wang et al., 2002 ;

Cousins et al., 2006 ; Hess et al., 2009) ;
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% La famille des ZnT (« SLC30 ») comprend neuf membres dans le génome humain
(ZnT 1 a 9). Ces transporteurs de zinc sont principalement impliqués dans 1’efflux
cellulaire de zinc et de l'absorption du zinc par des organites intracellulaires. Ainsi,
I'effet net de ces transporteurs est de diminuer la concentration cytoplasmique de zinc.
L’expression ZnT-1 dans D’intestin est régulée par le zinc alimentaire et a été
impliquée dans la régulation de I'homéostasie du zinc dans I'ensemble du corps en
contrélant I'efflux de zinc a partir de I'entérocyte. La ZnT-1 peut faciliter le passage du
zinc a travers la membrane basolatérale de I'entérocyte vers la circulation portale
(McMahon et Cousins, 1998 ; IZINCG, 2004; Liuzzi et Cousins, 2004 ; Hess et al.,
2009).

Ces transporteurs de zinc répondent aux conditions d'exposition faible ou excessive de
zinc et les changements du statut en zinc, probablement dans le but de moduler leurs effets sur
les tissus et les fonctions biologiques. Par exemple, au cours de la carence en zinc, la quantité
de protéines ZnT-1 dans I’intestin gréle est réduite, diminuant ainsi les pertes endogénes de
zinc. De méme les ZiP-4 migrent et se localisent dans 1’ensemble des villosités pour
maximiser ’absorption du zinc. Dans le foie, la quantité des protéines ZnT-1 est augmentee
au cours de la carence en zinc, trés probablement dans le but d’augmenter le zinc dans la
circulation générale. D’autres tissus comme le pancréas, les muscles et les glandes
mammaires répondent également aux altérations du statut en zinc (Swinkels et al., 1994 ;
Cragg et al., 2005 ; Cousins et al., 2006 ; Hess et al., 2009).

Dans la Figure I-2 extrait de I’article de Cousins en 2006, sont présentés les
changements dans I'expression des génes transporteurs du zinc en réponse a la teneur en zinc
alimentaire. En effet les entérocytes augmentent l'expression de ZiP-4 lorsque 1’apport
alimentaire est faible, avec des ZiP-4 plus localisés dans la membrane apicale. Probablement,
cela augmente l'acquisition de zinc de l'alimentation. Avec un apport adéquat en zinc,
I’expression de MT est plus grande au niveau des entérocytes, et la ZiP-5 est localisée dans la
membrane basolatérale. Un apport en zinc alimentaire faible diminue I’expression des ZnT-1
et ZnT-2 dans les cellules acineuses du pancréas et entraine 1’internalisation des ZiP-5 et une
réduction des MT. L’apport en zinc alimentaire faible diminue aussi I’expression des ZnT-1
dans le placenta (vitellus viscérale) et les cellules mononuclées du sang périphérique. Ces
événements reflétent les tentatives de restauration de 1’homéostasie du zinc au cours de la

restriction alimentaire en zinc par absorption intestinale accrue, avec une réduction
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concomitante des pertes de zinc provenant de la sécrétion pancréatique et intestinale, couplée
avec une conservation de zinc par les cellules ayant une rotation (turnover) rapide telles que

celles du systéeme immunitaire.

Zinc alimentaire

Entérocytes

Cellules acineuses

du pancréas

Zinc
ZnT2 3 ZnT1
%

T e Ky
s ZipS @ 4
:@ Placenta
Jznm1 ZnT1

Cellules mononuclées
du sang périnhériaue
JzoT1 ZnT1

Figure 1-2 : Modification de I'expression des génes transporteurs du zinc en réponse a la

teneur en zinc alimentaire

Source : Cousins RJ, Liuzzi JP, Lichten LA. Mammalian Zinc Transport, Trafficking, and
Signals. J Biol Chem 2006;281:24085-89.

3. TRANSPORT, STOCKAGE ET REDISTRIBUTION DU ZINC DANS LE
SANG ET LES AUTRES ORGANES

3.1. Circulation lymphatique et sanguine

Apres son transfert de Iintestin a la circulation portale, le zinc absorbé est rapidement
transporté au foie, ou il est directement absorbé et libéré dans la circulation générale pour étre
redistribué aux tissus extra hépatiques (Cousins, 1979 ; Dibley, 2001; 1ZINCG, 2004).

Une fois transporté dans la circulation générale, le zinc se lie a ’albumine (60-70%), a

1’a-macroglobuline (20-40%) et a d’autres protéines (5%), telles que la transferrine et la
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céruloplasmine. L’albumine étant majoritaire, toutes les conditions qui modifient sa
concentration auront un effet secondaire sur le zinc sérique (Dibley, 2001; Shrimpton, 2001 ;
Tor et al., 2004 ; IZINCG, 2004). La concentration de zinc sérique diminue de concert avec
I’albumine sérique durant la grossesse, duec a I’expansion du volume plasmatique
(hémodilution). Elle diminue aussi avec I’hypoalbuminie qui survient durant le vieillissement

et la malnutrition (IZINCG, 2004).

Le zinc plasmatique, li€¢ a ’albumine, représente la source principale pour alimenter les
tissus en zinc. Ces tissus sont en premier le foie, puis les autres organes producteurs
d’enzymes et de protéines dépendantes du zinc et les tissus de stockage. Le foie est considéré
a la fois comme organe de distribution du zinc, de stockage et de détoxification (par la

sécrétion via la bile).

3.2. Teneur en zinc dans I’organisme

Les Apports en zinc proviennent des aliments et des sécrétions digestives endogénes.
Des quantités considérables de zinc sont secrétees dans la lumiére intestinale durant la phase
postprandiale provenant des sécrétions pancréatiques et intestinales. Apres un repas, plus de
50% du zinc contenu dans la lumiére intestinale provient des sécrétions endogenes (Dibley,
2001). L'intestin doit donc récupérer des quantités appropriées de zinc provenant de sources a
la fois alimentaires et endogenes pour maintenir un équilibre favorable de zinc (Cousins et al.,
1996). La quantité totale de zinc endogene sécrétée peut dépasser la quantité consommeée dans
l'alimentation. Cependant, une grande partie du zinc qui est sécrétée dans lintestin est
réabsorbée par la suite. Ces processus de secrétion et de réabsorption sont tous les deux
régulés et ont un réle important dans I’hémostasie du zinc. L'apport de zinc exogeéne est
contrebalancé par des pertes, notamment fécales et urinaires (Brow et al., 2001 ; Krebs et al.,
2003 ; Hambidge et al., 2010).

La teneur en zinc dans 1’organisme adulte varie de 1,5 a 2,5 g (23-38 mmol), avec des
quantités moyennes plus élevées chez les hommes que chez les femmes. Le zinc est présent
dans tous les organes, tissus, liquides et sécrétions du corps. Cependant, la plupart du zinc est
localisée dans la masse maigre, avec environ 30 mg de zinc/kg de tissu. La majorité du zinc
est intracellulaire (> 95 %). Il est estimé que 83% du zinc total du corps se situe dans les
muscles squelettiques et les o0s, 3% dans le foie, 2% dans la peau et 1% dans le sang total

(lyengar, 1998). La concentration en zinc des liquides extracellulaires est basse. Dans
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’appareil circulatoire, 75% du zinc présent dans le sang total se trouve dans les érythrocytes
(fixé a I’anhydrase carbonique) et 10 a 20 % dans le plasma (principalement 1i¢ a 1’albumine)
(Dibley, 2001). Lorsque la teneur en zinc totale du corps est réduite, les pertes de zinc au
niveau des tissus ne sont pas uniformes. Les quantités dans le muscle squelettique, la peau et
le coeur sont maintenues, alors que les teneurs en zinc baissent au niveau des os, du foie, des

testicules et du plasma (Hotz et Brown, 2004).

IV. FACTEURS INFLUENCANT LA BIODISPONIBILITE DU ZINC

Plusieurs facteurs physiologiques notamment la quantité de zinc alimentaire et le statut en
zinc, déterminent la quantité de zinc absorbée et 1’efficacité de 1’absorption (Shrimpton,
2001 ; WHO, 2004 ; Hambidge et al., 2010). L’absorption dépend aussi de I’intégrité de la
paroi intestinale interne, de la qualité du repas (absorption plus importante en présence de
proteines animales) et de la présence de certaines substances organiques. La fraction de zinc
absorbée (FZA) qui est le rapport entre la quantité de zinc absorbée de 1’aliment et le zinc
alimentaire total, varie entre 15% et 35% chez 1’adulte et est influencée principalement par la
quantité de zinc et la teneur en phytates (inhibe 1’absorption du zinc) de I’aliment (Shrimpton,
2001 ; Miller et al., 2007 ; Hess et al., 2009).

1. ACTIVATEURS DE L’ABSORPTION DU ZINC
1.1. Les protéines

La quantité et le type de protéines dans I’aliment peuvent affecter 1’absorption du zinc.
La quantité de protéines dans un repas est positivement corrélée a Il'absorption du zinc.
Plusieurs études portant sur la quantité de zinc absorbée et les sources variables de protéines,
ont trouvé que la fraction absorbable du zinc augmente de fagon linéaire avec 1’augmentation
de la teneur en protéines (Sandstrém et al., 1989 ; Sandstrom & Sandberg, 1992). Le type de
protéines dans un repas peut aussi affecter la biodisponibilité du zinc. En général, ’absorption
du zinc est plus élevée dans les aliments riches en protéines animales que dans ceux riches en
protéines végétales (IOM, 2006). Il a été démontré que les protéines animales peuvent
contrecarrer 1’effet inhibiteur des phytates sur ’absorption du zinc, mais cela peut étre dii aux
acides aminés libérés de la protéine qui chélatent le zinc et augmentent sa solubilité, plut6t
qu’a un effet unique des protéines animales (Lonnerdal, 2000). La biodisponibilité du zinc

nettement plus élevée dans le lait humain que celui du lait de vache est un exemple de la
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facon dont la digestibilité des protéines (beaucoup plus faible dans le lait de vache riche en
caséine que dans le lait humain), influence I'absorption du zinc (I0M, 2006). Il a été montré

que la caséine dans le lait avait un effet négatif sur ’absorption du zinc (LO6nnerdal, 2000).

1.2. Quantité de zinc alimentaire

La quantité de zinc contenue dans un aliment aura une incidence sur I’absorption du zinc.
Des études portant sur I’absorption du zinc indiquent une relation inverse entre le pourcentage
d’absorption et la quantité de zinc ingérée (Krebs, 2000). Ainsi avec des quantités élevées de
zinc alimentaire, la fraction de zinc absorbée sera réduite (Lonnerdal, 2000). L’efficacité de
I’absorption du zinc diminue rapidement avec une augmentation progressive du zinc ingéré.
(Hambidge et al., 2005, 2010 ; Hess et al., 2009). Il est probable que la réduction de la
fraction de zinc absorbable a des doses plus élevees, est due a la saturation des mécanismes de
transport du zinc. Si I’homéostasie du zinc était efficace a 100%, la quantité de zinc absorbée
coinciderait avec la ligne de 1’égalité pour le zinc absorbé par rapport au zinc ingéré (Figure
I-3) jusqu’a ce que les besoins physiologiques soient couverts, point a partir duquel la ligne
serait horizontale. La modélisation de la réponse de saturation indique que la quantité de zinc
absorbée se rapproche de cette ligne de I'égalité seulement a de tres faibles quantités de zinc
ingérées, suivie par un déclin progressif dans I’efficacité de 1’absorption du zinc quand la

quantité de zinc ingérée par jour augmente (Hambibge et al., 2010).
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Figure 1-3 : Modeéle de réponse de saturation du zinc total absorbé par jour en fonction
du zinc total ingéreé

Les données modélisées sont les moyennes de 10 series de jeunes adultes en bonne santé,
utilisées dans I'estimation des apports nutritionnels de référence pour le zinc par I'Institute of
Medicine. La ligne d'égalité (line of equality) pour le zinc absorbé par rapport au zinc ingéerée
est egalement représentée. Les fleches représentent la régulation (augmentation et
diminution) théorétique des transporteurs de zinc dans les entérocytes. PR = besoins
physiologiques pour les hommes estimés par I'Institute of Medicine ; DR = besoins moyens
de zinc alimentaire estimee a partir de ce modele, une estimation qui est essentiellement

identique aux Besoins Moyens Estimes (EAR).

Source : Hambidge KM, Miller LV, Westcott JE, Sheng X, Krebs NF. Zinc bioavailability
and homeostasis. Am J Clin Nutr 2010;91:51478-83.

1.3. Formes de zinc

Le zinc intraluminal est présent sous différentes formes apres un repas a la suite des
processus digestifs qui libérent le zinc provenant des aliments ingérés et des secrétions
endogenes. Le zinc libre forme des complexes avec des ligands tels que les acides aminés, les
phosphates et autres acides organiques. Divers sels de zinc sont utilisés pour la

supplémentation et/ou la fortification des aliments (krebs, 2000).

Il existe cing composés de zinc répertoriés comme GRAS (Generally Recognized As
Safe) par le US Food and Drug Administration (FDA) et qui peuvent étre utilisés dans la
fortification des aliments. Il s’agit du sulfate de zinc, chlorure de zinc, gluconate de zinc,
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oxyde de zinc et du stéarate de zinc. Deux facteurs que sont la solubilité/dissolution et le pH
intragastrique, influencent I'absorption intestinale de ces composes de zinc (Salgueiro et al.,
2002 ; Gibson et al., 1998).

Les sels de zinc varient selon leur solubilité dans I'eau et vont du tres soluble (acétate de
zinc, chlorure de zinc, gluconate de zinc et sulfate de zinc), de légerement soluble (citrate de
zinc et lactate de zinc) a insoluble dans I'eau (carbonate de zinc, stéarate de zinc et oxyde de
zinc). Les composés solubles dans I'eau sont généralement mieux absorbés que les composés
moins solubles ou insolubles (IZINCG, 2004). Cependant plusieurs études de fortification
utilisant des radio-isotopes stables n’ont trouvé aucune différence dans 1'absorption du zinc a
partir des produits du blé enrichis en oxyde de zinc ou en sulfate de zinc chez des écoliers
indonésiens (Herman et al., 2002), des adultes américains (L6pez de Romaha et al., 2003) et
des femmes mexicaines (Hotz et al., 2005).

2. INHIBITEURS DE L’ABSORPTION DU ZINC
2.1. Les phytates

Les phytates présents en quantités variables dans les produits végétaux, les céréales et les
Iégumineuses avec des niveaux particulierement élevés, sont considérés comme étant des
inhibiteurs de 1’absorption du zinc. En effet les phytates (myo-inositol hexaphosphate) avec
leurs groupes phosphates de haute densité chargés négativement, se lient au zinc dans le
tractus gastrointestinal et forment des complexes peu solubles qui donnent lieu a une
absorption réduite du zinc. La fraction de zinc absorbée est négativement associée a la teneur
en phytates (Krebs, 2000). L'effet inhibiteur des phytates sur I'absorption du zinc semble
suivre une réponse dose-dépendante (Fredlund et al., 2006). Les teneurs élevées en phytates
dans I’aliment diminuent ’absorption du zinc contenu dans cet aliment (LO6nnerdal, 2000 ;
Lépez de Romana et al., 2003 ; 1ZINCG, 2004 ; Miller et al., 2007 ; Brown et al., 2007, 2010 ;
Gibbs et al., 2011).

Le rapport molaire phytates:zinc dans I’aliment a été utilisé pour estimer la proportion de
zinc absorbable. Ce rapport est calculé comme suit : (mg phytate/660) / (mg zinc/65.4) ou 660
et 65.4 représentent les poids moléculaires de phytate et de zinc, respectivement. Trois
niveaux d’absorption des repas ont été définis par ’OMS a partir de ce rapport molaire.
L’absorption du zinc est considérée élevée, modérée ou faible lorsque le rapport molaire

phytates:zinc est respectivement < 5, se situe entre 5 et 15 ou > 15 (WHO, 2004 ; Allen et al.,
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2006 ; Gibson et Anderson, 2009). Dans 1’échelle globale, les aliments a base de plantes avec
un rapport molaire phytates:zinc élevé sont considérés comme étant des facteurs majeurs qui

contribuent a la carence en zinc (Gibson, 1994).

2.2. Les minéraux

Des interactions compétitives peuvent se produire entre le zinc et les autres minéraux qui
ont des propriétés physiques et chimiques similaires, tels que le fer et le cuivre. Lorsqu’ils
sont présents en grandes quantités (sous forme de suppléments) ou en solution aqueuse, ces
minéraux réduisent 1’absorption du zinc. Cependant aux niveaux présents dans les aliments
habituels et ceux fortifiés, ’absorption du zinc ne semble pas étre affectée par le fer ou le
cuivre. L’effet inhibiteur du fer sur I’absorption du zinc n’est pas observé lorsque les deux
sont consommeés ensemble dans un aliment (Fairweather-Tait et al., 1995 ; Lénnerdal, 2000 ;
Lind et al., 2003 ; WHO, 2004 ; Allen et al., 2006 ; IOM, 2006 ; Wasantwisut et al., 2006).
De méme une consommation modérée de cuivre n’interfére pas avec I’absorption du zinc
lorsque I’apport de ce dernier est satisfaisant (Lonnerdal, 2000). Par contre, des niveaux
élevés de calcium alimentaire (> 1g/jour), consommeés par certains individus, peuvent inhiber

I'absorption du zinc, surtout en présence de phytates (Lénnerdal, 2000 ; IOM, 2006).

V. EXCRETION DU ZINC

Le zinc peut apparemment étre absorbé a tous les niveaux de I'intestin gréle. La quantité
de zinc endogéne fécale joue un réle important dans le maintien de I'noméostasie du zinc et
est déterminée par la quantité de zinc récemment absorbée et le statut en zinc (Krebs &
Hambidge, 2001, Krebs et al., 2003). L'excrétion fécale de zinc endogene est positivement
corrélée avec l'absorption du zinc alimentaire exogene. Lorsque ce dernier est faible, les
pertes endogenes dans les feces sont faibles (Krebs et al., 1995). Le zinc est excrété du corps
principalement dans les féces. Les pertes normales de zinc varient de moins de 1mg/jour a
5mg/jour lorsque I’alimentation est respectivement pauvre ou riche en zinc. Les pertes par
voie urinaire représentent seulement une fraction (moins de 10%) des pertes normales de zinc,
bien qu’elles puissent augmenter dans certaines conditions telles que la faim ou le
traumatisme. Les autres voies d’excrétion comprennent la desquamation des cellules

épithéliales, la sueur, le sperme, les cheveux et la menstruation, qui ensemble représentent
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environ 17% des pertes totales de zinc (King et al., 2000 ; 1ZINCG, 2004 ; IOM, 2006 ;
Schlegel, 2010) (Figure 1-4).

Les mécanismes d'excrétion contribuent a I'noméostasie du zinc. Toutefois, la régulation
de I’absorption du zinc par les transporteurs du zinc, en association avec le processus de

cinétique de saturation au niveau de I’entérocyte, constitue le principal moyen par lequel

I"homéostasie du zinc est maintenue.

Zn alimentaire
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Figure 1-4 : Flux corporels de zinc

Source : SCHLEGEL P. Facteurs de variation de la biodisponibilité du zinc, ajouté sous
forme organique ou inorganique, chez deux espéces monogastriques en croissance (poulet et
porcelet). Institut des Sciences et Industries du Vivant et de I’Environnement (AgroParisTech)
de Paris, Thése de Doctorat en Nutrition Animale, 2010 ; 177P.

Accessible au : http://pastel.archives-ouvertes.fr/docs/00/53/64/07/PDF/These_Schlegel.pdf

VI. BESOINS ET APPORT EN ZINC

Les besoins en zinc physiologique et pour la plupart des groupes d’age, sont estimés a
partir de la technique factorielle, qui consiste a additionner les besoins en zinc pour la
croissance des tissus, I'entretien, le métabolisme et les pertes endogenes (WHO/FAQ, 2004 ;
Hotz et McClafferty, 2007). Le besoin physiologique moyen en zinc est la quantité de zinc

qui doit étre absorbée pour compenser la quantité de zinc endogene perdue de tous les sites
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intestinaux et non intestinaux. Les sources de perte de zinc non intestinal incluent 1’urine, les
« pertes de surface » (peau desquamée, cheveux, ongles, sueur), et chez les adolescents et les
adultes, le sperme ou le flux menstruel. D’autres besoins supplémentaires comprennent la
quantité de zinc accumulée dans les tissus chez les enfants en croissance et les femmes
enceintes et le zinc transféré dans le lait maternel chez les femmes allaitantes (1ZiINCG, 2004 ;
Hotz et McClafferty, 2007).

1. ESTIMATION DES BESOINS PHYSIOLOGIQUES EN ZINC ABSORBE

Comme indiqué précédemment les besoins physiologiques en zinc peuvent étre définis
comme la quantité de zinc qui doit étre absorbée pour contrebalancer les pertes totales en zinc
endogéne a travers toutes les voies d’excrétion, plus la quantité de zinc retenue dans les tissus
nouvellement synthétisés. Ainsi, il est nécessaire de déterminer les pertes physiologiques en
zinc pour I’estimation des besoins. L’OMS/FAO/AIEA et le FNB/IOM ont réuni des comités
d’experts pour établir des estimations des besoins en zinc et proposer les apports alimentaires
correspondants qui sont nécessaires pour satisfaire ces besoins (WHO/FAQ, 2004). En 2004,
IZINCG a présenté une revue critique des données et modeéles spécifiques utilisés par ces
comités pour deduire des estimations (IZINCG, 2004 ; Hotz et McClafferty, 2007). Les
estimations des besoins physiologiques en zinc absorbé chez les enfants sont décrites ci-

dessus.

» Chez les enfants

Peu d'informations sont disponibles sur les besoins physiologiques en zinc absorbé chez les
nourrissons ageés de moins de 6 mois. Le comité FNB/IOM n'a pas estimé les besoins
physiologiques en zinc pour ce groupe, mais a plutét décrit des apports adéquats (2 mg/j)
basés sur la quantité moyenne de zinc provenant du lait maternel. En revanche, les comités de
I'OMS ont développé des estimations des besoins en zinc physiologiques des jeunes enfants
en extrapolant les données pour les adultes concernant le taux métabolique, puis en ajoutant la
quantité de zinc incorporé dans les tissus nouvellement synthétisés. En utilisant cette
approche, les comités de I'OMS ont suggéré que les besoins de zinc absorbé chez les enfants
d’age 0-5 mois varie de 0,7 a 1,3 mg /jour, selon I'4ge et le sexe. En considérant ces
informations, I’IZINCG estime que le lait maternel est une source suffisante de zinc jusqu’a 6
mois pour les enfants exclusivement allaités, nés a terme avec un poids de naissance adéquat.

Cependant les enfants non exclusivement allaités au sein ont besoin d’absorber
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approximativement 1,3 mg/j et 0,7 mg/j durant respectivement les trois premiers mois et les 3
a 5 mois de leur vie.

Chez les enfants agés de 6 mois a 18 ans, les besoins physiologiques en zinc absorbé
sont évalués par une approche factorielle basée sur les pertes intestinales et non intestinales de
zinc endogéne mais aussi sur la quantité de zinc pour les besoins de croissance. Les données
sont extrapolées a partir des adultes et les estimations sont basées sur les éléments suivants :
pertes urinaires, 0,0075 mg/kg/j ; pertes de surface, 0,0065 mg/kg/j ; pertes intestinales, 0,05
mg/kg/j pour les nourrissons de 6 a 12 mois et 0,02 mg/kg/j pour les enfants de 1 an et plus
(Tableau 1-2).
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Tableau I-2 : Besoins physiologiques en zinc absorbé pendant I’enfance par groupe d’age et de sexe, la grossesse et ’allaitement définis
par les comités d’experts de ’OMS, le FNB/IOM et revue par 'l ZINCG

OMS FNB/IOM Révision suggérée par IZINCG
Poids de Besoins Poids de Besoins Poids de Besoins
référence | physiologiques référence | physiologiques référence | physiologiques
Age, sexe (kg) (mgljour) | Age. sexe (ko) (mgfj) | A8 sexe (kg) (mg/jour)
6-12 mois 9 0,84 7-12 mois 9 0,84 6-11 mois 9 0,84
1-3 ans 12 0,83 1-3 ans 13 0,74 1-3 ans 12 0,53
3-6 ans 17 0,97 4-8 ans 22 1,20 4-8 ans 21 0,83
6-10 ans 25 1,12
10-12 ans, M 35 1,40 9-13 ans 40 2,12 9-13 ans 38 1,53
10-12 ans, F 37 1,26
12-15 ans, M 48 1,82
12-15ans, F 48 1,55
15-18 ans, M 64 1,97 14-18 ans, M 64 3,37 14-18 ans, M 64 2,52
15-18 ans, F 55 1,54 14-18 ans, F 57 3,02 14-18 ans, F 56 1,98
Grossesse - 2,27 Grossesse (1, 2 et 3"°™ - 4,12, 4,42, | Grossesse - 2,68
trimestre 5,02
Allaitement - 2,89 Femme allaitante (0-3, - 4,92, 3,82, Allaitement - 2,98
3-6, 6-12 mois) 4,52

Source : International Zinc Nutrition Consultative Group (IZINCG), Hotz C, Brown KH. Assessment of the risk of zinc deficiency in

populations and options for its control. Food Nutr Bull 2004;25(suppl 2):S99-203.

41




2. APPORTS RECOMMANDES EN ZINC ALIMENTAIRE

Le Food and Nutrition Board de I'Institute of Medecine (FNB/IOM) a publi¢ des
apports nutritionnels de référence sur le zinc basés sur quatre valeurs nutritionnelles de
référence pour diverses applications que sont: les Besoins Moyens Estimés « Estimated
Average Requirement » (EAR), les Apports Nutritionnels Recommandés « Recommended
Dietary Allowances » (RDA), les Apports Adéquats « Adequate Intakes » (Al) et les Niveaux
d’Apports Maximum Tolérables « Tolerable Upper Levels » (TUL) (I0M, 2006) (Tableau I-
3).

2.1. Besoins Moyens Estimés (BME)

Les Besoins Moyens Estimés sont les niveaux d’apports en éléments nutritifs qui
répondent aux besoins de 50 % des individus sains dans un groupe d'age et de sexe. L’EAR
peut étre utilisé pour examiner la probabilité que l'apport habituel est inadéquat pour les

individus.

2.2. Apports Nutritionnels Recommandés (ANR)

Les Apports Nutritionnels Recommandés, sont les niveaux quotidiens moyens
d’apport alimentaire qui sont suffisants pour répondre a la quasi-totalité des besoins
nutritionnels (97 a 98%) des individus en bonne santé dans un groupe de population (groupe
d’age/ état physiologique). Pour le zinc, ’ANR est égal au BME + 2 écart type lorsque la

distribution est normale et peut étre utilisé comme guide pour I’apport quotidien par personne.

2.3. Apports Adéquats (AA)

Pour les nourrissons agés de 0 a 6 mois, un Apport Adéquat plutét qu’un Besoin
Moyen Estimé a été mis en place. L apport adéquat est basé sur I’apport de zinc maternel pour

un enfant exclusivement allaité au sein.

2.4. Apports Maximum Tolérables (AMT)

L’ Apport Maximum Tolérable est le niveau moyen le plus élevé de l'apport quotidien
en zinc qui ne présente aucun risque d'effets nocifs sur la santé de presque toutes les
personnes dans la population générale. En effet les individus peuvent étre exposés a de fortes
doses de zinc soit par la supplémentation en zinc ou par le contact avec le zinc

environnemental. Il est admis que le zinc a une faible toxicité, cependant, des symptomes
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d’intoxication aigué (nausée, troubles digestifs, diarrhée, fievre, Iéthargie et fatigue) peuvent
étre observés lorsque des doses élevées de zinc (environ 1 g) sont consommees. Par ailleurs,
lorsque la quantité de zinc consommée dépasse faiblement les besoins physiologiques,
I’homéostasie peut étre maintenue par une ¢limination du zinc endogéne par voie fécale et
urinaire. Cependant la supplémentation a long terme avec des doses élevées de zinc (300
mg/j) peut réduire I’absorption du cuivre, les fonctions du systéme immunitaire et le niveau
des lipoprotéines a haute densité (HDL) (Fosmire, 1990 ; Brown et al., 2001 ; 1ZINCG, 2004).

Tableau 1-3 : Apports recommandés en zinc alimentaire selon le groupe d’age et I’état

physiologique par 'ITOM

Apports alimentaires de référence (mg/jour)

BME/EAR! ANR/RDA?  AA/AI® AMT/TULs
Garcon Fille Gargon  Fille

Groupe age

0 - 6 mois 2 4
7 - 12 mois 2,5 2,5 3 3 5
1-3ans 2,5 2,5 3 3 7
4 -8ans 4,0 4,0 5 5 12
9-13ans 7.0 7.0 8 8 23
14 - 18 ans 8,5 7,3 11 9 34
19 - 50 ans 9,4 6,8 11 8 40
> 51 ans 9,4 6,8 11 8 40

Source : Food and Nutrition Board, Institute of Medicine. Dietary reference intakes. The
essential guide to nutrient requirements. Washington, DC: National Academy Press, 2006.
'Besoins Moyens Estimés (BME/EAR)

2Apports Nutritionnels Recommandés (ANR/RDA)

*Apport Adéquat (AA/AI)

‘L’ Apports Maximum Tolérables (AMT/TULS)

La nature de l'alimentation (a savoir son contenu en activateurs et en inhibiteurs de
l'absorption du zinc) détermine la fraction de zinc alimentaire qui est potentiellement
absorbable. L’OMS/FAO, en tenant compte de la relation entre I'efficacité de I'absorption du
zinc et la teneur en zinc différant d’un régime a 1’autre suivant le niveau de biodisponibilité
du zinc, ont défini des apports nutritionnels de référence basés sur les mémes applications que
I’IOM a I’exception des Apports Adéquats (Tableau 1-4).
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Tableau 1-4 : Apports recommandés en zinc alimentaire selon le groupe d’age et I’état

physiologique par FOMS/FAO

Apports alimentaires de référence (mg/jour)*
Biodisponibilité

Elevée Moyenne Faible
Age, sexe RDA EAR RDA EAR RDA EAR Age TUL
1-3 ans 2,4 2,0 4,1 3,4 8,3 6,9 1-3 ans 7
4-6 ans 2,9 2,4 4,8 4,0 9,6 8,0 4-8 ans 12
19-50 ans, F 3,0 2,5 4,9 4,1 9,8 8,2 9-13 ans 23
Femme 4,2 3,5 7,0 58 14,0 11,7 -
enceinte (2"
trimestre)
Femme 5,8 4,8 9,5 7,9 19,0 15,8 -
allaitante (O-
3 mois)
19-50 ans, M 4,2 3,5 7,0 5,8 14,0 11,7 | 19-70 ans 45

Source : Allen L, Benoist B, Dary O, Hurrell R. Guidelines on Food Fortification with
Micronutrients. World Health Organization, Food and Agricultural Organization at the United
nations, 2006. (Dernier accés Mars 2012).

Internet:http://www.who.int/nutrition/publications/micronutrients/9241594012/en/.

YL apport alimentaire de référence dépend de la composition du régime alimentaire. La
biodisponibilité du zinc est élevée dans les régimes riches en protéines animales, modérée
dans les régimes riches en légumineuses et légumes secs ou ceux qui contiennent des céréales
fermentées et faible dans les régimes pauvres en protéines animales ou en aliments végétaux
riches en zinc.
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CHAPITRE 11

INDICATEURS DU STATUT EN ZINC ET SRATEGIES
DE LUTTE ET DE PREVENTION DE LA CARENCE EN
ZINC
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I. INDICATEURS DU STATUT EN ZINC

L’estimation de la prévalence globale de carence en zinc, nécessite de disposer
d’indicateurs précis et facilement mesurables du statut en zinc ou du risque de carence en zinc
d’une population donnée. Conjointement, I’OMS, DI'UNICEF, I’AIEA et I'IZINCG
recommandent 1’utilisation d’indicateurs biochimiques (Concentration de zinc dans le plasma
ou le serum), alimentaires (Apport alimentaire en zinc) et fonctionnels (Prévalence du retard
de croissance) pour évaluer le statut en zinc d’une population ou le risque d’une
consommation insuffisante en zinc (Benoist et al., 2007 ; IZINCG, 2007). Idéalement ces trois
indicateurs doivent étre utilisés ensemble pour obtenir une meilleure estimation du risque de
carence en zinc dans une population et pour identifier les sous-groupes a risque élevé. Ces
indicateurs recommandés devraient aussi étre appliqués pour I'évaluation nationale du statut
en zinc et pour estimer la necessite d'interventions pour lutter contre la carence en zinc
(Benoit et al., 2007).

1. CONCENTRATION DE ZINC DANS LE PLASMA OU LE SERUM
(INDICATEUR BIOCHIMIQUE)

La concentration de zinc dans le plasma ou le sérum est I’indicateur le plus utilisé pour
¢évaluer le statut en zinc d’un individu ou d’une population. Plusieurs études ont montré que la
concentration de zinc plasmatique ou serique est un bio-indicateur de I’apport alimentaire en
zinc (Hess et al., 2007 ; Brown et al., 2009 ; Lowe et al., 2009), qui répond de maniere dose-
dépendante a la supplémentation en zinc (Lowe et al., 2009 ; Wuehler et al., 2008). De méme
des études portant sur la restriction et I’augmentation du zinc alimentaire ont trouvé une forte
corrélation entre la variation de la quantité totale de zinc dans le corps et la variation de la
concentration de zinc plasmatique (Lowe, 2004). En effet la concentration de zinc dans le
plasma ou le sérum est considérée comme le meilleur marqueur biologique disponible du
risque de carence en zinc des populations. Et conjointement, I’OMS, I"UNICEF, I’AIEA et
I’IZINCG recommandent la mesure de la concentration de zinc dans le sérum ou le plasma
pour I’évaluation du statut en zinc d’une population (OMS, UNICEF, AIEA et IZINCG,
2007).

L’utilisation de la concentration de zinc plasmatique pour évaluer le statut en zinc,
nécessite la prise en considération de plusieurs facteurs indépendamment du statut en zinc, qui
peuvent ’influencer et affecter son interprétation (Brown et al., 2004 ; Hotz et al., 2003). 1l

s’agit entre autre de la présence d’infections et d’inflammations (Falchuk, 1977 ; Wade et al.,
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1988 ; Brown, 1998 ; Wieringa et al., 2002 ; Duggan et al., 2005), I’état de jeline, les rythmes
circadiens, 1’age, le sexe, 1’état physiologique et I'utilisation des contraceptifs hormonaux
(English et al., 1988 ; King et al., 1994 ; Hotz et al., 2003 ; Brown et al., 2004 ; I1ZINCG,
2007 ; Arsenault et al., 2010). Ainsi la concentration de zinc plasmatique doit étre combinée a
la mesure des protéines aigués de la phase inflammatoire dont ’alpha-1 Acide Glycoprotéine
(AGP) et la Protéine C-Réactive (CRP) (Falchuk, 1977 ; Brown, 1998 ; Wieringa et al., 2002 ;
Duggan et al., 2005). De méme plusieurs questions techniques importantes doivent étre prises
en compte pour une utilisation correcte de la concentration de zinc sérique comme indicateur
du statut en zinc. Il s’agit de la collecte des échantillons, 1’analyse en laboratoire et
I’interprétation des données (Hotz et Brown, 2004, IZINCG, 2007). Les données de référence
appropriées pour 1’age, le sexe, I’heure de la journée, 1’état de jeline et I’état physiologique

sont disponibles et sont présentées dans le Tableau I1-1.

Tableau I1-1 : Seuils inférieurs proposés pour la concentration de zinc dans le serum
(Hg/dL) selon le groupe d’age, le sexe, I’heure de la journée et le temps écoulé depuis le
dernier repas

Concentration de zinc dans le sérum (ou plasma), pg/dL* (umol/L)

Heure de la <10 ans > 10 ans
journée et etat
de jeline Femmes
Garcons et filles Femmes non Femmes enceintes Hommes
enceintes

- N 7 N
Matin, a jeun Non disponible 70 (10,7) 1" trimestre : 74 (11,3)
Matin, non & 65 (9.9) 66 (10.1) .5\36 (8,6) 70 (10,7)
Jeun 2" /3™ trimestre

- 50 (7,6)
Apres-midi, non 57 (8,7) 59 (9,0) 61(9,3)

a jeun

Source : International Zinc Nutrition Consultative Group. Assessing population zinc status
with serum zinc concentration. Davis, CA: 1ZINCG, 2007. (IZINCG Technical Brief no. 2.)

LPour convertir en umol/L, diviser par 6,54.
2L état de jetine est défini quand aucun aliment solide ou boisson n’est consommé depuis au moins 8
heures.

Si plus de 20 % de la population (ou d’un sous-ensemble de la population) présentent

une concentration en zinc dans le sérum en dessous du seuil fixé, I’'lZINCG recommande de
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considérer I’ensemble de cette population (ou du sous- ensemble) comme présentant un risque
de carence en zinc (1ZINCG, 2004, 2007).

2. APPORT ALIMENTAIRE EN ZINC (INDICATEUR ALIMENTAIRE)

Etant donné que I'apport alimentaire insuffisant en zinc est la cause la plus probable de
la carence en zinc, I’évaluation des apports alimentaires va constituer un élément important
dans I’estimation du risque de carence en zinc. Les résultats obtenus avec cette méthode
doivent étre interprétés conjointement avec ceux tirés des autres indicateurs pour faciliter
I’interprétation du risque de carence en zinc dans la population (1ZINCG, 2004).

L’évaluation de la consommation alimentaire en zinc requiert :

e une mesure quantitative de I’apport alimentaire d’un échantillon représentatif de la
population,

o la connaissance de la teneur en zinc des aliments,
« et I’estimation de 1’absorption du zinc alimentaire.

L’apport alimentaire peut €tre mesuré soit par un registre de pesées alimentaires au niveau
du ménage ou par des rappels de 24h. La méthode des peseées nécessite la mesure de la
quantité de chaque aliment consommé pendant une période d’un jour. Par contre le rappel de
24h est une méthode alternative et elle nécessite un rappel de la taille exacte des portions
d’aliments consommées. Le registre des pesees alimentaires est généralement la méthode la
plus précise pour mesurer I’apport alimentaire. Dans les pays a faibles revenus, le registre des
pesées alimentaires est souvent la méthode de choix pour des populations illettrées.

Une fois que l'apport alimentaire quotidien est connu, l'apport de zinc total peut étre
estimé en multipliant les quantités de chacun des aliments qui sont consommes par leur teneur
en zinc, comme enregistré dans les tables de composition des aliments locaux ou dans les
bases de données disponibles a 1'échelle internationale. En plus de 1’apport total en zinc, le
rapport molaire phytate:zinc ou les équations disponibles pour prédire 1’absorption du zinc
peuvent étre utilisés pour estimer le pourcentage de zinc biodisponible et par conséquent la
quantité de zinc absorbable pour chaque individu (Brown et al., 2001 ; 1ZINCG, 2004, 2007 ;
Miller, 2007 ; Gibson et Ferguson, 2008).

On considere que le risque d’une carence en zinc est éleveé et représente un probleme de santé

publique quand la prévalence d’apports inadéquats en zinc (inférieurs au Besoins Moyens

Estimés) est > 25% (1ZINCG, 2004, 2007).
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3. PREVALENCE DU RETARD DE CROISSANCE (INDICATEUR
FONCTIONNEL)

Il est établi que la carence en zinc est un facteur limitant de la croissance des enfants.
Les résultats d’une méta-analyse regroupant plus d’une trentaine d’études et portant sur 1’effet
de la supplémentation en zinc sur la croissance des enfants ont montré un impact significatif
des interventions sur la taille des enfants. Dans ces études, les réponses a la supplémentation
en zinc sont significativement plus élevées lorsque les enfants sont atteints de retard de
croissance défini comme un T(A) < -2 z-scores (Brown et al., 2002 ; 1ZINCG, 2004). Par
contre aucun effet significatif de la supplémentation n’a été observé dans les études dont la
majorité des participants n’ont pas de retard de croissance. Ces résultats indiquent que les
enfants avec de faibles indices taille-pour-age sont susceptibles d’avoir une carence en zinc, et
de plus, ils suggérent que la prévalence nationale de retard de croissance chez les enfants agés
de moins de 5 ans peut étre utilisée comme indicateur indirect du risque de carence en zinc
d'une population (IZINCG, 2004 ; Benoit et al., 2007).

Ainsi en absence de données basées sur la concentration de zinc, le risque de carence
en zinc peut étre estimé pour chaque pays a partir des resultats connus de la prévalence
nationale du retard de croissance chez les enfants d’age préscolaire. L’OMS considére qu’une
prévalence de retard de croissance dépassant 20% dans une population donnée indique un
probleme de santé publique. Etant donné que la carence en zinc n’est pas ’unique facteur
affectant la croissance des enfants, 1’évaluation des apports alimentaires en zinc et des
niveaux de zinc dans le sérum ou le plasma peut étre utilisée pour confirmer la présence d’une

carence en zinc pour les pays a haut risque.

4. LIMITES DES TROIS METHODES D’EVALUATION DU STATUT EN
ZINC
Ces trois méthodes recommandées par ’OMS, "UNICEF, I’AIEA et I’'lZINCG pour
évaluer le statut en zinc d’une population ou le risque d’une consommation insuffisante de

zinc présentent toutes quelques limites.

L’efficacité de la concentration plasmatique de zinc dans le sérum ou le plasma
comme indicateur biochimique a été démontrée beaucoup plus dans des études de
supplémentation. Peu d’études portant sur la fortification ont été menées. En effet des études

récentes ont indiqué que la concentration sérique de zinc (ou plasmatique) est un bon
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biomarqueur pour évaluer l'apport en zinc (Hess et al., 2007 ; Brown et al., 2009 ; Lowe et al.,
2009), qui répond de maniere dose dépendante suite a une supplémentation en zinc (Lowe et
al., 2009 ; Wuehler et al., 2008). Cependant, I'utilité de la concentration plasmatique en zinc
pour évaluer l'effet des programmes de fortification en zinc reste incertaine. Des études
antérieures ont montré que la concentration sérique en zinc des enfants n'a pas changé suite a
la consommation d’aliments fortifiés en zinc. La fortification des produits céréaliers peut
avoir un impact positif sur la concentration en zinc du sérum chez les enfants d’age
préscolaire mais non chez les jeunes enfants (Hess et Brown, 2009). Ainsi, il est important de
mener d’autres études pour déterminer si la concentration de zinc dans le sérum ou le plasma
répond de maniere efficace a la consommation par les jeunes enfants d’aliments céréaliers

fortifiés en zinc.

L’¢évaluation des apports alimentaires constitue un ¢lément important dans I’estimation
du risque de carence en zinc. Cependant elle presente des contraintes liees a son I’application
au niveau des populations. En effet dans 1’estimation des apports, il est nécessaire de mesurer
la taille exacte des portions d’aliments consommées pour chaque individu. Ce qui n’est pas
facilement applicable dans les pays en voie de développement ou les repas sont généralement
partagés avec la famille. Aussi I’évaluation au sein d’un groupe demande beaucoup de temps

vu la nécessité de mesurer pendant tout une journée la quantité de chaque aliment consommeé.

Plusieurs études ont montré que la supplémentation en zinc a un impact positif sur la
croissance des enfants présentant un retard de croissance. De ce fait la carence en zinc est
considérée comme un facteur limitant de la croissance. Cependant la présence de retard de
croissance chez un enfant peut ne pas refléter réellement une carence en zinc étant donné que

le zinc n’est pas le seul facteur qui affecte la croissance des enfants.

Il. STRATEGIES DE LUTTE ET DE PREVENTION DE LA CARENCE EN ZINC
1. PREVALENCE DE LA CARENCE EN ZINC

L’impact positif de la supplémentation en zinc sur le développement chez des enfants
présentant un retard de croissance, et sur la prévalence de certaines maladies infantiles comme
la diarrhée, laisse a penser que la carence en zinc pourrait constituer un important probléeme

de santé publique, notamment dans les pays en développement (Allen, 2006).
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La carence en zinc est aujourd’hui largement reconnue comme un des principaux facteur
de risques de morbidité et de mortalité (Black, 2008). Elle représente 2,9% de la charge de
morbidité et affecte environ un tiers de la population mondiale (IZINCG, 2004). Tous les
groupes d’age sont exposés au risque de carence en zinc, mais les nourrissons et les enfants en
bas age ainsi que les femmes enceintes et allaitantes représentent les groupes les plus
vulnérables (Allen, 2006 ; Osendarp, 2003). La série du Lancet sur la dénutrition maternelle
et infantile a conclu que la carence en zinc est responsable d’environ 4% de la mortalité
infantile (Black, 2008). Elle est responsable de plus de 800 000 décés chaque année chez les
enfants agés de moins de 5 ans (Shankar et Prasad, 1998 ; Caulfield et Black, 2004). Selon
I’Initiative pour les Micronutriments (M), la carence en zinc contribue pour 19% des déces
chez les enfants agés de 12 a 47 mois (Ml, 2009).

Les principaux facteurs responsables de la carence en zinc dans les pays en
développement sont une insuffisance de I’apport alimentaire en zinc ou des régimes
alimentaires principalement a base de plantes, de pratiques non optimales d’allaitement
maternel, d’états pathologiques qui induisent soit une augmentation des pertes endogenes de
zinc ou une insuffisance de I'utilisation du zinc, d’états physiologiques qui augmentent les
besoins en zinc comme les périodes de croissance rapide au cours de I’enfance et la grossesse
(Gibson et al., 2000 ; Hotz et Brown, 2004 ; Allen, 2006 ; Gibson, 2006). Chez les enfants, les
déterminants de cette carence sont surtout I’apport insuffisant d’aliments riches en zinc et
facilement absorbables comme la viande, la volaille et le poisson (Gibson et Ferguson, 1998 ;
Hotz et Brown, 2004) mais aussi les phytates qui ont un effet négatif sur 1’absorption du zinc
et qu’on retrouve a des teneurs importantes dans les aliments de base comme les céréales, les
racines et les tubercules (Lénnerdal, 2000 ; Solomons, 2001 ; Miller et al., 2007 ; Hambidge,
2010).

Les symptbmes et signes cliniques de carence en zinc présentent un spectre allant de la
carence légére a sévere, voire fatale si elle est méconnue et non corrigée. Les manifestations
cliniques de la carence en zinc sont trés variées. En effet la carence en zinc peut entrainer un
certain nombre d’anomalies fonctionnelles qui incluent : un disfonctionnement du systéme
immunitaire avec une sensibilité accrue aux infections et une augmentation de la mortalité, un
retard de croissance, un affaiblissement de la performance reproductive, des anomalies du
développement neurologique, une léthargie mentale, des troubles des phaneres avec alopécie
et une réduction de I’appétit (Shankar et Prasad, 1998 ; Brown et al., 2001 ; Dibley, 2001 ;
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IZINGC, 2004). Chez les enfants, la carence en zinc se manifeste essentiellement par un
retard de croissance et une augmentation de I’incidence de diverses maladies infectieuses et
parasitaires telles que la diarrhée et les infections respiratoires aigués. Les effets indésirables
associés a la carence en zinc chez les femmes sont entre autre le retard de croissance intra-
utérin, un faible développement neurologique du feetus, un faible poids de naissance, une
augmentation de la morbidité néonatale, des malformations congénitales, des naissances
prématurées et un risque élevé d’hémorragie intra-partum (Swanson et King, 1987 ; Tamura
et Goldenberg, 1996 ; King, 2002 ; IZINCG, 2004).

Il est estimé qu’approximativement 20% de la population mondiale seraient a risque de
carence en zinc (IZINCG, 2004). Toutes les catégories d’age et de sexe sont concernées par ce
risque de carence en zinc. Malheureusement la prévalence de la carence est encore mal
connue a travers le monde mais elle serait similaire a celle de la carence en fer (UNICEF,
1993). Des études menees chez des enfants d’age compris entre 6 mois et 13 ans dans des
régions d’Amérique Latine et d’Asie Pacifique ont montré des prévalences de carence en zinc
allant de 20% a 87% (Maggini et al., 2010). Dans les pays en voie de développement, les
enfants sont particulierement susceptibles a des carences en zinc. Au Burkina Faso et en Inde
des prévalences respectives de 72% et 43% ont été trouvées chez des enfants agés de 6 a 60
mois (Tableau I1-2). I’étude de Muller (Miller et al., 2003) est représentative de la zone

rurale du Burkina Faso. Les autres sont faites sur des échantillons aléatoires.

Tableau 11-2 : Prévalences de la carence en zinc chez les enfants des pays d’Asie-
Pacifique, d’Amérique latine et d’Afrique

Pays Age Indicateur Prévalence Réferences
(%)

Vietnam (n=150) 6 —24 mo Zinc sérique 36 Thu et al., 1999
Burkina Faso (n=709) 6—-31mo Zinc sérique 72 Mauller et al., 2003
Chine (n=43) 19-25mo  Zinc plasmatique 48 Sheng et al., 2006
Mexigue (n=4955) <2ans Zinc sérique 13-28 Dugque et al., 2007
Vietnam (n=240) 1-6ans Zinc sérique 87 Van Nhien et al., 2008
Inde (n=1655) 6 — 60 mo Zinc sérique 43 Kapil et al., 2011
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2. PREVALENCE DE LA CARENCE EN ZINC AU SENEGAL

Au Sénégal, il n’existe pas de données nationales portant sur la prévalence de la carence
en zinc. Néanmoins une étude menée par 1’équipe de nutrition de Dakar en 2006 chez les
femmes en milieu rural sénégalais montre que la carence en zinc est tres répandue dans ces
populations (69,3% des femmes étaient carencées en zinc) (Gueye, 2006). L’étude des
différents indicateurs de la carence en zinc a établi qu’en absence de données basées sur la
concentration plasmatique de zinc, des estimations du risque de carence en zinc peuvent étre
faites a partir d’indices tels que la prévalence du retard de croissance >20% (T(A) < -2 z-
scores) chez les enfants de moins de 5 ans et le niveau de couverture des besoins en zinc
(Hotz et Brown, 2004). Au Sénégal environ 20% des enfants souffrent d’un retard de
croissance. Cette prévalence est deux fois plus €levée en milieu rural qu’en milieu urbain
(EDS, 2006 ; AGVSAN, 2010). A Kédougou par exemple, 35,6% des enfants souffrent d’un
retard de croissance. Les régions de Kolda, Sédhiou et Matam sont aussi fortement touchées
(AGVSAN, 2010). Selon les données du Groupe Consultatif International sur le Zinc
(1ZINCG), un quart de la population sénégalaise serait a risque d’apport inadéquat en zinc
(Hotz et Brown, 2004). Sur la base de cette estimation et du retard de croissance chez les
jeunes enfants, le risque de carence en zinc serait élevé chez les enfants sénégalais.

Ainsi la connaissance du statut en zinc est trés importante pour évaluer I’ampleur et la
gravité de la carence et pour orienter les programmes d’intervention. D’apres les estimations
de I’'IZINCG, la carence en zinc constituerait un probléme de santé publique au Sénégal
(1ZINCG, 2004). Si cet état de carence est confirmé, des stratégies d’interventions devront
étre mises en place pour permettre a la population d’avoir un statut en zinc adéquat.
Généralement il existe trois stratégies axees sur la nutrition pour lutter contre la carence en
zinc et parmi elles, la fortification alimentaire est considérée comme ayant le meilleur rapport
colt-efficacité. Par ailleurs la mesure de I’impact des programmes de fortification de masse

nécessite de disposer d’un indicateur simple et fiable.

3. STRATEGIES D’INTERVENTION POUR LUTTER CONTRE LA
CARENCE EN ZINC

I1y a trois stratégies d’intervention axées sur la nutrition, qui peuvent étre utilisées pour
prévenir la carence en zinc dans une population. Il s’agit de la supplémentation, la

fortification, la diversification/modification alimentaire et la biofortification qui ne sont pas
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exclusives les unes des autres. Le choix des stratégies dépend de I'étendue et la sévérité de la
carence en zinc dans les différents sous-groupes de la population, ainsi que des ressources
financieres et technologiques qui sont disponibles pour développer et maintenir les
programmes d’intervention (Brown et al., 2004; Hess et al., 2009 ; Berti et al., 2014).

La supplémentation en zinc est recommandée par 'OMS/UNICEF pour le traitement de la
diarrhée aigué et par 1ZINCG comme mesure préventive pour le retard de croissance, la
diarrhée et la pneumonie chez les enfants a haut risque et pour prévenir les naissances
prématurées chez des femmes enceintes a risque élevé (Brown et Hess, 2009). Pour les
ménages la fortification nationale ou ciblée des céréales de base pour l'alimentation du
nourrisson et du jeune enfant peut étre utilisée.

La Diversification/modification et la biofortification sont plus accessibles aux pauvres des
zones rurales qui consomment des aliments de base produits localement ou par eux-mémes.
De plus, ces stratégies ont le potentiel d'améliorer le statut en zinc de I’ensemble du ménage
et a travers les générations. La Diversification/modification alimentaire peut étre congue pour
augmenter a la fois la consommation des aliments riches en zinc et des activateurs de
I’absorption du zinc, tout en réduisant simultanément les phytates, puissant inhibiteur de
I’absorption du zinc. La Biofortification est possible en ajoutant des engrais sur des sols
pauvres afin d'améliorer la teneur en zinc des céreales de base, en utilisant : la sélection
vegétale classique pour augmenter les concentrations en zinc du blé ou du riz, ou,
alternativement, la modification génétique pour augmenter la concentration en zinc dans le
mats.

Afin de maximiser I'efficacité de ces interventions, il convient de surveiller leur mise en
place, I'utilisation et ’impact et de les intégrer aux stratégies de santé publique et de

changement de comportement (Brown et Hess, 2009).

3.1. Supplémentation en zinc

La supplémentation préventive en zinc pourrait réduire la mortalité et la morbidité chez
les enfants. Des études récentes ont montré que le zinc administré sous forme de supplément
augmente le gain de poids, améliore la croissance staturale des enfants et diminue la
fréquence des diarrhées et de la pneumonie (Zinc Investigators, 1999 ; Brown et al., 2002 ;

Brown et al., 2009), deux des causes les plus fréquentes de mortalité infantile.

Chez les femmes, une méta-analyse des essais de supplémentation indique un impact

positif faible mais significatif de la supplémentation en zinc sur la durée de la grossesse et une
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réduction de 14% de naissances prématurées (Hess and King, 2009). La supplémentation en
zinc pendant la grossesse peut jouer un role dans lI'amélioration de la santé maternelle et
infantile (Caulfield et al., 1998). Dans les pays industrialisés, des études ont été menées pour
déterminer si la supplémentation en zinc permettra d'améliorer le poids de naissance et les
résultats ont été mitigés, mais la plupart des études ont été menées sur des populations bien
nourries. Des etudes menées en Inde, Chine et en Amérique auprés de femmes a faible revenu
dont la présence de carence en zinc était fortement probable, ont montré que les nouveaux nés
dont les méres ont été supplémentées en zinc durant la grossesse avaient des poids de
naissance significativement plus élevés que ceux de leurs homologues dont les méres étaient
sous placébo (Garg et al., 1993 ; Goldenberg et al., 1995 ; Xie et al., 2001).

Plusieurs études ont montré que la supplémentation en zinc pouvait augmenter
significativement la croissance staturale et le gain de poids chez des enfants présentant un
retard de croissance (Dirren, 1994 ; Castillo-Duran, 1995 ; Ninh et al., 1996 ; Umeta et al.,
2000 ; Sayeg, 2000 ; Brown et al, 2002; Yang et al, 2002 ; Sur et al., 2003). Une
amélioration de la croissance pondérale et staturale a aussi été noté dans des études de
supplémentation en zinc menées chez des enfants et des adolescents africains et asiatiques
(Walravens, 1989, 1992 ; Castillo-Duran et al., 1994, 1995 ; Ninh et al., 1996 ; Osendarp et
al., 2002 ; Muller et al., 2003 ; Lind et al., 2004 ; Berger et al., 2006).

Les résultats de plusieurs études d’intervention indiquent que la supplémentation en zinc
diminue I’incidence de la diarrhée et de la pneumonie chez des jeunes enfants (Ruel et al.,
1997 ; Sazawal et al., 1997, 1998 ; Rosado, 1997 ; Bhutta et al., 1999 ; Umeta et al., 2000 ;
Bhandari et al., 2002 ; Yang et al., 2002 ; Sur et al., 2003 ; Gupta et al., 2003, 2007 ; Alarcon
et al., 2004 ; Penny et al., 2004 ; Bobat, 2005 ; Brooks et al., 2005 ; Long, 2006 ; Wuehler,
2008) et qu’une supplémentation durant la diarrhée réduit la sévérité et la durée de la diarrhée

(Bhutta et al., 2000 ; Aggarwal et al., 2007).

Brown et al., (Brown et al., 2009) ont réalisé une série de méta-analyse pour étudier
I’impact de la supplémentation préventive en zinc sur la morbidité, la mortalité, la croissance
staturale, les indicateurs biochimiques du statut en zinc et sur les indicateurs du
développement comportemental chez les enfants. Les résultats de la supplémentation

préventive en zinc observés de ces méta-analyses sont décrits ci-dessous :

- Une réduction d’environ 20% de I’incidence de la diarrhée, mais I’impact a été limité

aux études qui ont inclus des enfants d’age moyen initial supérieur a 12 mois [(RR =
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0,80 (0,61 ; 0,87), p=0,0004)]. Parmi ces derniers, les résultats ont montré une baisse

de 27% du risque relatif.

- Une diminution de I’incidence des infections respiratoires aigués de 15% [(RR = 0,85
(0,75 0,97) p=0,017)].

- Un impact marginal de 6% sur la mortalité globale des enfants [(RR = 0,94 (0,86 ;
1,01) p=0,11)]. Cependant une reduction de 18% des taux de déces a été notée chez les
enfants ageés de plus de 12 mois.

- Une augmentation faible mais trés significative de la croissance staturale [(IC = 0,08 ;
0,26), p=0,001)] et du gain de poids [(IC = 0,05; 0,19), p=0,002)]. Cette amelioration
de la croissance a été plus observée, chez les enfants de faibles poids de naissance ou

présentant un retard de croissance.

- Une assez large augmentation des concentrations moyennes de zinc sérique. Et aucun

effet négatif important n’a été observe sur les indicateurs du statut en fer et en cuivre.

La supplémentation, ou I’apport de zinc sous forme chimique, peut étre particulierement
utile pour les groupes vulnérables (par exemple les enfants et les femmes enceintes), dont le
statut en zinc doit étre amélioré sur une période relativement courte. Cependant dans les pays
ou les populations sont a haut risque de carence en zinc, des programmes de supplémentation
de masse peuvent étre mis en place. En effet avant de mettre en ceuvre de tel programme, il
est nécessaire de tenir en compte la forme chimique et physique du supplément, la dose
adéquate, la fréquence d'administration, la présence éventuelle d'autres éléments nutritifs dans
le supplément qui peuvent interférer avec l'absorption du zinc et définir si le supplément sera

administré pendant ou entre les repas.

3.2. Fortification des aliments en zinc

La garantie a la population d’un régime alimentaire équilibré et adéquat qui répond
aux besoins de I’organisme constitue la meilleure maniére de lutter contre les carences en
micronutriments. Cependant c’est loin d’étre réalisable vu les difficultés d’accés a la

nourriture et les habitudes alimentaires des populations. De ce fait la fortification alimentaire
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est considérée comme un moyen efficace pour pouvoir fournir des micronutriments incluant
le zinc sans changer leurs habitudes de consommation alimentaire (OMS, 2006).

La fortification des aliments ou 1’addition de nutriments aux aliments, boissons ou
condiments couramment consommés, a des niveaux supérieurs a ceux que 1’on trouve dans
I’aliment, est généralement considérée comme ayant le meilleur rapport codt-efficacité pour
lutter contre la carence en zinc (Lépez de Romafia et al.,2003; Hotz et Brown, 2004 ; Allen,
2006 ; Horton, 2006).

Avant d’établir un programme de fortification alimentaire, certaines considérations

techniques doivent étre prises en compte. Il s’agit notamment de :

- I’identification de la population cible ;

- I’évaluation de I’apport en zinc et du statut en zinc de la population cible ;
- la sélection des aliments vecteurs appropriés ;

- la sélection du fortifiant en zinc ;

- la détermination du taux du fortifiant en zinc ;

- T’acceptabilité par le consommateur des aliments fortifiés en zinc ;

- la détermination du taux d’absorption du zinc a partir des aliments fortifiés ;
- D’établissement des parametres réglementaires ;

- J’estimation du cofit.

3.2.1. Identification de la population cible

Les groupes de population les plus vulnérables a une carence en zinc sont les
nourrissons, les jeunes enfants et les femmes enceintes et celles qui allaitent en raison de leurs
besoins élevés en zinc (IZINCG, 2004). Tous ces groupes ont probablement besoin d'une
attention particuliere et les produits de fortification alimentaire devraient étre spécifiguement
choisis pour cibler ces groupes de populations et leurs besoins spécifiques selon leur age
(Dewey et Brown, 2003).

Dans le cas des enfants en bas age, les études ont montré que la fortification en zinc
peut augmenter les apports alimentaires et ’absorption totale du zinc. Cependant, les études
n’ont pas encore démontré que les aliments de complément fortifiés en zinc peuvent affecter
positivement les indicateurs du statut en zinc des jeunes enfants, la croissance ou d’autres

résultats fonctionnels potentiellement relatifs au zinc. Si les produits de la fortification au
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niveau des ménages peuvent exercer un impact positif sur les résultats liés au zinc chez les
jeunes enfants, il reste & prouver 1’impact lié¢ a la consommation des aliments de compléments
fortifié. Ainsi des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer l'efficacité et
I’efficience de la fortification en zinc dans différentes populations en utilisant différentes
doses de zinc. Lorsque de tels programmes de fortification sont mis en ceuvre, leurs impacts
sur I’apport nutritionnel en zinc et la santé de ’enfant doivent étre rigoureusement évalues
(Hess et Brown, 2009).

Bien qu'il y ait tres peu d'informations pertinentes, la fortification de masse a
I’avantage de bénéficier a d'autres segments de la population tels que les enfants d'age scolaire
(Winichagoon et al., 2006), les adolescents, les femmes en age de procréer, et peut-étre les

personnes agées.

3.2.2. Evaluation de ’apport en zinc et du statut en zinc de la
population cible

L’OMS recommande la collecte de données sur les carences en micronutriments dans un
échantillon représentatif de la population cible pour justifier les besoins de la mise en place
d’un programme de fortification (Allen, 2006). L’OMS, I'UNICEF, I'AIEA et 'IZINCG
recommandent conjointement trois indicateurs pour évaluer le risque de carence en zinc de la
population (de Benoist et al., 2007). La concentration de zinc dans le sérum ou le plasma
sanguin est le meilleur biomarqueur disponible du statut en zinc de la population. L’apport
alimentaire inadéquat chronigque en zinc est la cause la plus probable d'une carence en zinc.
Par conséquent, il est utile pour évaluer le risque de carence en zinc chez les populations
d'estimer l'adéquation de I'apport de zinc a travers des enquétes quantitatives sur les apports
alimentaires. En outre, les informations sur l'apport alimentaire sont nécessaires pour
déterminer les aliments vecteurs appropriés et le niveau de fortification. Un troisieme
indicateur possible du statut en zinc de la population est I’indice Taille-pour-Age (T(A)), une
mesure du retard de croissance nutritionnel qui est appliquée chez les enfants de moins de 5
ans. Le retard de croissance est ’indicateur le plus connu et le plus facile pour mesurer les
effets des résultats indésirables associés a une carence en zinc et les données pertinentes sont
souvent disponibles & partir des précedentes enquétes nationales de santé ou de I’état
nutritionnel (WHO, 2006). La prévalence du retard de croissance est exprimée en pourcentage
d'enfants de moins de 5 ans avec un indice taille-pour-age en dessous de la fourchette

attendue dans une population de référence (c'est-a-dire, < -2 z-score par rapport a la médiane
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de référence), telles que récemment établies par les normes de croissances de I’'OMS (WHO,
2006 ; Hess et Brown, 2009).

Le risque de carence en zinc est considéré comme élevé et comme un probléme de santé
publique lorsque : la prévalence des faibles concentrations de zinc sérique est supérieure a
20%, la prévalence d'un apport insuffisant en zinc est supérieure a 25%, la prévalence de
retard de croissance T(A) < -2 z-score est supérieure a 20%.

3.2.3. Sélection des aliments vecteurs appropriés

La sélection des aliments vecteurs pour les programmes de fortification dépend des
groupes de populations cibles, de leur régime alimentaire, et des capacités de production
alimentaire localement disponible. L'évaluation des données sur les apports alimentaires peut
non seulement étre utilisee pour évaluer le risque de carence en zinc mais il est également
nécessaire pour prendre une décision éclairée au sujet des aliments qui seraient le moyen le
plus approprié pour la fortification (Allen, 2006). Dans le cas des jeunes enfants, les produits
les plus appropriés pourraient étre les aliments de complément ou les produits de fortification
a domicile, tels que les poudres, comprimés a ecraser et suppléments nutritionnels a base de
lipides. Si un programme de fortification vise les écoliers, d'autres produits, tels que les
condiments, les collations ou les boissons, peuvent étre plus appropriés, en fonction des
habitudes alimentaires locales. Pour la fortification de masse, le véhicule alimentaire choisi
doit étre régulierement consommé par une grande partie de la population générale dans des
proportions relativement constantes durant toute I'année. Les produits typiquement choisis
pour la fortification de masse sont les céréales, les huiles végétales, les graisses, le lait et les
condiments (Allen, 2006 ; Hess et Brown, 2009).

L’avantage principal de la fortification de masse par rapport a la supplémentation ou a
la fortification ciblée, est qu'elle nécessite trés peu d'investissement car elle utilise des
produits et des mécanismes de distribution déja existants. Pour maintenir le programme de
fortification efficace et efficient, la technologie de fortification doit étre soutenue par des
industries formelles et centralisées. En général, le faible codt de la fortification de masse peut
seulement étre réalisé en milieu industrialisé, ou seules quelques usines techniquement
avancées produisent les aliments. Le défi dans les pays en développement est de trouver un
véhicule approprié qui est produit industriellement et largement consommé en quantité
raisonnable par la population cible et, idéalement, avec une gamme faible de variations inter

et intra-individuelles de la consommation (Dary, 2008).
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3.2.4. Sélection du fortifiant en zinc

Plusieurs composes du zinc répertoriés par le US Food and Drug Administration (US
FDA) sont généralement considérés comme slrs (GRAS : Generally Recognized As Safe)
pour la consommation humaine et peuvent étre donc utilisés pour la fortification des aliments
(Tableau 11-3). 11 s’agit du sulfate de zinc, chlorure de zinc, gluconate de zinc, oxyde de zinc
et du stéarate de zinc. Deux facteurs que sont la solubilité/dissolution et le pH intragastrique,
influencent I'absorption intestinale de ces composés de zinc (Salgueiro et al., 2002 ; Gibson et
al., 1998). Ces cinq composes de zinc GRAS varient selon leur solubilité dans I'eau et vont du
trés soluble (chlorure de zinc, gluconate de zinc et sulfate de zinc) a insoluble dans I'eau
(stéarate de zinc et d'oxyde de zinc). Les composes solubles dans I'eau sont généralement
mieux absorbés que les composés moins solubles ou insolubles (IZINCG, 2004). Les
composes de zinc avec une solubilité élevée coltent beaucoup plus chers (10,4 a 32,5 US
$/kg) que les composés insolubles (4,5 a 4,9 US $/kg). L’oxyde de zinc est le composé qui
renferme plus de zinc (80%) suivi du chlorure de zinc et du sulfate de zinc. L'oxyde de zinc et
le sulfate de zinc sont les sels GRAS qui sont les moins colteux (contenu en zinc et codt en
US $) et les plus couramment utilisés par I'industrie alimentaire. Des préoccupations ont été
soulevées sur la biodisponibilité de I’oxyde de zinc parce qu’il est insoluble a pH neutre.
Cependant, trois études distinctes utilisant des isotopes stables n‘ont observé aucune
différence dans l'absorption du zinc lorsque 1’oxyde de zinc a été comparé avec le sulfate de
zinc, quel que soit la quantité de phytates présente dans les repas tests (Herman et al., 2002 ;
Lopez de Romanfa et al.,, 2003 ; Hotz et al., 2005). Il semble donc approprié dutiliser
préférentiellement I’oxyde de zinc dans les programmes de fortification de masse en raison

des considérations de colt (Hess et Brown, 2009 ; Brown et al., 2010).

60



Tableau 11-3: Composés de zinc qui peuvent étre utilisés pour la fortification des
aliments (GRAYS)

Composé Solubilité dans ’eau % Zinc Co0t 2001 (US $/kg)
Chlorure de Zn Elevée 48 32,5
Gluconate de Zn Elevée 14 20,9
Sulfate de Zn Elevée 40 10,4
Oxyde Zn Insoluble 80 4,5
Stéarate de Zn Insoluble 10 4,9

Source : International Zinc Nutrition Consultative Group (IZINCG), Hotz C, Brown KH.
Assessment of the risk of zinc deficiency in populations and options for its control. Food Nutr
Bull 2004;25(suppl 2):S99-203.

3.2.5. Détermination du taux du fortifiant en zinc

Le but alimentaire de la fortification est formellement défini par 'TOMS comme la dotation
d’un apport adéquat en micronutriments specifiques a 97,5% des individus d’un groupe a haut
risque de carence, sans provoquer un risque d'apports excessifs chez eux ou chez les autres
groupes de la population. Les directives de I'OMS sur la fortification des aliments décrivent
une procédure détaillée pour estimer le niveau de micronutriments approprié pour les
programmes de fortification de masse, en utilisant la méthode de valeur du Besoin Moyen
Estimé (BME/EAR)) et le concept du Niveau de Fortification Faisable (FFL) (Allen, 2006).

La quantité d'un micronutriment particulier qui peut étre ajoutée aux aliments est limitée
par diverses contraintes de sécurité, technologique et économique, qui sont tous pris en
compte dans le FFL. En d'autres termes, le FFL est la teneur maximale en micronutriments
qui peut étre ajoutée et demeure compatible avec la matrice alimentaire, tandis que
l'augmentation des prix des denrées alimentaires reste dans une plage acceptable. Le FFL
donne le plus grand nombre de personnes a risque avec un apport adéquat sans provoquer un
risque inacceptable d’apport excessif dans la population en général. En conséquence, la teneur
maximale en micronutriments dans les programmes de fortification de masse est déterminée
par ces individus qui mangent les aliments véhicules dans les plus grandes quantités (a savoir
la limite supérieure de 5% a 10%) (Dary, 2007).

Un facteur limitant plus critique peut étre les contraintes de sécurité en matiére de
fortification en zinc. La plupart des personnes qui recoivent des produits alimentaires
devraient maintenir 1’apport totale (de la teneur naturelle des aliments, les aliments fortifiés et
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les suppléments) de certains nutriments inférieurs aux niveaux qui sont reconnus comme sQrs
(les Apports Maximum Tolérables, AMT/UL,) (IZINCG, 2004 ; IOM, 2001). Dans la
fortification de masse les hommes qui ont tendance a avoir les plus hauts niveaux de
consommation des aliments de base ont le plus grand risque d'apports excessifs en
micronutriments. Pour éviter les apports excessifs dans ce groupe de populations, le niveau de
fortification peut étre maintenu si bas que les groupes de population les plus vulnérables,
comme les jeunes enfants, ne peuvent bénéficier suffisamment d'un programme de
fortification de masse. Dans ce cas, la fortification de plusieurs véhicules alimentaires, la
fortification ciblée ou la supplémentation en zinc devraient étre envisagées pour compléter le
gap alimentaire ou nutritionnel de ces individus (Hess et Brown, 2009).

Les recommandations pour la fortification en zinc de farine de céréales ont été révisées
sur la base des apports habituels en farine de la population, le degré de mouture (niveau
d'extraction) et les apports en zinc et en phytates des autres sources alimentaires (Brown et al.,
2010). Pour estimer la quantité totale de zinc qui pourrait é&tre absorbée sous différents
modeéles de la fortification en zinc de la farine de blé, une hypothése selon laquelle les adultes
consomment 5 mg de zinc/jour a partir de sources alimentaires autres que la farine de blé et
consomment différentes quantités supposées de farine de ble, soit avec 80% ou 95% de taux
d'extraction pendant le broyage a été developpée par les auteurs. La raison d'utilisation des
taux d'extraction indiqués était la disponibilité d'informations sur le zinc et le contenu en
phytates de la farine avec ces degrés de mouture.

Brown et al., ont supposé que 100 g de farine de blé¢ avec un taux d’extraction de 80%
contient 1,4 mg de zinc et 350 mg de phytates, et que 100 g de farine de blé avec 95%
d’extraction contient 2,4 mg de zinc et 900 mg de phytates. Ensuite, ils ont estimé
I’absorption totale du zinc (ATZ) qui résulterait de différents apports quotidiens de
consommation de la farine et les différents niveaux de fortification de zinc, pour chacun des
degrés respectifs d'extraction de la farine. Ces simulations indiquent qu’avec un apport de
zinc de 5 mg et aucun apport de phytates provenant d'autres sources alimentaires, la
consommation par jour de 200 g de farine de blé extrait a 95%, fortifié avec 50 mg zinc/kg de
farine, serait suffisante pour fournir I'estimation actuelle de besoins physiologiques moyens
pour les femmes (soit 3,3 mg de zinc absorbé par jour). Au méme niveau de fortification, les
femmes pourraient couvrir leurs besoins physiologiques moyens avec moins de 75 g/jour de
farine a un taux d’extraction de 80%. En revanche, les hommes seraient en deca de leurs
besoins physiologiques moyens (soit 3,84 mg de zinc absorbé/jour), méme s'ils ont consommé
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500 g de farine de blé extrait a 95%, fortifié avec 50 mg zinc/kg de farine. Cependant, 200 g
de farine & 80% d'extraction, fortifiée a ce niveau serait suffisant.

Comme indiqué, les quantités de zinc et phytates présentes dans l'alimentation a partir de
sources autres que la farine de blé affectent également le niveau souhaitable de fortification en
zinc. Le Tableau I1-4 montre comment les différences dans les apports alimentaires de zinc
et les phytates provenant d'autres sources auraient une incidence sur le niveau recommandé de
la fortification en zinc de la farine de blé a 80% d’extraction. Le tableau est basé sur les
quantités de la fortification en zinc qui seraient nécessaires dans les différentes conditions
alimentaires pour permettre I'absorption de 3,84 mg de zinc par jour, ce qui est la quantité de
zinc absorbé requis par un homme adulte.

Les différences observées dans les apports et les quantités recommandées soulignent ainsi
I'importance de recueillir des données alimentaires de la population pour pouvoir ajuster de
fagon optimale les niveaux de fortification. Les cellules dans le tableau ont été ombragées
lorsque les niveaux estimeés de fortification dépassent 100 mg de zinc/kg de farine de ble. Des
niveaux de fortification en zinc supérieurs a cette quantité peuvent avoir des effets négatifs
sur les propriétés sensorielles de la farine. Ainsi dans ces cas, la fortification ne doit pas
dépasser 100 mg zinc/kg de farine sans que des essais sensoriels soient conduits pour

déterminer l'acceptabilité.
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Tableau 11-4 : Quantité de zinc nécessaire pour la fortification de la farine de blé (mg de
zinc/kg de farine) pour assurer 3,84 mg de zinc absorbé par jour, en tenant compte des
différents apports habituels en zinc et phytates de sources autres que la farine de blé et
les quantités indiquées de la consommation de farine (80% d’extraction de la farine)’

Phytates alimentaires (mg/jour)

Zinc alimentaire Zinc alimentaire provenant | Zinc alimentaire

provenant de sources de sources autres que le provenant de sources
Apport | autres que le blé : blé : autres que le blé :
en farine 3 mg/jour 5 mg/jour 7 mg/jour
(9/jour) 0 500 | 1000 0 500 | 1000 | O 500 | 1000
50 134 229 325 94 189 285 54 149 245
75 96 160 223 69 133 197 42 106 170
100 7 124 172 57 104 152 37 84 132
200 48 72 96 38 62 86 28 52 76
300 38 54 70 32 48 64 25 41 57
400 34 46 58 29 41 53 24 36 48
500 31 40 50 27 36 46 23 32 42
600 29 37 45 26 34 42 22 30 38
700 28 34 41 25 32 38 22 29 36
800 27 33 39 24 30 36 22 28 34

Source : Brown KH, Hambidge KM, Ranum P. Zinc fortification of cereal flours: current
recommendations and research needs. Food Nutr Bull 2010;31:S62-74.

! Les valeurs ombragées indiquent les niveaux de fortification > 100 mg de zinc/kg de farine, qui est la
limite supérieure de la fortification en zinc dont I'acceptabilité sensorielle a été confirmée.

3.2.6. Acceptabilité des aliments fortifiés en zinc par le
consommateur

Des études sensorielles sont nécessaires pour déterminer si le composé de zinc choisi
et le niveau de fortification altérent les qualités organoleptiques du produit fortifié et évaluer
I'acceptation par les consommateurs. Une étude sensorielle chez des adultes (Saldamli et al.,
1996) a trouvé que l'ajout de 880 mg de zinc (sous forme d’acétate de zinc) par kilogramme
de farine de blé n’a aucun effet sur les qualités de cuisson ou les propriétés sensorielles de la
pate a pain. Les essais sensoriels permettent également de comparer les qualités
organoleptiques et 1’acceptation par les consommateurs des produits fortifiés avec différentes
formes de zinc et a différents niveaux de fortification en zinc. L’acceptabilité sensorielle des
produits de blé fabriqués a partir de la farine de blé fortifiée par kg de farine avec 30 mg de

fer sous forme de sulfate ferreux seul, ou a la fois du fer et 60 ou 100 mg de zinc sous forme
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de sulfate de zinc ou d'oxyde de zinc a été évaluée dans une étude chez des participants aux
Etats-Unis. Les auteurs ont conclu que les nouilles et pains fortifiés en zinc ont été bien
acceptés, quelle que soit la forme chimique du zinc, méme a 100 mg de zinc/kg de farine, bien
que les nouilles fortifiées avec du fer et d'oxyde de zinc ont été légérement moins acceptables
que celles fortifiées avec du fer et du sulfate de zinc, en particulier aux niveaux élevés de
fortification en zinc (L6pez de Romafia et al., 2002 ; Hotz et Brown, 2004). Cependant, il n'y
a pas d’études sensorielles de zinc publiées chez les jeunes enfants ou chez les populations
des pays a faibles revenus a des niveaux de fortification > 100 mg de zinc par kilogramme de

farine.

3.2.7. Détermination du taux d’absorption du zinc a partir des
aliments fortifiés

Certains vecteurs potentiels pour la fortification en zinc peuvent avoir des quantites
élevées d'inhibiteurs de l'absorption du zinc, tels que les phytates, qui peuvent affecter
I'absorption des fortifiants de zinc ajoutés aux aliments. Ainsi il convient de mener des études
d'absorption, en utilisant soit des radio-isotopes ou des isotopes stables de zinc, pour
quantifier lI'absorption des différents fortifiants utilisés dans les vecteurs avant que la sélection
finale des fortifiants et des véhicules soit effectuée (Hotz et Brown, 2004). La biodisponibilité
du zinc dépend de la composition alimentaire, en particulier de la proportion d'aliments riches
en phytates dans l'alimentation (certaines céréales et légumineuses). Le rapport molaire
phytates:zinc dans I’aliment est utilisé pour estimer la proportion de zinc absorbable. La
quantité de zinc disponible pour ’absorption est estimée a 45%-55%, 30%-35% et 10%-15%
si le rapport molaire phytates:zinc dans 1’aliment est respectivement inférieur a 5, se situe
entre 5-15 et supérieur a 15 (Brown et al., 2001 ; WHO, 2004 ; Allen et al., 2006 ; Gibson,
2009).

3.2.8. Etablissement des parameétres réglementaires

Peu importe si l'intervention de fortification est volontaire ou obligatoire, des normes
appropriées doivent étre établies pour permettre le contrdle approprié de la qualité par les
producteurs, les inspections et I'application par le secteur public. Les niveaux spécifiques des
micronutriments ajoutés doivent étre précisés et les autorités gouvernementales doivent
vérifier la conformité en fonction de ces niveaux (Dary, 2008). Deux parametres

réglementaires sont essentiels : le Niveau Minimum Légal (NML/LML) pour tous les
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nutriments et le Niveau Maximum Tolérable (NMT/MTL) pour les nutriments dont la
consommation en exceés constitue un risque (y compris le zinc).

Si par exemple, dans les circonstances d'un programme particulier la farine de blé a
faible extraction a une teneur en zinc intrinseque de 10 mg/kg et qu’un niveau de fortification
en zinc de 30 mg/kg est proposé, la teneur moyenne finale en zinc de la farine est calculée en
faisant la somme de ces deux valeurs, d'ou une teneur de 40 mg/kg (Dary, 2007). Une plage
acceptable de la teneur finale en zinc est déterminée en soustrayant et en ajoutant deux fois les
coefficients de variation prévus pour la mise en ceuvre d'un processus de fortification
satisfaisant (environ 12%). Dans ce cas, le paramétre de production minimale et maximale
pour le zinc se traduit par une fourchette de 30 a 50 mg de zinc par kilogramme de farine.
Comme la perte de zinc au cours du stockage et de la distribution devrait étre minime, le
NML est égal au facteur de production minimale (30 mg/kg) et le NMT est égal au facteur de
production maximale (50 mg/kg) (Dary, 2007 ; Hess et Brown, 2009).

3.2.9. Estimation du co(t

L'estimation des colts est une étape importante dans la planification d'un programme
de fortification des aliments. Les estimations doivent inclure a la fois les colts pour I'industrie
(par exemple, l'investissement en capital et les colts récurrents, tels que I'achat de fortifiant)
ainsi que les codts du secteur public (par exemple, I'exécution, le suivi et I'évaluation). Dans
le cas des programmes de fortification de masse, qui ont tendance a s'appuyer sur les aliments
de base et les condiments comme aliments vecteurs, le colt est souvent le facteur limitant le
plus important. Les denrées de base et les condiments sont consommeés fréquemment et en
grandes quantités, non seulement directement par la population, mais aussi par I'industrie
alimentaire (matiére premiere). Méme de petites variations de prix peuvent donc avoir des
conséquences profondes et I'expérience a montré que la fortification de masse dans une
économie de marché ouverte est plus a méme de réussir lorsque l'augmentation du prix du
produit fortifié par rapport a celui non fortifié, ne dépasse pas 1% a 2% (Allen, 2006).

Toutefois, l'ajout de zinc augmente tres peu le colt de la fortification et donc, pour ce
nutriment, le colt n'est pas un facteur restrictif. Dans une étude sur les colts pour fournir
I'EAR de nutriments aux femmes en age de procreéer a travers la fortification des aliments, il a
été conclu que le zinc (sous forme d'oxyde de zinc) est I'un des nutriments les moins chers

(Dary, 2007). En prenant en compte le stockage prévu et la préparation des aliments, il est
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estimé qu'une femme peut couvrir ses besoins en zinc durant toute ’année a travers la
fortification des aliments a un codt annuel de 0,006 $ US 4 0,013 $ US (3 a 6,5 frs CFA).

3.3. Diversification/modification alimentaire

La capacité de maintenir un statut adéquat en zinc dépend de la quantité et de la
biodisponibilité du zinc dans le régime alimentaire. La diversification et la modification du
régime alimentaire peuvent augmenter la disponibilité et I’utilisation d’aliments a haute
teneur en zinc absorbable pendant toute I’année. Il existe plusieurs stratégies pour soit
augmenter la teneur totale du zinc alimentaire, soit modifier le taux d’absorption du zinc a
partir du régime alimentaire des ménages, afin d’améliorer la biodisponibilité du zinc
(IZINCG, 2007 ; Gibson et Anderson, 2009). Les stratégies de diversification et de
modification d’un régime alimentaire ont pour but de changer les comportements de sélection
d’aliments ainsi que les méthodes traditionnelles de préparation des aliments. 11 existe quatre
principales stratégies applicables au niveau des ménages pour augmenter a la fois la teneur et
la biodisponibilité du zinc dans des régimes a base surtout végétale. Le choix de la stratégie
dépend du groupe de population, du contexte et des ressources disponibles. Ces stratégies

incluent les éléments suivants :

e Accroitre la production et la consommation d’aliments a haute teneur et
biodisponibilité en zinc, tels que les aliments de source animale. Les protéines
animales peuvent également favoriser [’absorption de zinc ;

Les concentrations les plus fortes en zinc se retrouvent dans les viandes, les volailles, les
poissons, les fruits de mer (surtout les huitres) et avec de moindres quantités dans les ceufs et
les produits laitiers. La teneur en zinc est relativement élevée dans les noix, les graines, les
Iégumineuses et les céréales complétes (Brown et al., 2001 ; IZINCG, 2004) cependant ces
derniéres sont limitées par leur teneur en phytates qui peuvent diminuer la biodisponibilité en

zinc.

e Réduire le contenu en phytates des aliments de base de type céréales ou légumineuses

de maniére a augmenter /’absorption du zinc ;
Un moyen d’améliorer la biodisponibilité en zinc est de réduire le rapport molaire
Phytates:zinc en réduisant les teneurs en phytates, ce que certains traitements biologiques

comme la fermentation ou la germination par exemple permettent de faire en dégradant
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jusqu’a 80% des phytates. L’application de ces traitements reste cependant limitée en raison
du travail supplémentaire qu’ils nécessitent ou des propriétés organoleptiques particuliéres
qu’ils induisent. Le trempage, en revanche, qui peut étre utilisé comme étape préliminaire a
ces procédés, ne présente pas ces inconvénients et permet de démarrer le processus de

réduction des teneurs en phytates (Lestienne et al., 2003).

e Accroitre la consommation d’aliments connus pour leur capacité a favoriser

[’absorption du zinc

e  Promouvoir l’allaitement maternel exclusif de la naissance jusqu’a I’dge de 6 mois et
l'introduction a partir de cet dge d’une alimentation de complément qui soit slre et

appropriée et comprenant des aliments de source animale.

3.4. La bio-fortification

La bio-fortification est une stratégie agricole qui vise a augmenter la teneur en certains
micronutriments, y compris le zinc, dans les cultures vivrieres comme le riz, le blé, le mais, le
mil et d’autres. Lorsqu'ils sont consommés dans les populations carencées en zinc, les
aliments de base bio-fortifiés en zinc doivent améliorer I'adéquation de l'apport en zinc et
donc réduire le risque de carence. Plusieurs facteurs determinants contribuent au potentiel de
cette stratégie pour atteindre son objectif. Parmi eux, il y a la quantité additionnelle de zinc
qui peut étre élevée dans les cultures vivriéres, la quantité de zinc qui reste dans les aliments
de base suite aux méthodes de traitement habituel et la biodisponibilité du zinc a partir de ces
aliments dans le cadre du régime alimentaire habituel. La réduction de la teneur en phytates
des céréales avec l'utilisation de techniques agricoles est une stratégie complémentaire
potentielle pour améliorer la biodisponibilité du zinc. La faisabilité de la bio-fortification pour
aboutir a une augmentation significative des apports adéquats en zinc de la population et
réduire les conséquences des carences en zinc, doit encore étre déterminée par des études
d'efficacité. Au niveau du programme, la possibilité de diffuser largement les variétés de
culture bio-fortifiées et la volonté des agriculteurs a les adopter affecte également I'ampleur
de I'impact de cette stratégie (Hotz, 2009).

Plusieurs questions sont encore en suspens concernant la bio-fortification en zinc des cultures

vivrieres de base. Ces questions sont :
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Le niveau réalisable d’augmentation de la teneur en zinc peut-il contribuer a satisfaire les
besoins en zinc, en tenant compte de la biodisponibilité dans une grande proportion de la
population vulnérable ?

Pour évaluer la faisabilit¢ de la bio-fortification afin d’aboutir a une augmentation
significative de l'adéquation des apports en zinc de la population, trois principales questions
doivent étre prises en compte : Quels sont les niveaux d'apport en zinc additionnel absorbé a
atteindre pour contribuer efficacement aux besoins en zinc des populations ? Ces niveaux
peuvent-ils étre atteints grace aux processus de bio-fortification ? Si les niveaux minimum
ciblés pour les teneurs en zinc des aliments de base sont atteints, vont-ils toucher la
population cible a risque?

Les réalisations en sélection conventionnelle pour les cultures vivriéres de base riches en
zinc suggeérent qu'il y ait un potentiel de reproduction adéquate pour plusieurs cultures telles
que le riz, le mais, le blé et le mil. Si les hypotheses sont remplies pour I’apport journalier de
I'aliment de base, la biodisponibilité du zinc dans l'alimentation et la quantité de zinc perdue
au cours du traitement et de la cuisson, la quantité additionnelle de zinc obtenue par bio-
fortification dans ces cultures contribuerait approximativement a 40% des besoins en zinc
absorbé pour les femmes non enceintes et les enfants agés de 4 a 6 ans (IZINCG, 2004 ; Hotz
et McClafferty, 2007 ; Hotz, 2009). Les taux d'adoption ou de « couverture » des cultures bio-
fortifiées en zinc et leur consommation par différents groupes d'age doivent étre évalués dans

les essais de mise en ceuvre a grande échelle.

Quels sont les principaux facteurs potentiels qui peuvent modifier I'impact des cultures
vivrieres de base bio-fortifiées en zinc?

Les effets du degré de mouture sur l'utilité potentielle de la bio-fortification en zinc dans
les grains nécessitent d’étre pris en compte. La quantification des teneurs en zinc et phytates
des produits céréaliers bio-fortifiés entiers et raffinés et I'absorption du zinc de ces derniers
doivent étre mesurées dans des études menées chez des humains. Il est possible que la perte
de zinc avec le broyage puisse étre compensée par la perte parallele de phytates avec comme
résultat une augmentation de la biodisponibilité du zinc. Néanmoins, le maximum d'avantages
de la bio-fortification ne peut étre observé que si plus de zinc additionnel est déposé dans
I'albumen des graines. Une autre stratégie possible pour affecter positivement I'impact de la
bio-fortification en zinc est une diminution concomitante de la teneur en phytates. Certaines
expériences avec les cultures de céréales mutantes a faible teneur en phytates suggerent qu'il
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est possible de diminuer considérablement la teneur en phytates des grains (Bregitzer, 2006 ;
Hotz, 2009). L'impact potentiel de I'hdte ou des facteurs environnementaux affectant
I’intestin, 1’absorption du zinc ou les pertes intestinales de zinc endogéne devrait étre
quantifié (Hotz, 2009).

Quels sont les risques de consommer des aliments bio-fortifiés en zinc?

Aux niveaux physiologiques modestes d’augmentation de la teneur en zinc actuellement
réalisable par la bio-fortification, il est peu probable qu'il y ait un risque important d’apports
toxiques de zinc a la suite de la bio-fortification. Il est également peu probable qu’une
augmentation du contenu en zinc dans les aliments de base entraine un changement dans leurs
qualités organoleptiques qui pourraient conduire a un rejet des variétés bio-fortifiées
introduites (Hotz, 2009).

I1l. QUESTION DE RECHERCHE, HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Au Sénégal, le COSFAM (Comité Sénegalais de Fortification des Aliments en
Micronutriments) ceuvre pour la lutte contre les carences en micronutriments a travers la
stratégie de fortification de masse des aliments de base (farine et huile). Les micronutriments
visés sont ceux dont les niveaux de carence sont connus et nécessitent la mise en place de
programmes d’intervention. Il s’agit présentement de la vitamine A pour I’huile végétale et du
fer/acide folique pour la farine et pour le futur, une fortification en zinc est programmeée.
Ainsi il est nécessaire de mener une étude de prévalence de la carence en zinc pour connaitre
la situation du Sénégal et pour permettre si nécessaire son intégration dans ces programmes

d’intervention.

La connaissance du statut en zinc des enfants et en seconde lieu I’identification
d’indicateur simple et fiable pour évaluer I’impact des programmes de fortification de masse

en zinc sont nécessaires d’ou ’objectif de notre étude.

70



1. QUESTION DE RECHERCHE

Quel est le statut de en zinc des enfants agés de 12 a 59 mois au Sénégal ?

2. HYPOTHESE DE RECHERCHE

La consommation quotidienne de zinc sous forme de supplément ou de farine de
ceréales fortifiée en zinc augmente la concentration plasmatique de zinc chez les enfants agés

de 9 4 17 mois.

3. OBJECTIF GENERAL

L’objectif général de cette thése est d’évaluer le statut en zinc des enfants agés de 12 a
59 mois et de déterminer si la concentration en zinc du plasma change en réponse a la
supplémentation et a la consommation additionnelle de zinc fournie sous forme d’aliments a

base de céréales fortifiées en zinc.

4. OBJECTIFS SPECIFIQUES

« Mesurer la concentration plasmatique de zinc et celle des protéines de la réaction
inflammatoire (AGP, CRP) des enfants agés de 12 a 59 mois dans le cadre d’une étude

représentative au niveau national

« Fortifier en zinc un aliment de complément (bouillie) préparé a partir de farines de

céréales locales et effectuer des tests sensoriels et d’acceptabilité de ces aliments.

« Mesurer la réponse plasmatique de zinc chez des enfants sénégalais agés de 9 a 17
mois

71



CHAPITRE 111

EVALUATION DU STATUT DE BASE EN ZINC CHEZ
LES ENFANTS SENEGALAIS AGES DE 12 A 59 MOIS
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I. RAPPEL DES OBJECTIFS

1. QUESTION DE RECHERCHE

Quel est le statut en zinc des enfants &gés de 12 a 59 mois au Sénégal ?

2. OBJECTIF GENERAL

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le statut de base en zinc des enfants

ages de 12 a 59 mois au Sénégal.

3. OBJECTIFS SPECIFIQUES

— Faire un échantillonnage représentatif des enfants sénégalais 4gés de 12 a 59 mois,
— Mesurer la concentration plasmatique de zinc des enfants ;
— Mesurer la concentration plasmatique des protéines de I’inflammation (Protéine C-

Reéactive, alpha 1 Acide Glycoprotéine).
Il. SUJETS ET CADRE DE L’ETUDE

1. SUJETS
La population cible de I’étude est représentée par les enfants agés de 12 a 59 mois
(garcons et filles). Tous les enfants sont éligibles & la seule condition de fournir un

consentement libre et éclairé des parents, sur la base du volontariat.

L’étude a été approuvée par le Comité National d’Ethique du Ministere de la santé. Des lettres

d’informations ont été adressées aux différents gouverneurs des régions.
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2. CALCUL DE LA TAILLE DE L’ECHANTILLON, CADRE DE L’ETUDE
ET TIRAGE DE L’ECHANTILLON

2.1. Calcul de la taille de I’échantillon

La taille de I’échantillon est déterminée par la formule suivante :

2 n=taille de 1’échantillon
2 *p*Q1-
p*(L-p) p=prévalence attendue
n= 5 *d
e d=effet de grappe

L’effet de grappe (d) a été fixé a 2,9 a cause de la complexité de la procédure
d’échantillonnage retenue (Agence Nationale de la Démographie et de la Statistique
sénegalaise), le niveau de confiance a 95% et une marge d’erreur de 5%. Avec une prévalence
estimée de 57%, la taille minimale de 1’échantillon des enfants de 12-59 mois pour définir le

statut en zinc est de 1138.

2.2. Cadre de I’étude

A partir d’une cartographie de I’ensemble du territoire national, un fichier
informatique contenant environ 11746 districts de recensement (DR) a été élaboré. Cet
ensemble de DR, constituant la base de sondage, est utilisé pour la sélection des unités. Dans
ce fichier, chague DR apparait avec tous ses identifiants (région, département,
commune/arrondissement et code d’identification), sa taille en ménages et son type de milieu
de résidence (urbain ou rural).

Dans le cadre de I’étude, le territoire national a été découpé en quatre grandes
zones (Figure 111-1) sur la base de modes de consommation alimentaire différents selon
I’enquéte FRAT (FRAT, 2006) :

- Dakar urbain : qui regroupe 1’ensemble du milieu urbain de la région de Dakar,
- Autres villes : les autres villes ou communes
- Zone Rurale 1: constituée par les zones rurales des régions de Tambacounda,

Kédougou, Kolda, Sédhiou et Ziguinchor,
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- Zone Rurale 2 : constituée par les zones rurales de Matam, Saint-Louis, Louga, T

Diourbel, Fatick, Kaolack, Kaffrine ainsi que les zones rurales de Dakar.
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Figure 111-1 : Cadre de I’étude

2.3. Tirage de I’échantillon

La procédure d’échantillonnage est un sondage aréolaire stratifi¢ a deux degrés. L unité

primaire est le District de Recensement (DR), I’unité secondaire étant le ménage.

Au total 1810 ménages et 1887 enfants ages de 12 a 59 mois ont été enquétés (y compris

les non-réponses) pour obtenir des données de base représentatives du statut en zinc des

enfants.

I11. METHODES

L’étude comporte un questionnaire individuel, un questionnaire collectif, un examen clinique

et un prélevement sanguin.
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1. QUESTIONNAIRE

Les informations relatives a la santé de I’enfant, a son alimentation, au niveau
socioéconomique du ménage auquel il appartient, ont été recueillies a partir de deux
questionnaires. Il s’agit :

D’un questionnaire MENAGE administré au chef de ménage et comportant les parties
suivantes :

o Identification du ménage
o Composition du ménage
e Avoirs du ménage
« Situation économique du ménage
e Consommation de bouillons et d’huile enrichis
Et d’un questionnaire ENFANT administré a ses parents ou a la personne ayant sa
charge. Il comporte les sections suivantes :
o Identification de I’enfant
e Enquéte alimentaire
v’ Fréquence de consommation alimentaire
v Allaitement
v Aliments de complément
e Santé
v’ Interrogatoire
v' Examen physique (poids de naissance, état général de ’enfant, présence
de signes cliniques de carence en vitamine A et d’anémie, présence
d’cedémes bilatéraux).
e une fiche de préléevement sanguin, a été administrée pour la collecte des
données des enfants.
Ce questionnaire enfant est congu pour faciliter le remplissage, la plupart des
questions faisant appel a des réponses pré-codées (voir Annexes).

Les données de consommation alimentaire ne sont pas présentées dans cette these.
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2. ETHIQUE

Les meres ont été informées de leur totale liberté de participer ou non a 1’étude et leur
consentement a été recueilli par signature du document de consentement. L’étude a été
approuvée par le Comité National d’Ethique du Ministere de la santé. Des lettres

d’information ont été adressées aux différents gouverneurs des régions.

3. MESURES

3.1. Durée de la collecte et ses différentes phases

Sur le terrain, I’équipe est divisée en deux groupes : un groupe d’enquéteurs et un groupe de
biologistes. L’enquéte et les prélevements se sont déroulés du 27 mars au 30 mai 2010. La

saisie et le contrble des données ont été effectués du 26 juillet au 11 décembre 2010.

3.2. Prélévement sanguin et dosages biologiques
3.2.1. Prélevement et conservation des échantillons

Les échantillons de sang sont obtenus par ponction veineuse a 1’aide d’un dispositif
constitué d’un tube de prélévement sous vide en polyéthyléne a usage unique contenant un
anticoagulant (héparine de lithium), indemne de contamination métallique (Sarstedt AG et
Co, Numbredt, Germany). Un échantillon de 5 ml est prélevé a 1’abri de la poussiére.
Auparavant, 1’age, le sexe, I’heure du dernier repas, I’heure du prélévement et de la
centrifugation ont été notes. Les tubes de sang sont ensuite transportés dans une glaciere a -
4°C jusqu’a la « voiture laboratoire » ou le sang est centrifugé a 767 g (3200 tours/min)
pendant 12 min (centrifugeuse EBA 20, model 2002 ; Andreas Hettich Gmbh AG Co.
KG, Tutt linger, Germany). Le plasma recueilli est aliquoté dans des cryotubes de 2 ml
(Nalgene, Nunc International, Rochester, NY, USA), conservé a - 20°C dans un mini
congélateur WAECO (Waeco international GmbH, Emsdetten, Germany) installé dans la

voiture, puis & - 80°C au laboratoire jusqu’aux dosages.

3.2.2. Dosages biologiques
3.2.2.1. Dosage du zinc plasmatique

a- Appareillage, principe

Le zinc plasmatique est mesuré avec un spectrophotometre de flamme/four graphite
(AAB00 Model, Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, USA), piloté par le logiciel WinLab
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3.2 (Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, USA) qui permet de programmer les différentes

méthodes de dosage et de traiter les résultats.

Le principe de la spectrophotométrie d’absorption atomique de flamme est fondé sur la
capacité des électrons des atomes a absorber des radiations monochromatiques spécifiques
émises a partir d une source (cathode) en phase vapeur. Cette cathode émet de 1’énergie sous
forme de photons de fréquence spécifique de I’élément a doser qui en absorbe une partie. Le
courant de la lampe a cathode creuse a été fixé a 15 mA et la raie spectrale a été fixée a 213,9
nm. La flamme air-acétyléne a été choisic comme source d’atomisation. Ces paramétres
instrumentaux ont été optimisés en utilisant une solution de zinc a 1 mg/L, concentration
caracteristique de cet élément (Abs=0,2) dans la matrice préconisée par Perkin-Elmer. La
mesure de cette absorption (rapport des intensités incidentes et transmises), est
proportionnelle a la quantité d’atomes de I’élément a doser et permet donc de déterminer la
concentration de I’¢1ément dans la solution par rapport a une gamme de calibration préparee a
partir d’une solution mére de zinc de 1g/L. L’expression de I’absorbance (A) ou densité

optique (DO) est donneée par la loi de Beer-Lambert.

Ensuite, le logiciel WinLab 3.2 calcule sur cette base les concentrations en zinc des

échantillons de plasma en tenant compte du facteur de dilution.

b. Mode opératoire

- Préparation des solutions de travail
1. Solution de dilution
La solution de dilution est de 1’acide chlorhydrique (HCI) 0,1 M (Scharlab, Sentmenat,
SPAIN).

2. Solutions filles
e Une solution fille n°1 de zinc a 150 pmol/L est préparée en complétant 50 pL de la

solution mere de zinc (Reagecon, Clare, Ireland) a 1 g/L a 5000 pL de HCI 0,1 M.

e Une solution fille n°2 de zinc a 50 pumol/L est préparée par dilution de 3 mL de la solution
fille n°1 avec 6 mL de HCI 0,1 M.
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- Préparation des calibrants

Les calibrants a 5, 10, 20 et 40 umol/L sont obtenus par dilution de la solution fille n°2 dans

du HCI1 0,1M tel qu’indiqué dans le tableau suivant :

Concentration (umol/L) 0 5 10 20 40
Solution fille n°2 (mL) 0 0,5 1 2 4
HCI0,1 M (mL) 0 4,5 4 3 1

Pour préparer les standards, les calibrants sont dilués au 1/10 (2 ml de calibrant + 18 ml de

HCI 0,1 M) et les concentrations des solutions a nébuliser seront donc de 0, 0,5, 1, 2 et 4

pmol/L.

Blanc Std 1 Std 2 Std 3 Std 4
Concentration (umol/L) 0 0,5 1 2 4
Concentration (mg/L) 0 0,033 0,065 0,13 0,26

- Préparation des échantillons et du sérum de contréle
Les échantillons de plasma des sujets et les sérums de contrdle sont dilués au 1/10 dans du
HCI 0,1 M comme suit :

Plasma du sujet ou sérum de controle 250 pL
HCI0,1 M 2250 pL

c. Contréle de qualité

L’exactitude et la précision des mesures sont controlées a I’aide d’un sérum de
contr6le humain (niveau 2) de Randox (Crumlin, Co. Antrim, United Kingdom) et d’un
plasma de controle interne. Ce contrdle interne préparé au Laboratoire de Nutrition a partir
d’un pool de plasma est conservé en plusieurs aliquotes et utilisé dans toutes les séries de
dosages. De méme, les mesures sont faites en double et toute détermination associée a un

coefficient de variation supérieur a 5% est reprise.
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Edit Calibration >ECA
Result: Analyse Zn23_01_2012
Zn 213.9
0.0498 L
Std-zn4
= Std_zn3
@
<
std_zn2
“Std_zn1
0.000 S-shaped calibration curve detected. Two-coefficient equation used.
0.000 " 0.260
Concentration
Calibration Curve Slope: 0.10227
Calibration Curve Intercept: 0.00000
Calibration Curve Correlation Coefficient: 1.000000
Calibration Curve Type: Nonlinear Through Zero
Current Sample Concentration: 0.074 mg/L
Std # Standard ID Entered Conc. Calculated Conc. Action
Blank HCL 0,1M 0 0.000 Include
1 Std_zn1 0.033 0.033 Include
2 Std_zn2 0.065 0.065 Include
3 Std_zn3 0.13 0.130 Include
4 Std_zn4 0.26 0.260 Include

Figure 111-2 : Exemple de courbe de calibration pour le dosage du zinc

d. Définition de la carence en zinc

La définition de la carence en zinc est faite selon les seuils définis par I’International Zinc
Nutrition Consultative Group (IZINCG) (Hotz et Brown, 2004). Ces seuils correspondent a
une zincémie inférieure a :
- 65 pg/dL lorsque le prélévement est effectué le matin (PM) et que le sujet n’est pas a
jeun

- 57 pug/dL pour un prélévement fait dans I’apres-midi (PAM) et sujet non a jeun

3.2.2.2. Dosages de la Protéine C-Réactive et de I’alpha-1
Acide Glycoprotéine

L’alpha-1 Acide Glycoprotéine (AGP) et la Protéine C-Réactive (CRP) sont des
marqueurs de [Dinfection et/ou de I'inflammation. Leurs concentrations dans le sang

augmentent au cours de ces épisodes. Des niveaux élevés de CRP traduisent une infection
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et/ou une inflammation aigué et ceux d’AGP expriment une infection et/ou une inflammation

chronique. Ces protéines sont dosées par immuno-turbidimétrie.

3.2.2.2.1. Dosage de la Protéine C-Réactive (CRP)

a- Principe

La Protéine C-Réactive (CRP) plasmatique contenue dans 1’échantillon provoque une
agglutination des particules de latex couvertes avec les anticorps anti-protéines C-réactive
humains. L agglutination des particules de latex est proportionnelle a la concentration en CRP

et peut étre quantifiée par immuno-turbidimétrie.

b- Appareillage et réactifs

L’appareillage est un analyseur automatique Biosystems Al5 (BioSystems S.A, Costa
Brava 30, Barcelona, Spain) piloté par ordinateur. La protéine C-réactive est dosée par un kit
(Ref 13921, Biosystems) contenant les réactifs A (un tampon de glycine a 0,1mol/L, pH 8,6 ;
2x16mL) et B (suspension de particules de latex sensibilisées avec les anticorps anti CRP

humaine ; 2x4mL) et un standard (1x1mL) reconstitué¢ avec de 1’cau distillée.

c- Mode opératoire

Les mesures sont effectuées automatiquement par I’analyseur Al5 selon la
programmation préenregistrée par le fabricant. Un volume de 100 uL d’échantillon (ou des
sérums contréles, ou du standard, ou du pool interne de plasma) est introduit dans une cupule
disposée sur le plateau échantillons de I’appareil. Le mélange des réactifs A (16 mL) et
B (4 mL) est disposé sur le plateau réservé aux réactifs et le controle de qualité des mesures
est effectué avant le dosage des échantillons.

Au cours de la réaction, 3 puL de plasma sont prélevés par 1’analyseur qui effectue
automatiquement le mélange avec 440 pL de réactif. La CRP de I’échantillon réagit avec les
anticorps anti-CRP et conduit a la formation de complexes antigene-anticorps, entrainant une

agglutination qui est mesurée par turbidimétrie.
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d- Contrble qualité

La qualité du dosage est verifiée grace aux sérums Contréle Rhumatoide niveaux I
(3x1 mL, Réf. 31213, BioSystems) et 11 (3x1 mL, Réf. 31214, BioSystems). Le controle de la
qualité interne des mesures est effectué a I’aide d’un pool de plasma interne. Les mesures sont

validées lorsque les valeurs des différents controles sont dans les limites admises (2 écarts
type).

13/07/2011 14:10

Contrdle de Qualité

Technique CRP-1

Unités mg/L
Mode de Calcul Manuel
Critéere de rejet de la série 3SD
Controle 1
Prénom CRP 1 L‘ol 026A
29,89
- 279
3sD - 259
D s i b - 239
ABD | immmm e e B i A S S S S S S A S R S A S S e e s e R S s s e S s s me S eSS S e S S TS O 219
Med L 19,9
-1SD L e T e L R RS L o 179
B T e e et R 159
-3sD 13,9
119
T 0 d2h I F T Lgh b it T kst R o= e R S P = A () S N P
= Valeur Normale (] Alarme > Valeur Refusé
Controle 2
Prénom CRP 2 Lot O26A
781
- 729
3SD - 67,7
P I e e e R S ottt - 82,5
e I T s e e - 57,3
Med -— - 52,1
B = R o i e e s T 46,9
| e e it 417
-3SD - 36,5
- 31,3
T T 0T T T T Lol T T T Lg! N = TR A T ) B (R W R P
= Valeur Normale (& Alarme @ Valeur Refuseé
13/07/2011 14:10
Technique CRP-1 Unités mg/L
. Moyenne SD cv Minimum pour le rejet Maximum pour le rejet
Contréle 1 19,9 2,0 10,1 13,9 259
Contrdle 2 52,1 5,2 10,0 36,5 67,7
Série Date Contdle1 Em. Abs. Em Rel. Contdle2  Ermr. Abs. Er. Rel. Alarme |
1 13/07/2011 13:56:21 19,0 -0,9 -0.4 52,1 0,0 0,0

Figure 111-3 : Exemple de courbe de controle de qualité pour le dosage de la CRP
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3.2.2.2.2. Dosage de I’alpha-1 Acide Glycoprotéine

a- Principe

L’alpha-1 Acide Glycoprotéine, aussi appelée orosomucoide, présente dans
I’échantillon & doser, précipite en présence d’anticorps anti alpha-1 Acide Glycoprotéine
humain. La dispersion de la lumiére générée par les complexes antigéne-anticorps est
proportionnelle & la concentration en alpha-1 Acide Glycoprotéine de I’échantillon et peut étre
quantifiée par turbidimétrie.

b- Appareillage et réactifs

L’AGP est dosé avec un Tampon Tris (50 mmol/L, pH 8,5) (Réf 31928, BioSystems
S.A, Barcelona, Spain) contenant des anticorps de chevre anti-AGP humains avec le méme
automate Biosystems A15. Un standard (1x1mL ; Réf 31195, BioSystems S.A, Barcelona,
Spain) est utilise pour la courbe de calibration.

c- Mode opératoire

Comme pour la CRP, 100 uL d’échantillon (ou de serum contrdle, ou du pool interne
de plasma) sont introduits dans une cupule disposee sur le plateau d’échantillons de 1’appareil.
Le reactif est disposé sur le plateau qui lui est destiné et le contréle de la qualité des mesures
est effectué. Trois (3) uL de plasma sont aspirés par I’analyseur qui effectue automatiquement
le mélange avec 300 pL de réactif. 1l y a ainsi formation d’immuno-complexes qui sont
mesurés par turbidimétrie. L’absorbance des complexes est proportionnelle a la concentration
en AGP dans I’échantillon qui est calculée, par interpolation, avec la courbe de calibration

effectuée en 5 points selon les indications données par le fabricant.

d- Contréle qualité

La précision et la validité des mesures sont contrdlées avec des sérums de contrdle de
protéines niveaux | (3x1 mL, Réf.31211 BioSystems S.A, Barcelona, Spain) et 1l (3x1 mL
Réf.31212 BioSystems S.A, Barcelona, Spain).
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Le contr6le de la qualité interne des mesures a été effectué¢ a I’aide d’un pool de

plasma. Les mesures sont faites en double pour I’AGP. Elles sont valides si le coefficient de
variation entre deux mesures est inferieur a 5%.

27/07/2011 11:26
Controle de Qualité
Technique AGP-1 Unités mg/dL
Mode de Calcul Manuel
Critére de rejet de la série 3SD
Contrdle 1
Prénom AGP 1 Lvot 107A
67,55
- 8417
3sD - 60,79
e I e 4 5741
7 4 sa,03
Med 4 soes
aars M s crCnELE s SRS RS R RS S S i S e e S S S m S S e S = + a7.27
DED | e m—————— e S R B S S A S S S S e e S e S e S S s i e e e e + a3s9
-3SD 4 40,51
+ 3713
33,75
T T T IoT T T 1T Ll T T T 15l T T T Iof T T T gl T T1 T30
] Valeur Normale <  Alarme L4 Valeur Refusé
Controle 2
Prénom AGP 2 Lot 109A
1423
- 135,18
3sD 4 128,08
2sD + 12094
1SD + 11382
Med + 1087
-1SD + 9958
| -2sD + 92,46
-3SD + 85,34
4 7822
T T sT T T T Lol T T T Tgl T T T gt T T T LT T T T 5 7t
m Valeur Normale (&) Alarme @ Valeur Refusé
27/07/2011 11:26
Technique AGP-1 Unités mg/dL
Moyenne SD Ccv Minimum pour le rejet Maximum pour le rejet
Controle 1 50,7 3.4 6,7 40,5 60,8
Controle 2 106.7 71 6,7 85,3 128,0
Série Date Contrdle 1 Ermr. Abs.  Ermr. Rel.  Controle 2 Err. Abs. Er. Rel.  Alarme
g ) 27/07/2011 11:21:33 49,1 -1,5 -0,4 106.6 -0.1 0.0

Figure 111-4 : Exemple de courbe de contrdle de qualité pour le dosage de ’AGP
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3.2.2.2.3. Définition de P’infection et/ou I’inflammation

Les différents statuts infectieux ont été définis comme suit :
- Infection aigué : concentrations plasmatiques de CRP >5 mg/L et d’AGP <1 g/L
- Infection chronique : concentrations plasmatiques d’AGP >1 g/L et de CRP <5 mg/L
- Infection aigué et chronique (ou forme mixte) : concentrations plasmatiques de CRP
>5 mg/L et ’AGP >1g/L

4. SAISIE, TRAITEMENT ET ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

La saisie, le traitement et I’analyse statistique des données sont effectués grace aux
logiciels Epi-info 3.5.1 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA), Excel
2003 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) et STATA/SE 11.0 (STATA Corporation,
Texas, USA). Pour avoir une representativité nationale, les pourcentages sont pondérés ainsi
que les comparaisons de moyennes.

Une description statistique est utilisée pour examiner la distribution des variables, les
résultats sont exprimeés en moyennes + écart-types, en pourcentage, en maximum-minimum et
25°Me.75Menercentiles. La variable CRP dont la distribution n’est pas gaussienne a subi une
transformation logarithmique avant d’étre exprimée en moyenne géométrique + écart type. Le
test de y?> de Pearson est utilis¢ pour comparer les pourcentages en fonction du sexe et des
tranches d’age. Des modeles de régression linéaire simple ont été générés pour déterminer
I’effet des facteurs de confusion (I’heure du prélévement, l’intervalle entre I’heure du
prélevement et ’heure de la centrifugation, 1’intervalle entre 1’heure du prélévement et ’heure
du dernier repas, AGP et la CRP) sur la concentration de zinc plasmatique. Le test ANOVA
est utilisé pour comparer la moyenne de zinc plasmatique non corrigée en fonction du sexe et
des tranches d’age. Une analyse de covariance (Général Linéaire Modéle Univarié) est faite
pour comparer les moyennes de zinc, apres ajustement par rapport aux facteurs de confusion
cités précédemment.

Pour toutes ces analyses statistiques, un seuil de signification de 5% est retenu.
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IV. RESULTATS

Sur les quatre strates de 1’étude 1810 ménages ont été visités et 1887 enfants enquéteés.
Les prélévements sanguins ont été effectues sur 1496 enfants ce qui fait un taux de réponse de
79,3%. Les dosages de zinc, CRP et AGP ont été effectués sur 1151 échantillons.

1. CARACTERISTIQUES SOCIO-DEMOGRAPHIQUES DES ENFANTS

Une comparaison des caractéristiques socio-démographiques et de santé est faite entre
les enfants prélevés et non prélevés et entre les enfants mesurés et non mesurés en zinc.
Aucune différence n’est trouvée entre les enfants prélevés et ceux non prélevés. Les enfants
non mesurés en zinc sont plus présents chez ceux ayant un état général passable (p = 0,006) et
une paleur palmaire légere (p= 0,007) lors du prélevement sanguin. Les dosages du zinc ne

sont pas effectué chez ces enfants a cause de I’insuffisance des échantillons de sang.

1.1. Reépartition des enfants selon le sexe

Au total, 1887 enfants ont éte enquétes dont 941 sont des filles et 928 des garcons. Leur age
moyen (M = ET) est de 34,2 £ 12,9 mois (n = 1869). Leur répartition selon le sexe est

indiquée dans le Tableau I11-1.

Tableau I11-1 : Répartition des enfants selon le sexe

Gargons Filles

% n % n

49,8 928 50,2 941

La répartition par sexe fait ressortir une légere prédominance de filles (50,2%). L’4ge moyen

des filles est de 34,7 + 13,1 mois (n = 941) et celui des garcons de 33,8 £ 12,8 (n=928).

1.2. Répartition des enfants selon I’age

L’age moyen des enfants (M £ ET) est de 34,2 + 12,9 mois (n = 1869). Leur répartition selon

la tranche d’age est indiquée dans le Tableau I11-2.
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Les tranches d’age les plus représentatives sont les 36 - 47 mois et 24 - 35 mois avec des
proportions respectives de 26,2% et 25,8%. Les autres tranches d’age sont représentées dans

I’échantillon avec a peu pres les mémes proportions.

Tableau I11-2 : Répartition des enfants par tranche d’age

Tranche d’age (mois)

12 - 23 24 - 35 36 - 47 48 - 59
% n % n % n % n
Total 24,2 462 25,8 485 26,2 480 23,8 442

1.3. Garde des enfants

Quarante pourcent (40,3%) des meres des enfants ont été également enquétées et plus de huit

enfants sur 10 (84,6%) étaient sous la responsabilité directe de leur mére.

2. SANTE DES ENFANTS

Les caractéristiques relatives a la santé des enfants sont présentées dans le Tableau I11-3.

Plus de la moitié des enfants (59,1%) présentaient un bon état général c’est-a-dire sans
figures apparents de maladies ou fievre détectable par I’examen médical par un médecin au
moment de I’enquéte. En revanche, ceux qui présentent un mauvais état général n’étaient que
de 3%.

Au cours des 15 derniers jours précédant ’enquéte, 44,7% des enfants étaient malades. Les
principaux symptémes rencontrés sont la fievre (74,2%), la toux et/ou des difficultés
respiratoires (45,3%) et la diarrhée (28,1%).

L’interrogatoire révele la présence de parasites intestinaux chez 8,2% des enfants au
cours des 15 derniers jours précédant I’enquéte. Aussi, la présence d’cedémes bilatéraux,
traduisant une malnutrition aigué séveére, a été observée chez 0,5% des enfants. Ces derniers
ont été référés au poste de santé le plus proche pour une prise en charge médicale.

Par ailleurs, les données sur la vaccination contre la rougeole, obtenues a partir des

carnets de santé ou des déclarations des répondants, montrent que 87% des enfants ont été
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vaccinés contre la rougeole. Parmi eux, la proportion d’enfants dont la vaccination était
vérifiée a partir du carnet de santé est de 14,5%. Pratiquement huit enfants sur dix (77,8%)

ont bénéficié d’un déparasitage avant 1’étude dont 91,7% au cours des 6 derniers mois.

L’interrogatoire des meéres montre que 0,8% des enfants avaient des problémes de
vision nocturne. En outre, sur les 1560 enfants, chez qui on a recherché des lésions de la
xérophtalmie, 19 (1,4%) présentaient une xérose conjonctivale, 04 (0,3%) une tache de Bitot
(X1B) et 01 (0,1%) une xérose cornéenne (X2). Aucun ne présentait d’ulcération cornéenne

(X3) ou de cicatrice cornéenne.

Le taux de couverture de la supplémentation en vitamine A, au cours des 6 derniers
mois ayant précédé ’enquéte, s’¢leve a 78,5% (n = 1559). En outre, durant I’enquéte, seuls
1,7% des enfants prenaient des suppléments de vitamine A sous forme de sirop ou de

comprimés.

L’anémie clinique, évaluée selon le degré de paleur palmaire montre 35,1% d’anémie
légere a modérée et 2,4% d’anémie grave. Les proportions de garcons et de filles présentant
une paleur palmaire séveére sont respectivement de 1,1% et 1,4%. Au cours des 15 derniers
jours ayant précédé I’enquéte 6,5% des enfants avaient eu des saignements causés

exclusivement par les blessures, les épistaxis, les plaies etc.
Le taux de couverture de la supplémentation en fer au moment de I’enquéte est tres

faible. En effet, sur les 1507 enfants enquétés, seuls 0,4% ont recu des suppléments de fer

sous forme de comprimés ou sirop durant la période de 1’enquéte.
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Tableau I11-3 : Santé des enfants

Tous Garcons Filles
% n % n % n
Etat général des enfants
o Excellent 23,3 295 11,9 152 11,5 143
e Bon 59,1 967 28,9 469 30,2 498
e Passable 14,6 194 7,5 96 7,1 98
e Mauvais 3,0 46 1,3 21 1,7 25
Signes de morbidité
o Fievre 74,2 392 36,2 189 37,9 203
e Diarrhée 28,1 117 13,3 53 14,8 64
o Toux/difficultés respiratoires 45,3 197 22,2 98 23,1 99
e Maux de ventre sans diarrhée 11,5 48 6,2 27 54 21
e Autres (vomissement, éruptions cutanées, 44,4 174 21,5 84 22,9 90

céphalées etc.)

'Le niveau d’état général des enfants est déterminé par le personnel médical des équipes de terrain sur la base d’examen clinique.
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Tableau I11-3, suite

Signes clinique de la carence en vitamine A

e Probléme de vision nocturne 0,77 11 0,41 5 0,35 6
e Xérosis conjonctival X1A 1,38 19 0,9 12 0,5 7
e Tache de Bitot X1B 0,32 4 0,1 2 0,2 2
e Xérosis cornéen X2 0,13 1 0 0 0,1 1
Signes cliniques de ’anémie
o Paleur palmaire
v Séveére 2,4 35 11 17 14 18
v Légére 35,1 544 17,3 264 17,7 280
v Absente 62,5 968 31,1 478 31,4 290
e Saignements
v' Présence de saignement 6,5 80
v Pas de saignement 92,8 1440
v Ne sait pas 0,7 10
e Localisation des saignements
v'Urines 1,8 2
v Selles 17,3 12
v Autres (blessures, épistaxis, plaie) 80,9 59
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3. ALIMENTATION DES ENFANTS
3.1. Allaitement maternel

La quasi-totalité (98,9%) des méres pratique 1’allaitement maternel. La durée médiane
de I’allaitement maternel est de 19 mois. L’age moyen du sevrage est de 21,6 £ 11,5 mois (n=
1539). Parmi les enfants allaités, plus d’un tiers (43,1%) a été mis au sein dans 1’heure suivant
la naissance et 47,8% ont été allaités le jour qui a suivi leur naissance. En outre, seuls 34,8%
des enfants ont recu le colostrum a la naissance. Par contre, plus de la moitié des enfants
(61,9%) a consommé un aliment (miel, lait de chévre etc.) autre que le colostrum.

Les proportions d’enfants, 4gés de 12 a 23 mois et 24 a 35 mois, allaités au moment de

I’enquéte sont indiquées dans le Tableau I11-4.

Tableau I11-4 : Proportion d’enfants allaités au moment de ’enquéte

Allaités Non allaités
% n % n
Tranche d’age (mois)
o 12-23 65,4 314 34,6 147
e 24-35 3,8 20 96,2 462

3.2. Alimentation complémentaire des enfants

La bouillie est introduite dans I’alimentation des enfants sénégalais a 6,6 + 3,8 mois
(n = 1397) et le plat familial a 11,8 = 5 mois (n = 1771). Les proportions d’enfants qui
consomment de la bouillie et le plat familial sont respectivement de 67,5% et 97%. L’huile de
palme n’est rajoutée aux bouillies que chez 7,3% des enfants. Une faible proportion d’enfants
consomme des farines infantiles commercialisées (5,5%). Cependant, aucun n’a consommé de
farine infantile fortifiée en micronutriments. Par ailleurs, 36,1% et 38,4% des enfants recoivent

respectivement 3 et 4 repas par jour.
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4. STATUT EN ZINC DES ENFANTS
4.1. Distribution des valeurs moyennes de zinc plasmatique (ZP) mesurées

Sur les 1496 enfants préleveés, la concentration plasmatique de zinc de 1151 enfants a
été mesurée. La courbe de distribution des valeurs moyennes de zinc plasmatique chez
I’ensemble des enfants est normale et est indiquée sur la Figure I11-5. Les valeurs de la
zincémie mesurée sont comprises entre 25 et 126 pg/dL et la concentration moyenne est de
63,74 + 14,37 ug/dL. Les valeurs des 25°™ et 75°™ percentiles sont de 54 et 73 pg/dL et
celles des 5°™ et 95°™ percentiles sont de 41 et 87 pg/dL.
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zinc plasmatique (ug/dL)

Figure 111-5 : Courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique mesurées chez les
enfants

4.2. Statut en zinc des enfants

Le Tableau I11-8 et la Figure 111-6 présentent le statut en zinc des enfants. La carence
en zinc est définie par une concentration plasmatique de zinc < 65 pg/dL d’un préleévement
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sanguin effectué le matin (PM) et <57 pg/dL d’un prélévement sanguin fait 1’apres-midi
(PAM). La moitié des enfants est carencée en zinc (50,1%).

Tableau I11-5 : Statut en zinc des enfants

% n
'Carencés 50,1 588
Non carencés 49,9 563
Total - 1151

1ZP < 65 pg/dL prélévement matin(PM) ; ZP < 57 ug/dL prélévement aprés-midi (PAM), °ZP > 65
po/dL PM ; ZP > 57 pg/dL PAM

H Carences E Non carences

Figure 111-6 : Statut en zinc des enfants

4.3. Distribution des valeurs de zinc plasmatique mesurées et statut en zinc selon le
sexe
Les distributions des valeurs de zinc plasmatique chez les garcons et les filles sont
présentées par les Figures 111-7 et 111-8.
Les distributions des valeurs de zinc plasmatique des garcons et des filles sont

normales et ont la méme tendance comparée a la distribution de 1’ensemble des enfants.
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Aucune différence n’a été observée entre la zincémie des filles et celle des gargons. La valeur
moyenne de zinc plasmatique des garcons est de 63,54 + 14,46 avec des valeurs minimale et
maximale respectives de 25 et 126 pg/dL (25°™-75°™ percentiles : 54-72 pg/dL). Chez les
filles les valeurs minimale et maximale sont respectivement de 25 et 115 ug/dL (25°"-75™
percentiles : 54-73 pg/dL) avec une moyenne de 63,94 + 14,29 ug/dL.

Parmi les enfants carencés en zinc, 55,05% sont des garcons et 45,63% sont des filles
(Tableaux 111-9 et 111-10). 11 n’existe pas de différence significative entre les proportions

d’enfants carencés en zinc selon le sexe.
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Tableau 111-6 : Statut en zinc des gargons

% n
T TCarencés 50,93 289
2Non carencés 49,07 279
Effectifs - 568

= B : ‘ ; 1ZP < 65 pg/dL PM et ZP < 57 pg/dL PAM, °ZP > 65 pg/dL PM et ZP > 57 pg/dL

T T
20 40 60 80 100 120
zinc plasmatique (pg/dL) PAM

Figure 111-7 : Courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique
(ZPm) mesurees chez les garcons
Tableau 111-7 : Statut en zinc des filles

60

% n
ICarencés 49,20 299
2Non carencés 50,80 284
Effectifs - 583

20

1ZP < 65 pg/dL PM et ZP < 57 pg/dL PAM, ZP > 65 pg/dL PM et ZP > 57 pg/dL
PAM

O T T T T T
100 120

60 80
zinc plasmatique (ug/dL)

Figure 111-8 : Courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique
(ZPm) mesurées chez les filles
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4.4. Distribution des valeurs de zinc plasmatique mesurées et statut en zinc
selon la tranche d’age

Les courbes de distribution des valeurs de la concentration plasmatique de zinc chez

les enfants selon les tranches d’dge sont présentées sur les Figures I11-9 a 111-12. La
distribution est normale pour I’ensemble et les moyennes de zinc plasmatique des enfants
agés de 12-23 mois, 24-35 mois, 36-47 mois et 48-59 mois sont respectivement de 62,09 +
13,12 pg/dL, 63,13 £ 14,73 pg/dL, 63,99 * 14,85 pg/dL et de 65,31 £ 14,26 pg/dL. Aucune
différence significative n’a été observée entre les moyennes de la zincémie des enfants des
différentes tranches d’age, ni en ce qui concerne la prévalence de la carence en zinc chez les

enfants.

> Distribution des valeurs de zinc plasmatique mesurées et statut en zinc chez les
enfants agés de 12-23 mois

La courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique chez les enfants agés de 12-23
mois est présentée sur la Figure 111-9. La distribution des valeurs de zinc est normale et a peu
pres identique a celle de I’ensemble des enfants, avec des valeurs comprises entre 25 et 98
Hg/dL. Leur moyenne de zincémie est de 62,09 + 13,12 pg/dL (n = 241). Aux 25°™ et 75°™
percentiles, les valeurs de la concentration plasmatique de zinc sont respectivement de 53 et
70 pg/dL. Plus de la moitié des enfants agés de 12 a 23 mois (51,73%) sont carencés en zinc
(Tableau I11-11).

» Distribution des valeurs de zinc plasmatique mesurées et statut en zinc chez les

enfants agés de 24-35 mois

La courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique chez les enfants agés de 24-35
mois est normale (Figures 111-10) et a peu pres identique a celle de I’ensemble des enfants,
avec des valeurs comprises entre 26 et 112 pg/dL. La concentration moyenne de zinc
plasmatique des enfants de cette tranche d’age est de 63,13 + 14,73 pg/dL (257" - 75°"
percentiles : 52 — 72 pg/dL, n = 292). Cette moyenne est de 51,63 + 8,77 pg/dL chez les

enfants carencés avec une prévalence de carence en zinc de 49,91% (Tableau I11-12).
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> Distribution des valeurs de zinc plasmatique mesureées et statut en zinc chez les

enfants agés de 36-47 mois

La distribution des valeurs de zinc plasmatique chez les enfants agés de 36 a 47 mois
est également normale (Figure 111-11) et a peu prés identique a celle de ’ensemble des
enfants avec une valeur moyenne de zincémie de 63,99 + 14,85 pg/dL (n = 309). Les valeurs
minimales et maximales sont respectivement de 28 et 126 pg/dL. Les valeurs aux 25°™ et
75°™ percentiles sont de 54 et 73 pg/dL respectivement. Parmi ces enfants, la moitié
(50,41%) est carencée en zinc et a une concentration plasmatique de zinc de 52,62 + 8,01
pg/dL (Tableau 111-13).

» Distribution des valeurs de zinc plasmatique mesurées et statut en zinc chez les

enfants agés de 48-59 mois

La courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique chez les enfants agés de 48 a
59 mois est indiquée sur la Figure 111-12.

La distribution des valeurs de la concentration plasmatique de zinc est également
normale. Les enfants de cette tranche d’age présentent un statut normal en zinc avec une
zincémie moyenne de 65,31 + 14,26 pg/dL (Min-Max : 25-115 upg/dL ; 25°™ et 75°™
percentiles : 55 — 74 pg/dL, n = 308). Les enfants qui présentent une carence en zinc
représentent 48,52% avec une concentration moyenne de zinc plasmatique de 54,16 + 7,96
po/dL (Tableau I111-14).
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Tableau I11-8 : Statut en zinc des enfants agés de 12 - 23 mois

o | ZPpm (ug/dL) % n

o | 'Carencés 52,14 + 8,37 51,73 132
o] Non carencés 72,76 + 7,85 48,27 109
oL ‘ : ‘ ‘ Effectif total 241

20 40 60 80 100

zinc plasmatique (ug/dl)

1ZPm < 65 pg/dL (PM) et 'ZPm < 57 ug/dL PAM

2 2
Figure 111-9 : Courbe de distribution des valeurs de zinc ZPm 2 65 ug/dL PM et "ZPm 2 57 ug/dL PAM

plasmatique mesurées chez les enfants agés de 12 - 23 mois
Tableau I11-9 : Statut en zinc des enfants ages de 24 - 35 mois

o | ZPy (ng/dL) % n
1 s
. Carenceés 51,63 + 8,77 49,91 143
S - ’Non carencés 74,58 + 9,68 50,09 149
" Effectif total 292
S p A - on 5o 1ZPm < 65 pg/dL (PM) et 'ZPm < 57 pg/dL PAM
zinc plasmatique (ug/dl) 2ZPm > 65 ,ug/dL (P]M) et 2ZPm > 57,ug/dL PAM

Figure 111-10 : Courbe de distribution des valeurs de zinc
plasmatique mesurées chez les enfants agés de 24 - 35 mois
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Figure 111-11 : Courbe de distribution des valeurs de zinc
plasmatique mesurées chez les enfants agés de 36 - 47 mois
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Figure 111-12 : Courbe de distribution des valeurs de zinc
plasmatique mesurées chez les enfants agés de 48 - 59 mois

Tableau I11-10 : Statut en zinc des enfants agés de 36 - 47 mois

ZPm (Hg/dL) % n

'Carencés 52,62 + 8,01 50,41 154
Non carencés 75,55+ 10,71 49,59 155
Effectif total 309

1ZPm < 65 pg/dL (PM) et *ZPm < 57 ug/dL PAM
2ZPm > 65 ug/dL PM et *ZPm > 57 ug/dL PAM

Tableau I11-11 : Statut en zinc des enfants agés de 48 - 59 mois

ZPm (ug/dL) % n
'Carencés 54,16 + 7,96 48,52 158
Non carencés 75,82 + 10,39 51,48 150
Effectif total 308

1ZPm < 65 pg/dL (PM) et 'ZPm < 57 pg/dL PAM
2ZPm > 65 ug/dL PM et *ZPm > 57 ug/dL PAM
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5. STATUT INFECTIEUX ET/OU INFLAMMATOIRE DES ENFANTS

Les différents statuts infectieux ont été definis comme suit :
= Infection aigué : CRP > 5mg/L et AGP < 1g/L
= |nfection chronique : AGP > 1g/L et CRP < 5mg/L
= |nfection aigué et chronique : AGP > 1g/L et CRP > 5mg/L

Le Tableau I11-13 indique le statut infecticux chez I’ensemble des enfants et selon le
sexe. Plus de la moitié des enfants (50,2%) présente une infection. Les prévalences de
I’infection aigué, de I’infection chronique et de I’infection aigué et chronique sont
respectivement de 6,3%, 30,9% et 13,0%.

La proportion de gargons présentant une infection chronique est significativement plus
élevée que celle des filles (p < 0,001). Les différences entre les tranches d’age sont indiquées
dans le Tableau I11-14. La prévalence de I’infection différe également significativement selon
la tranche d’age. En effet, la proportion d’enfants d’age compris entre 12 et 23 mois, souffrant
d’infection aigué associée a une infection chronique, est significativement plus élevee que
celles observées chez les enfants des autres groupes d’age (24-35 (p < 0,05) ; 36-46 (p < 0,05)
et 48-59 mois (p < 0,0001)). De méme, cette tranche d’age est plus touchée par I'infection
chronique comparée aux autres groupes (p < 0,001). Par ailleurs, les enfants agés de 36 a 47
mois ont une prévalence d’infection chronique significativement plus élevée que celle des

enfants de 48 a 59 mois (p < 0,001).

Tableau I11-13 : Statut infectieux et/ou inflammatoire chez les enfants et selon le sexe

Tous Gargons Filles
% n % n % n

'Non infectés 49,8 734 23,9 344 25,9 390
?Infection aigué 6,3 79 3,5 44 2,7 35
®Infection aigué et 13,0 173 59 79 7,1 94
chronique

*Infection chronique 30,9 448 16,9° 245 14,0° 203
Effectif total - 1434 - 712 - 722

'CRP < 5mg/L et AGP < 1g/L ; °“CRP > 5Smg/L et AGP < Ig/L ; *CRP > 5mg/L et AGP > Ig/L ; "AGP
> ]g/L et CRP < 5mg/L ; alb (p < 0,05)
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Tableau 111-14 : Prévalences de I’infection chez les enfants selon la tranche d’age

YInfection aigué ?Infection Aigué et *Infection
Chronique Chronique
% n % n % n
Tranche d’age
(mois)
e 12-23 6,7 19 20,6% 64 38,2° 126
e 24-35 6,6 20 11,8° 38 36,8' 137
o 36-47 7,9 27 12,9° 46 25,29 91
« 48-59 3,9 13 7,8° 25 24,7" 94

ICRP < 5mg/L et AGP < 1g/L ; °CRP > 5mg/L et AGP < Ig/L ; °*CRP > 5mg/L et AGP > Ig/L ; *AGP
> Ig/L et CRP < 5mg/L ; alb (p < 0,05) ; a/c (p < 0,05) ; a/d (p < 0,00001) ; b/c (ns) ;b/d (p < 0,0)
c/d (ns) ; e/g (p < 0,001) ; e/h (p < 0,001) ; f/h (p < 0,001; g/h (p < 0,001) ; f/ig (ns) ; e/f (ns)

6. FACTEURS ASSOCIES A LA CONCENTRATION PLASMATIQUE DE
ZINC DES ENFANTS

6.1. Relation entre le zinc plasmatique et les marqueurs de I’inflammation

La relation entre le zinc plasmatique et les marqueurs de I’inflammation a été étudiée
gréce au test de corrélation de Pearson. La protéine C-réactive (CRP), marqueur de I’infection
aigué est associée a une diminution de la concentration plasmatique de zinc mais la relation
est non significative (r = -0,04 ; p = 0,20). Par contre, il existe une relation négative
significative entre 1’alpha-1 acide glycoprotéine (AGP) et la concentration plasmatique de
zinc (AGP : r=-0,12 ; p <0,0001).

6.2. Relation entre la concentration de zinc plasmatique (ZP) et les
facteurs liés aux conditions de prélevement
Le Tableau I11-12 montre la relation entre le zinc plasmatique et les facteurs relatifs
aux prélévements a savoir I’heure du prélévement, I’intervalle entre heure de prélévement et
heure de centrifugation et I’intervalle entre heure de prélevement et heure du dernier repas.
On observe une corrélation significative inverse entre I’heure du prélévement et la
concentration de zinc plasmatique (r = -0,16 ; p < 0,0001). Par contre, la concentration de ZP
est positivement et significativement corrélée a I’intervalle entre I’heure du prélévement et
I’heure de la centrifugation. Aucune corrélation n’a été observée entre la concentration de

zinc plasmatique et I’intervalle entre I’heure du prélévement et I’heure du dernier repas.
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Tableau I11-12 : Corrélation de Pearson des parameétres associés a la concentration de

zinc plasmatique

Zinc plasmatique (ug/dL)

r P
Heure de prélevement -0,16 <0,001
Intervalle entre heure prélévement et 0,076 <0,05
heure centrifugation
Intervalle entre heure prélévement et -0,005 ns

heure dernier repas

7. STATUT EN ZINC CORRIGE PAR RAPPORT A L’INFECTION

Pour une estimation plus précise de la prévalence de la carence en zinc, les
concentrations plasmatiques de zinc des enfants ont été corrigées en tenant compte des
protéines de la phase aigué de I’inflammation (protéine C-réactive (CRP) et alpha-1 acide
glycoprotéine (AGP)) (Thurnham et al., 2005). Pour ce faire, des facteurs de correction ont
été apportés aux concentrations plasmatiques de zinc des enfants suivant leur statut infectieux.

Ces facteurs sont pour :

= [’infection aigué : 1,08
= [’infection chronique : 1,06

= [’infection aigué et chronique : 1,17

7.1. Distribution des valeurs moyennes de zinc plasmatique corrigées

La Figure 111-13 montre la distribution de zinc plasmatique apres correction de
I’infection. Cette distribution est normale avec une moyenne de 66,40 £ 15,01 pg/dL (Min-
Max : 25-127,53 pg/dL ; 25°™-75°™ percentiles : 57-76 pg/dL ; 5™-95°™ percentiles : 42-92
pg/dL ). Les valeurs moyennes de zinc des filles est de 66, 56 + 14,75 pg/dL et ceux des
garcons 66,24 + 15,29 ug/dL.
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Figure 111-13 : Courbe de distribution des valeurs de zinc plasmatique corrigées chez

les enfants

7.2. Statut en zinc corrigé chez les enfants

La prévalence de la carence en zinc obtenue apres la correction par rapport a
I’infection est de 42,76% (Tableau I11-15 et Figure 111-11) et différe significativement de
celle non corrigée (p < 0,001). Cette prévalence passe de 50,1% a 42,76%, soit une différence
significative de 7,34 points de pourcentage. Une diminution significative des proportions de
filles et de garcons carencés en zinc (p < 0,001) est également notée apres correction de la
concentration plasmatique de zinc (p < 0,0001) (Tableau I11-17). Cette analyse est effectuee
chez 1148 enfants car les échantillons de sang au moment du dosage sont finis chez trois

enfants.

Le statut en zinc des enfants selon la tranche d’age est présenté dans les Tableau 111-16.

Apres correction, la prévalence de la carence en zinc baisse significativement dans toutes les
tranches d’age et les valeurs moyennes de zinc plasmatique augmentent significativement
dans chaque tranche d’age. Les prévalences sont respectivement de 42,68%, 44,50%, 43,01%
et 40,82% chez les enfants agés de 12-23 mois, 24-35 mois, 36-47 mois et 48-59 mois. Cette
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analyse n’est pas faite chez 3 enfants dont les plasmas sont finis,

de 1148 enfants.

Tableau 111-15 : Statut en zinc corrigé chez les enfants

ce qui donne un effectif total

% n
'Carencés 42,76 508
Non carencés 57,24 640
Effectifs - 1148

7P < 65 pg/dL PM et ZP < 57 pg/dL PAM, °ZP > 65 ug/dL PM et ZP > 57 ug/dL PAM

H Carences E Non carences

Figure 111-14 : Statut en zinc corrigé des enfants
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Tableau 111-16 : Valeurs moyennes de zinc plasmatique (ZP) et prévalence de la carence
en zinc mesurée et corrigée par rapport a I’infection chez I’ensemble des enfants et dans
les différentes tranches d’age

Valeur Valeur *Différence P
mesurée corrigée par
rapport a
I’infection
e 'ZP (pg/dL)
v'Tous 63,75 + 14,37 66,41 + 15,01 - <0,0001
v’ Tranche d’age (mois)
> 12-23 62,09 +13,12 65,65 + 13,97 - <0,0001
» 24-35 63,13 £ 14,73 65,90 + 15,45 - <0,0001
> 36-47 63,99 + 14,85 66,54 + 15,50 - <0,0001
> 48-59 65,31 + 14,26 67,30 £ 14,84 - <0,0001
e Prévalence de la carence
en zinc (%)
v' Tous 50,1 42,76 7,34 <0,001
v Tranche d’age (mois)
> 12-23 51,73 42,68 9,09 <0,0001
» 24-35 49,91 44,50 5,41 <0,01
> 36-47 50,41 43,01 7,4 <0,001
> 48-59 48,52 40,82 7,7 <0,001

M + ET ; °Différence entre les prévalences de la carence en zinc mesurées et corrigées

Tableau 111-17 : Valeurs moyennes de zinc plasmatique (ZP) et prévalence de la carence
en zinc mesurée et corrigée par rapport a I’infection selon le sexe

Valeur mesurée  Valeur corrigée  °Différence p
par rapport a
I’infection
e 1ZP (ug/dL)
Gargons 63,54 + 14,46 66,24 + 15,29 2,7 < 0,001
Filles 63,94 + 14,26 66, 56 + 14,75 2,6 < 0,001
e Prévalence de la
carence en zinc (%)
Garcons 50,93 44,60 6,33 <0,001
Filles 49,20 40,89 8,31 < 0,001

IM + ET ; *Différence entre les prévalences de la carence en zinc mesurées et corrigées
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8. STATUT EN ZINC CORRIGE PAR RAPPORT AUX AUTRES
FACTEURS DE CONFUSION

La comparaison des concentrations plasmatiques de zinc entre sexe et age est effectuee
par I’analyse de variance a un facteur (ANOVA) pour le zinc mesuré et par ’analyse de
covariance (ANCOVA) pour le zinc corrigé par rapport aux facteurs de confusion.

Le Tableau I11-18 indique la moyenne de zinc plasmatique entre les différentes
tranches d’age et le sexe aprés correction de I’effet des facteurs confondants dont les
infections (AGP, CRP), I’heure du prélévement, I’intervalle entre heure de prélévement et
I’heure de centrifugation et intervalle entre heure de prélévement et heure du dernier repas.
L’analyse des données par covariance (GLM) montre une différence significative entre la
moyenne de zincémie mesurée et celle corrigée par rapport a tous ces facteurs de confusion
pour chaque groupe d’age. Cependant, les valeurs de zinc plasmatique reste comparables
entre les différentes tranches d’age. Selon le sexe, ’analyse par covariance (GLM) montre
qu’il n’y a pas de différence significative entre la moyenne de ZP des filles et celle des
garcons. Par contre, il y a une différence significative entre la moyenne de zinc plasmatique
mesurée et corrigée par rapport aux facteurs de confusion aussi bien chez les filles (p <
0,0001) que chez les gargons (p < 0,0001).

Tableau I11-18 : Concentration plasmatique de zinc mesurée et corrigée par rapport a
I’infection et aux autres facteurs confondants selon le sexe et la tranche d’age

Mesuré Corrigé par rapport aux P
(ng/dL) facteurs confondants (ug/dL)
Sexe
Gargons 63,54 + 14,46 65,49 + 3,31 <0,001
Filles 63,94 + 14,29 66,80 + 3,24 <0,001
Tranche d’age (mois)
> 12-23 62,09 + 13,12 64,77 £ 4,77 <0,0001
> 24-35 63,13 + 14,73 66,30 £ 4,20 <0,0001
> 36-47 63,99 + 14,85 66,34 + 3,80 <0,0001
> 48-59 65,31 + 14,26 66,73 £ 3,84 <0,0001

M=+ ET
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9. STATUT EN ZINC EN FONCTION DU LIEU DE RESIDENCE

Bien que I’étude soit représentative au niveau national, nous avons regroupé les
valeurs de la zincémie des enfants de la strate de Dakar et des Autres villes (zone Urbaine) et
ceux des strates Rurale I et II (zone Rurale). Cette méthode nous a permis d’avoir une
indication de la proportion d’enfants carencés dans les zones Rurale et Urbaine. Les résultats
sont présentés dans le Tableau I11-19. La proportion d’enfants carencés en zinc en zone
Rurale est de 55,32% contre 39,87% en zone Urbaine. Il existe une différence significative de
la proportion d’enfants carencés en zinc (mesur€) entre la zone Urbaine et Rurale.

Aprés ajustement par rapport a I’infection, on observe une diminution significative de
la carence en zinc en zone Rurale. Cependant la différence est toujours significative entre les

proportions d’enfants carencés en zone Rurale (47,30%) et en zone Urbaine (33,90%).

Tableau I111-19 : Proportions de carence en zinc mesurée et corrigée en fonction des
zones de résidence

"Mesurée “Corrigée
% n % n
3Urbaine 39,87° 408 33,90° 406
*Rurale 55,32° 743 47,309 742

'zinc plasmatique mesuré ; ° zinc plasmatique corrigé par rapport a linfection, alc, p<0,001 ; b/d,
p<0,001 ; a/b (ns) ; c/d, p<0,01 ; *Urbaine (Dakar et Autres villes) ; “Rurale (Rurale | et Rurale I1)

V. DISCUSSION

Le but de cette étude est de définir le statut en zinc chez les enfants sénégalais agés de
12 a 59 mois. La détermination du statut en zinc a porté sur un échantillon de 1151 enfants
parmi les 1887 enfants agés de 12-59 mois qui ont été enquétés. L’age moyen des enfants est
de 34,2 + 12,9 mois et la répartition des enfants selon le sexe montre des proportions de filles
et de garcons respectives de 50,2% et 49,8%. Les tranches d’age les plus représentées sont 36-
47 mois et 24-35 mois avec des proportions respectives de 26,2% et 25,8%. Pratiqguement huit
enfants sur dix (77,8%) ont bénéficié d’un déparasitage avant 1’étude. Les infections
respiratoires, la fievre et la diarrhée sont récurrentes. En effet, la proportion d’enfants

présentant respectivement ces maladies est de 45,3%, 74,2% et 28,1%. Ces résultats indiquent
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une plus grande prévalence d’infection chez les enfants comparés a 1’année 2005 (EDS 1V,
2006). La malnutrition aigué sévere déterminée a partir du périmétre brachial, touche
seulement 0,5% des enfants contre 0,8% en 2005 (EDS-1V, 2006) et 2,2% en 2010 (EDS-
MICS, 2010). Les mesures anthropométriques n’ont pas été effectuées dans cette étude. La
quasi-totalité des meres déclarent pratiquer 1’allaitement maternel ce qui confirme les résultats
de ’EDS-1V ou 96% des méres ont déclaré allaiter leurs enfants. Ces résultats sont conformes
aux recommandations de ’OMS/UNICEF sur la pratique de I’allaitement maternel jusqu’a
I’4ge de 2 ans. La proportion d’enfants ayant regu leur premiere tétée dans 1’heure suivant la
naissance est de 43,1% et celle-ci semble avoir augmenté comparée aux données de ’EDS-1V
(2005).

Le statut en zinc des enfants a été évalue en utilisant la concentration plasmatique de
zinc tel que recommandé par le comité "International Zinc Nutrition Consultative Group”
(1ZINCG) en prenant toutes les précautions d’usage pour garantir la validité de nos mesures
(Hotz et al., 2003, 1ZINCG, 2007). La distribution des valeurs de zinc mesurées sur
I’ensemble des enfants est normale mais les résultats indiquent que la zincémie moyenne est
relativement faible. En effet, la concentration moyenne de zinc plasmatique chez les enfants
est de 63,7 + 14,4ug/dL et est en dessous du seuil défini (< 65 pg/dL) pour la carence en zinc
(1ZINCG, 2007) et a la I’exception d’une valeur, la distribution est conforma aux valeurs de

NHARES.

Le facteur le plus déterminant de la zincémie reste les infections associées. En effet, la
présence de I’infection diminue significativement la concentration de zinc plasmatique et
fausse les résultats de la prévalence de la carence en zinc en I’augmentant artificiellement
(Falchuk, 1977 ; Brown, 1998 ; Wieringa et al 2002 ; Hotz et Brown, 2004 ; Duggan et al.,
2005, Thurnham et al., 2005). L’analyse du statut infectieux des enfants réveéle des taux
d’infections élevés principalement I’infection chronique qui affecte plus de 30% de
I’ensemble des enfants. Dés lors, il est nécessaire de controler I’effet confondant des
infections afin d’obtenir des données qui reflétent la situation réelle. Cette correction est
difficile dans le cadre d’études transversales. Cependant en se basant sur des études
multinationales, Thurnham et al. (Thurnham et al., 2005) ont proposé des facteurs de

correction de la zincémie par rapport a ’infection.
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Chez les jeunes enfants, en particulier le systeme immunitaire est encore en
développement et il y a une fréquence plus élevée d’infections que chez les adultes. La
réponse inflammatoire influe rapidement sur la concentration dans le sang de plusieurs
micronutriments importants comme la vitamine A, le Fer et le Zinc, méme dans les premieres
24 h, tandis que les carences alimentaires peuvent étre envisagées comme ayant un effet plus
progressif sur les bio-marqueurs de I'état nutritionnel. Dans de nombreux pays en
développement les enfants présentent souvent de fortes prévalences de maladies. Ainsi un
enfant apparemment sain peut bien étre au stade d'incubation ou en convalescence lorsque le
sang est prélevé pour l'évaluation nutritionnelle et ainsi la concentration de certains bio-
marqueurs en micronutriments ne donnera pas une véritable indication de statut. La premiere
tentative pour corriger les données nutritionnelles de I'influence de I'inflammation sous-
clinique est I'utilisation des protéines de la phase aigué afin d'évaluer les impacts distincts
d'une carence alimentaire et de l'inflammation sur les concentrations plasmatiques de zinc.
Généralement deux protéines de la phase aigué sont utilisees pour mesurer lI'inflammation
sous-clinique dans plusieurs études sur la nutrition. I s’agit de la protéine C-réactive (CRP) et
de l’a-1-acide glycoprotéine. La CRP plasmatique augmente rapidement dans les 5h
d'infection. Elle est maximale entre 24h et 48 h et chute rapidement avec la disparition des
symptdmes. Par contre la concentration plasmatique de I'AGP augmente plus lentement et il
est rare de détecter une élévation avant 48h. Elle natteint pas les concentrations maximales
jusqu'a 4 a 5 jours apres l'infection. Sur la base de ces éléments, Thurnam et al., (2003) ont
effectué une méta-analyse basee sur 15 études menées chez des enfants et des adultes dans
plusieurs pays (sept en Afrique, trois en Asie, quatre en Amérique du Sud et une en Europe)
afin d’identifier un moyen pour corriger les effets de I’inflammation sur la concentration
plasmatique de rétinol. Trois stades de 1I’infection ont été identifiées et chacune correspondant
a la présence ou pas de protéines de la phase aigué. Il s’agit du stade d’incubation (infection
aigué : élévation de la CRP uniquement), début de convalescence (Infection chronique :
augmentation de I’AGP uniquement) et fin de convalescence (infection aigué et chronique
combinées). Ainsi trois facteurs de correction ont été définis selon le stade d’infection en
faisant le rapport entre le rétinol médian dans le groupe apparemment sain et celui du groupe
présentant soit une infection aigué, une infection chronique ou les deux a la fois. Les sujets
chez lesquels il n’existe aucune protéine de phase aigué élevée, constituent la réference ou le

groupe « sain » ou il est supposé que l'alimentation est le principal facteur responsable de la
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concentration du bio-marqueur. Dans les groupes infectés, les seuils qui ont été définis pour la
CRP et I’AGP sont respectivement de > 5mg/L et > 1g/L.

Thurman et al., (2005) ont propose des facteurs de correction de la concentration de
zinc plasmatique sur la base de cette méthode de calcul. Ainsi une étude menée chez des
adultes vivant avec le VIH 1 au Kenya a permis de définir des facteurs de correction de 1,08,
1,17 et 1,06 pour corriger les effets des protéines de 1’inflammation respectivement, pour la
CRP, ’AGP et la CRP et I’AGP combinées.

Indépendamment de I’infection, la concentration de zinc plasmatique est aussi affectée
par d’autres facteurs liés aux conditions de prélevement et qui sont : I’heure du prélevement,
’intervalle entre heure de préleévement et heure de centrifugation et I’intervalle entre heure de
prélévement et heure du dernier repas. En effet les facteurs de correction proposés ne tiennent
pas compte de ces variables et par conséquent les prévalences trouvées peuvent toujours étre
surestimées par rapport a la prévalence réelle dans la population. 11 devient ainsi nécessaire de
mener d’autres études de méta-analyse axées uniquement sur le zinc pour définir des facteurs

de correction de la concentration de zinc plasmatique.

La prévalence de la carence en zinc estimée sans tenir compte des infections chez les
enfants est de 50,1%. Ces résultats montrent qu’au Sénégal plus d’un enfant sur deux présente
une carence en zinc lorsque les valeurs brutes de la zincémie (c’est a dire non corrigée par
rapport aux facteurs de confusion) sont utilisees. Cette carence affecte aussi bien les filles que
les garcons avec des proportions respectives de 49,2% et 50,9% et touche de la méme maniére
toutes les tranches d’age.

Aprés ajustement, la valeur moyenne de zinc plasmatique a augmenté de 2,7 pg/dL
chez I’ensemble des enfants, ce qui corrobore la corrélation négative significative observée
dans cette étude entre la concentration plasmatique de zinc et I’AGP. En conséquence, la
prévalence de la carence en zinc a diminué significativement de 7,3% chez I’ensemble des
enfants. Malgré cette baisse, la prévalence demeure encore élevée et reste comparable chez les
filles (40,89%) et les garcons (44,60%) et dans toutes les tranches d’age indiquant que la

carence en zinc touche de fagon uniforme I’ensemble des enfants de 12 a 59 mois.

Ces niveaux de carence suggerent que méme les enfants allaités sont a risque de
carence en zinc, ce qui pose le probléme du statut en zinc des femmes sénégalaises allaitantes.

Dans une étude réalisée a Sédhiou, Gueye (Guéye, 2006) avait montré, sur un échantillon
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restreint de 60 femmes allaitantes, que 66,7% d’entre elles présentaient une carence en zinc.
En comparant ces résultats aux données de la littérature, on constate que la prévalence de la
carence en zinc chez les enfants sénégalais dans leur ensemble est plus élevée que celles
rapportées au Vietnam (36%), en Chine (48%), au Mexico (13-28%), au Nigeria (44%) et en
Inde (41,7%) (Thu et al., 1999 ; Sheng et al., 2006 ; Duque et al., 2007 ; Onyemaobi et
Onimawo, 2011 ; Kapil et Jain, 2011). Par contre elle est plus faible que celle trouvée au
Burkina Faso (72%) dans une étude menée par Muller (Muller et al., 2003) chez 709 enfants
agés de 6 a 31 mois. Cependant cette étude a utilisé un seuil de carence (< 85 pg/dL)
supérieur a celui de cette présente étude (< 65 pg/dL). Parmi toutes ces études, celle de
Muller (Muller et al., 2003) est le seul a étre représentative de la zone rurale du Burkina Faso.
Les autres sont faites sur des échantillons aléatoires.

Nos données sur la mesure du statut biologique en zinc des enfants senégalais
corroborent la conclusion de TI'IZINCG en 2004, qui avait estimé a partir d’indices
composites, que plus de 25% de la population sénégalaise serait a risque de carence en zinc
(Hotz et Brown, 2004). L’un des indicateurs de la carence en zinc étant le retard de croissance
(Hotz et Brown, 2004), la prévalence élevée de la carence en zinc pourrait justifier les fortes
prévalences du retard de croissance trouvées par ’EDS-1V (PEDS-1V, 2005) et I’Analyse
Globale de la Vulnérabilité et de la Sécurité Alimentaire (AGVSAN, 2010).

Parmi les facteurs explicatifs de cette prévalence élevée de la carence en zinc chez les
enfants, on peut citer les pathologies telles que les épisodes diarrhéiques, la toux et/ou les
difficultés respiratoires qui sont corrélées a une carence en zinc (Caulfield et Black, 2004).
Dans une méta-analyse, Brown et al. (Brown et al., 2009) ont montré que la supplémentation
préventive en zinc diminue respectivement de 27% et 15% I’incidence de la diarrhée et des
infections aigués des voies respiratoires chez les enfants agés de plus de 12 mois. De plus
I’OMS recommande la supplémentation thérapeutique en zinc associée au traitement de la
diarrhée par le Sel de Réhydratation Oral (SRO/Zinc) (OMS, 2004). Dans notre étude la
diarrhée et les infections aigués des voies respiratoires sont présentes avec des prévalences
respectives de 28,1% et 45,3%. Ces forts taux d’infections chez les enfants pourraient aussi

expliquer la prévalence élevée de la carence en zinc observée.
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La concentration de zinc plasmatique est aussi affectée par d’autres facteurs liés aux
conditions de prélevement (English et Hambidge, 1988 ; King et al., 1994 ; Brown, 1998 ;
Arsenault et al., 2010). Ainsi, nous avons corrigé les valeurs de zinc par rapport a I’infection
et par rapport a ces différents facteurs que sont I’heure du prélévement, I’intervalle entre
heure de prélevement et heure de centrifugation et I’intervalle entre heure de prélévement et
heure du dernier repas. Cet ajustement a été fait par une analyse de covariance (General
Linear Model) pour comparer les moyennes de zinc plasmatique en fonction du sexe et aussi
de la tranche d’age. Ces ajustements ont eu des répercussions sur la zincémie car les
moyennes de zinc plasmatique observées chez les filles (66,80 + 3,24 ug/dL) et chez les
garcons (65,49 + 3,31 pg/dL) sont légérement plus élevées que la zincémie mesurée sans
aucune différence significative entre les garcons et les filles. La méme tendance est observée
dans les tranches d’age ou les résultats de I’analyse indiquent une différence significative
entre la zincémie mesurée et celle corrigée pour chaque tranche d’age mais sans différence
significative en fonction de I’age montrant ainsi que la concentration de zinc plasmatique est

affectée indépendamment des infections.

L’apport inadéquat en zinc alimentaire pourrait expliquer la forte prévalence de la
carence en zinc. En effet, I’alimentation des enfants sénégalais est basée principalement sur
les céréales (EDS IV, 2005 et MICS, 2010), riches en phytates, qui sont des inhibiteurs de
I’absorption du zinc dont I’effet est amplifi¢ par la présence de fibres ou de calcium dans
I’alimentation (Hotz et Brown, 2004 ; IZINCG, 2007 ; Arsenault et al., 2010 ; Lonnerdal,
2000 ; I0M, 2006). De plus, I’analyse de la fréquence de consommation alimentaire chez les
enfants agés de 12-59 mois a montré que les aliments riches en zinc tels que les viandes, les
huitres et les crevettes sont trés peu consommeés par les enfants (Rapport préliminaire étude de
base Equipe Nutrition - MI, 2011).

Selon I'IZINCG, la carence en zinc est un probleme de santé publique lorsque la
prévalence est supérieure a 20%. Sur cette base, la carence en zinc constitue un probleme de

santé publique sévere chez les enfants senégalais agés de 12-59 mois.

Bien que I’étude soit représentative au niveau national, nous avons évalué la situation

de la carence selon le milieu de résidence pour avoir une indication de la proportion d’enfants

112



carencés dans les zones rurale et urbaine. Ainsi nous avons regroupé les valeurs de la
zincémie des enfants de la strate de Dakar et des Autres villes (zone urbaine) et ceux des
strates Rurales 1 et 2 (zone rurale). Les résultats montrent que la proportion d’enfants
carencés en zone urbaine est presque trois fois plus faible que ceux carencés en zone rurale,
méme apres un ajustement des valeurs de la concentration plasmatique de zinc par rapport a
I’infection. Cette situation pourrait étre expliquée soit par un environnement plus insalubre,
soit par une alimentation plus précaire et moins diversifiée des enfants de la zone rurale et
donc par la pauvreté. En effet, 34,1% des enfants de la zone rurale présentent une infection
contre 16,1% résidant en zone urbaine. Ces écarts de prévalence de la carence en zinc aussi
bien mesurée que corrigée entre le milieu urbain (39,87% et 33,90%) et le milieu rural
(55,32% et 47,30%) suggérent qu’une intervention sur le statut en zinc devrait en priorité

visée la zone rurale sénégalaise.

En conclusion, la carence en zinc est tres répandue au Sénégal. Presque un enfant sur deux
(42,7%) est carence en zinc. Cette carence constitue un probleme de santé publique sévere au
Sénégal chez les filles comme chez les gargons agés de 12 a 59 mois car ce taux dépasse le
seuil de 20% défini par I’IZINCG. La présence d’infections et/ou d’inflammation augmentent
artificiellement cette prévalence de 7,3% et ces résultats suggeérent la nécessité de renforcer le
contréle des infections qui peuvent compromettre I’impact des programmes d’intervention.

Les enfants vivant en zone rurale sont plus touchés par la carence en zinc que ceux vivant
en zone urbaine. Par conséquent si Les stratégies d’intervention nationale de lutte contre la
carence en zinc posent un probleme de colt/efficacité, nous recommandons que la zone rurale
puisse étre la cible prioritaire dans le cadre de la supplémentation en zinc.

Au vu de ces résultats, des stratégies d’intervention devront étre mise en place pour
permettre a la population d’avoir un statut en zinc adéquat. Généralement, il existe trois
stratégies axées sur la nutrition pour lutter contre la carence en zinc. Parmi elles nous avons la
supplémentation et la fortification des aliments en zinc. La fortification alimentaire est
considérée comme ayant le meilleur rapport colt-efficacité. Ainsi la fortification a domicile
des aliments en micronutriments (zinc, fer et vitamine A) a ’exemple des micronutriments en
poudre (sprinkles), recommandée par I’OMS ou la fortification de masse pourrait également
étre envisagée pour compléter la stratégie adoptée par le Sénégal. Par ailleurs la mesure de
I’impact des programmes de fortification de masse nécessite de disposer d’un indicateur

simple et fiable.
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CHAPITRE IV

TESTS SENSORIELS ET D’ACCEPTABILITE DES ALIMENTS DE
COMPLEMENT PREPARES A PARTIR DE FARINES DE
CEREALES FORTIFIEES EN ZINC CHEZ LES ENFANTS

SENEGALAIS
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I. RAPPEL DES OBJECTIFS

1. QUESTION DE RECHERCHE

Les aliments de complément a base de céréales locales fortifiées en zinc a un certain
niveau de fortification sont-ils acceptables et aimés par les enfants agés de 12 a 17 mois et les

meéres/accompagnantes ?

2. OBJECTIF GENERAL

L’objectif principal de cette étude est d’effectuer des tests sensoriels et d’acceptabilité sur
un aliment de complément (bouillie) préparé a partir de farines de céréales locales fortifiées

en zinc.

3. OBJECTIFS SPECIFIQUES

— Fortifier en zinc un aliment de complément (bouillie) commercialisé faite a partir de

farine de céréales locales.

— Faire des tests sensoriels et d’acceptabilité des bouillies fortifiées sur les enfants et sur

leurs meres/accompagnantes

Il. MATERIEL ET METHODES

1. SUJETS
La population cible de 1’étude est représentée par des enfants agés de 12 a 17 mois
apparemment en bonne santé avec des indices poids-pour-longueur > - 2 z-scores et leurs
accompagnantes. Aussi bien les enfants allaités que ceux qui ne le sont pas, sont éligibles
pour participer a 1’étude. Cependant, ils sont sélectionnés de sorte a ce que seuls ceux qui

étaient habitués a manger des aliments de complément a l'aide d'une cuillére soient inclus.

Les couples meéres/gardiennes d’enfants sont recrutés a Reubeuss un quartier urbain
défavorisé a la périphérie de Dakar Sénégal. Des séances de sensibilisation durant lesquelles

le dépistage de la malnutrition des enfants et ’explication détaillée du protocole d’étude en
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langue locale aux accompagnantes sont effectuées. Les enfants sont éligibles a la condition de

fournir un consentement libre et éclairé des parents, sur la base du volontariat.

2. ETHIQUE

Les méres sont informées de leur totale liberté de participer ou de se retirer de I'étude si
éventuellement elles le souhaitaient et leur consentement est recueilli par signature du
document de consentement. L’étude est approuvée par le comité¢ d’éthique de 1’Université
Cheikh Anta Diop de Dakar (UCAD) et « I'Institutional Review Board » de I'Université de
Californie, Davis.

3. ESTIMATION DE LA TAILLE DE L’ECHANTILLON

Pour le test d'acceptabilité de I’aliment de complément a base de céréales, une taille
d’échantillon minimale de 20 enfants est requise pour détecter les différences de 0,8 sur le
degré d’appréciation (Degree Of Liking : DOL) de I’échelle hédonique de 7-points avec une
probabilité d'erreur de type | < 0,05 et une puissance > 0,80. Un échantillon total de 89
participants est requis pour faire valoir une signification statistique du test Triangle avec un o

= 0,05 et une puissance > 0,80.

4. QUESTIONNAIRES

Plusieurs questionnaires sont développés pour les tests d’acceptabilité. 11 s’agit des
questionnaires de recueil d’information lors des visites a domicile pour le recrutement des
enfants et ceux administrés durant les jours de sensibilisation et tests sensoriels (se conférer

aux annexes) :

- Dépistage

- Morbidité journaliére

- Consommation de céréales fortifiées en micronutriments
- Alimentation — Préférence des enfants

- Test d’acceptabilité des meres
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—  Test triangle des méres

5. COMPOSITION DES ALIMENTS DE COMPLEMENT

Un aliment de complément a base de farine de céréales extrudées non fortifié disponible
dans le commerce est acheté auprés d'un producteur local au Sénégal (CO-AID ; Sédhiou,
Sénégal). Le produit est composé de farines de mais, de mil et de niébé extrudées, de lait en
poudre entier, d’arachides grillés, de sucre, et de vanilline. C’est un aliment prét a I’emploi

qu’il faut mélanger avec de 1’eau chaude pour avoir une bouillie.
Deux échantillons sont préparés en utilisant un procéde de mélange mixte discontinu.

« L'échantillon A est fortifieé avec 60 mg de fer sous forme de fumarate ferreux par
kilogramme de poids sec de I’aliment de complément (aliment de complément non

fortifié en zinc : CF-nonZn). C’est I’aliment Témoin.

o L’échantillon B est fortifié avec la méme quantité de fumarate ferreux plus 240 mg de
zinc sous forme d'oxyde de zinc par kilogramme de poids sec de I’aliment de

complément (aliment de complément fortifie en zinc : CF-Zn). C’est I’aliment Test.

Un excédent de 5% est ajoute afin de remplacer les pertes minérales subies pendant le

processus de fortification, tel que déterminé lors des études pilotes.

Tous les fortifiants de I'étude sont fournis par DSM Nutritional Products (Isando,
Gauteng, Afrique du Sud). Les niveaux de fortification ont permis d’apporter 1,5 mg de fer
additionnel et soit 0 mg ou 6 mg de zinc additionnel par portion de 25 g de poids sec
d’aliment de complément. La teneur en phytates est de 117 mg par portion de 25 g, ce qui
correspondait a des rapports phytate:zinc de 28,8 et de 1,8 respectivement dans les aliments
de complément CF-nonZn et CF-Zn (Tableau 1V-1).

Les teneurs en minéraux des échantillons sont Vérifiées au laboratoire d’analyse des
ressources agricoles et naturelles de I'Université de Californie, Davis (UCD-ANR). Le
contenu en acide phytique est mesuré au Département de Nutrition de I'Université d'Otago et
a I’Institut de Technologie Fédéral Suisse a Zurich. Les contenus en énergie et en protéines
sont estimés en utilisant une table de composition des aliments sénégalais (WorldFood

Dietary Assessment System).
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Tableau 1V-1 : Composition en nutriments des aliments par portion de 25 g

CF-Zn CF-nonZn
Test Témoin

Portion (g) 25° 25
Energie (kcal) 96,7 96,7
Protéines (g) 2,7 2,7
*Acide folique additionnel (ug) - -

*Fer additionnel (mg) 1,5 1,5
°Zinc additionnel (mg) 6,0 0,0
®Phytate (mg) 117 117
"Rapport phytate:zinc 1,8 28,8

CF-nonZn: aliment de complément non fortifié en zinc; CF-Zn: aliment de complément fortifié en zinc.
L Gramme de poids sec d’aliment de complément.
2 Une portion de 30 g a été servie aux enfants pour tenir compte des pertes subies lors des sessions
d’alimentation (a savoir les renversements, les régurgitations et les restes d’aliment dans le bol).
® Teneur naturelle en acide folique : 16,7 pg.
* Teneur naturelle en fer : 0,8 mg.
® Teneur naturelle en zinc : 0,4 mg.
® La teneur en phytate est exprimée comme la somme des hexa-inositol phosphate (IP6) et penta-
inositol phosphate (IP5).
" Rapport acide phytique:zinc : mg de phytate par jour / 660
mg zinc par jour / 65,4

6. PREPARATION DES ALIMENTS TEST ET TEMOIN

Les aliments de complément (CF-nonZn et CF-Zn) sont visuellement les mémes et ne
sont identifiables que par des codes. Les produits sont divises en portions de 30g de poids sec
chacun. En effet les portions sont ramenées a 30 g afin de s’assurer que les 25 g sont
potentiellement consommés par 1’enfant. Ainsi les 5 g additionnels sont prévus pour combler
les pertes qui surviennent au cours des séances d’alimentation et qui peuvent étre provoquées
par des renversements, régurgitations et des restes de bouillie dans le bol aprés
consommation. Pour simuler les conditions de stockage pour 1’étude clinique sur la réponse
plasmatique de zinc suite a la consommation d’un aliment fortifié, tous les échantillons sont
mis dans des sachets pré-codés, hermétiqguement scellés et stockés a 4°C. Le matin de chaque

session, le contenu en céréales seches des sachets est placé dans des bols en plastique tarés,
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déja codés, puis mélangé avec 70 mL d’eau embouteillé (Kiréne; Dakar, Sénégal) chauffé a

85°C. Le tout est mélangé jusqu’a ce qu’une consistance uniforme soit obtenue.
7. PROTOCOLE DU TEST
La salle d’étude est divisée en quatre stations :
- Salle d’administration des questionnaires et d’attente
- Cabine technique : préparation des aliments
- Station alimentation des enfants

- Station test d’acceptabilité des méres/accompagnantes

Les différentes étapes durant les jours d’étude sont les suivantes :
- Accueil et installation des méres/accompagnantes des leur arrivée
- Allaitement de I’enfant (si nécessaire) pendant 10 minutes

- Attente d’une heure de temps par le couple mére/enfant avant d’administrer ’aliment :
c’est le moment choisi pour administrer les questionnaires. Durant cette heure la

maman n’allaite plus et ne donne aucun autre aliment a I’enfant pendant ce temps.
- Préparation de la bouillie 5 minutes avant ’heure d’alimenter 1’enfant

- Installation du couple dans la station alimentation; instructions aux

meres/accompagnantes par rapport a la conduite a tenir
- Administration de ’aliment a ’enfant par la mére/accompagnante

- Démarrage du test d’acceptabilité de 1’aliment par les meres

120



7.1. Evaluation du degré d’appréciation des aliments par les enfants

Les sessions d’étude sont menées sur une période de trois jours chacune, dont une

consacrée a la séance d’essai avec la cible.

Une session pratique est tenue une journée avant le début de 1’essai. Durant cette journée,
les enfants recoivent un repas test au hasard composé d’une des 2 bouillies de céréales
précodées CF-nonZn ou CF-Zn. Le but de la séance dessai est de familiariser
I’accompagnante et l'enfant avec le protocole et l'environnement de 1’étude et aussi de
confirmer que l'enfant est habitué a manger des aliments de complément. Au cours des deux
journées suivantes, un des deux aliments de I'étude est offert au hasard pour éviter un effet de
séquence lors de 1'évaluation de I’appréciation des aliments respectifs (Bovell-Benjamin et
Guinard, 2003).

Les enfants sont servis par leur accompagnante dans une chambre semi-privée au cours
de la matinée, 60 min apres la derniere tétée (ou 60 min apres l'arrivée au centre s’ils n’étaient
pas allaités). Nous avons demandé aux accompagnantes de continuer a nourrir les enfants
jusqu'a ce qu’ils aient mangé toute la bouillie de céréales offerte ou qu’ils aient refusé d’en

prendre d’avantage.

Le temps nécessaire pour finir le repas est enregistré et la quantité totale consommee est
déterminée en pesant le bol alimentaire a I’aide d’une balance alimentaire (iBalance 2500,
MyWeigh Scale compagny, Ariz, USA) avant et apres le repas et en soustrayant toutes les
quantités renversées ou régurgitées sur un bavoir préalablement pesé et mis au cou de
I’enfant. Apreés le repas, les accompagnantes sont invitées a donner une appréciation du degré
d’acceptabilité global du goGt par leur enfant (Degree Of Liking : DOL), en interprétant les
indices non verbaux (par exemple, tourner la téte en signe de refus, cracher la nourriture,
pousser la cuillere ou la fuir, accepter les cuillerées avec une bouche ouverte, etc.). Cette
appréciation est mesurée en utilisant une échelle hédonique modifiée de 7 points allant de
1 «n’aime pas » a 4 «ni aime ni n’aime pas» et a 7 «aime beaucoup » (Bovell-Benjamin et

Guinard, 2003).

Pour chaque journée d'étude, I'état émotionnel de I'enfant est évalué avant que le repas
test ne soit servi en appliquant les critéres émotionnels de I’étude Milestone Motor de I’OMS
(Wijnhoven et al., 2004) qui classe I'état affectif des enfants par rapport a 2 domaines que

sont : (1) somnolent ou éveillé et alerte, et (2) calme, tatillon ou pleurant. Si un enfant est
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somnolent ou se met & pleurer et ne revient pas a un état d’éveil et/ou d’arrét des pleurs
pendant que le repas est servi, I’alimentation est retardé de 30 mn. Si I'enfant n'arrive pas a
avoir un état émotionnel adéquat dans ce laps de temps, le repas test est reporté jusqu’au

lendemain.

7.2. Test de différence et évaluation du degré d’appréciation par les

meéres/gardiennes

Au cours des 3 journées d'étude, apres que les enfants aient consommé les repas, un test
triangle comparant les échantillons CF-nonZn et CF-Zn est mené avec les accompagnantes.

Les bouillies servies aux meres sont constituées de 10g de farine et 25g d’eau.

Le but de ce test triangle est de déterminer si les méres et/ou gardiennes sont en mesure
de detecter des différences entre les 2 échantillons d’aliments. Chacune d’elle a recu de fagon
aléatoire 3 bouillies de ceréales (10 g de poids sec de la farine) dont I’'une est différente et les
deux autres identiques. Elles sont invitées a identifier 1’échantillon différent des deux autres et

indiquer si la différence est grande, modérée ou incertaine.

De plus, au cours des deux dernieres journées d'étude, les accompagnantes sont invitées a
¢évaluer leur degré d’appréciation des 3 produits pour la saveur, la texture et le degré
d’appréciation globale en utilisant I'échelle hédonique de 7-points (Bovell-Benjamin et
Guinard 2003).

Pendant les essais, les accompagnantes boivent de 1’cau entre les échantillons pour éviter le

mélange des godts.

8. DETAILS DES PROCEDURES DE TERRAIN

8.1. Recrutement et consentement a participer a I’étude sensorielle
Matériel

- Dossiers de codage unique pour chague sujet

- Balance

- Toise

- Matériel de calibration (niveau et poids étalon)
- Stylos

- Calendrier
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. Un code d’identification unique est attribué¢ a chaque couple mere/enfant durant toute
la période a I'étude. Des dossiers contenant les formulaires et les questionnaires
nécessaires de chaque couple mere/enfant tout au long de 1’étude sont préparés par les

chercheurs.

. Les procédures de 1’étude sont expliquées a travers le formulaire « consentement a
participer a une étude de recherche » aux méres. Si ces derniéres acceptent de
participer avec leurs enfants, 2 exemplaires du formulaire sont signés. Une des copies

est remise a la mére et I’autre est gardee dans le dossier permanant du participant.

. Administration du questionnaire de dépistage pour I’éligibilité. Le questionnaire est
divisé en 3 sections selon les types de questions : consommation de zinc ; morbidité et

évaluation de la santé ; mesures anthropométriques (poids et taille).

. Une double vérification des questionnaires est faite sur place. Les enquéteurs vérifient
apres chaque interview si le questionnaire est bien rempli et qu’il n’y a pas d’erreurs.

Le questionnaire est remis ensuite aux chercheurs pour une vérification finale.

. Si le couple meére/enfant n’est pas admissible a participer, on explique a la mere
pourquoi ils ne sont pas éligibles et la remercie de sa volonté a participer a 1’étude. I1
est possible que la méere et I’enfant soient €ligibles dans le futur. Si tel est le cas, on

suit de nouveau toutes les étapes de la programmation.

. Un calendrier d’exécution de 1’étude qui prend en compte les événements nationaux
qui pourront affecter la qualité des mesures biologiques ou la disponibilité des sujets
est établi. Ce calendrier est révisé avec les méres afin de trouver un moment approprié
pour démarrer 1’étude. 11 est nécessaire que les meéres et leurs enfants soient
disponibles pour venir au centre pendant 3 jours consécutifs. Les meéres sont priées

d'arriver 20 minutes a l'avance pour s‘assurer qu'il n'y aura pas de retard.

8.2. Installation, préparation et consommation des bouillies par les

enfants et les meres/gardiennes

Matériel

Dossiers de codage unique pour chague sujet

Sachets de céréales de codage unique pour chaque sujet
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X/

R/
L X4

Bouteille d'eau pour la mére
Tasses en plastique (de 65 ml)
Cuilleres en plastique

Gants

Chronomeétre

Gaz, pot, eau

Bavoirs pour les enfants

Serviettes en papier pour nettoyer

INSTALLATION

1. Chaque farine de céréale est préalablement codée et emballée dans des sachets a usage

unique. Les chercheurs mettent les quantites de farine de céréales nécessaires (pour les

enfants et les méres) dans les dossiers individuels. Les sachets sont marqués par jour.

Deux endroits sont aménagés pour I’alimentation. Dans chaque lieu une table propre et

des chaises pour I’alimentation des enfants et I’interview des méres sont installées.

Une bouteille d'eau est placée sur la table pour les besoins du test d’acceptabilité de la

mere.

PREPARATION DES BOUILLIES POUR LES ENFANTS

Préparation de 1’eau chaude
Prise du poids de la tasse contenant la bouillie.

Le contenu du sachet UNIQUE marqué correspondant a la journée d'étude (c'est-a-dire
journée d'étude 1, journée d'étude 2, journée d'étude 3) est mis dans le gobelet en

plastique.

La quantité¢ adéquate d’eau (70 ml d’eau dans cette présente étude) est ajoutée dans le

contenu de la tasse en plastique. Le mélange est remué jusqu’a homogénéisation.

Prise a nouveau du poids du gobelet en plastique contenant la farine et I'eau rajoutée.

Le poids est reporté dans le questionnaire du test sensoriel.
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% PREPARATION DES BOUILLIES POUR LES MERES

1. Préparation de 1’eau chaude

2. Préparation de 3 tasses alimentaires en plastique pré-marquées. Le contenu de chaque
sachet marqué est mis dans la tasse en plastique correspondante (méme identification).

3. La quantité adéquate d’eau (pour chaque tasse alimentaire) est rajoutée dans le
contenu de la tasse en plastique. Le mélange est bien remué. Le chercheur veille a ce

que les cuilleres utilisées soient différentes pour chaque produit.

% CONSOMMATION DE BOUILLIE PAR LES ENFANTS

1. Quand les méres arrivent, on reporte I’heure d’arrivée dans le questionnaire du test
sensoriel.

2. Les meéres et leurs enfants sont installés dans les endroits aménagés pour
I’alimentation. Elles sont informees du temps pour allaiter leurs enfants (10mn). Les

heures de début et fin de I’allaitement sont reportées.

3. Apres que les méres aient fini d’allaiter leurs enfants, nous leur demandons d’attendre
60 mn avant de commencer 1’étude d’alimentation. Durant ces 60 mn d’attente, il est
important que la mére n’allaite pas son enfant et ne lui donne aucun autre aliment. Le
questionnaire de 1’étude sensoriel est administré aux meres et le temps mis (heure de

début et finale), reporte.

4. Les meres et les enfants peuvent rester dans la salle durant la période d’attente. Nous
les prions de rester dans la zone désignée et de ne pas quitter le centre de sorte que les
superviseurs peuvent veiller a ce qu’elles n’allaitent pas ou donnent d’autres
aliments/boissons a leurs enfants durant les 60 mn d’attente. Si toutefois une mere doit
s’absenter momentanément de la zone désignée (en cas d’urgence), nous lui rappelons

qu'elle ne doit pas nourrir I’enfant (ni aliments / boissons, ni lait maternel).

5. Si une mere affirme qu'elle a déja allaité son enfant avant de venir au centre, nous
n’insistons pas pour qu’elle donne a téter a son enfant de nouveau. Nous donnons les
instructions durant I’attente (60 mn sans donner de lait maternel, de la nourriture ou

des boissons a son enfant) avant le début de I’alimentation.
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6.

7.

Pendant la période d'attente, les instructions suivantes sont expliquées aux meres :
« Elles auront 30 minutes pour donner la bouillie & leurs enfants,

 Elles doivent nourrir leurs enfants avec des cuilléres,

« Elles ne doivent pas manger les bouillies distribuées a leurs enfants,

o Elles doivent continuer a donner la bouillie a leurs enfants jusqu'a ce qu’ils

refusent d’en prendre d’avantage,

« Elles doivent éviter de répandre la nourriture. Un bavoir sera placé autour du cou

de ’enfant pour récupérer les aliments déversées,

« Elles doivent utiliser les bavoirs si elles veulent nettoyer la bouillie versée sur le

visage des enfants,

« Nous leur expliquons que les enfants ne sont pas tenus de manger toute la bouillie.
Toutefois, s’ils arrivent a finir leurs plats, ils ne seront pas servis de nouveau. Une

seule distribution est faite durant la journée.

Peu de temps avant le début de I’alimentation, le bavoir pré-pesé est mis autour du cou
de I’enfant et nous expliquons a la mere que le bavoir sera pesé a nouveau apres que

I’enfant ait fini de manger.

La bouillie est donnée a la mere et nous lui demandons de commencer a nourrir son

enfant. La minuterie est activée dés que 1’alimentation commence.

Nous observons la mére pour s'assurer qu'elle ne godte pas a la bouillie de son enfant.
Si nous voyons que la mére mange la bouillic de ’enfant, nous I’interrompons et lui
demandons gentiment de ne pas manger la nourriture de son enfant. Sinon, nous

n’intervenons pas quand la mere donne la bouillie a son enfant.

10. Aprés les 30 minutes d’alimentation (cas rare), nous arrétons la minuterie et

11.

12.

demandons a la mére d’arréter de donner la bouillie 2 son enfant.

Le bavoir de I'enfant est retiré et pesé immédiatement. Le poids est enregistré dans le
questionnaire du test sensoriel. S'il y a de la bouillie déversée, nous les recueillons (le

maximum) avec le bavoir avant de le peser.

Le gobelet en plastique contenant le reste de la bouillie est pesé a nouveau. Le poids

est reporté dans le questionnaire du test sensoriel.

126



X/

13. Le questionnaire sur I'alimentation de I'enfant et les préférences de goQt est administré

a la mére/accompagnante.

14. Une vérification de la complétude du questionnaire et de 1’existence d’éventuelles

erreurs de reportage est faite.

15. Une double vérification du questionnaire est ensuite effectuée.

CONSOMMATION DE BOUILLIES PAR LES MERES

1.

Aprés que la mere ait fini de répondre aux questions relatifs & I'enfant, nous servons la
premiere bouillie (comme indiqué sur les tasses en plastique) pour le test

d’acceptabilité de la mére.

Nous lui demandons de manger au moins une bouchée de la bouillie servie. Le

questionnaire sur les préferences de golt des méres est appliqué.

Aprés ’administration du questionnaire, nous demandons a la mére de prendre une

gorgée d’eau avec la bouteille sur la table.

Cette procédure est repétee pour les deuxieme et troisieme bouillies (comme indiqué

sur les tasses en plastique)

Une Vérification de la complétude du questionnaire et de I’existence d’éventuelles

erreurs de reportage est faite.

Une double vérification du questionnaire est ensuite effectuée.

9. ANALYSE STATISTIQUE

Les données de la premiére journée d’essai des participants sont exclues de l'analyse

finale. Pour les données de consommation (quantité consommeée, vitesse de consommation) et
d’évaluations hédoniques, les t-tests indépendants sont utilisés pour déterminer les différences
entre les aliments par jour. Pour évaluer les données regroupeées des jours 1 et 2, la procédure
Modeéle Linéaire Général (GLM) Univarié est utilisée en considérant ’aliment de complément
et le jour d’é¢tude comme effets principaux (main effect) et les participants individuels comme
un effet aléatoire (random effect). L’interaction entre le jour d’étude et I’aliment est testée et
incluse dans le modele final lorsqu’une interaction marginale significative est présente. Les

résultats sont présentés pour tous les couples accompagnantes/enfants qui ont terminé I’étude.
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Cependant, une analyse secondaire a également été menée en excluant les enfants présentant

des signes de maladie (toux, diarrhée, fievre) pour un jour d’étude donné.

Pour le test triangle avec les aliments de complément, le modéle devinette (Lawless et
Heymann, 1998 ; Gallagher, 2004) qui consiste a la détermination du produit différent des
trois produits servis par intuition, a été utilisé. Pour faire valoir une signification statistique,
un nombre de 89 participants devrait étre enrblé. Toutefois, étant donné que le test triangle
n'était pas le résultat principal de I'étude, la taille de I'échantillon de I'étude n'a pas éte
augmentée. Les tests triangle répétés du jour de I’essai et des jours 1 et 2 ont été utilisés, ce
qui donne un echantillon de 63 dont 27 réponses correctes sont necessaires pour obtenir la

signification statistique (Kunert et Meyners, 1999).

Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel SPSS (version 18, SPSS
Chicago, Illinois, U.S.A). L’étude était en double aveugle. Les chercheurs et les participants
ignoraient la nature des aliments de complément pendant les tests et les codes des aliments
n’ont été démasqués qu'apres la finalisation de toutes les analyses statistiques. Les résultats
sont présentés en moyenne + écart-type (ET) ou en (%). Un seuil de signification de 5% (p <

0,05) est retenu pour toutes ces analyses statistiques.

I1l. RESULTATS

Un total de 24 jeunes enfants et leurs accompagnantes a été éligible pour participer au
test. Trois couples accompagnantes/enfants ont quitté 1’étude aprés la journée d'adaptation.
Ainsi 21 couples ont complété le test d’acceptabilité. La moyenne + écart-type des valeurs de
la consommation alimentaire, la durée d'alimentation et la velocité de la prise alimentaire sont

présentées par type d’aliment de complément dans le Tableau 1V-2.

Il n'y a pas d'interactions constatées entre le type d’aliment et le jour d’étude dans tous les
modeéles testés et les résultats sont indépendants du type d’aliment recu le jour test
d’adaptation (données non présentées). Les enfants ont consommé 21 g (IC a 95% = —47,9,
5,0 g) de moins de I’aliment test (CF-Zn) que de I’aliment témoin (CF-nonZn) le premier jour
de I'étude mais cette différente n’est pas significative (P = 0,106). Le deuxieme jour de
I'étude, les enfants ont consommé 1 g (IC =-29,1, 31,8 g) de plus de I’aliment CF-Zn que de
I’aliment CF-nonZn mais comme le premier jour, la différence n’est pas significative (P =
0,659). Lorsque les résultats des deux jours d'observation sont regroupés, la consommation
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moyenne de I’aliment CF-Zn est de 7 g significativement moindre (IC & 95% = —13,2, —1,5)
que celle de I’aliment CF-nonZn (P = 0,016). Toutefois, lorsque les participants présentant
des signes de maladie a un jour donné sont exclus (n = 5), la différence n’est plus significative
(P = 0,147).

Aucune différence significative n’a été observée sur la durée d’alimentation pour chaque
jour d’observation. Cependant lorsque les résultats des deux jours sont combinés, la durée de
I'alimentation est significativement plus petite pour 1’aliment test CF-Zn (p = 0,037) que pour
I’aliment témoin quand tous les enfants sont inclus dans I'analyse, mais cette différence est
non significative quand on exclut de I’analyse les enfants présentant des signes de maladie (p
=0,134). Il n'y a pas de différence significative dans la vélocité de la prise alimentaire (g/min)
pour le jour 1 (P = 0,481), le jour 2 (P = 0,485) ou pour les deux journées regroupées (P =

0,448), indépendamment du fait que les enfants malades soient inclus dans 1’analyse.

Tableau IVV-2 : Consommation de bouillie par les enfants, durée d’alimentation et
vélocité de la prise alimentaire par type d’aliment

CF-Zn CF-nonZn P
Test (n =21) Témoin (n =21)

Consommation alimentaire

Jour 1 (g)* 51,1+ 27,1 72,5 + 27,2 0,106

Jour 2 (9) 72,6 £32,4 65,9 £ 31,8 0,659

Jours combinés(g) 65,5 + 31,8 70,3 £ 28,2 0,016
Durée d’alimentation

Jour 1 (min) 43+16 55+14 0,099

Jour 2 (min) 46+1,6 46+1,6 0,924

Jours combinés (min) 52+15 45+1,6 0,037
Vélociteé de la prise alimentaire

Jour 1 (g/min) 12,2 +8,3 149+ 77 0,481

Jour 2 (g/min) 18,2+ 12,7 14,4 + 8,6 0,485

Jours combinés (g/min) 16,2+ 11,6 14,7+ 7,8 0,448

CF-nonZn : aliment de complément non fortifié en zinc ; CF-Zn: aliment de complément fortifié en
zinc. T-test indépendant pour les jours différents et procédure GLM Univarié pour les résultats des
deux jours combinés avec [’aliment et le jour d’étude utilises comme effets principaux (main effect) et
les participants comme effet aléatoire (random effect). Le niveau de signification pour tous les tests est
P < 0,05.

! La consommation alimentaire est mesurée en gramme de poids sec

2 Moyenne +ET

*Non significatif quand les enfants malades sont exclus de [’analyse
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L’appréciation par les accompagnantes du degré d’acceptabilité global de 1’aliment de
complément par les enfants est favorable pour les deux aliments test et témoin de 1’étude avec
des valeurs moyennes > 5,3 dans tous les cas (indiquant une appréciation trés positive des
caractéristiques de I’aliment de complément). Il n'y a pas de différence significative du degré
d’acceptabilité (DOL) par aliment pour le jour 1 (P = 0,106) ou le jour 2 (P = 0,744). Aucune
interaction n'est trouvée par type d’aliment et le jour d’étude (P = 0,998). La moyenne globale
du DOL est de 5,7 £ 2,4 pour I’aliment test CF-Zn comparée a 6,3 £ 1,6 pour I’aliment témoin
CF-nonzn (P = 0,191).

Le degré d’appréciation des accompagnantes est elevé pour les deux aliments de
complément. Aucune interaction n'est observée entre jour d'étude et type d’aliment (données
non présentées). Et il n'y a pas de différence significative pour le jour 1, le jour 2 ou les deux
jours combinés en ce qui concerne l'apparence, la texture, ou le DOL global (Tableau 1V-3).
Les accompagnantes ont donné un degré d’appréciation (DOL) de la saveur pour I’aliment
test CF-Zn significativement plus élevé pour le jour 1 (P = 0,044). Cependant, il n'y a pas de
différence significative pour le DOL de la saveur au jour 2 (P = 0,25) ou lorsque les résultats
de ces deux jours sont regroupées (P = 0,425). La moyenne combinée globale du DOL pour
les accompagnantes est de 6,5 £ 0,9 pour I’aliment test CF-Zn et de 6,4 + 0,8 pour I’aliment
témoin CF-nonzn (P = 0,548).
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Tableau IV-3 : Estimation du degré d’appréciation des accompagnantes sur I’échelle des

7-points hédoniques pour I’apparence, le goiit,

d’appréciation (DOL) par type d’aliment

la texture et le degré global

CF-Zn CF-nonZn P
Test (n = 21) Témoin (n =21)
Degré appréciation de I’apparence
Jour 1 6,9+0,3 6,8+0,5" 0,521
Jour 2 6,5+0,6 6,8+ 0,4 0,189
Jours combinés 6,8+0,4 6,8+0,4 0,595
Degré appréciation du gout
Jour 1 6,7 £0,6 58+13 0,044
Jour 2 6,0+ 1,4 6,5+ 0,6 0,250
Jours combinés 6,5+0,8 6,4+0,8 0,425
Degré appréciation de la texture
Jour 1 6,9+0,3 6,8+0,5 0,521
Jour 2 6,5+ 0,6 6,7+£0,5 0,457
Jours combinés 6,8 +0,4 6,7+0,5 0,851
Degré global d’appréciation
Jour 1 6,6 £ 0,7 58+1,3 0,083
Jour 2 6,0+14 6,5+0,6 0,250
Jours combinés 6,5+0,9 6,4+0,8 0,548

CF-nonZn: aliment de complément non fortifié en zinc ; CF-Zn: aliment de complément fortifié en
zinc.T-test indépendant pour les jours différents et procédure GLM Univarié pour les résultats des
deux jours combinés avec [’aliment et le jour d’étude utilisés comme effets principaux (main effect) et
les participants comme effet aléatoire (random effect). Le niveau de signification pour tous les tests est

P < 0,05.
! Moyenne #ET

Pour le test triangle avec les accompagnantes, un total de 63 tests est administré a 21

participants. Les accompagnantes ont correctement identifié les échantillons différents dans

seulement 16 tests (25,4%) ce qui est inférieur a la probabilité d'identifier correctement

I'échantillon différent des deux autres simplement par hasard.
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IV. DISCUSSION

Les résultats de la présente étude indiquent que l'ajout de zinc a un aliment de
complément fortifié est bien accepté par les enfants qui ont participé a I’étude. Les points
forts de I'étude sont l'application des évaluations sensorielles systématiques, la prise en
compte des différents types de produits fortifiés et I'inclusion des enfants dans les différentes
composantes de I'essai. Cependant I'échelle hédonique, une mesure de I’appréciation aimer/ne
pas aimer, est considérée comme la norme pour mesurer l'acceptabilité (Peryam et Pilgrim,
1957), les évaluations a court terme ne peuvent pas prédire I'apport alimentaire a long terme
chez les consommateurs (Meiselman, 1992; Cardello et Schutz, 1996). Les résultats montrent
que les aliments de complément fortifiés seulement en fer (sous forme de fumarate ferreux)
ou en fer et en zinc (sous forme d'oxyde de zinc) sont indiscernables par les accompagnantes
dans les tests Triangle. De méme les accompagnantes ont hautement apprécié les deux
produits lors des tests sur I'apparence, le golt, la texture et le degré global d’appréciation. Les
différences dans les durées d’alimentation et les quantités d’aliment consommées ne sont pas
significatives lorsqu’on tient compte de la présence de maladies chez les enfants. Les
évaluations du degré d’appréciation par les accompagnantes sont tres positives pour les deux
aliments test et témoin. Ainsi, les résultats du test d'acceptabilité des enfants indiquent que les
aliments de fortification ciblés avec des compositions similaires a celle de ’aliment de I'étude
en cours devraient étre acceptables par les consommateurs a des niveaux allant jusqu'a 240
mg de zinc par kilogramme de farine. Néanmoins, dans la littérature il n'y a pas eu d'autres
études d'acceptabilité sur la fortification en zinc chez les jeunes enfants. Ainsi, d’autres tests
sensoriels seraient souhaitables, en particulier pour différents types d'aliments de complément

et pour des niveaux de fortification plus éleveés.

Moins de 20 pays a travers le monde fortifient en zinc les céréales de base (Brown et al,
2010). Présentement, tous les programmes de fortification ajoutent le zinc (sous forme
d'oxyde de zinc) a des niveaux allant de 14 a 33 mg de zinc par kilogramme de farine. Les
nouvelles recommandations de I'Initiative de Fortification de la Farine (FFI) (Brown et al,
2010) qui ont été adoptées par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), ne fournissent pas
les niveaux de fortification pour les programmes de fortification en zinc. Ainsi d'autres
recherches plus poussées seraient encore nécessaires pour évaluer les effets des farines de
céréales fortifiées en zinc sur le zinc total absorbé chez les jeunes enfants. Pour les

programmes de fortification de masse, la farine de blé raffinée devrait étre fortifiée a des
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niveaux allant de 25 a 95 mg de zinc par kilogramme de farine, en fonction de : (1) la quantité
de farine consommée et (2) la quantité de zinc et phytates consommée dans le reste de
l'alimentation. Les résultats de notre étude indiquent que les niveaux de fortification
nouvellement proposés pour les programmes de masse devraient étre bien acceptés par les
consommateurs. Des niveaux plus élevés de la fortification en zinc sont proposés pour les
programmes de fortification de masse lorsque la farine de blé entier est consommée, mais des

essais sensoriels sont encore nécessaires pour confirmer l'acceptabilité de ces produits.

A I’image de la bouillie fortifiée en zinc, les propriétés sensorielles de pains fortifiés en
zinc sont aussi acceptables lorsqu’ils sont comparés a leurs équivalents non fortifiés en zinc et

sont bien appréciés par les adultes sénégalais.

Une étude similaire a laquelle nous avons participé, a été effectuee chez des adultes
sénégalais pour évaluer I’acceptabilité de pains a base de blé fortifiés en zinc (Aaron et al.,
2011).

Trois types de pains sont preparés en utilisant un procédé de mélange mixte. L'échantillon
A, est fortifié avec 15 mg de fer sous forme de fumarate ferreux et 1,5 mg d'acide folique par
kg de farine (pain non fortifié). Les échantillons B et C sont fortifiés avec les mémes quantités
d'acide folique et de fumarate ferreux, et avec soit 63 mg de zinc (pain modérément fortifie en
zinc) ou 126 mg de zinc (pain hautement fortifié en zinc) sous forme d’oxyde de zinc par
kilogramme de farine. Le zinc est ajouté pour atteindre une concentration finale de 0 mg, 7,5
mg, ou 15 mg, pour une portion de 200 g de pain pour respectivement les échantillons A, B et
C. Les produits de boulangerie sont préparés selon une recette du Sénégal pour les baguettes,
en utilisant de la farine de blé enrichie (595 g/kg de pate), de I'eau (381g/kg de pate), du sel
(12 g/kg de pate), de la levure (9 g/kg de pate) et une enzyme additive de cuisson (3 g/kg).
Les teneurs en éléments minéraux des échantillons sont vérifiées au laboratoire d’analyse des
ressources agricoles et naturelles de I'Université de Californie, Davis (UCD-ANR). Les
teneurs en énergie, en protéines et en phytates des pains sont estimées a 1'aide d’une table de

composition des aliments sénégalais (WorldFood Dietary Assessment System).

Pour la consommation des pains, les participants sont placés sur des tables dans une
chambre semi-privée isolées par des cloisons. Le premier jour de 1’étude, les participants
recoivent chacun des 3 pains de I'étude, servis sec, dans un ordre aléatoire pour éviter un effet

de séquence. Le jour 2, la méme procédure est répétée, sauf que le pain est servi avec du
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beurre. La raison pour laquelle les pains sont servis secs puis avec du beurre revét 2 aspects :
(1) si les participants sont susceptibles de détecter le zinc dans les pains fortifiés, ils ont plus
de chance de le faire si les pains sont servis secs et (2) il y a peu de chance que les pains
soient consommes secs au Sénégal, et nous avons ainsi voulu tester l'acceptabilité des
consommateurs dans un format plus convivial. Les participants sont invités a consommer au
moins une bouchée de chaque produit et ensuite a évaluer leur appréciation des pains pour la
saveur, la texture et le degré d’appréciation globale, en utilisant I’échelle hédonique de 7-
points (Bovell-Benjamin et Guinard, 2003). Pendant tous les essais, les participants recoivent

de I’eau entre la consommation des pains.

Au total 32 participants adultes ont complété le test d’acceptabilité. Le degré
d’appréciation des participants est élevé pour tous les pains avec des différences non
significatives pour le jour 1, le jour 2 ou les deux jours combinés, pour l'apparence, la saveur,
la texture ou le degré d’appréciation globale. Aucune interaction n'est observée entre jour
d'étude et consommation de pain. Au jour 2 ou les pains sont servis avec du beurre, les degrés
d’appréciation sont significativement plus élevés pour la saveur (p < 0,001), la texture (p <
0,001) et le degré d’appréciation global (p < 0,001) mais non pour I’apparence (p = 0,061)
dans I’ensemble des pains. Il n’y a pas de différence significative (p = 0,333) entre les
moyennes combinées des degrés d’appréciation globale pour le pain non fortifié en zinc (5,1 +
1,4), le pain modérément fortifié en zinc (5,3 £ 1,4) ou le pain hautement fortifié en zinc (5,3
+1,4).

En conclusion, I’analyse sensorielle est une étape importante pour assurer I'acceptabilité
et aussi la durabilité des programmes de fortification en zinc. Notre étude montre que les
propriétés sensorielles des aliments de complément a base de céréales fortifiées en zinc sont
acceptables aux niveaux de fortification en zinc utilisés comparées aux équivalents non
fortifiés en zinc. Les aliments de complément test et témoin sont bien appréciés par les
enfants et les accompagnantes. Les résultats de cette étude contribuent d’une part a la
compréehension croissante des effets de la fortification en zinc sur I'acceptabilité des produits a
base de céréales et d’autre part a la disponibilité d’informations spécifiques pour les enfants

en Afrique de I'Ouest.
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L’étude sur les tests d’acceptabilité chez les enfants et les adultes a fait 1’objet d’une

publication dans le Journal of Food Science.

Aaron GJ, Ba Lo N, Hess SY, Guiro AT, Wade S, Brown KH. Acceptability of
complementary foods and breads prepared from zinc-fortified cereal flours among young
children and adults in Senegal. J Food Science 2011;76:S56-62. (Impact Factor 2011: 1.6)
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CHAPITRE V

REPONSE PLASMATIQUE DU ZINC CHEZ LES ENFANTS AGES
DE 9 A 17 MOIS RECEVANT DE LA BOUILLIE FORTIFIEE EN
ZINC

136




I. RAPPEL DES OBJECTIFS

1. HYPOTHESE DE RECHERCHE

La consommation quotidienne de zinc sous forme de supplément ou de farine de céréales
fortifiée en zinc augmente la concentration plasmatique de zinc chez les enfants sénégalais
agés de 9 a 17 mois.

2. OBJECTIF GENERAL

L’objectif principal de cette étude est de déterminer si la concentration en zinc du plasma
change en réponse a la supplémentation et a la consommation additionnelle de zinc fourni

sous forme d’aliments a base de céréales fortifiées en zinc.

3. OBJECTIFS SPECIFIQUES

— Administrer aux enfants un aliment fortifié en zinc ;

— Administrer aux enfants un supplément de zinc ;

— Mesurer la concentration plasmatique de zinc ;

— Mesurer la concentration plasmatique des protéines de la reéaction inflammatoire
(AGP, CRP).

Il. MATERIEL ET METHODES

1. CADRE DE L’ETUDE

L’étude est réalisée entre Juillet 2008 et Septembre 2009 dans le dispensaire Saint
Martin, situé a Reubeuss, un quartier périphérique de Dakar, Sénégal. Les parents d’enfants
agés de 9-17 mois sont identifiés lors des séances de vaccination de routine du Programme
Elargie de Vaccination au dispensaire et a travers des recrutements a domicile organisés par

I’équipe de recherche dans ce méme quartier.
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2. RECRUTEMENT DES COUPLES MERE/GARDIENNES D’ENFANTS

Dés le mois de juillet 2008, des recrutements réguliers d’enfants agés de 3 a 9 mois sont
effectués lors des séances de vaccination au niveau du dispensaire Saint-Martin. Un court
questionnaire leur est appliqué pour recueillir certaines informations telles que 1’age, le nom
de I’enfant, le nom de la mére, le contact téléphonique et I’adresse. Juste avant 1’étude les
mamans sont appelées pour prendre un rendez-vous. Des visites sont effectuées chez elles
pour leur expliquer de fagon sommaire I’étude et les convoquer pour une séance de
sensibilisation. Certaines informations supplémentaires sont recueillies lors de ces visites.

Elles portent sur :

v/ L’état sanitaire de I’enfant (par observation)

v' Le type d’alimentation de I’enfant : nous demandons si I’enfant est allaité et/ou mange
d’autres aliments

v' Comment la mére donne a manger a I’enfant. Pour les besoins de I’étude, nous
utilisons une tasse et une cuillére pour I’alimentation des enfants, donc il était
nécessaire de savoir si les enfants sont familiers a ces instruments afin de ne pas
biaiser 1’étude

v Ladisponibilité de la mere pour venir tous les jours au dispensaire pendant la durée de
I’étude

v La présence d’autres enfants 4gés de 3 a 9 mois dans le ménage.

Un total de 101 enfants a été recruté avant le démarrage de 1’étude. Certains parmi eux
ont participé a 1’¢tude sensorielle et les autres a I’¢tude clinique sur la réponse plasmatique du
zinc. Le processus de recrutement est poursuivi durant toute I’étude en ciblant les couples
meres/gardiennes d’enfants 4gés de 9 a 17 mois habitant dans les environs du dispensaire
Saint Martin. A la différence du premier processus, les visites a domicile ne sont effectuees
que pour les meres/gardiennes sans contacts téléphoniques. Les autres sont convoquées pour

participer aux séances de sensibilisation par appel téléphonique.

3. SENSIBILISATION

Une journée de sensibilisation en masse regroupant au moins 15 couples meres/enfants

est organisée chaque jeudi de la semaine. Lors des contacts a domicile ou téléphoniques, nous
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expliquons aux meéres 1’objectif de I’étude et donnons quelques éléments du protocole. Les

activités menées durant les séances de sensibilisation sont :

v Une explication plus détaillée du protocole d’étude

v Une application du consentement et des déclarations de droit des enfants et des
questionnaires pour les volontaires

v' La signature de deux copies du consentement par les volontaires et les
chercheurs

v La mesure du poids, de la taille et du taux d’hémoglobine des enfants pour les
critéres d’¢éligibilité

v L’examen clinique des enfants

v’ Le déparasitage des enfants par de 1’ Albendazole 200 mg

Tous les documents afférents sont présentes dans les Annexes.

Lors du dépistage les enfants présentant un P(T) et/ou un T(A) < -2 z-score et un taux
d’hémoglobine < 8,0 g/dL, sont reférés chez le médecin pour une prise en charge. L’étude

paye le ticket de consultation et une partie de la prise en charge des médicaments.

4. ETHIQUE

Les meres sont informées de leur totale liberté de participer ou de se retirer de I'étude si
éventuellement elles le souhaitaient et leur consentement est recueilli par signature du
document de consentement éclairé et des declarations de droit des enfants. L’étude est
approuvée par le comité d’éthique de I’Université Cheikh Anta Diop de Dakar (UCAD) et
I'Institutional Review Board de I'Université de Californie, Davis. Elle est aussi inscrite
comme un essai clinique sur le « National Institute of Health » (www.ClinicalTrials.gov;
NCT00944398).

5. TYPE D’ETUDE

Il s’agit d’une étude clinique randomisée placebo-contréle en double aveugle pour
déterminer si la concentration en zinc du plasma change en réponse a la supplémentation et a
la consommation additionnelle de zinc fournie a partir d’aliments a base de céréales fortifiées

en zinc.
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Les enfants éligibles sont assignés au hasard a un des 3 groupes de traitement pour une
période de 15 jours. La répartition est faite en utilisant un systéme de randomisation

électronique avec un bloc varié de longueur de 3, 6, ou 9 (www.randomization.com). Les trois

groupes ainsi générés sont le groupe controle, le groupe de supplémentation en zinc
(ZnSuppl) et le groupe fortifié en zinc (ZnFort). Chaque jour, une portion de bouillie & base
de mais et de mil comme celle utilisée dans I’étude précédente d’acceptabilité, et un
supplément multivitaminé liquide sont servis aux enfants sous supervision directe de 1’équipe
de recherche. Du zinc additionnel est ajouté a la bouillie ou au supplément en fonction du
groupe (Tableau V-1). La durée de I’intervention est fixée a 15 jours car une étude antérieure
menée chez des adultes avait montré que le zinc plasmatique augmente dans les 2 a 5 jours
apres le début de la supplémentation (Wessells et al., 2010). Ainsi nous avons supposé que
cette période d’intervention serait suffisante pour détecter un effet de I’intervention. La limite
de 15 jours a été fixée pour également minimiser le fardeau des participants et le colt de

I’essai clinique.

Tableau V-1 : Groupes d’intervention de I’étude’

Groupe d’étude

ZnSuppl ZnFort Controle
Aliment de Bouillie + fortifiant en  Bouillie +fortifiants en Bouillie + fortifiant
complément? fer® Fer® et zinc* (oxyde de en fer®

zinc)

Supplément Vitamines B + vitamine Vitamines B + Vitamines B +
vitaminique® C + 6 mg zinc ( sulfate vitamine C vitamine C

de zinc)

1ZnSuppl, zinc supplémentation; ZnFort, zinc fortification.

2Composition : Mais, mil, niébé, arachide, lait en poudre, sucre, vanilline. Teneur en minéraux
naturels par 100 g de poids sec : fer 4,2 £ 0,3 mg ; zinc 1,7 + 0,0 mg ; calcium 24 £ 0,6 mg. Teneur en
acide phytique : 302 mg/100 g de poids sec (Gibbs et al., 2011).

%60 mg de fer sous forme de fumarate ferreux par kilogramme de poids sec de I’aliment de
complément.

240 mg de zinc sous forme d'oxyde de zinc par kilogramme de poids sec de [’aliment de complément
pour apporter ~ 6 mg de zinc additionnel/portion de 25 g.

*Quantité/smL : thiamine, 0,2mg; riboflavine, 0,2mg; niacine, 2mg; vitamine Bg, 0,2mg; vitamine By,
0,3u9; acide pantothénique, 0,7mg; biotine, 2,6mg, vitamine C, 5mg.
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6. ESTIMATION DE LA TAILLE DE L’ECHANTILLON

Le résultat attendu de I'étude est la variation de la concentration de zinc plasmatique de
base. En tenant compte de ’effet taille (effect size) d'environ 0,8, qui est celui observé dans
des études précédentes de supplémentation chez les enfants (Hess et al., 2007), un total de 30
enfants dans chaque groupe et retenu pour permettre la détection d’une différence entre les
groupes (intergroupe). La taille de I'échantillon est augmentée de 50% pour tenir compte des
perdus de vue ou de I'impossibilité d'obtenir les échantillons de sang.

7. CRITERES D’ELIGIBILITE

Chez les enfants dont les meres/gardiennes ont donné leur consentement un examen
clinique est effectué¢ par un pédiatre. Le poids, la taille et la concentration de ’hémoglobine
par capillaire sanguin sont mesurés par 1’équipe de recherche pour déterminer I’¢éligibilité des

enfants a participer a I’étude. Les critéres d’¢ligibilité sont les suivants :

- Des indices Poids-pour-Taille (P(T)) et Taille-pour-Age (T(A)) > - 2,0 z-score selon
les normes de croissance OMS (WHO  Anthro version 2.0.2,

www.who.int/childgrowth)

- Une concentration en hémoglobine >8,0 g/dL (pour les enfants modérément et

séverement anémiés)

- Aucune consommation d’aliments ou de suppléments enrichis en zinc. Une liste et un
album de photos des aliments disponibles localement et fortifiés en zinc sont élaborés
pour permettre aux accompagnantes de bien les identifier et de donner des réponses

précises sur cette question
- L’absence d’infection symptomatique au cours des 15 derniers jours ayant précédés
I’enquéte

Un total de 234 enfants a été examiné et 158 d'entre eux sont éligibles pour participer a
I’étude. Tous les participants sont déparasités en recevant 200 mg d'Albendazole en une seule
dose par voie orale lors de I’examen clinique afin de s'assurer que la présence des

helminthiases n'aurait pas d'incidence sur l'interprétation des résultats de I'étude.
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8. QUESTIONNAIRES

Plusieurs questionnaires sont utilisés dans le cadre de cette étude (voir annexes).

o
*

Information personnelle
Dépistage

Alimentation journaliere
Morbidité de base

Prélévement sanguin

9. METHODES

Etapes de fortification de la farine de céréales

Les deux types de farine sont fortifiés suivant le protocole ci-dessus. Dix (10) kg de farine

provital sont fortifiés pour chaque groupe. Le premix est préparé au niveau du laboratoire et le

reste de la fortification s’est effectuée au Grand Moulin de Dakar. Les étapes de la

fortification sont les suivantes :

Premix :

Peser 2509 de farine Provital ;
Peser la quantité adequate du minéral correspondant ;
Mixer le mélange pendant 2 mn a I’aide d’un mixeur ;

Mettre le tout dans un sachet en plastique et bien fermer hermétiquement.

Mélange dans la bétonniére :

Mettre de la farine Provital non fortifiée dans la bétonniére (Fork Mixer 15120; VMI,

France) pendant 1 mn pour nettoyer ; Vider la bétonniére ;
Mettre 9,750 kg de la farine Provital dans la bétonniére. Bien fermer le mélangeur ;
Ajouter le premix et mixer pendant 12 minutes ;

Garder les 10 kg de farine fortifiée ou non en zinc dans des sachets en plastique.

Remarque : Le produit sans zinc est toujours fortifié en premier dans la bétonniére.
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Tableau V-2 : Quantité de fer et de zinc utilisée pour la fortification de 20 kg de la

farine Provital

Type de farine Fumarate ferreux Oxyde de zinc
mg mg

Farine avec zinc 1909,1 3150

Farine sans zinc 1909,1 0

Apres fortification les farines sont mises dans des sachets de 30g et gardées dans un

réfrigérateur.

9.1. Préparation et composition des aliments
9.1.1. Bouillie

La bouillie servie aux enfants dans tous les groupes est préparée a partir d'un aliment de
complément disponible localement (Provital ; CO-AID, Sédhiou, Sénégal) contenant de la
farine de mais et de mil extrudée, du niébé, de I’arachide grillé, du lait en poudre entier, du
sucre et de I’ardme vanilline. L’aliment est fortifie avec 60 mg de fer sous forme de fumarate
ferreux par kilogramme de poids sec, pour apporter 1,5 mg de Fe par portion de 25 g de poids
sec d’aliment de complément (Tableau V-1). Le mélange offert aux enfants dans le groupe
ZnFort est également fortifié en zinc (oxyde de zinc), pour apporter une quantité additionnelle
de 6 mg de Zn par portion de 25 g de poids sec d’aliment de complément. Les différents
aliments de 1’étude sont préparés en utilisant un procédé de mélange mixte discontinu. Pour
tenir compte des pertes minérales au cours du processus de fortification, un excédent de 5%
est ajouté. Les teneurs intrinseques en zinc et en fer des mélanges alimentaires sont
respectivement de 1,7 + 0,02 et 4,2 £ 0,3 mg par 100 g de poids sec. Celle en acide phytique
est de 302 mg/100 g de poids sec, résultant ainsi a un rapport molaire acide phytique:zinc de
17,6 pour la bouillie non fortifiée en zinc et 1,4 pour la bouillie fortifiée en zinc (Gibbs et al.,
2011).

Les aliments de complément respectifs sont divisés en portions de 30 g (poids sec),
conformément aux résultats d’une étude précédente (Brown et al., 2007). L'acceptabilité des
aliments de complément était précédemment confirmée dans une étude d'évaluation
sensorielle réalisée chez les enfants sénégalais (Aaron et al., 2011). Les portions journalieres

sont emballées dans des sachets pré-codés, hermétiquement scellés et stockés a 4°C jusqu’a la
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préparation. Le contenu en farines de céréales des sachets est mélangé avec 70 ml d’eau
minérale embouteillée (Kiréne; Dakar, Sénégal) chauffé a 85°C pour obtenir une portion
finale de 100 g (poids humide).

9.1.2. Liquide vitaminique

Les suppléments de vitamines liquides, préparés avec ou sans zinc additionnel sous forme
de sulfate de zinc, contiennent les quantités suivantes de vitamines dans chaque dose de 5 mL
servie : thiamine, 0,2 mg ; riboflavine, 0,2 mg ; niacine, 2 mg ; vitamine Bg, 0,2 mg ; vitamine
B2, 0,3 ug ; acide pantothénique, 0,7 mg ; biotine, 2,6 mg ; vitamine C, 5 mg. Les composés
de zinc et le mélange sec de multivitamines ont été fournis par DSM Nutritional Products
(Isando, Gauteng, Afrique du Sud). Les contenus en zinc des suppléments et aliments de
complément ont été confirmés par le laboratoire d’analyse des ressources agricoles et
naturelles de I'Université de Californie, Davis (UCD-ANR).

9.1.3. Collecte des données

Pendant les 15 jours de I'étude, la bouillie est préparée par I'équipe de recherche et est
servie aux participants dans une salle aménageée dans le dispensaire Saint-Martin de
Reubeuss. La bouillie servie aux enfants est mise dans un bol pré-pesé. Les enfants sont
alimentés avec une cuillere par leurs accompagnantes. Un bavoir est placé autour du cou des
enfants pour recueillir la bouillie renversée et/ou provenant des écoulements.

La consommation de la bouillie par les enfants est supervisée par le personnel de I'étude.
La quantité totale de bouillie consommeée est déterminée en soustrayant le poids des restes de
la quantité servie et en corrigeant avec les pertes recueillies des écoulements. Les enfants
doivent consommer une quantité de bouillie > 84 g (poids humide) par jour pour recevoir les
6 mg de Zinc additionnel. Si un enfant n'a pas consommé la quantité requise de la premiere
portion servie, nous demandons a I’accompagnante d’offrir le reste a ’enfant 30 min plus
tard, toujours sous surveillance du personnel de I'étude. Si I'enfant n'a pas consommé tout ce
qui a été servi au cours de cette seconde alimentation, la quantité appropriée de I’aliment de
complément de I'étude est donné a 1’accompagnante pour une alimentation a domicile plus
tard dans la journée. Le lendemain, nous vérifions la consommation a domicile en demandant
a I’accompagnante de nous signaler si l'enfant a mangé la bouillie et d’estimer la quantité

consommeée comme “petite”, "moyenne" ou "grande".
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Le supplément de liquide vitaminique (avec ou sans zinc additionnel) est administré
chaque jour au minimum 90 minutes aprés la consommation sous surveillance des aliments de
complément. Pendant le temps d'attente de 90 min, les accompagnantes et leurs enfants
restent dans la zone d'étude et les superviseurs Vérifient que les enfants n'ont pas été allaités
ou consommé d'autres aliments ou boissons. Pour rendre agréable le temps d’attente de 90
min pour la prise du supplément vitaminique, nous avons acheté et placés dans la salle
d’étude des journaux de femmes, des jouets, une télévision, une vidéo et des CD de dessins
animes.

Durant I’étude, 1’équipe de recherche a conseillé aux meéres/accompagnantes de nourrir
exclusivement les enfants de lait maternel, de plats familiaux et de bouillie non fortifiée en
zinc au cours des repas a domicile. Elles sont aussi priées d’éviter tous laits ou produits

alimentaires pour nourrissons enrichis en zinc et les suppléments de vitamines et de minéraux.

Nous avons recueilli les données des enfants concernant la longueur, le poids, la
concentration d'hémoglobine, la morbidit¢ et la consommation habituelle d’aliments a
domicile au moment du recrutement et 15 jours apres, a la fin de I'étude. Les membres de
I’équipe de recherche ont également recueilli chaque jour, auprés des accompagnantes des
informations sur les symptomes de maladie des enfants. Ces informations comprennent le
nombre de selles et leur consistance, la présence de toux, d’écoulement nasal, de fiévre et
d'autres symptomes signalés. La diarrhée est définie comme 1'excrétion d’au moins de 3selles
molles ou liquides par jour et I’infection des voies respiratoires supérieures est définie comme

la présence de toux et d’écoulement nasal.

9.2. Mesures anthropométriques des enfants
9.2.1. Mesure du poids

Les enfants sont pesés nu a I’aide d’un pése bébé électronique (OHAUS DP15 ; SNR
2182829 ; OHAUS Corp, Pine Brook, NJ) de portée maximale 25 kg et de précision 5g. La
balance est posée sur une surface dure et plane dont I’horizontalité est vérifiée avec un niveau.
Chague matin avant la prise des mesures, le pése bébé est calibré avec un poids étalon de 1
kg. Pour faciliter la prise des mesures surtout chez les enfants de bas age, nous avons utilisé
une bassine préalablement posée sur le pese bébé. Ce dernier a été taré pour enlever le poids

de la bassine avant toute prise de mesures. Le poids, exprimé en kg est pris a 0,01 kg prés.
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9.2.2. Mesure de la taille

La longueur des enfants est mesurée en double avec une toise horizontale de fabrication
locale. Elle est posée sur une table dure et plane. L horizontalité du support est vérifiée avec
un niveau. Les enfants sont allongés sur le dos au milieu de la toise, la téte contre la partie
fixe de la toise, le regard tourné vers le haut, les épaules, les fesses et les jambes touchent la
planche de la toise, la colonne vertébrale non arquée, les deux bras positionnés le long du
corps, la plante des pieds contre la planche et les orteils tournés vers le haut. La taille est

mesurée & 0,1 cm pres.

9.2.3. Calcul des indices anthropométriques

Les indices Poids-pour-taille ((P(T)) et Taille-pour-Age (T(A)) sont calculés avec un
logiciel développé pour I’application globale des standards de I’OMS (WHO Anthro version
2.0.2, www.who.int/childgrowth).

9.3. Mesure de la concentration de I’hémoglobine

Le taux d’hémoglobine est déterminé avec le systeme HemoCue® (HemoCue Hb 201+;
HemoCue AB, Angelholm, Sweden) fonctionnant selon le principe de la photométrie. Ce
systéme comporte une microcuvette contenant un réactif sec (désoxycholate de sodium, nitrite
de sodium, azide de sodium et flurescéine) qui au contact de la goutte de sang entraine
I’hémolyse des érythrocytes, ce qui libére I’hémoglobine. Le nitrite de sodium transforme
I’hémoglobine en méthémoglobine qui réagit avec 1’azide de sodium pour former ’azide de
méthémoglobine. Apres I’introduction de la microcuvette dans le photometre HemoCue, la
lecture du taux d’hémoglobine se fait en 15-45 secondes. Les mesures sont effectuées en

double et le seuil de non anémie défini est de > 8,0 g/dL.

Le controle de qualité des mesures est réalisé avec des solutions de contréle a 2 niveaux :
bas et normal (Eurotrol B.V, Keplerlaan 20, The Netherlands). Par ailleurs, I’appareil
HemoCue comporte un systéeme de qualité interne ou autocontrle et il vérifie

automatiquement son systéme optique dés la mise sous tension.
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9.4. Dosages biologiques
9.4.1. Prélevement sanguin

Des échantillons de sang veineux (5 mL) sont prélevés 1 jour avant le début de
I'intervention et & la fin de la période d'alimentation pour la mesure des concentrations de zinc
plasmatique, de la protéine C-réactive (CRP) et de I’a-1- glycoprotéine acide (AGP). Lorsque
les enfants sont gravement malades, avec une présence de fiévre ou de diarrhée le jour du
prélevement sanguin, la collecte de 1’échantillon sanguin est reportée jusqu'a ce que les
symptdmes disparaissent. Et dans le cas du prélévement final, I’alimentation des enfants par
les aliments de complément de 1’étude est poursuivie jusqu'a la veille de la collecte de
I’échantillon de sang.

Les échantillons de sang sont prélevés entre 7 h et 10h du matin. Les accompagnantes
sont invitées a amener les enfants a la clinique sans prise alimentaire autre que le lait
maternel, le jour du prélévement sanguin. L heure du prélévement sanguin et celle du dernier
repas ou de ’allaitement sont reportées sur la fiche de prélévement afin d’étre utilisées
comme facteurs d’ajustement lors de I’analyse statistique des données.

Le sang est prelevé dans des tubes en polyéthylene a usage unique contenant un
anticoagulant (héparine de lithium) sans contamination métallique (no. 01.1604.400; Sarstedt
AG et Co, Numbrecht, Germany) et est immédiatement placé dans une glaciére contenant des
blocs réfrigerants. Peu de temps apres, le sang est centrifugé a 3200 tr/min (EBA 20
centrifuge model 2002; Andreas Hettich GmbH et Co KG, Tuttlingen, Germany) pendant 12
min. Les échantillons de plasma sont ensuite répartis en part égale en aliquotes dans des tubes
en polyéthyléne sans contamination métallique avec une capsule en plastique (référence 2840;
Perfector Scientific, Atascadero, CA). Les aliquotes toujours au frais dans la glaciére, sont
transportés au laboratoire et stockés au réfrigérateur a -20 °C. Un aliquote est réservé pour
I’analyse des protéines de la phase inflammatoire aigué et le reste expédié au Etats-Unis pour
le dosage du zinc. Toutes les procédures de traitement et de préléevement sanguin sont
conformes aux recommandations de [I'International Zinc Nutrition Collaborative Group
(Brown et al., 2004).
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9.4.2. Mesure du zinc plasmatique

a- Principe et appareillage

Les concentrations plasmatiques de zinc sont mesurées au centre ouest de recherche en
Nutrition Humaine du Ministére de I’Agriculture des Etats-Unis (Davis, CA) a l'aide de la
Spectrométrie d'Emission Atomique Source Plasma a Couplage Inductif (Vista AX CCD
Simultaneous ICP-AES avec un SPS5 auto-sampler; Varian Inc, Walnut Creek, CA).

Cette technique permet de déterminer des concentrations des €léments a 1’état de traces
dans des échantillons. C’est une méthode multi- élémentaire. L’émission atomique utilise 1a
propriété des atomes de passer d’un niveau d’énergie supérieur a un niveau inférieur en
émettant des raies spectrales de longueurs d’ondes caractéristiques d’un ¢lément. Elle repose
sur la mesure de cette énergie émise sous forme d’un rayon lumineux a une longueur d’onde
spécifique, par un atome qui passe d’un état excité a un état moindre. L’excitation de
I’élément est due a son atomisation, ¢’est-a-dire a sa dissociation en atome ou en ion libre. On

considére que I’intensité lumineuse mesurée est proportionnelle a la concentration de

I’élément a doser.

L’appareil comprend un :
- systéme d’introduction d’échantillon qui permet d’amener celui-ci dans le plasma
- générateur haute fréquence qui apporte de I’énergie au plasma
- systéeme optique qui analyse le spectre émis par le plasma

- systeme de traitement de signal

% Le systéme d’introduction
L’échantillon est amené au nébuliseur a I’aide d’une pompe péristaltique. Ce nébuliseur
permet a I’échantillon de passer de I’état liquide en aérosol. Une injection d’argon a ce niveau
permet a 1’aérosol d’atteindre la chambre de nébulisation. Les grosses gouttelettes y sont
éliminées par gravité. Seules les gouttelettes d’une taille inférieure a 10um sont véhiculées

vers la torche, grace a ce gaz vecteur.
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% Le plasma et la torche
Le plasma est un gaz ionisé. Un générateur haute fréquence a pour fonction de fournir
I’énergie nécessaire a 1’ionisation du gaz et a 'obtention du plasma. Le gaz arrive dans la
torche ou il est confiné dans un tube de quartz. L’aérosol excité par le plasma émet des raies
spectrales ou faisceaux lumineux. L’intensité de ce faisceau détecté est proportionnelle a la

concentration de 1’élément a doser.

% Le systeme optique
Le systeme d’éclairement est composé de deux lentilles qui forment 1I’image optique du
plasma sur la fente d’entrée du monochromateur. Sa fonction est d’amener la lumiere émise
par le plasma vers I’entrée du monochromateur. Ce dernier envoie la lumiére en fonction de la
longueur d’onde au réseau, par le biais de fentes, d’un miroir et d’un réseau. Le Réseau a pour
role de réfracter la lumiére comme un prisme, il décompose la lumiére blanche en un

ensemble de raie de longueurs d’ondes différentes.

% Le traitement du signal
Une fois la lumiere diffractée, elle est convertie en courant par un photomultiplicateur. 1l

fonctionne sur le principe de détection de photons.

b- Mode opératoire

Les échantillons de plasma sont dilués 13,5 fois avec de I’acide nitrique 1N (Trace Metal
Grade; Fisher Scientific, Pittsburg, PA) et placés a 4°C pendant toute une nuit. Les
échantillons a 4°C sont ensuite centrifugés a 3200 tr/min pendant 15 minutes et le liquide
surnageant est préleve pour effectuer I'analyse. Chaque lot d'échantillons mesuré sur I’'ICP-
AES, est analysé avec les matériaux de référence suivants qui sont préparés de la méme
maniére que les échantillons cliniques : Seronorm oligo-éléments sériques L-1 (lots NO0371y
and JL4409; Cat-SR-201405, Accurate Chemical and Scientific Corp, Westbury, NY) et un
contr6le de pool de plasma interne. Un étalon de foie de beeuf (BLS; SRM 1577b; National
Institute of Standards and Technology, Boulder, CO) est également mesuré pour chaque lot
d’échantillons. Tous les échantillons sont analysés en double et ceux provenant d'un méme

enfant sont analysés dans la méme série analytique.
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9.4.3. Mesure de la CRP

a- Appareillage, principe

La concentration plasmatique de CRP est analysée au laboratoire de Nutrition de 'UCAD
a l'aide de kits d'immunodiffusion radiale (Human C-reactive protein ‘EL’ Nanorid™ Radial
immunodiffusion kit, GT044.3, The Binding Site Limited, Birmingham, United Kingdom).

Le principe repose sur la diffusion radiale d’un antigene a partir d’un puits cylindrique
creus¢ dans un gel d’agarose contenant un anticorps monospécifique. La formation de
complexes antigéne-anticorps donnera lieu a un cercle de diffusion autour du puits. La taille
du cercle augmentera jusqu’a la zone d’équilibre. Au point final de diffusion, il existe une
relation linéaire entre le carré du diameétre de I’anneau de diffusion et la concentration en
antigéne.

La mesure des anneaux de diffusion se fait au point final de diffusion et la concentration est

lue sur la Table de Référence fournie avec les réactifs.

b- Mode opératoire

«» Préparation des réactifs

Le dosage est effectué avec les réactifs suivants contenu dans le coffret.

Plaques IDR (Référence : GA044.E)

Elles contiennent un anticorps monospécifique anti CRP inclus dans le gel d’agarose. Les

plaques contenues dans des pochettes en aluminium sont sorties du réfrigérateur et
débarrassées de leur couvercle. Elles sont placées sans leur couvercle dans un environnement
exempt de poussiere pour ne pas contaminer les géloses et sont laissées a la température
ambiante pendant 15 minutes pour que 1’eau de condensation s’évapore. Les échantillons ne
sont deposés que lorsque toute la condensation présente dans les puits et a la surface du gel
s’évapore. Un total de 14 échantillons (calibrateur et controle inclus) peut étre mesuré sur

chaque plaque.

Calibrant (Réf : GP044.E):

Il est fourni sous forme lyophilisée (calibrant EL CRP humaine lyophilisé). Le calibrant est

reconstitué avec 0,695 ml d’eau distillée (fourni dans le coffret). Le mélange est ensuite
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homogénéisé et un temps d’attente d’environ 30 minutes est observé pour permettre la
dissolution compléte du calibrant. Le calibrant reconstitué est déposé pur sur chaque plaque
pour vérifier la validité de la manipulation. Le diamétre de son anneau doit étre de 9,0mm-+/

0,3mm au point final de diffusion pour valider les mesures

Solution de sérum albumine bovine (BSA) a 7% (Réf : SR073)

Elle est fournie sous forme liquide stable et est utilisée pour la dilution des échantillons et du

calibrant.

Controle (Réf : KCO21)
Il est fourni sous forme lyophilisée (EL Nanorid CRP humaine lyophilisé). Le sérum de

contrdle lyophilisé est reconstitué avec le volume d’eau distillée de 0,500 ml. Il est ensuite
mélangé doucement par inversion jusqu’a ce que le contenu soit complétement dissous. Une
fois reconstitue, le contrdle est traité de la méme fagcon que les échantillons et est déposé pur

sur la plaque.

Eau distillée (Réf : SRO71). Pour la reconstitution du controle et du calibrant lyophilisés.

«» Préparation des échantillons

Les échantillons de plasma sont utilisés sans dilution. Cependant, les sérums inflammatoires
contenant des concentrations tres élevées en CRP sont dilués avant dépot. Dans de tels cas, un
volume minimum de 25ulL d’échantillon est ajouté au volume de 225ul du diluant BSA a
7%. Les sérums normaux ont en général des concentrations en CRP dans les limites de
détection des plaques. Pour chaque échantillon, un double dépét est effectué dans deux puits

OppPOSEsS.

«» Dépdt du calibrateur, du contrble et des échantillons sur les puits

Le calibrant, le contrdle et les échantillons sont homogénéisés juste avant leur utilisation. A
’aide d’une micropipette, un seul dépot de SuL du calibrant pur et du contréle est effectué en
premier sur la plague (puits 1 et 2). Les échantillons sont ensuite déposés en double avec cette
méme quantité. Le dépodt est effectué rapidement pour éviter le dessechement excessif du gel

provoque par I’exposition de la plaque a I’air libre pendant trop longtemps.
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R/

% Incubation

Apres les dépéts, la plague est hermétiquement fermée et maintenue a plat a température
ambiante (20-24°C). Pour diminuer les phénoménes d’évaporation, la plaque est recouverte
de son emballage en aluminium et placée dans une boite en plastique jusqu’a la lecture. Le
temps minimum d’incubation pour la diffusion compléte est de 72 heures.

R

«» Mesure de la concentration : Point final de diffusion, table de Référence

Aprés le temps d’incubation, les diamétres de diffusion sont mesurés a 0,1 mm pres a 1’aide
d’une loupe et d’un papier millimétré. La lecture a I’aide de la loupe s’est faite sur un fond
noir, en utilisant un éclairage latéral. Les bords des anneaux sont repérés macroscopiquement
sur le fond de la plaque avec une aiguille.

Les concentrations d’échantillons correspondant a chaque diametre sont lues directement sur
la table de référence fournie dans le kit. Les diametres des anneaux seront mesurés au point

final de diffusion.

«» Controle de qualité

Un contrdle de qualité des mesures est effectué avec le controle EL Nanorid CRP humaine

lyophilisé contenu dans le Kit.

9.4.4. Mesure de PAGP

a- Appareillage, principe

La concentration plasmatique d’AGP est mesurée au laboratoire de Nutrition de 'TUCAD

a l'aide de kits d'immunodiffusion radiale (Kent Laboratories Inc, Bellingham, WA).

Le principe est basé sur la diffusion de I'antigéne a partir d'un puits circulaire radiale dans un
gel homogéne contenant un antisérum spécifique pour chaque antigéne particulier. Un cercle
d'antigéne et d'anticorps précipités se forme et continue de croftre jusqu'a ce que I'équilibre
soit atteint. Les diametres des anneaux sont fonction de la concentration de I'antigéne. Apreés
une nuit d'incubation, les diametres des zones de sérums de référence sont représentés
graphiquement en fonction du logarithme (base 10) de la concentration de I’antigéne. Si
I'équilibre est atteint, les diamétres des zones de sérums de référence sont au carré et en

fonction de leur concentration (linéaire).
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« Réactifs

Plagues d’immunodiffusion radiale (Réf : 1234A59)

Les plaques contiennent un antisérum spécifique en gel d'agarose, un tampon phosphate 0,1
M, pH 7.0, 0,1 % d'azide de sodium comme agent bactériostatique, 1pug/ml amphotéricine B
comme agent antifongique. Elles  contiennent également de l'acide
éthylénediaminetétraacétique 0,002 M. Chaque plaque contient 24 puits.

Sérums de référence humaine (Réf : 1876K)

Le sérum de référence est constitué d’un pool de sérum humain a trois niveaux : faible,
moyen et élevé. Il contient de ’azide de sodium (0,1 %) comme agent bactériostatique. Les
diamétres des anneaux des contrdles sont mesurés au point final de diffusion (16 a 20 heures)
et reporté sur du papier millimétré avec comme axe des X, les concentrations et axe des Y, les

diametres au carré. L’obtention d’une ligne linéaire démontre la validité des mesures.

b- Mode opératoire

La méme procédure que celle de la mesure de la CRP est utilisée a deux exceptions pres :
- Le temps d’incubation pour I’AGP est de 16 a 20h
- Une courbe de calibration linéaire est établie avec les trois niveaux de contréle pour

estimer la qualité des mesures.

10. SAISIE ET ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

La saisie, le traitement et les analyses statistiques des données sont réalisés a l'aide de
logiciels statistiques standard : PASW statistics 18 (SPSS Inc, Chicago, IL) et Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft, Redmond, WA).

Les statistiques descriptives sont utilisées pour étudier la répartition de toutes les
variables. L’analyse de variance a un facteur et le test ¥> de Pearson ont permis d’étudier les
différences entre groupe a I’initial. Nous avons effectué également des modeles de régression
lineaire distinctes (pour les variables continues) et d’analyse de variance (pour variables
nominales) afin d'évaluer les facteurs associés a la concentration de zinc plasmatique de base.
Les variables évaluées en fonction de la concentration de zinc plasmatique de base sont les
suivants : age, sexe, indices anthropométriques (T(A) et P(T)) en z-score, intervalle entre

I’heure du dernier repas et I’heure du prélevement sanguin, intervalle entre I’heure du
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prélevement et I’heure de la centrifugation, intervalle de temps entre la centrifugation et la
séparation du plasma, présence d'hémolyse visible dans I'échantillon de plasma, présence de
CRP élevée (> 5 mg/L) et d’AGP élevé (> 1 g/L). Une analyse de covariance (Genéral
Linéaire Modele Univarié) est faite pour comparer les variations de la concentration de zinc
plasmatique chez les groupes d'étude, aprés ajustement par rapport a la concentration de zinc
plasmatique de base, les concentrations de CRP et AGP et I’intervalle entre ’heure du dernier
repas et I’heure du prélévement sanguin, pour les prélevements de base et final.

Toutes les interactions avec l'effet principal (main effect) sont testées pour la signification et
les variables non significatives sont supprimées du modele en utilisant la procédure pas a pas.
Les identités des groupes d’étude sont restées masquées jusqu'a ce que toutes les analyses
biochimiques et statistiques soient achevées. Les valeurs de P < 0,05 sont considérées comme
statistiquement significatives. Les résultats sont présentés en moyenne + écart-types sauf

indication contraire.

I1l. RESULTATS

1. PROFIL DE L’ETUDE

Au total 234 enfants ont été identifiés pour participer a 1’étude. Parmi eux, 158 (64,1%)
ont répondu a tous les critéres d’éligibilité. La raison majeure de non inclusion a 1’étude est la
malnutrition (P(T) et/ou T(A) inférieur a -2 z-score) et/ou la présence d’anémie modérée ou
sévere (hémoglobine < 80 g/L). Les enfants présentant un P(T) et/ou une T(A) <-3 z-score ou
une anémie, ont éte reférés au pédiatre du dispensaire pour un traitement. Les parents de 21
enfants éligibles ont décidé de retirer leur consentement avant que les enfants ne soient
enrdlés dans 1’étude. Par conséquent 137 ont été assignes aux groupes de traitement. Comme
indiqué dans le profil d’étude des participants (Figure V-1), 50, 40 et 47 enfants sont
respectivement assignés au hasard dans les groupes ZnSuppl, ZnFort et Contrdle. Parmi eux,
34 (68%), 32 (80%) et 32 (68%) ont complété I’étude.
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Enfant &gés de 9-17 mois
inclus dans le dépistage

n =234
Non éligibles
> n=76
Hb<80g/L,n=17
Malade, n=4
T(A) et/ou P(T) < - 2 z-score, n = 33
Age (<09, >17 mois), n = 16
Mange produit fortifié en zinc,n = 6
A 4
Eligibles
n=158 Consentement retiré”
> n=21
ZnSuppl ZnFort Contréle
n =50 n=40 n=47

A 4

Abandons (n = 16)
Malades = 2; Voyage = 6

Consommation de bouillie
insuffisante,n =7

Consentement retiré = 1

A 4

Abandons (h = 8)

Voyage = 2

Consommation de
bouillie insuffisante = 6

A 4

Abandon (n = 15)

Malade = 1; Voyage = 6

Consommation de
bouillie insuffisante” = 5

Consentement retiré = 3

Finis étude

n=234
(68%)

Finis étude

n=32
(80%)

Finis étude

n=232
(68%)

Figure V-1 : Profil de I’étude

T(A), longueur-pour-age en z-score;

P(T),

poids-pour-longueur en z-score; Hb,

concentration de [’hémoglobine ; ZnSuppl, groupe zinc supplémentation ; ZnFort, groupe
zinc fortification."Consentement retiré avant randomisation. *Ces enfants ne mangent pas la
quantité suffisante de bouillie (84g pour recevoir 6 mg de zinc) au centre durant trois jours

consécutifs.
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2. CARACTERISTIQUES DE BASE

Aucune différence significative n’est trouvée par groupe de traitement pour les

caracteristiques initiales des participants a I'étude et leurs familles (Tableau V-3). Dans

I'ensemble, 53% des enfants sont des filles et leur &ge moyen = ET a I’enrdlement est de 13,3

+ 2,6 mois. Les concentrations de zinc plasmatique des enfants varient entre 22,8 et 88,8

pg/dL et 56,9% des enfants présentent des concentrations < 65 pg/dL, qui est le seuil suggéré

d'apres les données de référence disponibles (Brown et al., 2004). La concentration moyenne

d'’hémoglobine de base est de 97,5 + 10,7 g/L et 85,4% des enfants ont une anémie légere

(hémoglobine <110 g/L). Environ 9% et 54% des enfants ont respectivement des

concentrations plasmatiques initiales élevées en CRP (> 5 mg/L) et en AGP (> 1,0 g/L).

Tableau V-3 : Caractéristiques de base des participants par groupe d’étude’

Groupe d’étude
ZnSuppl ZnFort Controle

Variable (n = 50) (n = 40) (n = 47) P2
Sexe male [n (%)] 25 (50,0) 19 (47,5) 21 (44,7) 0,87
Age de I’enfant a ’enr6lement (mois) 13,0 + 2,43 13,3+2,9 134+24 0,71
Enfants actuellement allaités [n (%)] 46 (92,0) 36 (90,0) 46 (97,9) 0,30
Poids (kg) 91+1,1 89+0,9 91+11 0,62
Longueur (cm) 74,735 74,8 £ 3,6 75,3+£3.3 0,64
Poids-pour-age z-score -0,36+0,8 -057x0,7 -0,43+0,9 0,53
Longueur-pour-age z-score -047+08 -051+09 -041+09 0,83
Poids-pour-longueur z-score -0,19+09 -043%£0,7 -0,33+0,9 0,41
Statut biochimique des enfants

Hémoglobine (g/L) 98 + 11 97 +11 96 + 10 0,49
Protéine C-réactive ¢élevée, > 5 mg/L [n (%)] 5 (10,9) 2(51) 5(11,6) -
a-1- glycoprotéine, > 1,0 g/L [n (%)] 26 (56,5) 21 (55,3) 21 (48,8) 0,74

1 ZnSuppl, zinc supplementation; ZnFort, zinc fortification.
Moyennes des groupes comparées par ANOVA ou test y? de Pearson pour les proportions.

¥ Moyenne + ET (Toutes ces valeurs).
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3. CONSOMMATION DES SUPPLEMENTS

Un total de 100 g (poids humide) de bouillie est servi chaque jour, ce qui est équivalent a
30 g d’aliment de complément sec. Chaque enfant doit consommer > 84¢g de bouillie (pour
recevoir 6 mg de zinc). La moyenne globale de bouillie consommée est de 91,2 + 5,2 g. Les
enfants des groupes ZnSuppl, ZnFort et contr6le ont consommé respectivement une moyenne
de92,1+2,6;91,2+4,8et 90,4 +7,3¢g, (P=0,42). Vingt-neuf pour cent des enfants ont recu
une portion additionnelle des aliments de 1’é¢tude pour la consommation a domicile au moins
un jour durant la période d’étude. Pour Quatre-vingt-huit pour cent des enfants ayant
consommé une portion de bouillie a la maison, les méres ont rapporté que la totalité était
consommée. Chaque jour les enfants ont recu 5 ml de supplément vitaminique liquide

administré par le personnel de 1’étude.

4. FACTEURS ASSOCIES A LA CONCENTRATION PLASMATIQUE DE
ZINC INITIALE

Nous avons analyse les facteurs possibles associes a la concentration plasmatique en zinc
de base des enfants. L’intervalle entre I’heure du dernier repas et ’heure du prélévement
sanguin (moyenne globale = 107,4 = 17,9 min) est positivement associé a la concentration
plasmatique de zinc (P = 0,002) mais il n’y a pas de différence par rapport a I’intervalle de
temps par groupe (P = 0,69). Les concentrations de zinc plasmatique sont plus faibles dans les
échantillons avec des concentrations d’AGP élevées (> 1 g/L) que dans les échantillons avec
des concentrations d’AGP faibles (60,3 £ 11,1 vs. 65,9 + 8,6 ug/dL, P = 0,008). La moyenne
de la concentration de zinc plasmatique ne différe pas significativement entre les enfants avec
ou sans CRP ¢élevée > 5 mg/L (P = 0,18). Ces trois variables sont incluses comme covariables

dans les analyses statistiques.

5. CONCENTRATION PLASMATIQUE DE ZINC POST INTERVENTION

La variation de la concentration plasmatique en zinc apres ajustement des concentrations
¢levées de CRP et AGP et I’intervalle de temps entre le dernier repas et le prélevement
sanguin est négativement corrélée a la valeur initiale de zinc dans tous les groupes (P = 0,005,
P = 0,025 et P = 0,035 respectivement pour les groupes contrdle, ZnFort et ZnSuppl ; Figure

V-2), probablement en raison de la régression vers la moyenne.
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Apreés la periode d'intervention de 15 jours, la moyenne finale de la concentration de zinc
plasmatique est significativement plus élevée dans le groupe de ZnSuppl que dans les groupes
ZnFort et contréle (P = 0,002 ; Tableau V-4). La moyenne de la variation de la concentration
de zinc plasmatique est significativement plus élevée dans le groupe de ZnSuppl que dans les
autres groupes (P = 0,009). La moyenne finale des concentrations de zinc plasmatique dans
les groupes ZnFort et contr6le ne different pas significativement de leurs valeurs respectives
de base. Aucune différence significative des concentrations plasmatiques de zinc n’est notée

entre les groupes ZnFort et contrdle.
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Changement ajusté de la concentration plasmatique en
zinc (ug/dL)

Figure V-2 :
base
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Concentration plasmatique en zinc ajustée (ug/dL)

Variation de la concentration plasmatique de zinc du début au jour 15, réajusté a la concentration de zinc plasmatique de

Le niveau de variation de la concentration de zinc plasmatique est indiqué apres ajustement par la protéine C-réactive, [’a-1- acide
glycoprotéine élevés et le temps écoulé depuis le dernier repas. Les modeles de régression sont significatifs dans les groupes contréle (n = 32, P
= 0,005), zinc fortification (ZnFort, n = 29, P = 0,025) et zinc supplémentation (ZnSuppl, n = 33, P = 0,035).
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Tableau V-4 : Moyennes initiale et finale de la concentration de zinc plasmatique (ug/dL) et variation par rapport a la base par groupe
de traitement’.

Non-corrigée Corrigée®

Concentration de zinc ~ ZnSuppl ZnFort Contrdle p* ZnSuppl ZnFort Controle p*
plasmatique (ug/dL) (n = 34) (n =32) (n=32) (n = 33) (n=29)  (n=32)
Initiale 653+105 61,1+11,3 61,2+95 0,18 67,520 64,7+23 638%21 0,28
Finale 685+11,4 604+99 61,7+10,0 0,004 70,1+1,8 62,2+22 633%+19 0,002
Variation

3,2+10,6 -0,7+8,9 0,5+10,9 0,28 47+1,6 -1,8+1,7 -1,0+£1,6 0,009
P-value

0,068 0,68 0,76 0,004 0,29 0,51

1 ZnSuppl, zinc supplementation ; ZnFort, zinc fortification.

2Valeurs en moyennes + ET. Moyennes des groupes comparées par ANOVA.

$Valeurs en moyennes + SE. Moyennes des groupes comparées par ANCOVA (Général Linéaire Modéle Univarié) avec un ajustement par la concentration de
zinc plasmatique initiale, protéine C-réactive, a-1-glycoprotéine élevés et temps écoulé depuis le dernier repas.

*Pour les différences intergroupes.

®Pour les différences intragroupes.
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IV. DISCUSSION

Les résultats de cette étude indiquent que la concentration de zinc plasmatique augmente
de maniere significative chez les enfants qui recoivent 6 mg de Zn additionnel sous la forme
d'un supplément de zinc liquide pour seulement 2 semaines, mais non chez ceux qui regoivent
environ la méme quantité de zinc supplémentaire a partir d’un aliment de complément fortifié
en zinc. Ces résultats sont similaires a ceux reportés dans une étude précédente dans laquelle
les enfants avaient recu 3 mg de zinc supplémentaire par jour pendant 6 mois (Brown et al.,
2007). Méme si les enfants de la présente étude ont recu deux fois la quantité de zinc
supplémentaire, mais pour une courte durée, le résultat final est similaire. L’étude est réalisée
dans un dispensaire situé dans un quartier a faible revenu, Reubeuss (quartier périphérique de
Dakar, Senegal), ou les risques d'une carence en zinc et d'infections sont élevés. En effet
Cinguante-sept pour cent (57%) des enfants ont des concentrations de zinc plasmatiques
basses c¢’est-a-dire inférieur a < 65 pg/dL, qui est le seuil suggeré par le International Zinc
Nutrition Consultatif Group (1ZINCG) (Brown et al., 2004), de méme la prévalence de
I’inflammation/infection aigué est élevée. Il est établi que I'infection et Il'inflammation
influencent négativement les valeurs de zinc plasmatique et affectent I'ampleur de la variation
en fonction de la gravité et le stade de I'infection (Wade et al., 1988 ; Duggan et al., 2005).
Par conséquent, nous avons reporté la collecte des échantillons de sang lorsque les enfants
avaient des symptomes de fiévre ou de diarrhée pour réduire au minimum ces effets. Aussi un
traitement antihelminthique a été fourni a tous les enfants a I'enrélement. En outre, nous avons
corrigé statistiquement les effets de I’inflammation/infection en incluant dans les analyses, les
proteines de la phase aigué de I’inflammation. Nous avons également appliqué les procédures
recommandées par IZINCG (Brown et al., 2004, 1ZINCG, 2007) pour éviter la contamination
des échantillons sanguins durant la collecte et ’analyse des échantillons.

Nous nous sommes assurés de 1’adhésion au protocole de I'étude en servant I’aliment de
complément et le supplément liquide sous observation pendant les 15 jours d’étude.
Seulement quand un enfant n’a pas consommé toute la nourriture qui était prévue lors des
deux sessions journalieres d’alimentation sous surveillance, nous remettons a
I’accompagnante une portion supplémentaire a donner a I’enfant a la maison plus tard dans la
journée. Ce fut le cas sur seulement 4,3% des journées d'études et a concerné qu’une petite

proportion du total d’aliments & consommer ces jours-la. Chacune de ces mesures prises pour
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assurer la conformité et éviter les facteurs de confusion, ainsi que la conception de 1’essai
clinique randomisée en double aveugle, renforce les conclusions de la présente étude.

Le résultat observé sur ’augmentation de la concentration de zinc plasmatique aprés la
supplémentation en zinc est conforme aux résultats de nombreuses études d'intervention
précédentes menées chez les enfants, méme si la présente étude était d’une durée plus courte
que la plupart d’entre elles (Hess et al., 2007 ; Wuehler et al., 2008 ; Brown et al., 2009 ;
Lowe et al., 2009). Les résultats actuels sont également compatibles avec les résultats d'une
publication sur l'effet de la supplémentation en zinc a court terme chez les hommes
américains. En effet cette derniere a révélé une augmentation significative et rapide de la
moyenne des concentrations de zinc plasmatique dans les 5 premiers jours de supplémentation
(Wessells, 2010). L'effect size de 0,69 unités ET dans la présente étude est comparable a
I’effet taille globale de 0,60 unités ET (IC a 95% : 0,44 - 0,77 unités ET) trouve dans une
méta-analyse de 22 études de supplémentation en zinc menées chez les enfants (Brown et al.,
2009). Ces études avaient fourni des équivalents de doses quotidiennes de zinc variant de 2,9
a 21,4 mg de Zn/jour pendant des périodes de supplémentation allant de 2 semaines a 14

mois.

La concentration de zinc plasmatique na pas répondu a la consommation de la bouillie
fortifiée en zinc. La plupart des essais précédents portant sur les aliments de complément
fortifiés en zinc et de points de fortification (Point-of-Use fortification) réalisée chez les
jeunes enfants n’ont également pas réussi a détecter un effet significatif sur la concentration
de zinc serique (Hess et Brown, 2009 ; Dewey et Adu-Afarwuah, 2008). Seules deux études
(Kilic et al., 1998, Hambidge et al., 1979) ont rapporté un effet positif chez des enfants plus
agés de 2 a 11 ans. La raison de ces résultats contradictoires est incertaine, mais pourrait étre
liée aux differences d’ages des enfants, au choix des véhicules alimentaires (pain et céréales
de petit déjeuner prét a I’emploi), au statut en zinc sous-jacente des populations de I'étude ou

a d’autres aspects particuliers de la conception de I'étude.

La différence observée dans la réponse du zinc plasmatique aprés une supplémentation en
zinc et apres une fortification en zinc peut étre due a la faible efficacité de I'absorption du zinc
qui se produit lorsque le zinc est fourni a partir d’un aliment. Elle peut résulter également du

niveau de fortification qui a été utilisé, de la durée de l'intervention, de la forme chimique des
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fortifiants de zinc ou de I’interférence de I'absorption du zinc avec d’autres micronutriments.

Chacune de ces possibilités est revue dans les paragraphes suivants.

Les principaux facteurs qui affectent I'absorption du zinc sont les quantités de zinc et de
myo-inositol phosphate (phytates) qui sont consommées dans un repas (Lénnerdal, 2000 ;
Lépez de Romafia et al., 2003). Dans la présente étude, la quantité de zinc supplémentaire
fournie était presque la méme pour les groupes ZnSuppl et ZnFort et le rapport molaire
phytate:zinc était assez faible (environ 1,4) dans la bouillie fortifiée. Par conséquent, ces
facteurs ne devraient pas avoir une grande influence sur I'absorption du zinc (Gibbs et al.,
2011). Il est également possible que les phytates présentes dans les aliments consommés a la
maison affectent l'absorption ou la rétention du zinc, car le régime sénégalais est
essentiellement a base de céréales (Ndiaye, 2006). Cependant, les quantités d’aliments
additionnels consommeés étaient susceptibles d'étre assez petites et les accompagnantes ont éte
priées d'attendre au moins 30 min avant d'offrir a ’enfant des aliments a domicile. Il semble
donc peu probable que cela ait eu beaucoup d'effet sur l'absorption du zinc provenant des
aliments de I'étude.

Comme suggéré plus haut, une autre explication possible pour la différence des réponses
a une supplementation et une fortification en zinc pourrait étre les effets des composants
alimentaires spécifiques sur le métabolisme post absorptif du zinc absorbé avec des aliments
fortifiés. Il est possible, par exemple, que le zinc de I’aliment fortifié soit repris

préférentiellement par des pools de zinc actif non métaboliques.

La présente étude a été congue pour fournir autant de zinc pour la supplémentation que
pour la fortification sans dépasser la dose tolérable (UL) de 7 mg de Zn/jour proposé par 'US
Institute of Medicine pour ce groupe d'age (IOM, 2006). Toutefois, il est possible que I'UL ait
été fixé trop bas pour le zinc alimentaire, étant donné qu'aucun effet sur la concentration de
zinc plasmatique n’a été observé et la concentration de 6 mg utilisée dans notre étude, reste
inférieure aux valeurs de référence. Ainsi, des recherches supplémentaires sont nécessaires
pour déterminer si des quantités encore plus élevées de zinc peuvent étre fournies en toute
sécurité dans les aliments de complément fortifiés et si les bio-marqueurs de l'apport en zinc
(tel que la concentration plasmatique) chez les jeunes enfants répondront de maniere efficace

a la consommation de ces produits.
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Le zinc pour la supplémentation a été fourni sous forme de sulfate de zinc et la
fortification sous forme d’oxyde de zinc dans 1I’aliment de complément. Les deux composés
sont généralement reconnus comme sirs (GRAS : Generally Recognized As Safe; FDA,
2006). Le sulfate de zinc est plus couramment utilisé dans les suppléments liquides car il est
soluble dans I’eau a pH neutre. L’oxyde de zinc est utilis¢ le plus souvent pour la fortification
en zinc parce que c'est le composé GRAS le moins cher, bien que des préoccupations ont été
soulevées sur sa biodisponibilité, car elle est insoluble a pH neutre (Brown et al., 2010).
Malgré cette préoccupation théorique sur la solubilité du zinc, des études antérieures n'ont
trouvé aucune différence dans I'absorption du zinc a partir de produits de blé fortifiés avec de
I'oxyde de zinc ou de sulfate de zinc chez des écoliers indonésiens (Herman et al., 2002), chez
des américains adultes (Lopez de Romafia et al., 2003) et chez des femmes mexicaines (Hotz
et al., 2005). Il semble donc que la forme chimique du fortifiant en zinc ne puisse expliquer la
différence de réponse observée.

La co-fortification avec d'autres micronutriments pourrait aussi affecter I'absorption du
zinc a partir de I’aliment fortifié en zinc. Dans la présente étude, la bouillie pour tous les
groupes de traitement est fortifiée avec du fer sous forme de fumarate ferreux pour contenir
60 mg Fe/kg de matiére seéche de la bouillie. Ainsi, il est donc possible que le fer contenu dans
le produit puisse interférer avec la réponse de zinc plasmatique aux aliments fortifiés en zinc.
Cependant, une étude menée par Fairweather-Tait et al. (Fairweather-Tait et al., 1995) pour
évaluer l'absorption du zinc chez les enfants agés de 9 a 11 mois nourris avec des aliments de
complément fortifiés en fer, n’a trouvé aucun effet du fer sur I'absorption du zinc. De plus,
certaines études portant sur des formules infantiles cofortifiées avec du fer et du zinc ont
trouvé un effet positif sur la concentration de zinc sérique (Hess et Brown, 2009) suggérant
ainsi que la présence de fer dans les aliments de complément n’est pas un facteur limitant de

la réponse de zinc plasmatique dans cette présente étude.

Enfin, il n’est pas certain que l'absence de réponse de zinc plasmatique trouvée dans le
groupe ZnFort est due a la période d'observation relativement courte de 15 jours, car d’autres
études a plus long terme (entre 2 et 10 mois) portant sur des aliments de complément fortifiés
en zinc n’ont trouvé aucun effet significatif sur la concentration plasmatique de zinc (L6pez
de Romanfa et al., 2005 ; Lartey et al., 1999 ; Oelofse et al., 2003 ; Lutter et al., 2008).
Cependant contrairement a cette présente étude, ces derniéres ont été menées sans
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I'observation directe de la consommation alimentaire. En effet les produits de ces études ont
été donnés aux enfants a I’absence de 1’équipe de recherche. Ainsi, des études a long terme
avec une observation directe de la consommation quotidienne d'aliments fortifié en zinc sont

necessaires pour fournir des informations plus pertinentes sur la durée.

Une étude similaire a laquelle nous avons participé, a été effectuée chez des adultes
sénégalais pour déterminer si la concentration plasmatique de zinc varie en réponse a la
consommation d’aliments fortifiés en zinc ou de suppléments de zinc liquide chez les adultes

(Aaron et al., 2011).

Nous avons mené une étude randomisée a double aveugle pendant quatre semaines chez
132 hommes sénégalais en bonne santé dgés d’au moins 18 ans. Les groupes de participants

recoivent par jour et entre les repas, un des quatre régimes suivants :

a) 200g de pain de blé fortifié en fer et en acide folique et un supplément multivitaminé
liquide sans zinc (groupe contrdle) ;

b) le méme pain fortifié et le méme supplément liquide contenant 15 mg de zinc
additionnel sous forme de zinc sulfate (groupe supplémenté en zinc) ;

c) le méme pain cofortifié avec 7,5 mg de zinc sous forme d’oxyde de zinc et le
supplément multivitaminé liquide sans zinc (groupe fortification modérée) ;

d) le méme pain cofortifi¢ avec 15 mg de zinc sous forme d’oxyde de zinc et le

supplément multivitaminé liquide sans zinc (groupe fortification élevée).

Des échantillons de sang prélevés a jeun sont collectés a deux reprises au début, au 15
et au 29°™ jour de I'intervention. Il n'y a pas d'interaction significative entre le groupe et le
jour d'étude (P = 0,11). Cependant, au 15e jour, la variation moyenne de la concentration
plasmatique de zinc dans le groupe supplémenté en zinc est plus grande par rapport aux
groupes placebo et de fortification (0,72 umol/L contre -0,09 et 0,03 umol/L, p = 0,05). Au
29'me jour, il n’y a aucune différence significative entre les groupes. A tous les niveaux, le
groupe supplémenté en zinc est le seul groupe ou la concentration plasmatique de zinc a
augmenté par rapport a celle du groupe témoin (P = 0,006). Ces résultats suggerent que la
concentration plasmatique de zinc ne peut pas étre un indicateur suffisamment sensible pour

évaluer des réponses a la fortification en zinc de courte durée (Aaron et al., 2011).
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En conclusion, la moyenne de la concentration de zinc plasmatique a augmenté de fagon
significative chez les enfants ayant regu du zinc sous la forme d'un supplément aqueux, mais
non chez ceux qui ont recu la méme quantité de zinc supplémentaire dans un aliment de
complément fortifié en zinc. Ainsi, nous n’avons pas pu confirmer 1'utilité de la concentration
de zinc plasmatique comme indicateur de la réponse & l'exposition & court terme a des
aliments fortifiés en zinc chez les jeunes enfants. Il est possible que le statut en zinc des
enfants ayant consommé les aliments de complément fortifiés en zinc, soit en fait amélioré,
mais leur concentration de zinc plasmatique n'a pas pu refléter cette amélioration en raison de
différences dans le métabolisme du zinc absorbé a partir des aliments fortifiés et des
suppléments de zinc. Des études supplémentaires, a plus long terme sont nécessaires pour
évaluer I'effet des aliments fortifiés en zinc sur le statut en zinc des jeunes enfants, basé sur
des indicateurs fonctionnels liés au zinc (tels que la croissance et la morbidité). De méme, il
est opportun de mener des recherches pour déterminer les indicateurs biochimiques plus

sensibles du statut en zinc et de la réponse aux interventions de zinc.

Ces deux études portant sur la réponse plasmatique du zinc chez les enfants agés de 9 a
17 mois recevant de la bouillie fortifiée en zinc et chez les adultes recevant du pain fortifié en
zinc ont fait 1’objet de deux publications respectivement dans 1I’American Journal of

Clinical Nutrition et dans le Journal of Nutrition .

Nafissatou Ba Lo, Grant J. Aaron, Sonja Y. Hess, Nicole Idohou Dossou, Amadou Tidiane
Guiro, Salimata Wade, Kenneth H. Brown. Plasma zinc concentration responds to short-term
zinc supplementation, but not zinc fortification, in young children in Senegal. Am J Clin
Nutr 2011;93:1348-55. (Impact Factor 2011: 6.7)

Grant J. Aaron, Nafissatou Ba Lo, Sonja Y. Hess, Amadou T. Guiro, Salimata Wade, and
Kenneth H. Brown. Plasma Zinc Concentration Increases within 2 Weeks in Healthy
Senegalese Men Given Liquid Supplemental Zinc, but Not Zinc-Fortified Wheat Bread. J.
Nutr 2011;141:1369-74. (Impact Factor 2012: 3.9)
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Le but de cette étude était d’évaluer le statut de base en zinc des enfants agés de 12 a 59
mois au Sénégal, d’effectuer des tests sensoriels et d’acceptabilité sur un aliment de
complément (bouillie) préparé a partir de farines de céréales locales fortifiées en zinc et de
mesurer la réponse plasmatique du zinc chez les enfants sénégalais agés de 9 a 17 mois
recevant de la bouillie & base de céréales locales fortifiées en zinc.

Le statut en zinc des enfants a été evalué en utilisant la concentration plasmatique de zinc
tel que recommandé par le Comité « International Zinc Nutrition Consultative Group » en
prenant toutes les précautions d’usage pour garantir la validit¢ de nos mesures. La
détermination du statut en zinc a porté sur un échantillon de 1151 enfants d’age moyen de
34,2 + 12,9 mois avec des proportions de filles et de garcons respectives de 50,2% et 49,8%.
Cette évaluation de la prévalence a montré qu’au Sénégal plus d’un enfant sur deux présente
une carence en zinc lorsque les valeurs brutes de la zincémie (c’est a dire non corrigée par
rapport aux facteurs de confusion) sont utilisées. L’analyse du statut infectieux révele des taux
d’infections élevés chez un tiers des enfants. Etant donné que le facteur le plus déterminant de
la zincémie reste les infections associees qui diminuent significativement la concentration
plasmatique de zinc, un ajustement de la zincémie a été apporté par la mesure de la
concentration plasmatique des protéines de I’inflammation (Protéine C-Reéactive, alpha 1
Acide Glycoprotéine) et I’application des facteurs d’ajustement proposés par Thurnam.
Malgré cet ajustement par rapport aux infections, la prévalence de la carence en zinc demeure
encore élevée (42,7%) et reste comparable chez les filles et les garcons et dans toutes les
tranches d’age indiquant ainsi que la carence en zinc touche de facon uniforme tous les
enfants et constitue un probleme de santé publique sévere chez les enfants agés de 12-59 mois
au Sénégal. La Carence en zinc semble affecter plus les enfants ruraux qu’urbain.

Au vu de ces résultats des stratégies d’intervention devront étre mises en place pour
permettre aux enfants sénégalais d’avoir un statut en zinc adéquat. Parmi les trois stratégies
d’intervention, la fortification alimentaire est considérée comme ayant le meilleur rapport
colt-efficacité parce que c’est une approche peu colteuse qui peut fournir du zinc a une
population sans changer leurs habitudes de consommation alimentaire. Au Sénégal, il existe
déja un dispositif de fortification de masse des aliments de base (farine et huile) a travers le
COSFAM (Comité Sénégalais de Fortification des Aliments en Micronutriments) pour lutter
contre les carences en fer et en vitamine A. L’intégration du zinc dans ces programmes

d’intervention nécessite un préalable qui consiste a faire des tests sensoriels pour évaluer
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I’acceptabilité de 1’aliment fortifié par les consommateurs mais aussi & trouver un indicateur
simple et fiable pour mesurer 1’impact de I’intervention.

Ces deux considérations nous ont conduit a réaliser la deuxieme partie de cette étude pour
déterminer si la concentration en zinc du plasma change en réponse a la consommation
additionnelle de zinc fourni sous forme d’aliments a base de céréales fortifiées en zinc
destinés aux enfants sénégalais agés de 9 a 17 mois. L’analyse sensorielle constitue une étape
importante pour assurer l'acceptabilité et aussi la durabilité des programmes de fortification en
zinc. Ainsi nous avons fortifié en zinc un aliment de complément (bouillie) fait a partir de
farine de céréales locales et effectué des tests sensoriels de cet aliment chez 20 couples
meres/accompagnantes d’enfants agés de 12 & 17 mois habitant dans les zones environnantes
de Reubeuss (quartier périphérique de Dakar). Deux bouillies différentes ont été testées : une
avec du zinc (test) et ’autre sans zinc (témoin). La bouillie sans zinc a été fortifiée avec 60
mg de fer sous forme de fumarate ferreux par kilogramme de poids sec de 1’aliment de
complément (pour fournir 1,5 mg de fer par portion de 25 g de farine seche) et celle avec le
zinc a été fortifié avec la méme quantité de fumarate ferreux plus 240 mg de zinc sous forme
d'oxyde de zinc par kilogramme de poids sec de 1’aliment de complément (pour procurer aux
enfants 6 mg de zinc par portion de 25 g de farine seche). L’acceptabilité des bouillies
fortifiées par les meéres et les enfants a été déterminée en utilisant respectivement 1’échelle
hédonique de 7-points et le test triangle. L’évaluation de 1’acceptabilité a montré que les
propriétés sensorielles des aliments de complément a base de céréales fortifiées en zinc sont
acceptables par les enfants et les méres/accompagnantes aux niveaux de fortification en zinc
utilisés dans cette étude. De méme les meres/accompagnantes ont hautement apprécié la
bouillie lors des tests sur I'apparence, 1'ardme, la texture et le degré global d’appréciation. Ces
tests d'acceptabilité chez ces enfants indiquent que les aliments de fortification ciblés avec des
compositions similaires a celle de I’aliment de notre étude devraient étre acceptables par les
consommateurs a des niveaux allant jusqu'a 240 mg de zinc par kilogramme de farine.

Nous avons utilisé le méme aliment fortifié en zinc et bien accepté par les enfants et leurs
meéres/accompagnantes pour déterminer la réponse plasmatique du zinc suite a la
supplémentation et a la consommation additionnelle de zinc fourni sous forme d’aliments a
base de céréales fortifiés en zinc. La concentration plasmatique de zinc est un bon indicateur
de la supplémentation en zinc, cependant son utilité pour les programmes de fortification reste
incertaine. Ainsi, une étude cliniqgue randomisée placebo-contrdle en double aveugle a été
menée chez 137 enfants agés de 9 a 17 mois habitant dans les environs du dispensaire Saint-
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Martin de Reubeuss. Les enfants ont regu pendant deux semaines 1'un des trois régimes
suivants : a) la bouillie de céréales fortifiée en zinc et une préparation liquide de vitamines
entre les repas (groupe fortifié en zinc) ; b) la bouillie de céréales non fortifiée en zinc et la
méme préparation liquide de vitamines entre les repas (groupe contréle) ; et ¢) la bouillie de
céréales non fortifiée en zinc et la méme préparation liquide de vitamines contenant 6 mg de
zinc (groupe supplémenté en zinc). Apres une période d'intervention de 15 jours, la moyenne
de la concentration de zinc plasmatique a augmenté de facon significative chez les enfants
ayant recu du zinc sous la forme d'un supplément aqueux, mais non chez ceux qui ont recu la
méme quantité de zinc supplémentaire dans un aliment de complément fortifié en zinc. Ainsi,
nous n’avons pas pu confirmer l'utilité de la concentration de zinc plasmatique comme
indicateur de la réponse a l'exposition a court terme, a des aliments fortifiés en zinc, chez les
jeunes enfants. L’augmentation de la concentration de zinc plasmatique aprés la
supplémentation en zinc est conforme aux résultats de nombreuses études d'intervention
précédentes menées chez les enfants. Aussi la plupart des essais précédents portant sur les
aliments de complément fortifiés en zinc réalisée chez les jeunes enfants n’ont également pas
réussi a détecter un effet significatif sur la concentration de zinc sérique. Il est possible que le
statut en zinc des enfants ayant consomme les aliments de complément fortifiés en zinc, se
soit en fait amélioré, mais leur concentration de zinc plasmatique n'a pas pu refléter cette
amélioration en raison de différences dans le métabolisme du zinc absorbé a partir des
aliments fortifiés et des suppléments de zinc. Des études supplémentaires a plus long terme
sont necessaires pour évaluer I'impact des programmes de fortification en zinc basé sur des

indicateurs fonctionnels tels que la croissance et la morbidité.
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REPUBLIQUE DU SENEGAL
Un Peuple — Un But — Une Foi

LABORATOIRE DE NUTRITION COSFAM MI
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ANIMALE COMITE SENEGALAIS POUR LA FORTIFICATION MICRONUTRIENT
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DES ALIMENTS EN MICRONUTRIMENTS INITIATIVE
UNIVERSITE CHEIKH ANTA DIOP DE DAKAR

(S

ETUDE DE LA SITUATION DE BASE DU STATUT EN VITAMINE AET EN
FER CHEZ LES ENFANTS DE 12 - 59 MOIS ET CHEZ LES FEMMES EN
AGE DE PROCREER (15 - 49 ANS) DANS LE CADRE DU PROGRAMME

DE FORTIFICATION DES ALIMENTS EN MICRONUTRIMENTS
AU SENEGAL

\./

ENFANT

A : IDENTIFICATION
AT STRATE .o L REGION &)
AXNDR....... L DEPARTEMENT :...oovoooooeeeeeeeeeee,
ARRONDISSEMENT & ..o
A3 N° MENAGE. .........ovovoooeeeee oo, ]
COMMUNE/CR ...,
A4 : IDENTIFIANT MENAGE.......|__ || Il |
STRATE DR MENAGE QUARTIERNVILLAGE ..o
A5 :N° DE LENFANT.....ooovovovooeeeeee, | PRENOMS ET NOMDU
CHEF DE MENAGE “...ovovoeeeeooeee
A6 : IDENTIFIANT ENFANT PRENOMS ET NOM DE
LAMERE ... oo
N | Y | A N | A
STRATE DR MENAGE ENFANT PRENOMS ET NOM DE
LENFANT ....ooooeoeeoeeeeeeeeee e,
ENQUETEUR ..o, 0N = | |l__|__l~010
RESULTAT DU REMPLISSAGE() ................ ]
CONTROLEUR : oo, DATE.... oo | |l__|__|l010
OPERATEUR SAISIE © oo i DATE......oii, I |__I__J2010
(*) Codes Remplissage : 1=COMPLET 2=REFUS 3=ABSENT/INDISPONIBLE 4=INCOMPLET.
OBSERVATIONS ..o

Les informations contenues dans ce questionnaire sont strictement confidentielles et ne servent qu’a des fins statistiques
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Université Cheikh Anta Diop de Dakar - Sénégal
Faculté des Sciences et Techniques
Département de Biologie Animale
Equipe de nutrition

REALISATION DE L’ETUDE DE LA SITUATION DE BASE DU STATUT EN FER ET EN VITAMINE

A CHEZ LES ENFANTS DE 12 A59 MOIS ET CHEZ LES FEMMES EN AGE DE PROCREER DANS

LE CADRE DU PROGRAMME DE FORTIFICATION DES ALIMENTS EN MICRONUTRIMENT AU
SENEGAL - PROJET COSFAM -

LETTRE DE CONSENTEMENT LIBRE ET ECLAIRE - FEMME

Madame,

Vous avez été sélectionnée pour participer a une enquéte nationale d’évaluation du statut en fer et en vitamine A
chez les enfants ages de 12-59 mois et chez les femmes en age de procréer a travers le Sénégal.

Veuillez lire (ou vous faire lire) attentivement la fiche de renseignements qui vous a été remise afin de prendre
connaissance des modalités de 1’enquéte.

Il est important que vous preniez connaissance du déroulement de 1’enquéte, des questions qui vous seront poseées,
des mesures qui seront effectuées et des modalités de prise de sang qui seront faites. La fiche de renseignement est
obligatoire pour votre information et nécessaire pour vous permettre de prendre votre décision de participer a cette
étude de facon libre et éclairée.

Notre équipe reste & votre disposition pour vous donner tout complément d’information que vous jugeriez
nécessaire.

Pour les enfants mineurs, signature obligatoire des parents ou du tuteur légal.

Je soussignée,
- Madame, Mademoiselle, MONSIEUN,..........c.oiitii e
- Qualité (pére, mére, tuteur 18gal)..........cooiiiiii e
- Certifie avoir pris connaissance de la fiche d’information de 1’enquéte

- Par I’équipe de nutrition de la Faculté des Sciences et Techniques de 1’Université Cheikh Anta Diop de
Dakar et avoir regu des réponses satisfaisantes a mes questions concernant cette étude.
- Ma décision de participer a I’étude matérialisée par ma signature ci-dessous est volontaire et gratuite.

Je soussignée,
- PrSalimata Wade, . ...
- Responsable de I’Equipe de nutrition de la Faculté des Sciences et Techniques de I’Université Cheikh
Anta Diop de Dakar et chef de la mission d’étude de la situation de base du statut en fer et en vitamine
A chez les enfants de 12 a 59 mois et chez les femmes en age de procréer dans le cadre du programme
de fortification des aliments en micronutriment au Sénégal - Projet ITA/Cosfam
- M’engage au respect des termes du consentement éclairé par la lettre d’information.

Signature précédée de la mention « lu et approuve »
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ENFANT - 1ERE PARTIE - ENQUETE ALIMENTAIRE

B. INFORMATIONS

QUESTIONS REPONSES
(METTRE DANS LA CASE LE CODE
CORRESPONDANT)
QUEL EST LE SEXE DE LENFANT ?
1= MASCULIN B ]
2= FEMININ

QUELLE EST LA DATE DE NAISANCE DE L’ENFANT ?

B2 |l —]
j /| mm /| aaaa
QUEL EST SON AGE (mois) ?
B3 |_|l_|MOIS
LA DATE DE NAISSANCE EST
1= VERIFIEE SUR UN DOCUMENT OFFICIEL B4 ||
2=CERTIFIEE PAR PLUSIEURS MEMBRE DU MENAGE
LA MERE EST-ELLE ENQUETEE ?
1=0Ul B5 |
2=NON
S1 OUI, DONNEZ L'IDENTIFIANT DE LA MERE ?
B6 |

QUIEST LE REPONDANT ?
1=MERE B7 |
2=GRAND MERE
3=SCEUR/FRERE
4=GARDIENNE

C. ALLAITEMENT

QUESTIONS REPONSES
(METTRE DANS LA CASE LE CODE
CORRESPONDANT)

L’ENFANT EST-IL TOUJOURS ALLAITE?

1=0Ul c1 |

2=NON
SI LENFANT N'EST PLUS ALLAITE, A -T-IL ETE ALLAITE ?

1=0Ul C2 |

2=NON SI NON,0U NE SAIT PAS PASSEZ A section D

9= NE SAIT PAS
SI0UI, DANS CE CAS, COMBIEN DE MOIS A-T-IL ETE ALLAITE ?
Inscrire 99 si NE SAIT PAS c3 |__|l__|mols

SI LENFANT EST SEVRE, A QUEL AGE (MOIS) A-T-IL ETE SEVRE?
Inscrire 99 si NE SAIT PAS c4 |__|l__|MoIS

A LA NAISSANCE, L'ENFANT A T-IL PRIS AUTRE CHOSE AVANT LE 1ER
ALLAITEMENT (COMME DU MIEL, DU LAIT DE CHEVRE, UNE INFUSION....) ?
1=0Ul c5 |
2=NON
9=NE SAIT PAS
COMBIEN DE TEMPS APRES LA NAISSANCE L'ENFANT A-T-IL ETE MIS AU SEIN
POUR LA PREMIERE FOIS ?
1=MOINS DE 1 HEURE C6 |
2= ENTRE 1 ET 24 HEURES
3=UN JUR ET PLUS
9= NE SAIT PAS
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L’ENFANT A-T-IL ETE NOURRI AVEC LE COLOSTRUM A LA NAISSANCE ?

1=0Ul
2=NON c7 |
9= NE SAIT PAS
SINON , POURQUOI ?
1=MAUVAIS LAIT L
2=LAIT AMERE cs |
3=DONNE DES MALADIES |
4=NE FAVORISE PAS LA CROISSANCE DU BEBE |
B=AUTRE (PRECISER....... .. roovvveeeoeeeseeeeeeeeereeeeseeereee ) |
9=NE SAIT PAS |
D. ALIMENTATION
QUESTIONS REPONSES
(METTRE DANS LA CASE, LE CODE
CORRESPONDANT)
L'ENFANT A-T-IL COMMENCE A MANGER DE LA BOUILLIE ?
1=0Ul D1 L
2=NON SINON, PASSEZ A D3
SI0UI, A QUEL AGE EN MOIS A-T-IL COMMENCE A EN MANGER ?
Inscrire “99” si NE SAIT PAS D2 L |L_|MOIS
LENFANT A-T-IL DEJA CONMMENCE A MANGER LE PLAT FAMILIAL ?
1=0Ul D3 L
2=NON SINON, PASSEZ A D5
SIOUI, A QUEL AGE EN MOIS A-T-IL COMMENCE A EN CONSOMMER ?
(INSCRIRE "99” S| NE SAITPAS) D4 L_IL_|MOIS
HIER COMBIEN DE FOIS LUI A-T-ON DONNE A MANGER ?
(LE LAIT MATERNEL NE DOIT PAS ETRE PRIS EN CONSIDERATION) D5 L
DONNEZ-VOUS A UENFANT DES FARINES INFANTILES COMMERCIALES ?
1=0UI D6 L
2 =NON SINON, PASSEZ A LA SECTION E
SI'0UI, OU VOUS PROCUREZ VOUS LA FARINE INFANTILE QUE VOUS
UTILISEZ ? D7
1=PHARMACIE L
2=STRUCTURE DE SANTE OU COMMUNAUTAIRE |
3=BOUTIQUE |
4=SUPERETTE/SUPERMACHE |
5=MARCHE |
B=AUTRE (PRECISER.........roovvveoeeesesoeeoeeeeeoeess s, ) |
9=NE SAIT PAS |
LA FARINE INFANTILE QUE VOUS LUI DONNEZ EST-ELLE ENRICHIE EN
VITAMINES ET MINERAUX ? (VERIFIER S| BIEN INSCRIT « ENRICHI » SUR
L'EMBALLAGE OU AU NIVEAU DES INGREDIENTS OU MATIERES PREMIERES DE
L'EMBALLAGE D'ORIGINE)
1=0Ul D8 L
2=NON SINON OU NE SAIT PAS, PASSEZ A D10
9=NE SAIT PAS
S10UI, EN QUOI LA FARINE EST-ELLE ENRICHIE ? 1 A 3 REPONSES SONT
POSSIBLES (VERIFIER SUR LEMBALLAGE OU AU NIVEAU DES INGREDIENTS
OU MATIERES PREMIERES DE L'EMBALLAGE D'ORIGINE)
1=FER D9 ||
2=VITAMINE A L
3=7INC
4=NE SAIT PAS |1
||
RAJOUTEZ-VOUS DE L'HUILE DE PALME AUX BOUILLIES QUE VOUS
PREPAREZ A VOTRE ENFANT ? D10 L

1=0Ul
2=NON
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E. FREQUENCE DE CONSOMMATION ALIMENTAIRE

A CETTE PERIODE DE L’ANNEE

A QUELLE FREQUENCE L’ENFANT A-T-IL CONSOMME « NOM DE L’ALIMENT »
(ALIMENTS TELS QUELS OU SE TROUVANT DANS LES REPAS, METS, SANDWICHS QUE VOUS CONSOMMEZ)

1=AU MOINS 1 FOIS PAR JOUR
2=1 A3 FOIS PAR SEMAINE
3=1FOIS PAR MOIS

4= MOINS DE 1 FOIS PAR MOIS

5=JAMAIS
(METTRE DANS LA CASE, LE CODE CORRESPONDANT)
CEREALES AUTRES LEGUMES
o ML E1 | || e GOMBO E36 | ||
o SORGHO E2 | || o NAVETS E37 | ||
e FONIO E3 | || o DIAXATOU E38 | ||
e MAISBLANC E4 | || o AUBERGINE E39 | ||
o MAJS JAUNE E5 | || e CHOUX E40 | ||
e BLE E6 | || e OIGNONS E41 | ||
e RIZ E7 | || o POMME DE TERRE E42 | ||
LEGUMINEUSES e MANIOC E43 | ||
e IGNAME E44 | |__|
o NIEBE E8 | || o DIABéRE (TARO) E45 | ||
o LENTILLES E9 | || FRUITS JAUNES ET ROUGES
o HARICOT BLANC E10 | || o MANGUE E46 | ||
e POIS E11 | [ o PAPAYE E47 | ||
OLEAGINEUX ET NOIX e GOYAVE E48 | ||
o ARACHIDES E12 | || o PASTEQUE E49 | ||
o SESAME E13 | || e MELON E50 | ||
o SOJA E14 | || o NéRé (OULE) E5T | ||
o NOIX DE CAJOU E15 | || o JUJUBE (SIDEM) E52 | ||
LEGUMES RICHES EN VIT A o COCO RONE (FRUIT DU RONIER) E53 | ||
e CAROTTE E16 | || o FRAISES E54 | ||
e CITROUILLE E17 | || FRUITS RICHES EN VITAMINE C
o PATATE DOUCE CHAIR ORANGE | E18 | |__| o ORANGE E55 | ||
e BETTERAVE E19 | || o MANDARINE E56 | ||
o TOMATES FRAICHES E20 | || o CLEMENTINE E57 | ||
e HARICOTS VERTS E21 | || o PAMPLEMOUSSE E58 | ||
e POIVRONS E22 | || e CITRON E59 | ||
LEGUMES FEUILLES VERTES e DITAX E60 | ||
o MBUUM NEBEDAY E23 | || e MADD E61 | ||
o MBUUM TIAKHAT E24 | || e TOL E62 | ||
o MBUUM NDOUR E25 | || o TAMARIN E63 | ||
o FEUILLES DE NIEBE E26 | || AUTRES FRUITS
o FEUILLES DE BAOBAB E27 | || o BANANE E64 | ||
e  FEUILLES DE BISSAP E28 | || o BUY E65 | ||
o  FEUILLES DE PATATE DOUCE E29 | || o SAPOTILLE E66 |
e  FEUILLES DE MANIOC E30 | || e DIMB E67 | ||
o  FEUILLES D'IGNAME B3 | || o AUTRES E68 | ||
o  FEUILLES DE DIABERE (TARO) E32 | || JUS OU CONCENTRES DE FRUITS E69 | ||
o PERSIL E33 | || LAIT, PRODUITS LAITIERS E70 |
o POIREAUX B34 | || CEUFS E7T1 | ||
e  SALADE VERTE E35 | ||
CONTINUER PAGE SUIVANTE
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VIANDES HUILES/MATIERES GRASSES
o BC(EUF E72 || o HUILE D'ARACHIDE E86 | ||
e MOUTON E73 || o HUILE VEGETALE E87 | ||
o CHEVRE E74 || o HUILE SESAME E88 | ||
o VOLAILLE E75 || o HUILE DE PALME B89 | ||
o PORC E76 || o HUILE DE PALMISTE E0 | ||
o VIANDE DE CHASSE ET7 || o BEURRE DE KARITE E91 | ||
FOIE/ROGNONS E78 || o BEURRE E2 | ||
AUTRES ABATS E79 || o MARGARINE E3 | ||
POISSONS/PRODUITS HALIEUTIQUES o DIWNIOR E% | ||
o POISSON E80 | || o DAX E% | ||
o GUEDJ E81 | || o HUILE DE POISSON E% | ||
o KETIAKH E82 | || THE E97 | ||

o YET E83 | || CONDIMENTS

o HUITRES E84 | || o PIMENT E®B | ||
o CREVETTES ET CRUSTACES E85 | || o KETCHUP E9 | ||
o  CONCENTRE DE TOMATES E100 | |__|
o NETETOU E101 | ||
o BOUILLON E102 | ||
AUTRES (PréCiser...........c..cccoovrvrrnnnne. E103 | |__|

ALAFINDE L'INTERVIEW :

REMERCIER LA FEMME

LUI DIRE QU’ELLE DOIT VENIR LE LENDEMAIN AVEC L’ENFANT POUR LES PRELEVEMENTS

LUI DEMANDER DE VENIR AVEC LE CARNET DE SANTE DE L'ENFANT LE LENDEMAIN
METTRE LE BRACELET A L'ENFANT POUR LES PRELEVEMENTS APRES Y AVOIR MIS L'IDENTIFIANT DE L’'ENFANT

194




ENFANT — 2EVE PARTIE - SANTE

PRENOMS ET NOM DE L’ENFANT & oviiiiisiriisi s sas s s s s s s st sn s ssssas s s s
IDENTIFIANT DE L’ENFANT..........covvnn ol I | | T |

STRATE DR MENAGE ENFANT
MEDECINIOPHTALMO ... DATE....oreoeeeeserssons L IL_|__e00
RESULTAT DU REMPLISSAGE() ............. L
CONTROLEUR : oo DATE..or e v | IL_|__J200
OPERATEUR SAISEE : oo v DATE ..o |00
(*) Codes Remplissage : 1=COMPLET 2=REFUS 3=ABSENT/INDISPONIBLE 4=INCOMPLET.
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F.INTERROGATOIRE

QUESTIONS REPONSES
(METTRE DANS LA
CASE LE CODE
CORRESPONDANT)
CET ENFANT A-T-IL ETE MALADE AU COURS DES DEUX DERNIERES SEMAINES PRECEDANT
L’ENQUETE ? F1 |
1=0Ul
2=NON SINON OU NE SAIT PAS PASSEZ A F3
9=NE SAIT PAS
SI0UI, DE QUOI A-T-IL SOUFFERT ?
1=0Ul F2
2=NON
o FIEVRE F21 ||
o DIARRHEE F22 ||
o TOUX/DIFFICULTES RESPIRATOIRES F23 |
o MAUX DE VENTRE (SANS DIARRHEE) F24 [
¢ AUTRE (PRECISER............ooommmmorerreceeoeeeoeeeeeceeseeeeeeeeccssee ) F25 ||
EN GENERAL, QUAND L’ENFANT EST MALADE OU A LA DIARRHEE, LUl DONNEZ-VOUS F3 ||
MOINS, AUTANT OU PLUS QUE D’HABITUDE LA TETEE ?
1=ARRET DE L'ALLAITEMENT
2=MOINS QUE D'HABITUDE
3=AUTANT QUE D'HABITUDE
4=PLUS QUE D'HABITUDE
5= 'ENFANT N'EST PLUS ALLAITE
L’ENFANT EST-IL VACCINE CONTRE LA ROUGEOLE ? (VERIFIER SUR LE CARNET DE SANTE)
1= (VERIFIE=OUI) F4 |
2=DECLARATION POSITIVE
3=NON
9=NE SAIT PAS
L’ENFANT A-T-IL EU DES SAIGNEMENTS AU COURS DES QUINZE DERNIERS JOURS?
1=0Ul F5 |
2=NON
9=NE SAIT PAS
SI0UI, PRESENCE DE SANG DANS :
1=URINES F6 |
2=SELLES
3=AUTRE (PRECISER........coosisvveceeccissssesessesscsesssssssssessnnnsees )
AVEZ-VOUS REMARQUE DES VERS DANS LES SELLES DE L'ENFANT AU COURS DES QUINZE
DERNIERS JOURS ? F7 |
1=0Ul
2=NON
L’ENFANT A-T-IL ETE UNE FOIS DEPARASITE ?
1= OUI F8 |
2=NON SINON PASSEZ A F10
9=NE SAIT PAS
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S10UI, QUAND L'ENFANT A-T-IL ETE DEPARASITE POUR LA DERNIERE FOIS ?
1= MOINS DE 6 MOIS
2=ENTRE 6 MOISET UNAN
3= UNAN QU PLUS
4=NE SE SOUVIENT PAS

F9

L'ENFANT A-T-IL DES PROBLEMES DE VISION DANS LA JOURNEE ?
1=0Ul
2=NON
3=NE SAIT PAS

F0

L'ENFANT A-T-IL DES PROBLEMES DE VISION LA NUIT (CREPUSCULE)?
1=0Ul
2=NON
0=NE SAIT PAS

F11

L'ENFANT PREND-IL EN CE MOMENT DES SUPPLEMENTS DE FER (COMPRIMES OU SIROP) ?
VERIFIER LAREPONSE EN DEMANDANT A VOIR CE QUL PREND

1=0Ul

2=NON SINON, PASSEZ A F14

F12

$10UI, DEPUIS QUAND ?
DONNER LA REPONSE EN JOURS, SI DEPUIS MOINS DUN MOIS

DONNEZ LA REPONSE EN MOIS, SIUNMOIS OU PLUS)

F13

| [L__] JOURS

L MOIS

L'ENFANT A-T-IL REGU UNE CAPSULE DE VITAMINE A AU COURS DES 6 DERNIERS MOIS
PRECEDANT L'ENQUETE ? (MONTRER UNE CAPSULE)

1=0Ul

2=NON

0=NE SAIT PAS

F14

L'ENFANT PREND-T-IL EN CE MOMENT DES SUPPLEMENTS DE VITAMINE A (COMPRIMES QU
SIROP) ? VERIFIER LA REPONSE EN DEMANDANT A VOIR CE QU'IL PREND

1=0Ul

2=NON

F15
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G. EXAMEN CLINIQUE

QUESTIONS REPONSES
(METTRE DANS LA
CASE LE CODE
CORRESPONDANT)
POIDS DE NAISSANCE (GRAMMES)
(SEULEMENT S'IL EST VERIFIE SUR LE CARNET DE SANTE SINON INSCRIRE 9999) G | g
ETAT GENERAL
1=EXCELLENT
2= BON G2 |
3= PASSABLE
4= MAUVAIS

RECHERCHER SIGNES CLINIQUES DE CARENCE EN VITAMINE A
1=XEROSIS CONJONCTIVALE (X1A)
2=TACHE DE BITOT (X1B)
3=XEROSIS CORNEEN (X2) G3 ||
4=ULCERATION CORNNEENE (X3)
5= CICATRICE CORNEENNE
6= NON

RECHERCHER LA PALEUR PALMAIRE
1=PAS DE PALEUR e |
2=PALEUR LEGERE
3=PALEUR SEVERE

RECHERCHER LA PRESENCE D’OEDEMES BILATERAUX

1=PRESENT G5 |
2=ABSENT

S OEDEMES PRESENTS, QUEL EST LE DEGRE D’OEDEMES ?
1=LEGER : LES 2 PIEDS/CHEVILLES G6 |

2=MODERE : LES DEUX PIEDS, PLUS LA PARTIE INFERIEURE DES JAMBES, LES MAINS
OU LA PARTIE INFERIEURE DES BRAS

3=SEVERE : (EDEMES GENERALISES INCLUANT LES DEUX PIEDS, LES MAINS, LES
BRAS ET LE VISAGE

H. Mesure du tour de bras

TOUR DE BRAS H1 I LL_lem

CONCLUSION EXAMEN CLINIQUE

QUAND VOUS AVEZ TERMINE :
o REMERCIER L’ENFAT ET LA MERE OU L’ACCOMPAGNANT
e ENLEVER LE BRACELET DE L'ENFANT
e REMETTRE UNE FICHE DE RESULTAT DU TOUR DE BRAS ET DU DOSAGE L'HEMOGLOBINE

e SIL’ENFANT A UNE MALNUTRITION AIGUE SEVERE OU UNE ANEMIE SEVERE, LE REFERER A LA STRUCTURE DE
SANTE
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FICHE DE PRELEVEMENT SANGUIN

ENFANT

PRENOMS ET NOM DE L’ENFANT & L.ooiiiiiiiiiii e

IDENTIFIANT.................. o I T T O

STRATE DR N°MENAGE ~ N°ENFANT

Date |_|_J/|_|__J_|_|_|_| Infirmiére :
JOUR  MOIS ANNEE

Noter I’heure du dernier repas L FL L

HEURE MINUTE

Veérifier que le tube est codé. Est-ce le code de la personne ? | O OUI
0 NON

Noter I’heure du prélevement sanguine L
'HEURE ~MINUTE

Entourer le tube avec du papier aluminium O Oul
O NON

Mettre le tube entouré dans la glaciére 0O Oul
O NON

Est-ce que le prélevement a été facile O Oul
0 NON

Nombre de tubes prélevés L]

Verser un peu de sang dans un tube eppendorf pour 0O Oul

I’hémoglobine O NON

Poser les eppendorf dans le portoir et garder au frais O Oul
O NON

o ENLEVER LE BRACHELET DE L’ENFANT

NOTES :

SIGNATURE DU CONTROLEUR :
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FICHE DE CENTRIFUGATION ET ALIQUOTAGE

ENFANT

PRENOMS ET NOM DE LENFANT Lo

IDENTIFIANT............ o A 1 I T N O A

STRATE DR N°MENAGE N° ENFANT

Date |__|__|/|__|_W|_|_|_|_]| Infirmiére :
JOUR  MOIS ANNEE

Noter I’heure de la centrifugation Lk L
'HEURE MINUTE

Noter I’heure du début aliquotage N

HEURE MINUTE

Noter le nombre de tubes aliquotés L

Présence d’hémolyse? O Oul
O NON
Mettre les tubes dans le cryobox O Oul
O NON
Ranger le cryobox dans la glaciére O Oul
0O NON

Nom de la personne qui aliquote

TAUX D’HEMOGLOBINE 1 i |_|_|’|_| g /dl

TAUX D’HEMOGLOBINE 1

I2 R A |

NOTES :

SIGNATURE DU CONTROLEUR :
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ETUDE SENSOFRIELLE ENFAINT

Questionnamre Alimentation — Préférence des enfants

Date Complete : |_|_| / |_

Joux

Heure d’arrivée au centre :

A,

Al

bheura nyimire
Heure de Départ du centre : | |_| ' |_| |
beure LDt
CONSOMMATION ATINMENTATRE DES ENFANTS
Avant la visite du Centre :
Daate et heure du dermier allaitement - |_|_| ' |_| ! |_
jour mois

AT

Date et Heure du dernier repas - | | |/ |_|_| A

N I S O

mois ol

Jouo ooz

Durant les visites au centre (10 minutes d*allaitement)

A3

Temps d allaitement
Drébut

Ne téte pas

| | (5%il ne téte pas cocher la case)

Page 1 of 3
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SENSENFE- | |
Jour d’Etude: |_|

Wo Chronomeétre :

Heure d’alimentation

beure LEItE




ETUDE SENSORIELLE ENFANT

Questionnaire Alimentation — Préférence des enfants SENSENF- |_|
Jour d"Etude: |_|
B. ETAT EMOTIONNEL DE L'ENFANT :
Evaluer I"état émotionnel de 1"enfant : B.1 B2
= sommolent 1 = calme
{Ecrire le numéro correspondant dans la case) | 2 = complétement réveillé 2 =agité
3 = pleure

C. CONSOMNMDMATION DE BOUILLTE:
C1 Code du produt céréalier - |_|_|_|
c.2 Poids (g) de la bouillie®**
Avant consonmation - |_|
Aprés consommation : | |

C.3 Poids (g) du bavoir :

Avant consomumation - I I

Aprés consommmation : | |

C.4 Temps de consommation de la bouillie

Debut ||

Denrsa

Fin | |

heura

**Poids de la bouillie = poids de la farine + eau (N oublier pas en premier de farer la balance avec la tasse en plastique)

mHmIte
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ETUDE SENSOFRIELLE EINFANT

Cuestionnaire Alimentation — Préférence des enfants SENSENF- | [ | |
Jour d'Etude: | |
D. PREFERENCES DES ENFANTS
D1 Que pensez-vous du degré d appréciation de votre enfant pour cette céréale ? (Encercler la réponse)
Globalement Aoven Globalement
mon enfant mon enfant
n'apprecie pas apprécie
beaucoup
1 2 3 4 5 [§] 7
D2 Sur la base de la réaction de votre enfant pour cette céréale. est-ce que voudnez- vous donner cette céreale a votre enfant 7
oul NOM
D3 Sur la base de la réaction de votre enfant pour cette céréale. est-ce que voudnez- vous 'acheter pour Iui 7
oul NOM
Enquétenr :

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISEUR :
(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET S'ASSURER QUE TOUTES LES REPONSES SONT CODEES ET BIEN REMPLIES)

Cuestionname verifier par : Diate

Commentaire -

Page 3 of 3
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ETUDE SENSORIEL ENFANT
Questionnaire de la bouillie SENSENF- | |__|_|

Jour d’Etude : | |

A.1. Avez-vous donné a votre enfant de la bouilhe la semame précédente :

A.l.a | Jogal Dox 0 N
A.l.b | Forza 0] N
A.l.c | Blédine 0 N
A.l.d | Gallia 0 N
A.l.e | Nutrimental — Nutrilac 0 N

A.1.f | Nutrimental — Farinha Lactea | O N

A.l.g | Provital 0 N
A.L.h | Farinor 0 N
A.l.i | Nutrilon — Nutrifibras 0 N
A.l.k | Autre : 0 N
Enquéteur :

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISEUR :

(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET S’ASSURER QUE TOUTES LES
REPONSES SONT CODEES ET BIEN REMPLIES)

Questionnaire vérifier par : Date

Commentaire :

Page 1 of 1
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ETUDE SENSORIEL ENFANT

Test d"acceptabilité des Méres senvsene- | L 1 |
Jour d’Etude: |_|
Date Complete - |_| /1 |_| /] I | |_|
Jjourx s AL
Al CONSOMMATION DES BOUTILLIES PAR LES MERES :

Al Code de la bouillie - | | | |

B. PREFERENCES DES MERES
B.1l Globalement. que vous pensez de cette céréale 7 (Encercler la réponse)
Globalement, je Mhoven Globalement.,
n apprécie pas j apprécie
beaucoup
1 2 3 4 s 6 7
B2 Comment trouvez-vous "apparence de ceite céréale 7 (Encercler la réponse)
Je n"aime pas MAoven Jaime beaucoup
SOIl Apparence son Apparence
1 2 3 4 s ) 7
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ETUDE SENSORIEL ENFANT

Test d"acceptabilité des Méres senvsEnNrE- | | ||
Jour d’Etude: | I
B.3 Sélectionnez I'un (les) des attmbuts suivants que vous aimez ou n’aimez pas de l'apparence de la céréale (Cochez la (les) case

correspondante)

Jamme | Je n aime Pas de
pas reponse

B 3a Couleur

B 3b Odeur

I |

I I 1 ||
B 3c Texture | | | | |

I || |

B.3d Autres (préciser)

B4 Commment avez-vous trouveé la texture de cette céréale 7 (Encercler la réponse)

Je n'aime pas sa MMoven Jaime beaucoup
texture sa texture
1 2 3 4 5 i) 7

B.5 Comment avez-vous trouve la saveur de cetie céréale 7 (Encercler la réponse)

Je n'aime pas sa MMoven Jaime beaucoup
saveur sa saveur
1 2 3 4 s 6 7
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ETUDE SENSORIEL ENFANT
Test d"acceptabilité des Méres sensENE- | | ||

Jour d"Etude- | I
B.6 Sur la base de votre appréciation pour cette céréale. voudrniez-vous nournir votre enfant avec ce produit céréalier 7

oulr  NOMN

B.7 Sur la base de votre appréciation pour cette céréale. voudrniez-vous acheter ce produit céréalier pour votre enfant?

oul NON

Engueétenr :

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISEUR :

(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET 5’ASSURER QUE TOUTES LES REPONSES SONT CODEES ET BIEN REMPLIES)

Questionname vérfier par : Date

Commentaire -
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ETUDE SENSORIEL ENFANT

Questionnaire de dépistage

Date Complete : |_

jour

/1

mois

A. CONSOMMATION DE ZINC :
Avez-vous domné a votre enfant du lait et/ou de la bouillie fortifié en zinc au
cowrs de la semaimne derniere (ou nourrissez-vous actuellement votre enfant avec du lait
et/ou de la bouillie fortifié en zinc).

Al

A2

Interviewer Initials

an

010 |

NON

No Sujet : |_| ||

Jour d’Etude : |_
Interviewer

Avez-vous donné a votre enfant des suppléments en vitannes/minéraux au cours
de la derniére semaine (ot donnez-vous actuellement a votre enfant des suppléments en
vitamines/minéraux).

oul

B. MORBIDITE ET EVALUATION DE LA SANTE :
Votre enfant a t-il souffert la semaine derniére, ou souffre t-il présentement de 1'un des
symptomes ou maladies cités ci-dessous ?

NON

Symptome | Date Date de Durée Sous
/Maladie | d’apparition | d’apparition surveillance
des des d'un
Symptomes/ | Symptomes/ Docteur
Maladies Maladies
B.1 | Secrétion O N O N
nasale
B.2 | Toux O N O N
B.3 | Grippe 0 N 0 N
B.4 | Difficulté O N O N
respiratoire
B.5 | Diarrhée 0O N Durée : 0O N
#stools/24 h:
B.6 | Fievre O N O N
B.7 | Vomissement/ | O N 0 N
Nausée
B.8 | Paludisme O N 0] N
B.9 | Otte O N O N
B.10 | Autres a 0] N 0] N

préciser :

Page 1 of 2
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ETUDE SENSORIEL ENFANT

uestionnaire de dépistage No Sujet : | | | |
Pistag ] I
Jour d’Etude : |_|
Interviewer

Interviewer Initials

B.11 Avez-vous domné a votre enfant des médicaments au cours de la derniére semaine
(ou actuellement donnez-vous a votre enfant des médicaments) ?

Nom du Indication Dose Fréquence Début de | Fin de la
meédicament (mg) laprise | prise
B.lla
B.11b
B.lle
B.11d
B.lle

C. ANTHROPOMETRIE :

Taille decimal 0.1 cm
C.la | Mesure 1 | | | . | |
C.1b | Mesure 2 | | | . | |
C.lc | Mesure 3 |_|_| . |_|

Poids (légérement habillé) decimal 0.1 kg

C.2a | Mesure 1 | | | . | |
C.2b | Mesure 2 | | | . | |
C.2¢ | Mesure 3 |_|_| . |_|

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISEUR :

(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET S’ASSURER QUE TOUTES LES
REPONSES SONT CODEES ET BIEN REMPLIES)

Questionnaire rempli par : Date

Commentaire :
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ETUDE SENSORIEL ENFANT
Test triangle des Meéres sensenE- | ||
Date Compléte : |_|_| ! |_| | / |_|_|_| | Jour d"Etude: |_|

Jour ods an

Q1A | Identifier la bouillie différente des deux

autres (Encercler la réponse).

QI1B. | La différence est. . Grande différence et facile a détecter.

Cochez la case correspondante - - ————
( I ) Différence moven et un peu difficile a détecter.

|
|
| Dhfference petite et difficile a détecter.
|

Chois1 par hasard.

Enguéteur :

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISETUR :

(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET STASSURER QUE TOUTES LES REFONSES SONT CODEES ET BIEN
REMPLIES)

Questionnaire vérifier par - Date

Commentaire :
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ETUDE SENSORIEL ENFANT

Questionnaire de morbidité SENSENE-|_ | | |
Date Compléte: |_|_| / |__|__| / |__|_|_|_| Jour d’Etude : |_|
jour mois an

A. MORBIDITE ET EVALUATION DE LA SANTE :
Votre enfant a t-1l souffert la semaine derniére, ou souffre t-1l présentement de I'un des
symptomes ou maladies cités ci-dessous (Cocher la bonne réponse) ?

Symptome/ | Date Date de Durée Sous
Maladie d’apparition disparition surveillance
des des d’un
Symptomes/ Symptomes/ Docteur
Maladies Maladies
Al Secrétion 0] N 0 N
nasale / thume
A2 Toux 0 N 0 N
A3 Grippe 0] N (0] N
A4 Difficulté 0] N 0 N
respiratoire
AS Diarrhée 0] N Durée : 0] N
Fréquen
ce /jour
A6 Fiévre 0] N 0] N
A7 Vomissement/ | O N 0 N
Nausee
AR Paludisme 0] N 0 N
A9 | Ofite (0] N 0] N
A10 | Autres a (0] N 0 N
préciser :

A1l  Avez-vous donné a votre enfant des médicaments au cours de la derniére semaine
(ou actuellement donnez-vous a votre enfant des médicaments) ? OUL  NON
Si oui, enumeérer les

Nom du Indication Dose (mg) | Fréquence Début de | Findela
médicament la prise prise
Alla
A.llb
Alle
Alld
Enquéteur :

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISEUR :
(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET S’ASSURER QUE TOUTES LES REPONSES
SONT CODEES ET BIEN REMPLIES)

Questionnaire vérifier par : Date
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211




Questionnaire Alimentation Journalier (QA)

SECTION 1 : ARRIVEE DE L'ENFANT

CLINENF #|_|_|

Date |__|__|/|__|__[/1__|_[_|_|
JOUR MOIS ANNEE
QA01 Heure d’arrivée au centre T
HEURE MINUTE
FQO02 Allaitement au centre O Ooul
O NON
[0 SEVRE (aller a FQO7)
FQO3 Heure du début de 'allaitement [ N .
HEURE MINUTE
FQO4 Heure de la fin de I'allaitement [ N .
HEURE MINUTE
FQO5 Date et heure du dernier allaitement N T 7/ I /I I
JOUR MOIS ANNEE
Y DR O
HEURE MINUTE
FQO6 Date et Heure du dernier repas Y T 74 T T 72 Y I
JOUR MOIS ANNEE
(Y Y Y B
HEURE MINUTE
FQO7 Est ce que votre enfant a pris des O Oul
suppléments vitaminique ou minéral hier ? 0 NON
Si Oui, demander a la maman d’amener
le(s) supplements demain a St- Marthin

Votre enfant a t-il consommeé I'un (les) des produits suivants dans les 24 h passées ?

FQO8 | Nido (4.5 mg Zn/100g) O oul
0 NON
FQoOS Farinor (3 mg Zn/100g) O oul
O NON
FQ10 Nutrilon- Nutrifibras (7.4mg Zn/100g) O oul
O NON
FQ11 Autres (spécifier): O oul
O NON

participer "a I'étude.

Si la mére répond OUI a 'une des questions allant de FQ09 a FQ11, demander la d’arréter de
donner le produit cité a 'enfant et de revenir au centre dans 2 semaines si elle souhaite

NOTES:
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Questionnaire Alimentation Journalier (QA) CLINENF # | _|_|_|

SECTION 2: ALIMENTATION DE L’ENFANT CHILD FEEDING

FQ12 CODE DU CEREAL |
ETAT EMOTIONEL DE L'ENFANT (Observer I'enfant avant I’alimentation et noter le chiffre

correspondent)

FQi13 1=calme
2=agitaté |
3= pleure o

FQ14 1=Eveillé ||
2 = Somnolent
PREMIERE CONSOMMATION DE LA BOUILLIE

FQ15 Poids (g) initial de la céréale [ T I Y -
FQle6 Poids (g) de la céréale aprés alimentation | | _|_|_|.|_lg
FQ17 Poids (g) initial du bavoir Y O T Y I =+
FQ18 Poids (g) du bavoir apres alimentation Y O Y I -
FQ19 Heure de début de consommation [ T
HEURE MINUTE
FQ20 Heure de la fin de consommation [ T
HEURE MINUTE
FQ21 L’enfant a t-il fini sa bouillie ? O OuUl (Aller a FQ29)

NON (Préparer la seconde alimentation)

SECONDE CONSOMMATION DE LA BOUILLIE

FQ23 Poids (g) initial de la céréale | 1 1.1 _1le
FQ24 Poids (g) de la céréale aprés alimentation | | _ | | _|.|__|&g
FQ25 Poids (g) initial du bavoir Y O T Y I =+
FQ26 Poids (g) du bavoir apres alimentation [ O T Y I -
FQ27 Heure de début de consommation |l
HEURE MINUTE
FQ28 Heure de la fin de consommation |l
HEURE MINUTE

SECTION 3 : SUPPLEMENT VITAMINIQUE

FQ29 Heure de prise du supplément D I
vitaminique HEURE MINUTE

FQ30 Heure de Départ du centre [ ]
HEURE MINUTE

Signature du superviseur :

213



Morbidité de base(MB) CLINENF # | _|_| _|

SECTION 1. MORBIDITE

Date |__|__[/|__|__I/1_|__1__|_I
JOUR MOIS ANNEE
Est ce votre enfant a rendu O oul Lister le(s) raison(s) :
visite a un médecin la semaine |0 NON
derniére?
Votre enfant a t-1 souffert la semaine Nombre de | Avez-vous Lister le (s)
derniére (ou présentement) de I'un des jour donné des médicaments
symptomes ou maladies cités ci-dessous ? | (1—7jour) | médicaments
BMO1 | Sécrétion O oul || O oul
nasale/Rhume O NON O NON
BMO02 | Toux O oul || O oul
O NON O NON
BMO3 | Grippe O oul || O oul
O NON O NON
BMO04 | Difficulté respiratoire O oul || O oul
O NON O NON
BMOS | Fiévre O oul || O oul
O NON O NON
BMO06 | Vomissement/Nausée |O OUI || O oul
OO NON OO NON
BMO7 | Paludisme O oul || O oul
O NON O NON
BM0g | Otite O oul || O oul
O NON O NON
BMO09 | Autres a préciser : O oul || O oul
O NON O NON
EVALUATION DU NOMBRE DE SELLE
BM11 | Durantla semaine derniere, combien | |__|__| (nombre de selle par jour)
de fois votre enfant est allé a selle
par jour ?
BM12 | Estce que c’est normal? O oul
0 NON
BM10 | Normalement combien de fois par |_|_I| (nombre de selle par jour)
jour votre enfant part a la selle?
BM12 | Votre enfant avait-il eu des selles O oul
liquides durant la semaine derniére ? | NON
BM13 | Votre enfant avait-il dusang dansles | OUI
selles durant la semaine derniére ? O NON
RESULTAT DE L'EXAMEN CLINIQUE CLINICAL EXAM RESULTS
BM14 | Température Y T Y I ®
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Morbidité de base(MB) CLINENF#|_|_|_|

Poser a la mére les questions suivantes.
BM15 | Est ce qu'aujourd’hui c’est un jour normal pour votre | O OUI
enfant? O NON
BM16 | Que pensez-vous de |'état de santé de votre enfant O Bon
aujourd’hui? O Acceptable
O Mauvais
BM17 | Que pensez-vous de |'état émotionnel de votre enfant | O Bon
aujourd’hui? O Acceptable
O Mauvais
BM18 | Pensez-vous que votre enfant mangera la bouillie O oul
aujourd’hui ? O NON
Observer ['état général de I'enfant et noter vos observations.
BM19 | L'enfant est-il somnolent ou léthargique? O oul
O NON
BM20 | L'enfant est-il agité ou irritable? O oul
O NON
NOTES:
Signature du superviseur
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Prélévement Sanguin (PS) CL|NENF#|_| | |

SECTION 1: PRELEVEMENT SANGUIN

Date | __|__|/1_|_I/I__|__I_I_I
JOUR MOIS ANNEE

PSO1 Date et heure du dernier allaitement [ ]
JOUR MOIS ANNEE
Y O D
HEURE MINUTE

BCO2 Date et Heure du dernier repas [
JOUR MOIS ANNEE
U U D
HEURE MINUTE

BCO1 Heure du prélévement sanguin [
HEURE MINUTE

BCO2 Heure de la centrifugation [
HEURE MINUTE

NOTES:

Signature du superviseur :
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Master checklist (MC)

CLINENF # |_|_|_|

SECTION 1 : ELIGIBILITE

SENSIBILISATION ET CONSENTEMENT

MCo1 Protocole de I'étude expliqué O oul

0 NON
MC02 Information Personnelle complete O oul

0 NON
MC03 Consentement signé O oul

0 NON
MC04 Consentement donné a la mére O oul

O NON
DEPISTAGE ET EVALUATION SANITAIRE
MCO5 Anthropométrie compléte O oul

O NON
MCO06 Questionnaire de dépistage compléte |0 OUI

O NON
MCO7 Questionnaire de morbidité compléte JO OUI

O NON
MCO08 Hémoglobine complete O oul

O NON
JOUR 1 JOUR 2 JOUR 3 JOUR 4 JOURS
DATE: DATE: DATE: DATE: DATE:
(UL /8 /2 O/ 2 P I /2 O/ /2 D O D /4 D
O MORBIDITE O MORBIDITE O MORBIDITE 0 MORBIDITE O MORBIDITE
O BOUILLIE O BOUILLIE O BOUILLIE 0 BOUILLIE O BOUILLIE
O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT
JOUR G JOUR7 JOUR 8 JOUR9 JOUR 10
DATE: DATE: DATE: DATE: DATE:
(U /8 /2 I/ 2 I P /2 /2 /2 O A D /4 D
O MORBIDITE O MORBIDITE 0 MORBIDITE 0 MORBIDITE O MORBIDITE
O BOUILLIE O BOUILLIE 0 BOUILLIE 0 BOUILLIE O BOUILLIE
O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT 0 SUPPLEMENT 0 SUPPLEMENT O SUPPLEMENT
JOUR 11 JOUR 12 JOUR 13 JOUR 14 JOUR 15
DATE: DATE: DATE: DATE: DATE:
/O /2 2 O /2 O /4 D 2 A O O A O
O MORBIDITE O MORBIDITE O MORBIDITE 0 MORBIDITE O MORBIDITE
O BOUILLIE O BOUILLIE O BOUILLIE 0 BOUILLIE O BOUILLIE
O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT
JOUR 16 JOUR 17 JOUR 18 JOUR 19 JOUR 20
DATE: DATE: DATE: DATE: DATE:
(/U /2 U/ 2 P /2 v/ I O/ /2 P O A D /4 O O
O MORBIDITE O MORBIDITE O MORBIDITE 0 MORBIDITE O MORBIDITE
O BOUILLIE O BOUILLIE O BOUILLIE 0 BOUILLIE O BOUILLIE
O SUPPLEMENTT | O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT O SUPPLEMENT
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Information Personnelle (IP)

CLINENF #| | | |

DOIT ETRE REMPLI PAR L’ENQUETEUR

[PO1 | Nom de 'Enfant

Nom Prénom
P02 | Nom de la mere

Nom Prénom
[P03 | Nom du pére

Nom Prénom
P04 | Adresse
[P0O5 | Téléphone Mere
[PO6 | Téléphone Pere

(VERIFIER LE QUESTIONNAIRE ET S’ASSURER QUE TOUTES LES

REPONSES SONT CODEES ET BIEN RMPLIES)

PARTIE RESERVEE AU SUPERVISEUR :

Questionnaire vérifié par :

Commentarre :

Date
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Questionnaire de dépistage (QD) CLINENF #

Date | __|__|/I__|__|/I__1__|__|_|
JOUR MOIS AMNNEE
SEXE & AGE
Qpo1 Sexe O M
O F
Qboz2 Date de naissance
R R 28 A A | O O B
JOUR MOIS ANNEE
QDpo3 Date de naissance vérifiée avec le certificat | O OUI
de naissance / Carnet de santé O NON

PRISE ALIMENTAIRE
Montrer a la mére I'exemplaire de la bouillie pour les questions SC04 et SCO5.
Durant toute I'étude, votre enfant doit manger cette quantité de bouillie chaque jour.

Qbo4 Est ce que votre enfant peut finir toute O OuUl [Aller a QD06]
cette bouillie en une seule prise ? O NON
QD05 Est ce que votre enfant peut finir toute O oul
cette bouillie en deux prises ? 0 NON [ARRETER L'INTERVIEW]
CONSOMMATION DE PRODUITS ENRICHIS EN ZINC
QD06 Présentement est ce que votre enfant O Ooul
prend des suppléments vitaminique ou O NON [Allera QDO08]
minérale ?
QD07 | Si oui, accepteriez-vous d'arréter de lui O Oul
donner ces suppléments vitaminique ou O NON [ARRETER L'INTERVIEW]
minérale durant I'étude ?
Qbos8 Votre enfant a t-il consommé du Nido la O oul
semaine derniére? O NON
Qbos Votre enfant a t-il consommé du Nutrilon- | O OUI
Nutrifibras la semaine derniére? O NON
Qb10 Votre enfant a t-il consommé du Farinorla | O OUI
semaine derniére? O NON [Aller a QD12]
ap11 S'il y a une réponse positive (QUI) de la O oul
guestion SC08 a SC10, accepteriez-vous OO NON [ ARRETER L'INTERVIEW ]
d’arréter le(s) produit (s) Nido, Nutrilon-
Nutrifibras , Farinor

SECTION 2: ANTHROPOMETRIE & HEMOGLOBINE

Poids enfant (en Kg, 1 décimal prés)

ap12 | poids1 |_I_I.1_I ke
ap13 | poids 2 |_I_l.1_Ike
ab14 | poids3 |_I_I.1_Ike
Taille enfant (en cm, 1 décimal prés)

ap15 | Taille1 |_l_I_I.I_lem
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CURRICULUM VITAE
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Nafissatou Ba LO

villa n® 7448, Mermoz, Dakar, Sénégal

Gsm : (+221) 77 542 78 19

E-mail : nafibalo@vyahoo.fr

Adresse Postale : BP 16905 Dakar Fann — Sénégal
Date de naissance : 27 mars 1977 a Thies, Sénégal
Situation Matrimoniale : Mariee, 04 enfants

NUTRITIONNISTE

EXPERIENCES PROFESSIONNELLES

Janv.2011 Formatrice : Master 2 en Nutrition et Alimentation Humaine /
UCAD. Dakar,Sénégal

<+ Formation en Méthodologie de la recherche en nutrition humaine : utilisation du logiciel de
traitement et d'analyse statistique des données quantitatives STATA.

Juil. 2010-Fév.2011 Coordonnatrice Saisie et Traitement de données. COSFAM /
Laboratoire de Nutrition UCAD. Dakar, Séenegal

< Enquéte nationale portant sur : « Etude de la situation de base du statut en vitamine A en fer et
en zinc chez les enfants de 12-59 mois et chez les femmes en dge de procréer (15-49 ans) dans
le cadre du Programme de Fortification des Aliments en Micronutriments au Sénégal ».

Avril .2010 Formatrice : Master 1 en Nutrition et Alimentation Humaine /
UCAD. Dakar.Sénégal

4+ Formation en Physiologie et Physiopathologie de la Nutrition . Principes dosages avec le
Spectrometrie d’Absorption Atomique (SAA) et Principe et méthodologie de dosage du zinc
plasmatique avec 'appareil SAA.

Sept.2007-Juil. 2008 Consultante, Chercheur : Catholic Relief Services (CRS). Dakar,
Sénégal
Description des taches :

v'  Piloter en partenariat avec les partenaires de CRS (Caritas, Hellen Keller International, Sida
service et Centre de Traitement Ambulatoire de CHU Fann) le projet de recherche « Food
Vouchers » ou « Coupons Aliments ».

v' Tester un Programme d’intervention nutritionnelle chez les Personnes Vivant avec le VIH/SIDA
recevant des services de santé au Centre de Traitement Ambulatoire de CHU Fann (CTA) et
Sida Service.

v" Encadrement et supervision des Points focaux de Sida Service et CTA

v" Collecte et analyse des données nutritionnelle et alimentaire

Nov.2007-Av.2008 Formatrice : Division Sida/Fond Mondial. Kolda, Fatick, Dakar.

< Formation sous régionale de Médecins et Assistants sociaux sur le Paquet Intégré des Services
Essentiels en Nutrition (PISEN) en faveur des Personnes vivant avec le VIH. Kolda, Fatick et
Dakar- Sénégal.
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Mars-Sept. 2007 Nutritionniste vacataire : Projet Associatif ESTHER/SIDA SERVICE.
Dakar, Sénégal.
Description des taches :

v" Accompagner les groupements associatifs de Personnes vivant avec le VIH (PVVIH) dans la
mise en ceuvre des activités de soutien nutritionnel (séance  d'éducation
nutritionnelle/distribution de kits alimentaires)

v" Animer des causeries sur l'alimentation de PVVIH et sur la prise en charge nutritionnelle des
problémes liées au VIH et au traitement Antirétroviral (ARV)

v' Evaluer et assurer le suivi de I’état nutritionnel
v" Coordonner et superviser les interventions de soutien nutritionnel
v Former les Meédecins et Assistants sociaux membre du Consortium sur les stratégies
d’'intervention nutritionnelle en faveur des PVVIH
2006 - 2007 Enseignante vacataire : Institut Supérieur des Sciences de la Santé

(SUP DE SANTE) — Dakar, Sénegal.

<+ Formation en nutrition des étudiants en Techniciens Supérieurs de la Sante.

Déc. 2006 Consultante : ONG AQUADET (Louga, Sénégal)

+ Formation des Animateurs du projet SEN Ferlo VIl de Potou (Zone pilote des Objectifs Millenium
de Développement) sur le PAIN et la PCIME Communautaire.

Nov.2006 Stage MARP (Méthode Active de Recherche et de Planification Participative)

< Participation & 'étude de la problématique du Développement Communautaire dans le village
de Thiéye — Thiéye (Thiés, Sénegal)

Janv.2006 Chargée d’étude : ONG Africare (Tambacounda, Sénégal)

<+ Enquéte sur les Connaissances, Pratiques et Couverture (CPC) : évaluation du Projet d’Appui
et de Renforcement des Interventions en Nutrition et Santé (PARINS) d'Africare a
Tambacounda.
Informations techniques
Formation des superviseurs et des enquéteurs
Organisation de la collecte des données sur le terrain
Saisie et analyse statistique des données

Elaboration de rapport et Restitution communautaire

T URNENRN

Déc.2005 Chargée d’étude : ONG World Vision (Vélingara, Sénegal)

< Enquéte sur les Connaissances, Pratiques et Couverture (CPC): évaluation du projet de
renforcement de la nutrition exécuté par World Vision.
2005 (Stage 6 mois) Assistante Nutritionnelle : Bureau Exécutif Régional (BER) de la
Cellule de Lutte contre la Malnutrition de Kolda, Sénégal
Description des taches :
v Apporter une assistance technique au Responsable du BER dans I'exécution de son plan
d'action annuel
v Effectuer des missions d’appui aux projets (Africare Tambacounda et Kédougou, CCF Kolda
et Ziguinchor, World Vision Vélingara et KAFOO Sédhiou)
v Analyser les données de suivi des activités des projets
v'Documenter les stratégies d’interventions mises en ceuvre par les Agences d’Exécution
Communautaires du programme

Fév. - Mars 2005 Consultante : [Institut de Technologie Alimentaire (ITA) Dakar,
Sénégal

< Participation & I'’étude sur la fortification en fer des aliments dans le département de Vélingara
au Sénegal : enquétes alimentaires / FRAT et transformation des céréales au niveau des
meénages.
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2004 (Stage 9 mois) Assistante de recherche : Bureau Exécutif National de la Cellule de
Lutte contre la Malnutrition au Sénégal

< Etude de la prévalence et des facteurs associés a la malnutrition chez les enfants sénégalais :
Enquétes de base des zones d'interventions du Programme de Renforcement de la Nutrition

DOMAINES DE. COMPETENCE

NUTRITION
« Nutrition et population (Intervention Communautaire)
Evaluation de I'état nutritionnel et de la consommation alimentaire
Fortification des céréales en mineraux
Récupération nutritionnelle et prévention
Organisation et animation de formations en santé/nutrition
Enquétes sanitaires et nutritionnelles
Analyses statistiques (univariée et multivariée) de données quantitatives et qualitatives

MANAGEMENT DE PROJETS
« Méthode de Recherche Participative — Analyse Genre et Développement
» Elaboration de projets, suivi et évaluation
* Gestion financiére et budgétaire de projets

FORMATION UNIVERSITAIRE

. 2008 - 2012 — Préparation dune Thése unique en Nutrition et Alimentation Humaine.
Ecole Doctorale Sciences de la Vie, de la Santé et de I'Environnement. Université Cheikh

Anta Diop de Dakar (UCAD).

Sujet de recherche : Evaluation de l'utilisation de la concentration plasmique en zinc
pour tester I'impact des programmes de fortification pour des groupes cibles ou pour

une fortification de masse. Equipe de Nutrition/HKI/IZINCG.

o 2008 - D.U (Dipléme Universitaire) Méthodes et Pratique en Epidémiologie
Université Victor Segalen — Bordeaux ll/France

o 2004 - Dipléme d’Etudes Approfondies en Nutrition et Alimentation - Mention Bien —

UCAD

¢ 2003 - Attestation d’Etudes Approfondies en Nutrition et Alimentation - Mention Assez

Bien — UCAD
e 2002 - Maitrise Sciences naturelles - Mention Assez Bien — UCAD

o 1998 - Baccalauréat S2 - Lycée Malick Sy de Thiés
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FORMATIONS COMPLEMENTAIRES

« 2011

- Participation au : Traming workshop on « Food Fortification and Entrepreneurship ».

West African Association of Food Sciences and Technology (WAAFoST)/Institut de Technologie
Alimentaire (ITA) - Dakar, Sénégal.

- Participation au: Forum international Dakar Agricole. Ministére de I'Agriculture - Dakar,
Sénegal

- Participation & la Journée d'Animation Scientifique de I'lnstitut de Population, Développement et
Santé de la Reproduction (IPDSR). Théme : La recherche opérationnelle et les programmes de
développement. Présentation des résultats de recherche sur: alimentation complémentaire,
couverture vaccinale, prise en charge de la MAS, allaitement maternel exclusif, consommation de sel
iodé et planification familiale. Dakar, Senegal

« 2010

- Participation au Premier Forum Africain « Valorisation des Innovations scientifiques et
technologiques, dans le domaine Agro-alimentaire et des Agro- ressources. Promotion de
partenariats publics/privés entre DUAfrique, I’Europe et autres Continents ». Institut de
Technologie Alimentaire (ITA) - Dakar, Sénegal.

- Participation au : First Congress of the West African Association of Food
Sciences and Technology (WAAFoST). “Building network for excellence in food science and
nutrition in West Africa - Abuja, Nigeria.

« 2009
- Participation & la formation des Formateurs sur la fortification de Ia farine de céréales en
minéraux et en vitamines en Afrique de I'Ouest — HKI / Food Fortification Initiative - Dakar, Sénégal.

- Cours résidentiel de Nutrition Humaine : « Traitement de la Malnutrition Aigué Sévere
(MAS) de ’enfant ». Laboratoire de Nutrition UCAD - Dakar, Sénégal.

- Formation sur les outils et techniques de la Biologie Moléculaire. UCAD / IRD - Dakar,
Sénegal.

« 2008 - Participation ala 2°™ Edition du Programme de Leadership Africain en
Nutrition — Rabat, Maroc.

ieme

» 2007 - Formation en Nutrition/VIH : Paquet Intégré de Services Essentiels de Nutrition
pour la prise en charge nutritionnelle des PVVIH (PISEN) — Division IST/SIDA/
DANSE/MSPM.

+ 2006 - Master 2 en Management des Projets de Développement — Institut Supérieur
de Developpement Local (ISDL) - Dakar, Séenégal.

» 2004 - Formation en « techniques de leadership » dans le cadre du projet "Initiative sur
le leadership des femmes pour le développement et la démocratie’. Dakar,
Sénégal.

e 2003 - Ateliers : Nutrition communautaire et plaidoyer en nutrition (PCIME
Communautaire, Positive Déviance, Paquet d’Activites Intégrées de Nutrition)

OUTILS DE COMMUNICATION

e Informatique bureautique : Word, Excel, Power Point, Internet

+ Informatique de gestion : Epi Info, SPSS, STATA, MS Project, Logiciel Nutrisurvey,
ENA de la méthodologie SMART.

e Langue : Francais, Anglais, Wolof
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INFORMATIONS COMPLEMENTAIRES

Activités associatives
e Secrétaire Francophone du Young Organization of Food and Nutrition (YOREFON) in
West African
e Secrétaire générale du Groupement de Promotion Féminine « Léggo Liguey » de Mermoz
- Senegal
Membre de I'Association Sénégalaise des Amis de la Nature (A.S.A.N.). Cellule UCAD
e« Membre du Comité d’Initiative de Salubrité et de Sécurité de Mermoz (C.[.S.S.M) —
Seénegal
Permis de conduite (B) en 2004
Rapports :

N.B — LO — Analyse statistique de la situation nutritionnelle de réference des zones d’intervention et de
contrdle du programme USAID/YAAJEENDE - Counterpart International Sénegal. Décembre 2011

N.B — LO — Formation des enquéteurs et superviseurs de l'enquéte de base Ménage des zones
d’intervention (Tambacounda-Matam-Kedougou-Kolda) du Programme de Développement Agricole et
Nutritionnel pour la Sécurité Alimentaire (USAID/YAAJEENDE) Sénégal. Aolt 2011.

N.B — LO — Evaluation du Projet de Recherche « Coupons Aliments » — Intervention Nutritionnelle
chez les Personnes Vivant avec le VIH/SIDA — Catholic Relief Services (CRS) Sénegal. Avril 2008, 50
pages.

N.B — LO — Formation des Alphabetiseurs du projet SEN VII — Ferlo de 'ONG AQUADEYV sur le PAIN
et la PCIME Communautaire. Décembre 2006, 15 pages.

N.B — LO — Enquéte sur les Connaissances, Pratiques et Couverture (CPC) — zones d’interventions du
projet PARINS Tambacounda d’Africare Sénegal. Décembre 2005, 49 pages.

N.B — LO — Enquéte sur les Connaissances, Pratiques et Couverture (CPC) — zones d’interventions du
projet PRN Vélingara de World Vision Senégal. Novembre 2005, 52 pages.

N.B — LO — Etude sur la fortification en fer des aliments dans le département de Vélingara au Sénégal
: enquétes alimentaires / FRAT et transformation des céreales au niveau des meénages. Mars 2005, 27
pages.

Publications Scientifiques :

Aaron GJ, Ba Lo N, Hess SY, Guiro AT, Wade S, Brown KH. Acceptability of complementary foods
and breads prepared from zinc-fortified cereal flours among young children and adults in Senegal. J
Food Science 2011;76:556-62.

Nafissatou Ba Lo, Grant J. Aaron, Sonja Y. Hess, Nicole Idohou Dossou, Amadou Tidiane Guiro,
Salimata Wade, Kenneth H. Brown. Plasma zinc concentration responds to short-term zinc
supplementation, but not zinc fortification, in young children in Senegal. Am J Clin Nutr 2011;93:1348-
55.

Grant J. Aaron, Nafissatou Ba Lo, Sonja Y. Hess, Amadou T. Guiro, Salimata Wade, and Kenneth H.
Brown. Plasma Zinc Concentration Increases within 2 Weeks in Healthy Senegalese Men Given Liquid
Supplemental Zinc, but Not Zinc-Fortified Wheat Bread. 2011 May 11. doi: 10.3945/jn.110.136952.

Communication

N. Ba Lo, G.J. Aaron, S.Y. Hess, A.T. Guiro, S. Wade, N.F. Ndiaye, J-X. Guinard, K.H. Brown.
Acceptability of complementary foods and breads prepared from zinc-fortified cereal flours among
young children and adults in Senegal. 1st WAAFoST Congress. Abuja, Nigeria, August 11-13th, 2010
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Plasma zinc concentration responds to short-term zinc
supplementation, but not zinc fortification, in young children in

Senegal ™

Nafissatou Ba Lo, Grant J Aaron, Sonja Y Hess, Nicole ldohou Dossou, Amadou Tidiane Guiro, Salimata Wade,

and Kenneth H Brown

ABSTRACT

Background: Simple, low-cost methods are needed Lo evaluate the
effect of ane-fortification programs. Plasma zine concentration is a
useful biomarker of zine intake from supplementation, but responses
to zing fortification are inconsistent.

Objective: The objective was 1o compare the change in plasma zine
concentrations in young children who received zine from either a
liquid supplement or a zine-fortified complementary food.
Design: A double-blind intervention trial was conducted in 137
young Senegalese children aged 9-17 mo who were randomly as-
signed to receive one of the following treatments for 15d: 7) 30 ¢
dry weight of an iron-fortified cereal pornidge and a liquid multivi-
tamin supplement without zine (control group), 2) the same por-
ndge and multivitamin supplement with 6 mg Zn added 1o the
supplement dose (ZnSuppl group), or ) the same porndge with
added zine to provide 6 mg Zn per 25 g dry weight of porndge
and multivitamin without zine (ZnFort group).

Results: Mean (5D plasma zine concentration (ugddl) increased
by 47 £ 1.6 (P = 0.004) in the ZnSuppl group, which was signif~
icantly greater (P = (LO09) than the mean change in the control
group (—1.0 = 1.6; P = 051) and in the ZnFort group (—1.8 *
1.7; P = 0.29). The latter 2 groups did not differ from each other
(P =10.99)

Conclusions: Plasma zine concentration increased in children who
received daily zine supplementation for 15 d but not in those who
received a zine-fortified complementary food containing a similar
amount of zine. Additional longer-term studies are needed 1o assess
the effect of zing-fortification programs on zine-related functional
outcomes and the usefulness of plasma zine as a biomarker of pro-
gram effect. This trial was registered at www.elinicaltnals. gov as
study NCTO094308. Am J Clin Nutr 2011;93:1348-55.

INTRODUCTION

Zinc is an essential micronutrient that is required for normal
growth and resistance to infections ( 1). Recentstudies have found
that providing zinc supplements to young children in populations
at risk of zinc deficiency increases their weight gain and linear
erowth and decreases their incidence of diarrhea and pneumonia
(2)—2 of the most common causes of preventable deaths. The
imporance of adequate zinc nutrition for child health and normal
pregnancy outcome is becoming more widely recognized (3)—
and recent reviews have concluded that interventions to ensure
adequate zinc status could avert a sizeable number of child deaths
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wordwide and contribute to achieving several Millennium De-
velopment Goals (4).

Food fortification is considered to be an effective, low-cost
approach for delivening micronutrients, including zinc (5). Studies
have shown that the total amount of absorbed zinc can be increased
by zinc fortfication of foods provided to young children (6) or
adults (7). Simple, low-cost methods are needed to evaluate the
effect of zinc-fortification programs, both for specialized products
targeted to young children and for mass-fortification programs.
Recent reviews have indicated that serum (or plasma) zinc con-
centration is a useful biomarker of zinc intake (2, 8, 9), which
responds in a dose-dependent manner after zinc supplementation
{9, 10). However, the usefulness of plasma zinc concentration for
evaluating the effect of zinc-fortification programs remains un-
certain. Previous smdies have found that children’s serum zinc
concentration did not change consistently after exposure to zinc-
fortified foods (11), possibly because the amount of zing included
in the fortified foods was insufficient. We therefore conducted the
current study to assess the short-term change in plasma zinc
concentration in young children who received a greater amount of
zinc in a forufied porndge than in previous studies, and we
compared their responses to the same amount of additional zinc
provided in a liquid zinc supplement given between meals. We
hypothesized that the plasma zinc concentration would increase
after the introduction of daily doses of additional zinc, regardless
of whether the additional zinc was provided as a liquid supplement
or as a zinc-fortified food.

! From the Laboratoire de Nutrition, Département de Biologie Animale,
Faculté des Sciences et Techniques, Université Cheikh Anta Diop de Dakar,
Diakar, Senegal (NBL, NID, ATG, and 3W); the Program in International and
Community Nutrition and Department of Nuatrition, University of California,
Diavis, CA (GIA, SYH, and KHE), and Helen Keller International, Diakar,
Senegal (GJA and KHE).

2 Supported by the Global Alliance for Improved Nutrition (Geneva,
Switzerland). The zinc fortificants and dry vitamin supplement were pro-
vided by DSM Nutritionals, Isando, South Africa. Les Grands Moulins de
Dakar (Dakar, Senegal) kindly provided the infrastructure for the fortifica-
tion of the sdy products.

3 Address correspondence to KH Brown, Program in International and
Community Nutrition, University of California, One Shields Avenue, Davis,
CA. E-mail: Khbrown @ uodavis edu.

Received Jannary 17, 2011, Accepted for publication March 22, 2011,

First published online April 13, 2011 doi: 10.3945/gjcn. 111012278,
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PLASMA ZINC RESPONSE TO INCREASED ZINC INTAKE

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

The study was carried out between July 2008 and September
2009 in a community clinic located in a lower-income neigh-
borhood of Dakar, Senegal (Dispensaire Saint Martin, Rebeuss,
Dakar). Parents of children aged 9-17 mo were identified during
routine immunization sessions at the clinic, and they were invited
to participate in meetings convened to describe the study. During
these meetings, the research team explained the study procedures
and obtained written parental consent for the children to par-
ticipate. The research protocol was approved by the Ethical
Committee of the Cheikh Anta Diop Univerity of Dakar
(UCAD) and the Institutional Review Board of the University of
California, Davis. The study was registered with the National
Institutes of Health as a clinical trial (www.clinicaltrials.gov;
NCTOD944398).

A pediatrician performed a physical examination, and the
research staff assessed the children’s weight, length, and he-
moglobin concentration in capillary blood to determine their
eligibility to participate in the trial. Eligibility criteria were as
follows: length-for-age z score (LAZ) and weight-for-length z
score (WLZ) = —2.0 with respect to the World Health Orga-
nization growth standard (WHO Anthro version 2.0.2; www.
who.nt/childgrowth), hemoglobin concentration =80 g/L, no
consumption of zinc-fortified foods or zinc-containing vitamin-
mineral supplements, and no symptomatic infections within the
preceding 2 wk. A total of 234 children were examined, and 158
of them were eligible to participate. All participants received
200 mg albendazole as a single oral dose at enrollment to ensure
that the presence of any helminthic infections would not affect
the interpretation of the study results.

Study protocol

The study was designed as a randomized, double-blind, placebo-
controlled trial. Eligible children were randomly assigned to 1
of 3 treatment groups for a 15-d period by using a computer-
generated block randomization scheme, with a varied block
length of 3, 6, or 9 (www.randomization.com). The 3 treatment
groups were the control group, the zinc-supplementation group
{(ZnSuppl), and the zinc-fortification group (ZnFort). Each child

TABLE 1
Diet groups for study of plasma zinc response in children”
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received, under direct supervision, a daily portion of a maize- and
millet-based porridge and a liquid multivitamin supplement.
Depending on the group assignment, the porridge or supplement
also may have contained added zinc (Table 1). The rationale for
the 15-d duration of the intervention was to minimize the subject
burden and the cost of the trial, and because a previous study in
adults found that plasma zinc increases within 2-5 d of the
initiation of zinc supplementation (12). Thus, we assumed that
this period of intervention would be sufficient to detect an in-
tervention effect.

Diet compaosition

The porridge served to children in all groups was prepared
from a locally available complementary food product (Provital;
Co-AlID, Sedhiou, Senegal) containing extruded maize and millet
flour, cowpea, peanut, milk powder, sugar, and vanillin flavoring.
The food mixture was fortified with iron, as ferrous fumarate, to
contain 60 mg Fe/kg dry weight of porridge, which provided
1.5 mg Fe per 25-g (dry weight) serving of porridge (Table 1). The
mixture offered to children in the ZnFort group was also fortified
with zinc, as zinc oxide, to provide an additional 6 mg Zn/25 g/d
dry weight of porridge. The study formulations were prepared by
using a batch mixing process. To account for mineral losses in-
curred during the fortification process, a 5% overage was added.
Intrinsic zine and iron contents of the food mixtures were 1.7 =
0.02 and 4.2 = 0.3 mg/100 g dry weight, respectively, and the
phytic acid content was 302 mg/100 g dry weight, resulting in
a phytic acid:zinc molar ratio of 17.6 in the non-zinc-fortified
porridge and 1.4 in the zinc-fortified one (13). The respective
complementary foods were divided into 30-g servings (dry
weight), because previous studies found that similarly aged chil-
dren who received this amount of poridge actually consumed
=15 g (14). Daily servings were packaged in precoded, hermeti-
cally sealed sachets and stored at 4°C until prepared with 70 mL
boiled water to yield a final serving size of 100 g (wet weight).
The acceptability of the complementary foods was previously
confimed in a sensory evaluation study completed among Sene-
galese children (15).

The liquid vitamin supplements, prepared either with or
without added zinc as zinc sulfate, contained the following
amounts of vitamins in each 5-mL dose: thiamine, 0.2 mg;

Study group

ZnSuppl

ZnFort Control

Complementary food® Porridge + iron” fortificant

B vitamins + vitamin C
+ 6 mg zinc (as zinc sulfate)

Vitamin supplemems

Porridge + iron” + zing’ Porridge + iron® fortificant
(as zinc oxide) fortificants

B vitamins + vitamin C B vitamins + vitamin C

! ZnSuppl, zinc supplementation; ZnFort, zine fortification,

: Composition: maize, millet, cowpea, peanut, milk, sugar, and vanillin. Native mineral content per 100 g dry weight:
iron, 4.2 = 0.3 mg; zing, 1.7% 0.0 mg; calcium, 24 = 0.6 mg. Phytic scid content: 302 mg/100 g dry weight (13).

60 g Fe as ferrous fumarate per kg dry weight of the complementary food,

* 240 mg Zn as zinc oxide per kg dry weight of the complementary food to provide =6 mg additional zinc/25 g

portion,

¥ Amount’s mL: thiamine, 0.2 mg; riboflavin, 0.2 mg; niacin, 2 mg: vitmmin B-6, 0.2 mg: vitamin B-12, 0.3 pg;

pantothenic acid, 0.7 mg; biotin, 2.0 mg, vitamin C, 5 mg.
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riboflavin, 0.2 mg; niacin, 2 mg; vitamin B-6, 0.2 mg; vitamin
B-12, 0.3 pg; pantothenic acid, 0.7 mg; biotin, 2.6 mg; and vi-
tamin C, 5 mg. The zinc compounds and the dry mixture of
multivitamins were provided by DSM Nutritional Products
(Isando, South Africa). The zinc contents of the complementary
foods and supplements were confirmed by the Agrculure and
Natural Resources Analytic Laboratory, University of Cal-
ifornia, Davis.

Data collection

During the 15 d of the feeding sudy, the porrdge was prepared
by the research team and served to the participants at a research
ward established in the health center complex. The children were
spoon fed by their caregiver from a preweighed bowl, and a bib was
placed around the children’s neck to catch any spilled food. The
feeding was supervised by the smdy staff, and the total amount of
food consumed was determined by subtracting the weight of
lefiovers from the amount served and correcting for any spillage.
The children had to consume =84 g porridge (wet weight) per day
to provide 6 mg Zn. If a child did not consume the required
amount in the first serving, the caregiver was asked to offer the
remainder during a second feeding 30 min later, again under
supervision by the study staff. If the child did not consume all that
was provided during the second feeding, the appropriate amount
of study product was given to the caregiver to be fed at home later
during the day. The following day, we asked the caregiver 1o
report whether the child ate the poridge and to estimate the
amount consumed as “small,” “medium,” or “large.”

The liquid vitamin supplement (with or without added zinc ) was
administered each day =90 min after the supervised feeding of
the complementary food. During the 90-min waiting time, the
caregivers and their children stayed in the study area and did not
breastfed or consume other foods or beverages. Over the course of
the study, the caregivers were requested to feed only breast milk,
family foods, and the non-zinc-fortified porridge provided by the
study team during home meals, and to avoid any zinc-fortified
milk or infant food products and vitamin-mineral supplements.

We collected data on the children’s length, weight, hemo-
globin concentration, morbidity, and usual home food con-
sumption at the time of recruiiment and at the end of the 15-d study.
Body weight was measured by using a frequently standardized
electronic infant balance with 5 g precision (OHAUS DP135; SNR
2182829; OHAUS Corp, Pine Brook, NIj, and recumbent length
was measured to 0.1 cm in duplicate by using a locally constructed
measuring board. Staff members also collected information on the
children’s illness symptoms from the caregivers each day, in-
cluding stool number and consistency and the presence of cough,
nasal discharge, fever, and any other reporied symptoms. Diarthea
was defined as excretion of =3 loose or liguid stools/d, and upper
respiratory infection was defined as the presence of cough and
nasal discharge.

Laboratory methods

Venous blood samples (5 mL) were obtained 1 day before the
start of the intervention and again at the end of the feeding period
for measurement of plasma zinc, C-reactive protein (CRP), and
a-glycoprotein (AGP) concentrations. When the children were
acutely ill with diarrhea or fever on the day of a scheduled blood
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drawing, the sample collection was postponed until the symp-
toms resolved; and, in the case of the final blood sample, feeding
of the study products was continued until the day before the final
sample was obtained.

The blood samples were collected between (700 and 1000,
Caregivers were advised to bring the children to the clinic without
feeding them anything other than breast milk on the momings of
blood collection. The time of the sample collection and of the
most recent food or milk intake were noted, so the information
could be used to adjust for this interval in the analysis of data. The
reason for this statistical adjustment for the time interval between
the last meal and the blood drawing was to minimize the van-
ability due to the known meal-related effects on plasma zinc
concentration (16, 17). The blood was collected into trace
elemeni-free polyethylene tubes containing zinc-free lithium
heparin anticoagulant (item no. 01.1604.400; Sarstedt AG & Co,
Numbrecht, Germany ) and was immediately placed in a cold box
over ice. Shortly thereafier, the blood was centrifuged at 3200
rpm (EBA 20 centrifuge model 2002; Andreas Hettich GmbH &
Co KG, Tuulingen, Germany) for 12 min. Plasma samples were
then portioned into aliquots into trace element—free plastic-
capped polyethylene tbes (reference 2840; Perfector Scientific,
Atascadero, CA), transported to the UCAD laboratory over ice
for analysis of acute phase proteins, and stored frozen at —20°C
until shipped to the United States on dry ice for zine analysis.
All blood collection and processing procedures conformed with
recommendations of the International Zinc Nutrition Collabo-
rative Group (3).

Plasma zinc concentrations were measured at the US De-
pariment of Agriculture Western Human Nuintion Research
Center (Davis, CA) by using inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry (Vista AX CCD Simultaneous ICP-AES
with an SPS5 auto-sampler; Varian Inc, Walnut Creek, CA).
Plasma samples were diluted 13.5-fold in 1 N nitric acid (Trace
Metal Grade; Fisher Scientific, Pitsburg, PA) and allowed to sit
overnight at 4°C. Samples were then centrifuged at 4°C for
15 min at 3200 rpm, and the supernatant fluid was separated for
analysis. Each batch of samples run on the inductively coupled
plasma awomic emission spectromery was analyzed with the
following reference materials, which were prepared in the same
way as were the clinical samples: Seronorm Trace Elements Se-
rum L-1 (lots NOO371y and JL4409; Cat-SR-201403, Accurate
Chemical and Scientific Corp, Westbury, NY) and an internal
pooled plasma control. A bovine liver standard (BLS; SRM
1577b; National Institute of Standards and Technology, Boulder,
CO) was also run with each baich of samples. Samples were
analyzed in duplicate, and all samples from a particular child
were analyzed within the same analytic run. Plasma CRP and
AGP concentrations were analyzed at the UCAD Nutrition Lab-
oratory by using radial immunodiffusion kits (The Binding Site
Limited, Bimningham, United Kingdom, and Kent Laboratories
Ine, Bellingham, WA, respectively). Hemoglobin concentration in
capillary blood was measured by using a HemoCue photometer
{HemoCue Hb 201+; HemoCue AB, Angelholm, Sweden).

Sample size estimation and statistical analyses

The major outcome of the sudy was the change in plasma zinc
concentration from baseline. We estmated that a total of 30 children
needed to be enrolled in each of the 3 study groups o permit
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detection of intergroup differences, with an effect size of =0.8,
which is in the magnitude of effect observed in previous supple-
mentation trials in children (8). This sample size was inflated by
50% to allow for atridon or inability to obtain blood samples.

Descriptive statistics were used to examine the distribution of
all variables. One-factor analysis of variance and Pearson’s chi-
square test were used to examine group-wise differences at
baseline. We also performed separate linear regression models
(for continuous variables) and analysis of variance (for cate-
gorical variables) to assess factors associated with baseline
plasma zinc concentration. The variables assessed in relation to
baseline plasma zinc concentration were as follows: age, sex,
anthropometric z score (LAZ and WLZ), elapsed time from last
meal 1o blood draw, elapsed time from blood draw to centrifu-
gation, elapsed time from centrifugation to separation of plasma,
presence of visible hemolysis in the plasma sample, and pres-
ence of elevated CRP (=5 mg/L) and elevated AGP (1.0 g/L).
Analysis of covariance (univariate General Linear Model pro-
cedure) was used to compare changes in plasma zinc concen-
tration among study groups, afier adjustment for baseline
plasma zinc concentration, CRP and AGP concentrations, and
elapsed time between the previous food intake and the time of
the blood sampling for the baseline and final blood draw. All
interactions with the main effect were tested for significance,
and nonsignificant varables were removed by using a stepwise
procedure. Group assignments remained masked untl all bio-
chemical and statistical analyses were completed. Statistical
analysis was carried out by using standard statistical software:
PASW statistics 18 (SPSS Inc, Chicago, IL) and Microsoft Office
Excel 2007 (Microsoft, Redmond, WA). P values <0.05 were
considered significant. The results are presented as means = SDs
unless otherwise indicated.

RESULTS
Study profile

Of the 234 infants included in screening, 158 (64.1%) were
eligible to participate in the study. The major reasons for ex-
clusion were an initial LAZ and/or WLZ < -2 and/or the
presence of moderate or severe anemia (hemoglobin <80 g/L).
Children with LAZ and/or WLZ <= —3 or anemia were referred
to the clinic physician for treatment. The parents of 21 of the
eligible infants decided to withdraw consent before the infants
were enrolled in the study; therefore, 137 were assigned to
treatment groups. As shown in the profile of study subjects
(Figure 1), 50, 40, and 47 infants were randomly assigned to the
ZnSuppl, ZnFort, and control groups, respectively. Of these, 34
(68%), 32 (80%), and 32 (68%) completed the study.

Baseline characteristics

No significant differences in the initial characteristics of the
study participants and their families were found by treatment
group (Table 2). Overall, 53% of the children were female, and
their mean = 5D age at enrollment was 133 = 2.6 mo. The chil-
dren’s plasma zinc concentrations ranged from 22.8 to 88.8 ugddL,
and 56.9% of the infants had concentrations <63 pg/dL, which
is the suggested cutoff based on available reference data (3). The
mean baseline hemoglobin concentration was 97.5 = 10.7 g/L,
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and 85.4% of the infants had mild anemia (hemoglobin con-
centration <110 g/L). Approximately 9% of the infants had
elevated plasma CRP concentrations (=5 mg/L), and 54% had
elevated plasma AGP concentrations (1.0 g/L) initially.

The 39 children who left the study early had a lower initial
mean WAZ (—0.75 compared with —0.33 for these who com-
pleted the study; P = 0.01) and LAZ (—0.73 compared with
—0.36; P =0.035) and marginally lower WLZ (—0.54 compared
with —0.22; P = 0.038).

No significant group-wise differences in the prevalence of
diamrhea or fever during the intervention period were observed.
The overall mean prevalence of diarrhea (2.6 = 8.5) and fever
(2.4 = 46) was quite low. In contrast, the overall mean preva-
lence was high for upper respiratory infection (33.9 = 28.7), but
did not different by study group.

Consumption of supplements

Actotal of 100 g (wet weight) of porridge was served each day,
which was equivalent to 30 g of the dry ingredients. Each child
was expecled to consume =84 g porridge/d (to provide 6 mg
Zn). The overall mean porridge consumption was 912 = 5.2 g.
Children in the ZnSuppl, ZnFort, and control groups ate an
average of 92.1 = 2.6, 91.2 = 4.8, and 904 = 73 g, re-
spectively (P = 0.42). Twenty-nine percent of children received
an additional portion of the study foods to be fed at home on at
least one study day. Eighty-eight percent of the times that
children consumed a portion of porridge at home, their mothers
reported that all of the porridge was consumed. Each day the
children received 3 mL of the liquid vitamin supplement ad-
ministered by the study staff.

Factors associated with initial plasma zinc concentration

We examined possible factors associated with the children’s
plasma zinc concentrations at baseline. The elapsed time from
last meal to blood draw (overall mean = 107.4 = 17.9 min) was
positively related to the plasma zinc concentration (P = 0.002),
but there were no differences in these time intervals by study
group (P = 0.69). Plasma zinc concentrations were lower in the
samples with elevated AGP concentrations (= 1.0 g/L) than in
the samples with lower AGP concentrations (60.3 = 11.1
compared with 65.9 = 8.6 pe/dL, respectively; P = 0.008). The
mean plasma zine concentration did not differ significantly be-
tween children with or without elevated CRP = 5 mg/L (P =
0.18). These 3 varables were included as covariates in sub-
sequent analyses.

Postintervention plasma zine concentration

The magnitude of change in plasma zinc concentrations after
adjustment for elevated CRP and AGP concentrations and
elapsed time since the last meal was negatively associated with
the initial value in all groups (P = 0.005, P = 0.025, and P =
0.035 for the control, ZnFort, and ZnSuppl groups, respectively;
Figure 2), probably because of regression to the mean. After the
15-d intervention period, the final mean plasma zinc concen-
tration was significantly greater in the ZnSuppl group than in the
ZnFort and control groups (# = 0.002; Table 3). The mean
change in plasma zinc concentration was significantly greater in
the ZnSuppl group than in the other groups (P = 0.009). The
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Iisfans 9-17 mo of age
inchuided in screening

n=2134
Nt eligible
n=76
Hb=80gl.n=17
lliness. n= 4
LAZ andior WLZ < - 2 z-score, n =33
Age (<9, =17 mohn= 16
Consume food lorlificd with zing, n =6
Eligible -
Consent witldsawn
n= 154
- =11
Enuppl EnFort Cantrol
=30 n=40 n=4T
Diropout (n = [6) Dropeut (n = 8} Dirapueal fn= 151
=2 Travel =6 Travel =2 I = 1; Travel = 6
™ ™ Insidficient consumplion
™ Insufficient consumption Insufficient consumption il e
] ) of pomidge” = 5
of porridge” = 7 of porridge” = 6
Comsent withdrawn = | Comsent withdrawn = 3
Completad study Completed study Completed study
n=34 n=32 n=321
{64 {B0%) {68%)

FIGURE 1. Smdy profile. LAZ, length-for-age 7 score; WLZ, weight-for-length 2 score; Hb, hemoglobin concentration; ZnSuppl, zinc-supplemented
group; ZnFort, zing-fortified group. *Consent withdrawn before random assignment. "These children did not eat a sufficient quantity of porridge (84 g to

procure 6 mg Zn) at the center during 3 consecutive days,

final mean plasma zinc concentrations in the ZnFort and control
groups did not differ significantly from their respective baseline
values or from each other.

DISCUSSION

The results of this study indicate that the plasma zinc con-
centration increases significantly in children who receive =6 mg
additional Zn in the form of a liquid zinc supplement for just
2 wk, but not in those who receive approximately the same
amount of additional zinc in a zinc-fort fied complementary food.
These results are similar to those reported from an earier study in
which children received 3 mg additional zinc per day for 6 mo
{ 14), whereas the children in the current study received twice the
amount of additional zinc, albeit for a shorter period of time.

The present sudy was carried out in a community clinic located
ina lower-income neighborhood of Dakar, Senegal, where the risks
of zinc deficiency and infection were expected to be high. Fifty-
seven percent of the infans had low plasma zine concentratons
[<65 pg/dL, the cutoff suggested by the International Zinc Nu-
trition Consultative Group (IZINCG); 3], and the prevalence of
elevated acute phase proteins was high. Because infection and
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inflammation can decrease serum zinc values, with the magnitude
of change depending on the severity and stage of infection (18-
20), we postponed blood sample collections when the children
had symptoms of fever or diarrhea to minimize such effects and
provided antihelminthic treatment to all children at enrollment.
Moreover, we adjusted statistically for the effects of elevated
acute phase proteins. We also applied the procedures recom-
mended by IZINCG (3, 21) to avoid contamination of the blood
samples during sample collection and analysis.

We ensured adherence to the study protocol by serving the
complementary food and the liquid supplement under observa-
tion during the 15+ feeding trial. Only when a child did not
consume all of the food that was planned during 2 observed
feeding sessions each day did we provide an additional portion to
be fed at home later during the day. This was the case on just 4.3%
of the study days and involved a small propertion of the total food
consumed on those days. Each of these foregoing measures to
ensure compliance and avoid confounding factors, along with the
double-blind, randomized clinical trial design, lend strength to
the findings of the current study.

Our finding of an increased plasma zine concentration after
zinc supplementation is consistent with the results of many
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TABLE 2
Initial characteristics of participants, by study graupr
Study group
ZnSuppl ZnFort Conirol

Variable (n =50 (=40} (n=47) P value®
Male sex [n (%)) 25 (30,00 19 (47.5) 21 (447 0.87
Infant age at enrollment (mo) 13.0 = 2.4 133229 134 =24 0.71
Currently breastfeeding [n (%)) 46 (9200 36 (90.0) 46 (979) 0.30
Body weight (kg) 91 =11 B9 =0y 91x11 0.62
Length (cm) 74T £ 35 T48 = 3.6 753 £33 0.64
Weight-for-age z score -0.36 = 0.8 -057 0.7 ~043 = 09 0.53
Length-for-age : score ~047 =08 051 =09 =041 = 0% 0.83
Weight-for-length z score =0.19 = 09 043 = 0.7 =033 =09 0.41
Infant biochemical status

Hemoglobin (g/L) 98 = 11 9Tzl 9 £ 10 0.49

Elevated C-reactive protein, =5 mg/L [n (%)] 5(109) 2(51) 5(11.6) 0.57

Elevated ay-glycoprotein, 1.0 g/l [n (%)] 26 (56.3) 21 (35.3) 21 (48.8) 0.74

anSuppl, zinc supplementation; ZnFort, zine fortification.
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2 Group means were compared by ANOVA or Pearson’s chi-square test for proportions,

¥ Mean = SD (all such values).

former intervention trials in children, even though the cument
study was of shorter duration than most previous studies. The
current results are also consistent with the findings of a recent
report on the effect of short-term zinc supplementation in
American men, which found a significant and rapid increase in
mean plasma zinc concentrations within the first 5 d of sup-
plementation (12). The effect size of 0.69 SD units in the current
study was comparable with the overall effect size of (.60 SD units
{95% CI: 0.44, 0.77 SD units) found in a recent meta-analysis of
22 zine supplementation studies in children, which provided daily
zinc dose equivalents ranging from 2.9 to 21.4 mg Zn/d during
supplementation periods lasting from 2 wk to 14 mo (2).

The plasma zinc concentration did not respond to zinc-fortified
complementary food in the present study. Most previous trials of
zinc-fortified complementary foods and point-of-use fortification
camied out amoeng young children also failed to detect a signif-
icant effect on serum zinc concentration (11, 22). In contrast,

a positive effect of zinc-fortified foods on plasma zinc concen-
trations was described in 2 studies conducted in older children
2-11 y of age (23, 24). The reason for the inconsistent results of
these different sets of studies is uncertain, but may be related o
the different ages of the children or the choice of food vehicles,
the underlying zinc status of the study populations, or other
particular aspects of the study designs.

The reasons for the observed differences in plasma zinc re-
sponse after zinc supplementation and zinc fortification are
unclear, but may be due to the lower efficiency of zine absorption
that occurs when zine is delivered with food, the level of fori-
fication that was used or the duration of the intervention, the
chemical form of the zinc fortificants, or interference with zinc
absorption by other micronutrients. Each of these possibilities
will be examined briefly, as follows.

The major factors affecting zinc absorption are the amounts of
zinc and myo-inositol phosphate (phytate) that are consumed with

_ 3
=) -
E . + EnSuppl
E 20 . . w ZnFeet
g Eomtral
% - ‘
+
E 10 . st *a
: . . . .
£
w . "
g 0 - ZSupal’
5 St r= 437 P= 0035
: 10 au : Enﬁ;n?
= [ * . - i _
o ‘. - L contol® r=0.42 P = 0025
Moo Lk re 049 P 0005

3 -20
E
T
4 -

-30

0 40 60 &0 100

Adjusted baseling plasma zine eoncentration (pgldL)

FIGURE 2. Change in plasma zinc concentrations from baseline to day 15 by adjusted baseline plasma zine concentration. The magnitude of change in
plasma zinc concentration is shown after adjustment for elevated C-reactive protein and oy -glycoprotein and elapsed time since the last meal. Regression
models were significant in the control (a = 32, P = 0.005), zinc-fortified (ZnFort; n = 2%, P = 0.025), and zinc-supplemented (ZnSuppl: 1 = 33, P = 0.035)

Zroups.
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TABLE 3
Mean initial and final plasima zinc concentrations and change from baseline, by treatment group’
Uncorrected” Corrected”

Plasma zinc ZnSuppl ZnFort Conirol P ZnSuppl ZnFort Conirol P
concentration (n=34) (n=32) (n=32) value® (n =33) (n=12%) (n =32) value’

pgrdL pgldL pgidL pgfdL pgidL pgldL
Initial 63.3 £ 105 611 =113 612295 0.18 634 =20 o0 £ 23 643 =11 0.28
Final 683 =114 604 499 617 £ 10.0 0.004 T0.1 £ 18 622+ 2132 63319 0.002
Change 32 106 07 x84 03 =109 0.28 4716 18z 17 1L0x 16 0.009
P value® 0.068 0.68 076 0.004 029 0351

! ZnSuppl, zine supplementation group; ZnFort, zine fortification group,
* Values are means = SDs, Group means were compared by ANOVA,
* Values are means +

5. Group means were compared by ANCOVA (univariate general linear model) with control for the initial plasma zinc

concentration, elevated C-reactive protein, «;-glycoprotein (adjusted to nonelevated ), and elapsed time since last meal (adjusted to study population mean).

* For group-wise differences.
* For within-group differences.

ameal (25-28). In the current study, the amount of additional zinc
provided was nearly the same for the ZnSuppl and ZnFort groups,
and the phyiate-zinc molar ratio was quite low (=1.4) in the
fortified pomidge; therefore, these factors should not have had
a major influence on zinc absorption (13). It is also possible that
the phytates present in the food consumed at home affected the
absorption or retention of zinc, because the Senegalese diet is
mostly cereal-based (29). However, the amounts of additional
food consumed were likely to be quite small, and the caregivers
were advised to wait =30 min before offering any food at home.
Thus, it seems unlikely that this would have much of an effect on
the absorption of zinc from the siudy products. As suggested
above, another possible explanation for the different responses to
zing supplements and zinc-fortified foods may have been the ef-
fects of specific food components on the postabsorptive metabo-
lism of zinc absorbed from the fortfied food. It is possible, for
example, that zinc from the fortified food was taken up prefer-
entially by non-metabolically active zinc pools.

The current study was designed to provide as much additional
zinc as possible in the fortified food without exceeding the safe
upper level (UL) of 7 mg Zn/d proposed by the US Institute of
Medicine for this age group (30). However, it is possible that the
UL has been set too low for food-based zinc, given that no effect
on plasma zinc concentration was observed, and this concen-
tration which remained lower than reference values. Thus, further
research is needed to determine whether even higher amounts of
zing can be safely provided in fortified complementary foods and
whether these products would have a positive effect on bio-
markers of young children’s zinc intake.

In the current study, we provided zinc as zinc sulfate in the
liquid supplement and as zinc oxide in the complementary food.
Both compounds are generally recognized as safe (GRAS; 31).
Zing sulfate is used more commonly in liquid supplements be-
cause it is water soluble at neutral pH. Zinc oxide is used most
commonly for zinc fortification because it is the cheapest GRAS
compound, although concerns have been raised about its bio-
availability because it is insoluble at neutral pH (32). Despite this
theoretical concern about zinc solubility, tracer studies have
found no difference in zinc absorption from wheat products
fortified with either zinc oxide or zine sulfate among Indonesian
schoolchildren (33), US adults (28), and Mexican woman (34), so
the chemical form of the zinc fortification compound does not
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seem to explain the differing responses to zinc supplementation
and zinc fortification in the current study.

Cofortification with other micronutrients could possibly affect
zinc absorption from zine-fortified foods. In the current study, the
porridge for all treatment groups was fortified with iron as ferrous
fumarate to contain 60 mg Felkg dry weight of porridge, so it is
possible that the iron in the product interfered with the plasma
zinc response 1o the zinc-fortified food. However, a study con-
ducted by Fairweather-Tait et al (35) to assess zinc absorption in
infants aged 9-11 mo fed an iron-fortified complementary food
found no effect of iron on zine absorption. Moreover, some
studies of infant formulas that were cofortified with both iron and
zinc did find a positive effect on serum zinc concentration (11).
These sets of results suggest that the presence of iron in the
complementary food should not have limited the plasma zinc
response in the present study.

Finally, itis uncertain whether the lack of plasma zinc response
found in the ZnFort group was due to the relatvely short, 15-d
observation period. However, other longer-term studies of zinc-
fortified complementary foods that lasted 2-10 mo also found no
significant effect on plasma zinc concentration (6, 36-38), al-
though those studies were conducted without direct observation
of the food consumption. Lon ger-term studies with observation of
daily consumption of zinc fortified foods may be required to
provide relevant information.

In conclusion, the mean plasma zinc concentration increased
significantly in children who received zinc in the form of an
aqueous supplement, but not in those who received the same
amount of additional zinc in a zinc-fortified complementary food.
Thus, we were unable to confinn the usefulness of plasma zinc
concentration as an indicator of response to short-term exposure
to zinc-fortified foods in young children. It is possible that the
zinc status of the children who consumed the zinc-fortified
complementary foods was in fact improved, but their plasma zinc
concentration failed to reflect this improvement because of
differences in the metabolismof zinc absorbed from zinc-fortified
foods and zinc supplements. Additional, longer-term studies are
needed to assess the effect of zine-fortified food on the zine status
of young children and zinc-related functional ouicomes, such as
growth and morbidity. At the same time, research is needed to
identify more sensitive biochemical indicators of zinc status and
response o zinc interventions.
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Abstract

The responsiveness of plasma zinc concentration to zinc fortification is uncertain. Our objective in this study was to

determing whether plasma zine concentration changes in response to consuming zinc-fortified foods or liquid zing

supplements. We conducted a 4-wk double-blind, randomized trial among 132 healthy Senegalese men = 18y. Participants

received 1 of 4 interventions: 7} (controll 200 gfd of wheat bread fortified with iron and folic acid, but not zing, and a liquid

multivitamin supplement without zine between meals; 2} (zinc supplement) the same bread and the same multvitamin

supplement with 15 mg zinc as ZnS0, added; 31 (moderate zinc fortification) the same bread cofortified with 7.5 mg zine

a5 Zn( and the same multivitamin supplement without zing; or 4) (high zing fortification) the same bread cofortified with 15

mg zinc as ZnO and the same multivitamin supplemeant without zinc. Fasting blood samples were collected twice at

baseling and at d 15 and 29 of the intervention. There was no significant interaction between group and study day (P =

0.11}. However, at d 15, the mean change in plasma zinc concentration in the zinc-supplemented group was greater than in

the placebo and fortification groups (= 0.72 pmolLvs.

0.09 0 0.03 pmol/L; F=0.05). Atd 29 there were no significant

group-wise differences. Across all time points, the zinc-supplemented group was the only group where plasma zing

concentration increased from baseline (P = 0.006). These results suggest that plasma zinc concentration may not be a

sufficiently sensitive indicator to evaluate shortterm responses to zine fortfication.

J. Mutr. 141: 13691374, 2011.

Introduction

Zinc 1s an essential micronutrient, which s required for normal
growth, immune function, neuro-behavioral development, and
pregnancy outcomes ( 1,2). Despite the biological importance of
zing, sensitive and specific biochemical indicators of mdividual
zing status are lacking. For population-based assessments, several
mternational agencies and expert groups have proposed that the
concentraton of zinc in blood plasma {or serum) is the best
available iomarker to assess a population’s nisk of zine dehciency

1 Supported by the Global Alliance for Improved Nutrition (Geneva, Switzedand)
and the Michaal and Susan Dell Foundation {Austin, TXl. DSM Nutritionals
donated the fortificants and Les Grands Mouling de Dakar provided the flour
and prapared the breads for the study.

2 puthor disclosures: G. J. Aaron, N. Ba Le, 5. Hess, A T. Guiro, 5. Wade, and
K. H. Brown, no conflicts of interast.

# Supplemental Figure 1isavailable from the *Online Supporting Matarial” fink in
the cnling posting of the article and from the same link in the online table of
contents at jn.nutrtion.org.

* This trial was reqistered at clinicaltrials gov as NCTO0944723.

* To whom corespondence should be addessed. E-mail khbrown@ucdavis,
adu.

2011 Amarican Sociaty for Nutrition.

Manuseript received January 13, 2011, Initial review completed Fabruary 08, 2011, Revision accaptad April 13, 2011,

First published online May 11, 2011; doi:10.3845/jn.110.136852.
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{1-3}. Likewise, 2 recent reviews concluded that plasma zine
concentration 1s a useful biomarker of a population’s response to
zine supplementation (4) and plasma zinc concentration re-
sponds to both zine depletion and repletion in adult volunteers
(3). Moreover, arecenty completed study i ULS. men found that
plasma zine concentration responded within just a few days to
both the miniation and discontinuation of zine supplementanon
(5).

Less information is available with regard to the response of
plasma zinc concentration following zine fortiication terven-
tions, but several studies found no impact on plasma zinc con-
centration (6,7). Because of the limited number of available
studies, it 1s not possible o determine whether the observed
differences between responses to supplementation and fortifi-
cation in previous studies were related to age, the presence of
infection, the presence of other micronutrient deficiencies, the
types of zinc-fortified products that were provided, the level of
zine fortification, or other facrors. In addition, technical factors
surrounding the collection and analysis of blood samples may
have been responsible for some of the inconsistent responses that
were observed. Thus, additional information is needed to de-
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termine whether plasma zinc concentration is a useful biomarker
to assess population responses to zinc fortification programs.
The objective of the present study was to determine whether
plasma zinc concentration of adult males changed in response
to additional zinc consumption when provided as either zinc-
fortified wheat bread products or liquid zinc supplements.

Participants and Methods

Experimental design and study site. The study was designed as a
double-blind, randomized, clinical trial. The clinical phase of the project
was carried out from August 2009 to December 2009 in a community
clinic based in a low-income urban neighborhood in Dakar, Senegal.
Eligible participants were randomly assigned to 1 of 4 dietary treatment
groups using a computer-generated block randomization scheme with a
block length of 4 (8). Study participants reported to a feeding center 6 d/wk
for 4 consecutive wk. Fasting venous blood samples were drawn on 2
occasions within 1 wk prior to the start of the 4-wk intervention and 15
and 29 d after initiating the assigned dietary treatment. The rationale for
collecting 2 blood samples prior to the intervention was to account for
normal day-to-day variation in plasma zinc concentrations (9). The
mean of the preinterventon blood draws (controlling for potendal
confounding factors) served as the baseline plasma zinc concentrarion
for subsequent analyses.

Participants. Apparently healthy males = 18 y were invited to par-
ricipate in the study. Participants were recruited by word of mouth from
the catchment neighborhoods surrounding the clinic. The rationale for
choosing adult males was to assess the impact of zinc fortification among
individuals who could consume relatively large amounts of zinc-fortified
bread and to avoid possible female hormone-related fluctuations in
plasma zinc concentrations throughout the month (1,10,11). Individuals
who satisfied the following inclusion criteria were identified during the
preliminary screening sessions: hemoglobin concentrations > 100 g/L,
no history of chronic illnesses, no acure illnesses or medicarion use for 2 wk
preceding the intervention, no use of vitamin or mineral supplements,
and no consumption of commercially available zinc-fortified foods. All
men attending the screening sessions received a single 400-mg dose of the
anthelmintic drug albendazole. All participants provided their written
informed consent to participate in the study. The Institutional Review
Boards at the University of California, Davis and the University Cheikh
Anta Diop, Dakar, Senegal and the human participants review commit-
tee of the Senegalese Ministry of Health approved the study protocol.

Interventions. The 4 treatment groups and the specific interventions
were as follows: 1) negative control group (control) received 200 g/d of
wheat bread fortified with iron and folic acid, but not zinc, and a liquid
mulrivitamin supplement withour zinc berween meals; 2) zinc supple-
mentation group (SZn15)® received the same bread product and the same
liquid multivitamin supplement berween meals with 15 mg zinc as zinc
sulfate added to the liquid supplement; 3) moderate zinc fortificarion
group (FZn7.5) received the same bread product cofortified with 7.5 mg
zinc as zinc oxide per 200-g serving and the same liquid multivitamin
supplement without zinc berween meals; or 4) high zinc fortification
group (FZn15) received the same bread product cofortified with 15 mg
zinc as zinc oxide per 200-g serving and the same liquid multivitamin
supplement without zinc berween meals. The bread products were
prepared following a Senegalese recipe for baguettes using 55% ex-
tracrion wheat flour (595 g/kg dough), water (381 g/kg dough), salc (12 g/
kg dough), yeast (9 glkg dough), and a baking enzyme addidve (3 g/kg
dough). In accordance with current national recommendations in
Senegal (12), the wheat flour used in all breads was fortified with 15

8 Abbreviations used: AGP, a-acid glycoprotein; FZn7.5, moderate zinc fortifi-
cation group; FZn15, high zinc fortification group; CHORI, Children’s Hospital of
Osakland Research Institute; CRP, C-reactive protein; ICP-AES, inductively-
coupled plasma atomic emission spectrometry; IZINCG, International Zinc Nutrition
Consultative Group; SZn15, zinc supplementation group.
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mg iron as ferrous fumarate and 1.5 mg folic acid per kg of flour,
corresponding to 1.8 mg iron and 178.5 pg folic acid/200-g serving of
bread. The intrinsic zinc and phytate contents per 200-g serving of this
bread product were ~1.1 mg and ~60 mg, respectively, which cor-
responded with an estimated phytate:zine molar ratio of 5.5. For the
FZn7.5 and FZnl3 breads, whear flour was fortified with the same
amounts of ferrous fumarate and folic acid and with either 63 or 126 mg
zinc as zinc oxide/kg of flour, corresponding to either 7.5 or 15 mg zine/
200-g serving of bread. The estimated phytate:zinc molar ratios for the
FZn7.5 and FZn15 breads were 0.7 and 0.3, respectively. A 5% overage
was added ro account for mineral losses incurred during the forrificarion
process. The acceptability of the bread products was confirmed in a
sensory evaluation study among adule Senegalese panelists (13). Samples
were analyzed periodically to ensure that fortfication levels were
appropriate.

The liquid multivicamin supplements were masked for taste and were
prepared from a strawberry-flavored syrup concentrare that was dilured
with purified water. The liquid viramin supplements (with or without
zinc) provided the following amounts of vitamins/10 mL dose: vitamin
B-6, 0.4 mg; vitamin B-12, 0.8 mg; biotin, 9.9 pg; vitamin C, 29.7 mg;
niacin, 5.3 mg; riboflavin, 0.4 mg; pantothenic acid, 1.7 mg; and thiamin,
0.4 mg. The supplement with added zinc provided 15 mg zinc as zinc
sulfate monohydrate/10 mL dose. The mineral contents of the supple-
ments were verified by an independent laboratory.

Participants consumed under supervision the respective bread pro-
ducts during a morning meal. Breads were served with fruit jam or burter,
depending on individual preference, and a non-zinc—containing juice
prepared from purified water and fruit juice concentrate. Research staff
gave the liquid vitamin (or vitamin + zinc) supplement to participants
after a 90-min fast following the meal. Participants were allowed to leave
the feeding center after consuming the supplements; however, they were
requested to fast for an addirional 30 min to permit maximum absorprion
of the supplement. During the course of the study, participants were
instructed to continue eating as they normally would during home meals
but to avoid any zinc-forrified food products and any vitamin-mineral
supplements. Adherence to study protocols was assessed by research
staff through interviews with participants during each clinic visit. Non-
compliant participants, as well as parricipants who were absent for =2
consecutive days, were dropped from the study.

Data collection procedures. The main outcome of the study was the
change in plasma zinc concentrartion following the start of the interven-
tion. Dara were also collected on the plasma concentrations of the acute
phase proteins & -acid-glycoprotein { AGP) and C-reactive protein (CRP),
self-reporred morbidiry, as well as cigarerre smoking, because these have
been demonstrated to affect the plasma zinc concentration (1). Weight,
height, and hemoglobin concentrations were measured during the pre-
liminary screening sessions. Weight was measured to 50-g precision ona
frequently calibrated scale (Ohaus Model DP150; Ohaus) and height was
measured to 0.1-cm precision (Seca Model 225; Seca). Hemoglobin
concentration in capillary blood was measured with a HemoCue
photometer (Hemaocue model 201+; Hemocue). During each clinic visit,
a derailed history of morbidity during the intervening period was col-
lected, which included any signs or symproms of illness, such as fever,
diarrhea (stool number and consistency), cough, nasal secretions, and
respiratory distress. Participant-reported consultations with an external
medical doctor were recorded, along with symproms, diagnosis, and
rrearment. If a parricipant reported illness symproms, temperature was
measured and the individual was referred to a primary care physician
based at the clinic.

Venous blood specimens were collected from participants after an
overnight fast following the International Zinc Nutrition Consultative
Group (IZINCG)-recommended procedures (1). For participants with
symproms of illness on the day of a scheduled preintervention blood
drawing, the blood draw was postponed until after recovery from the
illness. If the illness occurred after the intervention started, feeding was
continued and the blood test was postponed uneil 2 d after recovery from
the illness, resulting in a prolongation of the rotal duration of the study
for these participants. The times of the blood draws and prior food
intake were recorded. A rourniquet was placed for a srandardized
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amount of time (<1 min) prior to the blood draw while participants
remained in a seated position. At each blood draw, 7 mL of blood was
drawn from the antecubital vein using stainless steel needles (Ref-
367281; BD) and collected into a single trace element-free polyethylene
tube containing zinc-free heparin (Ref-01.1604.400; Sarstedt). The tubes
were placed into an insulated cooler over ice immediately following the
blood draw and plasma was separated from heparinized blood within 1h
of blood collecrion by centrifuging ar 985 X g (EBA 20 centrifuge model
2002; Andreas Hetrich) for 12 min. Plasma samples were aliquoted into
plastic-capped polyethylene tubes (Ref- 2840; Perfector Scientific) on
site, transported to the local university laboratory over ice, and stored at

80°C. Plasma samples were transported with dry ice to the Children’s
Hospital Oakland Research Institute (CHORI) for analysis.

Biochemical analyses. Plasma zinc concenrtrations were derermined by
inductively-coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP-AES)
(14) following overnight digestion in 70% nitric acid (OmniTrace; VWR
International). Samples were diluted in trace element-free water to 5.5%
nitric acid concentration, vortexed for 20 s, and then clarified by cen-
mifugation at 3220 X g for 10 min at room temperature (5810R
centrifuge with swing bucket rotor A-4-81; Eppendorf). Prepared
samples were then introduced into the ICP-AES (Vista Pro with SPSS
autosampler; Varian) for determination of zinc along with the reference
materials Seronorm Trace Elements Serum L-1 and L-2 (Accurate
Chemical and Scientific) and an internal pooled plasma control. Elemental
values were calibrated using National Institute of Standards and
Technology traceable standards. All samples were run in duplicate and
all samples from the same participant were analyzed in the same ICP-
AES run, All reagents and materials used during the analyses were either
certified trace metal-free or were frequently tested for contamination.
AGP and CRP were analyzed in blood plasma using radial immu-
nodiffusion (Kent Labs for AGP and The Binding Site for CRP).

Hematologic and biochemical reference values. Anemia was defined
as a hemoglobin concentration < 110 g/L (15). Men with plasma AGP
concentrations > 1.2 g/L or plasma CRP concentrations > 10 mg/L. were
defined as having subclinical infection. Low plasma zinc concentrations
were defined as < 10.7 pmol/L (<70 pg/dL), which is the reference value
suggested by IZINCG for fasting adult males at mid-morning (1).

Sample size and statistical analyses. We estimated that a rotal of 30
participants enrolled in each of the 4 groups would be sufficient to permit
detecrion of inter-group differences with an effect size of ~0.9 based
upon a 5% significance level and 80% power. This effect size was
selected based on results from a zinc supplementation study our group
recently completed using similar doses of zinc provided as supplements
to healthy Amerncan adulr males (3).

Descriptive staristics were used to examine all variables. Baseline
characteristics were compared by group by using ANOVA for contin-
uous variables and Pearson’s chi-square test for proportions. To assess
intra-individual differences in plasma zinc concentration at baseline,
paired ¢ tests were used, and Pearson correlation coefficients were
computed. Linear mixed model repeated-measures ANCOVA (MIXED
procedure) was used to compare changes in plasma zinc among groups
from the mean of both baseline blood draws to the end of the study, with
adjustment for baseline plasma zinc concentration and other relevant
variables. The following classes of variables were evaluated: baseline
characteristics (BMI and age}, smoking behavior, methodological factors
(time of blood draw, elapsed time between last food intake and blood
draw, and elapsed time berween separation of plasma from whole
blood), and presence of elevated acute phase proteins (CRP and AGP).
All interactions with group, study day, and group x study day were
tested for significance and nonsignificant terms were removed following
a stepwise procedure. Biochemical dara from all participants who
commenced the intervention were included in the data analyses. The
Bonferroni post hoc multiple comparisons test was used if significant
differences berween group means were present. The level of significance
for all ests was set at P < (L.05. Staristical analyses were performed using
SPSS software (version 18; SPSS Institute). Group assignments remained
masked until all biochemical and statistical analyses were completed.
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Values in the text are mean = SD for unadjusted means and SE for
adjusted means unless otherwise noted.

Results

Accuracy and precision of laboratory tests. Reference mate-
rials were analyzed with each ICP-AES run and were within
acceptable ranges according to the manufacturer’s specifica-
tions. The CV for inter-assay precision of zinc concentration for
Seronorm Trace Elements Serum L-1 and L-2 were 3.2 and
7.9%, respectively, over 11 analytical runs, and the CV for inter-
assay precision for zinc concentration in the pooled plasma
samples was 7.9%. The CV of intra-assay precision for zinc
concentration was 7.9% (n = 10 in 1 run).

Study profile. Of the 160 adults originally screened, 144 par-
ticipants were enrolled and 129 (90% of those enrolled) com-
pleted the study (Supplemental Fig. 1). We defined dropouts as
those 15 men who were assigned to study groups (control: 6;
SZn15: 2; FZn7.5: 3; FZn15: 4) but failed to complete all study
protocols. Three of the 15 dropouts completed the d-15 blood
draw (FZn7.5: 2; FZn15: 1). Data from these participants were
included in subsequent analyses. There were no significant
group-wise differences at baseline for age, BMI, or initial plasma
zinc concentration among those who did or did not complete the
study.

Baseline characteristics. All men assigned to study groups
were included in the analysis of baseline characteristics (Table
1). There were no significant group-wise differences for age,
anthropometric indices, or level of education; however, there
was a smaller proportion of smokers in the $Zn15 group com-
pared with the other intervention groups (P = 0.007).

Plasma samples for preintervention zinc concentrations were
collected on 2 occasions 1-2 d apart. Both measures were normally
distributed, significantly correlated (r = 0.61; P < 0.001) (Fig. 1),
and not significantly different from one another (paired # test, P =
0.99). The within-subject percent difference in baseline plasma
zinc concentration was (mean = SD) 9.5 = 8.0% (n = 144). The
within- and between-subject SD for the baseline plasma zinc
measurements were (0.9 and 1.5 pmol/L, respectively. There were
no significant group-wise differences among the mean baseline
plasma zinc concentrations (Table 1), which ranged from ~9.7 to
10.3 pmol/L among treatment groups (overall baseline mean 9.9
pmol/L). Overall, ~72% of participants had plasma zinc concen-
trations that were below the cutoff of 10.7 pmol/L (70 pg/dL)
suggested by IZINCG (1).

Factors associated with plasma zinc concentration. The
baseline plasma zinc concentrations were not related to age (P =
0.18), BMI (P = 0.75), or smoking status (P = 0.21). Blood
samples were drawn at 0830 = 43 min, which was 11:34 h = 58
min since the last meal. Whole blood was centrifuged within
18 = 17 min from the time of blood draw and plasma was
separated from heparinized blood within 18 = 5 min from the
time of centrifuge. A sample from 1 blood draw was removed
from consideration, because the participant was not in a fasted
state at the time of the blood draw. Of these methodological
variables, only the elapsed time since the last meal was cor
related with the plasma zinc concentration (r= 0.096; P = 0.025)
and was used as a covariate in subsequent analyses. Specifically,
the plasma zinc concentration increased by ~0.15 umol/L with
each additional hour of fasting between 8 and 19 h.

Plasma zinc response to zinc fortification 1371
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TABLE 1 Characteristics at baseline in healthy Senegalese men in the control, liquid supplemental
zinc, and 2 zinc-fortified wheat bread groups’

Treatment group

Contral SZn15 FZn7.5 FZn15 P All participants
n i} 34 36 35 144
Age, ¥ 252+ 6B 247 = 83 B0=BT7 243 =55 0.94 248 * B8
Weight, kg 7.5 = 10 653 + 84 66.8 = B4 B6.2 = 91 079 66.5 = 9.3
Height, m 178 = 008 180 = 0.08 178 = 0.07 178 = 007 0N 178 = 007
BMI, kg/im” N2+3 202 122 nz2x24 209 =29 0.35 08 +27
Literate, % 84.6 85.3 86.5 85.7 0.99 855
Education, % 081
None 26 0.0 27 57 28
Religious 5.1 59 0.0 00 28
Primary 82 8.5 297 228 269
Secondary 33 4.1 432 457 1.4
University 308 235 243 57 262
Smoking, % 0.007
None 8 971 784 66.6 788
=5 cigarettes/d 154 00 0.0 143 78
=5 cigarettes/d 12.8 29 218 171 138
Hemoglobin, g/ 143 =17 137 = 18 137 =17 140 =19 045 128 =17
=110g/L % 0.0 59 54 57 0.51 4.1
Flasmazmc,upmﬂffi 10.2 =11 99 = 1.15 96+ 13 102 =18 018 100 =13
=107 pmalfl, % 64.1 76.5 806 65.7 032 715
Elevated CRP, =10 mg/L, % 6.4 59 69 43 092 59
Elevated AGP =1.2 mg/, % 15.4 ikl 167 100 0.39 156

T Al values are mean = SD or percent as indicated: to compare differences: ANOVA for continuous variablas, Pearson's chi-square test for
proportions. P < .05 significantly different

Z Mean of 2 preintervention values calculated prior to caleulating group-wise mean.

#To convert plasma zine to wgidl, divide by 0.153.

There were no effects of self-reported morbidity or medication  analyses. When controlling for both CRP and AGP concentra-
usage on plasma zinc concentrations (data not shown). However,  tions, elevated CRP remained significant in the final ANCOVA
baseline samples with elevated CRP concentrations (# = 17) had ~ model (data not shown).
plasma zinc concentrations that were ~0.6 wmol/L lower
compared with samples with normal CRP concentrations (9.3 Effects of the intervention. Compliance for the 129 partici-
+1.3vs. 10.0 = 1.3 pmol/L; P = 0.06). The baseline plasma zinc ~ pants who completed the study was 100%. Controlling for baseline
concentrations did not differ for samples with normal or  plasma zinc concentration and relevant covariates, as described
elevated AGP concentrations (n = 45); however, we decided a2 in “Methods,” there was no significant interaction between study
priori that AGP would be included as a covariate in subsequent  group and study day when expressed as a categorical variable
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(P = 0.11) {Table 2). However, across all time points, the zinc-
supplemented group was the only group that increased in plasma
zinc concentration from baseline (P = 0.006). Moreover, when
comparing changes across groups by blood draw, at d 15, the
adjusted mean change in plasma zinc concentration was ~0.7
umol/L greater in the SZn13 group than in the other groups (P =
0.05). However, at d 29, plasma zinc concentrations decreased
by ~0.3 pmol/L in the SZn15 group and increased by ~0.3
pmol/L in the fortification group and 0.5 pmol/L in the control
group; these group-wise differences were not significant atd 29
(P = 0.53).

Discussion

The results from this study show that the plasma zinc concen-
tration responded to short-term zinc supplementation but not to
short-term zinc fortification. We found a significant increase atd
15, but not d 29, in the plasma zinc concentration in the group
that received additional zinc from a liquid zinc supplement, but
not in the groups that received additional zinc from zinc-fortified
bread products.

The strengths of the present study include its double-blind,
randomized design and direct monitoring of the bread and
supplement consumption. The study assessed the effects of con-
suming zinc-fortified bread products at moderate and high levels
of zinc fortification and included both positive and negative
control groups. In addition, the groups were not significantly
different at baseline, except for smoking behavior, which was
not associated with plasma zinc concentration, and the baseline
characteristics of participants who completed {90%) or exited
early from the study did not differ. Thus, the significant changes
within the group that received additional zinc from a liquid zinc
supplement are likely due to the intervention itself. One weakness
of the study was that the sample size was powered to detect an
effect size of ~0.9, based on an earlier study of zinc supplemen-
tation of adult male volunteers (5), but the observed effect sizes
following zinc supplementation only ranged from 0.4 to 0.6 in the
current study (depending upon whether d 15 or 29 values were
used for the calculation), Therefore, it is likely that the study was
underpowered to detect the smaller differences that occurred in
response to the intervention. However, because there was no
evidence of a response to the intervention within the groups that
received additional zinc from zinc-fortified breads, it seems
unlikely that the overall conclusions would change with a larger
sample size.

The magnitude and pattern of response in the group that
received additional zinc from the liquid zinc supplement were
somewhat surprising. The peak in plasma zinc concentration in
the zinc-supplemented group at d 15 and subsequent decline at d
29 were consistent with the pattern of response in 2 earlier zinc
supplementation studies by Sullivan et al. (16,17). In these
studies, plasma zinc concentration peaked at d 6 and subse-
quently declined at d 15 in the group that received 50 mg/d
supplemental zinc (as zinc gluconate). However, in a more
recently completed zinc supplementation study that used similar
doses of supplemental zinc to the present study (10 mg/d or
20 mg/d as zinc sulfate), the plasma zinc concentration re-
sponded in as few as 5 d in the zinc-supplemented groups and
remained elevated throughout the 21-d supplementation period
(5). The findings from the present study raise the possibility that
the decline in the plasma zinc concentration in the supplemen-
tation group may be due to a homeostatic downregulation of
zinc transporters over time (18-20). However, it is also possible
that methodological factors, such as consuming the supplements
90 min after the test meal, may have affected zinc absorption or
postabsorptive metabolism (5). Further research is needed to
address these inconsistencies among different trials.

The participants who received zinc-fortified breads in the
present study had increases in plasma zinc concentrations of
~0.3 pmol/L from baseline to d 29, although this did not differ
from baseline values (FZn7.5: P = 0.89; FZn15: P = 0.37) and
was within the range of expected day-to-day variation, as deter-
mined from the baseline samples. Moreover, the men in the
control group had a similar increase in plasma zinc concentra-
tion from baseline to d 29. This lack of response in the groups
that received additional zinc from zinc-fortified breads is con-
sistent with 2 recently completed studies that used the plasma
zinc concentration to assess the impact of zinc fortification
interventions in young children. In 1 of these studies in which
zinc-fortified cereal porridges were provided to young Peruvian
children for 6 mo, those who received 3 mg zinc/d asa supplement
had a significant increase in plasma zinc concentration, whereas
those who received the same amount of zinc in a fortified porridge
had no significant change in plasma zinc levels (21). In another
recently completed 2-wk study among young Senegalese children,
those who received 6 mg zinc/d as a liquid zinc supplement had a
significant increase in plasma zinc concentration, whereas those
who received the same amount of zinc from zinc-fortified cereal
porridge did not respond (22).

In this study, the chemical form of additional zinc differed for
the zinc supplement {zinc sulfate) and the zinc-fortified food

TABLE 2 Changes in the plasma zinc concentration in healthy Senegalese men in the control,
liquid supplemental zinc, and 2 zinc-fortified wheat bread groups™?

Treatment group

Contral SZn15 FZn1.5 FZn15 Pt
n 1 5 32
Change in plasma zinc.” pmol/l
Baseline to d 15 0.03 + 027 072 = 0.4° -009 + 0.23° —003 + 023° 005
Baseline to d 79 047 + 023 0.0 + 0.23 030 + 0.3 032 + 024 053
Ps 010 0.006 0.89 037

"Walues are mean = SE. Means in a row with superscripts without & commeon letter differ, P < 0.05
? Datas were analyzed by a mixed maodel ANCOVA with control for baseline plasma zine concentration, CRP =10 mg/L), AGP (=12 mg/L),

and time since last meal.

*To convert plasma zine to pgfdL, divide by 0.163.
*Between group

SWithin group.
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(zinc oxide). It is arguable that the response of plasma zinc to
fortification may depend on the chemical form of zinc or the use
of potential enhancers of zinc absorption, such as exogenous
phytase. However, based on the available evidence, zinc is
equally well absorbed when foods are fortified with either zinc
oxide or zinc sulfate (23) and exogenous phytase would be
expected to enhance zinc absorption only when the phyrtate
content of the diet is high (24). The phytate:zinc molar ratios of
the 2 zinc-fortified breads were just 0.3 and 0.7, which would be
expected to exert very little influence on total zinc absorption.

Results from the present study add to the existing knowledge
on the usefulness of plasma zinc concentration for evaluating the
impact of zinc fortification programs. Based on the information
available, plasma zinc concentration may not be a suitable bio-
marker to assess the impact of short-term exposure to zinc
fortification. However, results from a recently completed 3-y
evaluation of a mass fortification program in China raise the
possibility that plasma zinc concentration may respond to longer
term fortification interventions, In the China evaluation, there
was a small but significant increase in mean serum zinc concen-
trations among women of childbearing age after 24 and 36 mo of
exposure to zinc fortification, but not after 12 mo (25). These
findings raise several research questions. First, the duration of
exposure to fortification interventions needs to undergo further
investigation. Moreover, studies are needed to assess the metab-
olism of zinc absorbed from zinc-fortified foods and to determine
whether functional benefits may be derived from zinc fortification
even when there is no change in the serum zinc concentration.

In summary, findings from the present study indicate that the
plasma zinc concentration may not be a sufficiently sensitive in-
dicator to evaluate short-term responses to zinc fortification
programs, even though the available evidence indicates that zinc
fortification can increase dietary zinc intake and total daily zinc
absorption (2). Because of these potential benefits of zinc fortifi-
cation programs and the low cost of adding zinc to micronutrient
premixes used in already planned or existing interventions, it is still
advisable to include zinc in fortification programs implemented in
populations with an elevated risk of zinc deficiency.
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Acceptability of Complementary Foods and
Breads Prepared from Zinc-Fortified Cereal Flours
among Young Children and Adults in Senegal

G.J. Aaron, N. Ba Lo, 5.Y. Hess, A.T. Guiro, 5. Wade, N.F. Ndiaye, 1.-X. Guinard, and K.H. Brown

Abstract: We completed a series of studies to assess the acceptability of zinc-fortified, cereal-based complementary foods
and zincfortified wheat breads. Young children and their caregivers completed acceptability tests with complementary
foods fortified with iron only (60 mg iron as ferrous fumarate per kilogram cereal flour), or the same level of iron and
zinc (240 mg zine as zinc oxide per kilogram cereal flour), and the caregivers completed triangle taste tests to compare
the same products. A separate group of adult participants completed acceptability tests with wheat breads fortified with
iron and folic acid (15 mg iron as ferrous fomarate per kilogram flour and 1.5 mg folic acid per kilogram flour) or the
same levels of iron-folic acid and 2 levels of zinc (63 mg zinc or 126 myg zinc as zinc oxide per kilogram flour). Finally,
a threshold test was administered to another group of adult participants to compare nonfortified wheat bread to breads
fortified with zinc in 80 myg increments ranging from 80 to 400 my zinc as zinc oxide per kilogram flour. All products
were acceptable when compared to non-zinc-fortitied equivalents, and were well liked by the respective participants. For
the triangle tests, caregivers were not able to detect significant differences between products. For threshold tests, adult
participants detected differences in breads prepared from fortified wheat four at 80 mg, 160 mg, and 320 mg zinc per
kilogram flour, but not at 240 mg and 400 mg zinc per kilogram flour, respectively, when compared to nonfortified bread
equivalents. Zinc fortification of cereal flours in the ranges of fortification that were tested does not adversely affect the
acceptability of complementary foods and breads prepared from these flours.

Keywords: cereal flours, fortification, sensory evaluation, wheat, zinc

Practical Application: Fortification of staple food products is a low-cost approach to deliver additional micronutrients
{including zinc) to large segments of a population. Determining the acceptability of products fortified with zinc is an
important step in the development of zinc fortification programs.

Introduction

Zinc is an essential micronutrient necessary for optimal growth,
imnune function, and pregnancy outcomes (Brown and others
2004; Hess and others 2009). In low-income countries, young
children and women of childbearing age are particularly suscep-
tible to zinc deficiency, primarily due to limited intakes of ab-
sorbable zinc, high rates of endemic infections causing intestinal
malabsorption, and/or relatively high age-specific requirements
for growth or pregnancy and lactation (Solomons and Fosen-
berg 1984). The recent Lasce series on maternal and childhood
undernutrition concluded that among children under 5, approx-
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imately 4% of deaths and disability-adjusted life years (DALY's)
are attributable to zinc deficiency (Black and others 2008). Thus,
interventions targeted toward improving zinc nutrition may have
substantial benefits in these high-risk populations. Zinc interven-
tion strategies include supplementation, fortification, and dietary
diversification/modification. The choice of strategies depends
upon the extent and severity of zinc deficiency in different pop-
ulation subgronps, as well as financial and technological resources
that are available to develop and sustain the intervention program
{Brown and others 2004; Hess and others 2009,

Provided that the selected food wvehicle(s) are centrally pro-
cessed and are widely consumed by the target population, food
fortification has numerous advantages; namely, it is a low-cost ap-
proach, which can deliver multiple micronutrients, including zinc,
to large segments of a population without changing their food
consumption patterns (Allen and others 2006). However, since
voung children consume relatively small amounts of food each
day, zinc fortification levels of products targeted to them must
be relatively high to ensure adequate zinc intakes. On the other
hand, zinc fortification levels of products such as cereal Hours that
are included in mass fortification programs must be lower because
of the wide range of consumption of these products by the gen-
eral population. Therefore, to select appropriate zinc fortification
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levels, the following are required: (1) assessment of the distribution
of zinc intake and consumption of the food vehicle by vulnera-
ble population subgroups, namely young children and women of
child bearing age; (2) assessment of the posibility of surpassing the
upper level of zinc intake in those ar risk of excessive zinc con-
sumption, namely adult males; and (3) sensory and acceptabilicy
testing with the level of fortification that is deemed appropriate
following the 2 foregoing requirements (Brown and others 20107,

Although sensory evaluation is an important component in the
development of a fortification program, only a few studies have
assessed the acceptability of products made from zinc—fortified ce-
real flours (wheat, maize, and so on). One sensory study among
adules found that adding 880 mg of zine (as zinc acetate) per kilo-
gram of wheat Hour had no effects on the baking qualities, or
sensory properties of the dough (Saldamli and others 1996); how-
ever, only zinc chloride, zinc gluconate, zinc oxide, zinc stearate,
and zinc sulfate are generally recognized as safe (GRAS) by the
U.S. Food and Drug Administration (FDA). From the available
evidence on the bioavailability of different forms of zinc {(Hess and
Brown 2009), and considering costs, zinc sulfate and zinc oxide
are the most suitable candidates for zinc fortification programs,
but zinc oxide is generally preferred because it is cheaper than
zinc sulfate, and has grearer stability since it is insoluble in water
at neutral pH. Lapez de Romana and others (2002) found that
breads and noodles prepared from wheat flour fortified with ei-
ther zinc oxide or zinc sulfate at levels as high as 100 mg zinc per
kilogram of flour were well liked by adult study participants in the
United States. However, there are no published zinc sensory stud-
ies among young children or among populations in low-income
countries at levels of fortificaion =100 mg zinc per kilogram of
flour.

The abjectives of the present trial were to assess the acceptabiliry
of zinc-fortified cereal-based complementary foods fed to young
children fand their caregivers) and of zinc-fortified wheat breads
consumed by adults. The research was conducted as part of a
larger set of clinical trials designed to evaluate the use of plasma
zinc concentration for assessing the impact of targeted and mass
zinc fortification programs. The Institutional Feeview Boards at
the Univ. of California at Davis, and the Univ. Cheikh Anta Diop,
Diakar, Senegal approved the study protocol. The studies were
conducted in the local languages of the participants (French and
Wolof).

Materials and Methods
Trial 1: Acceptability of zinc-fortified complementary foods

Participants. For the acceptbility trial involving comple-
mentary foods, apparently healthy male and female children 12

to 17 mo of age with length-for-age and weight-for-length Z-
scores = 2 and their caregivers were recruited from a low-income
urban neighborhood in Dakar, Senegal. Both breastfeeding and
nonbreastfeeding children were eligible; however, children were
screened to include only those who were accustomed to eat-
ing complementary toods using a spoon. During the preliminary
screening session, the study protocols were explained to the child’s
primary caregiver, who provided written consent to participate.
Complementary foods. A commercially available, nonforri-
fied, cereal-based complementary food was obtained from a local
producer (CO-AID; Sedhiou, Senegal). The product was com-
posed of extruded flours of maize, millet, and cowpea, whole
milk powder, ground roasted peanuts, sugar, and vanillin. Two
study formulations were prepared using a batch mixing process.

242

Sample A was fortified with 60 mg iron as ferrous fumarate per
kilogram dry weight of the complementary food (referred to as
the non-zinc-fortified complementary food, CF-nonZn). Sam-
ple B was fortified with the same amount of ferrous fumarate
plus 240 mg zinc as zinc oxide per kilogram dry weight of the
complementary food (referred to as the zinc-fortified comple-
mentary food, CF-Zn). A 5% overage was added to replace min-
eral losses incurred during the fortification process, as determined
during pilot studies. DSM Nutritionals {Isando, South Africa) sup-
plied all fortificants for the study. The levels of fortification pro-
vided 1.5 mg additional iron and either 0 or 6 mg additional
zinc per 25 g dry weight serving of the complementary food
(Table 1). The phytate content was 117 mg per 25 g serving,
which corresponded to phytate:zine ratios of 28.8 and 1.8 in the
CF-nonZn and CF-Zn complementary foods, respectively. The
mineral contents of the samples were verified at the UC Davis
Agriculture and Natural Resources (UCD-ANR) analytical labo-
ratory, and phytic acid content was measured at the Univ. of Otago
Dept. of Mutrition and the Swiss Federal Inst. of Technology in
Zurich. Energy and protein contents were estimated using a Sene-
galese food composition database (WorldFood Dietary Assessment
System).

Preparation of complementary foods. The complemen-
tary foods (CF-nonZn and CF-Zn) were visually the same and
were identifiable only by codes. Products were divided into 30 g
dry weight servings, and to simulate storage conditions for the sub-
sequent clinical trial, all samples were stored at 4 °C in precoded,
hermetically sealed sachets. The rationale for providing 30 g serv-
ings was to account for food losses incurred during the feeding
session (thar is, spilling, regurgitating, residual food remaining in
bowl), to ensure that 25 g could be potentially consumed by the
voung children. On the morning of each session, the dry cereal
contents of the sachets were placed into preweighed, precoded
plastic cereal bowls, mixed with 70-mL bottled water (Kirene;

Table 1=-Nutrient composition of study products.

Complementary

food Bread
CF- CF-  Bread-  Bread-  Bread-
nonZn Zn nonZn modZn  highZn
Serving size (g)* a5k 25 200 200 200
Energy 96.7 6.7 548 548 548
(keal)/serving
Protein 27 27 17.6 17.6 17.6
(g serving
Added Folic Acid - - 178.5 178.5 178.5
(jig)/serving®
Added Iron 15 1.5 ] 1.8 1.8
(mg)/serving?
Added Zine 0.0 6.0 0 7.5 15
(mg) Serving®
Phytate 117 117 60 0 &0
(mg)/serving
Phytate:zine ratic® 288 1.3 5.5 07 0.3

CF-nenZn = non-zinc-fortified complementary food; CF-Zn = zinc-fortified com-
plementary focd. Bread-nonZn = non-zinc-fortified bread: Bread-modZn = modenate
zinc-fortified bread; Bread-highZn = high zinc-fortified bread.
*For complementary food grams dry weight; for bread grams wet weight.
Y Thirty gram portion served to child to account for food loses incurred during the
feeding session (that is, spilling, mgurgititing, reddual focd remaining in bowl).
cb[n:.l;iiusic folic acid content per serving: 16.7 g for complementary food: and 62 g for
read.
Antrinsic iron content per serving: 0.8 mg for complementary food; and 1.0 mg for
bread.
*Inirinsic zine content per serving: 0.4 mg for complementary foed, and 1.1 mg for bread.
TPhytate content is exprassed as the sum of hexainceitol phosphate (IP6) and pentainositol
Ehosph..lte (IPs).
Phytic acid: zine ratio: mg phytate per day/660 mg rine per day/65.4.
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Duakar, Senegal) heated to 85 °C, and stirred until a uniform con-
sistency was achieved.

Test protocol. Assessment of liking by yownsg children. During a
practice session scheduled 1 d prior to the start of the trial, the
children received a randomly assigned test meal composed of 1
of the 2 precoded cereal porridges (CF-nonZn or CF-Zn). The
purpose of the practice session was to familiarize the caregiver
and child with the protocol and the environment, and to confirm
that the child was accustomed to eating complementary foods. On
each of the 2 subsequent study days, 1 of the 2 study products was
offered in random order to avoid a sequence effect for assessment
of liking of the respective products (Bovell-Benjamin and Guinard
2003),

Children were served by their primary caregivers in a semipri-
vate room at midmorning, 60 min after the last breastfeed {or
60 min after arrival to the center if not breastfeeding). Caregivers
were instructed to continue feeding the cereal until their children
ate all the food offered or refused further food. The total amount
of time required to complete the meal was recorded, and the total
amount consumed was determined by weighing the feeding bowls
{iBalance 2500 bowl scale, 2500 g capacity & 0.5 g precision; My
Weigh, Ariz., U.S.A)) before and after the meal, and subtracting
any amounts spilled or regurgitated onto a preweighed bib. After
the meal, caregivers were asked to provide proxy ratings of their
impressions of their child’s overall degree of liking (DOL) of the
sample, using a modified 7-point hedonic scale from 1 “dislike a
lat,” through 4 “neither like nor dislike,” to 7 “like a lot” (Bovell-
Benjamin and Guinard 2003), by interpreting the nouverbal cues
(for example, turning the head away, spitting out the food, pushing
away or reaching for the spoon, accepting spoonfuls with an open
mouth, and 50 on ).

Oin each study day, the child’s emotional state was assessed before
the test meal was served by applying the WHO Motor Milestone
Smdy emotional criteria (Wijnhoven and others 2004), which
classify children’s emotional state with respect to 2 domains as: (1)
drowsy or awake and alere, and (2) calm, fussy, or crying. If a child
was drowsy or crying and did not revert to awake and noncrying
states when the meal was served, the feeding was delayed for up
to 30 min. If the child did not have an adequate emotional state
within this period of time, the test meal was postponed until the
next day.

Difference test and assessment of liking by caregivers.
During the 3 study days, after the children consumed the meals, a
triangle test comparing samples CF-nonZn and CF-Zn was con-
ducted with the caregivers to determine whether they were able
o detect any differences between the 2 formulations. Caregivers
received 3 cereal porridges by random assignment, 2 of which
were the same and 1 of which was different, and were asked to
indicate which test sample was different from the other 2 and to
state whether the difference was large, moderate, or uncertain. In
addition, on the last 2 study days, caregivers were asked to rate
their own liking of the 3 products for flavor, texture, and overall
DOL, using the 7-point hedonic scale. During all tests, caregivers
were provided with water between samples.

Trial 2: Acceptability of zinc-fortified breads

Participants. For the acceptability trial involving bread prod-
ucts prepared from wheat flour, apparently healthy male and female
adults 18 y of age or older were recruited from the employee base
of the Senegalese Food Technology Inst. (Institut de Technologie
Alimentaire, Dakar, Senegal), and for the threshold test, from the
catchment area surrounding the test center in Dakar-Yoff, Sene-
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gal. During the preliminary screening session, participants read a
brief description of the study and provided written consent to
participate.

Breads. MNonfortified wheat flour (55% extraction) was ab-
rained from a local producer (Les Grands Moulins de Dakar;
Dakar, Senegal). For the acceptability component, 3 study for-
mulations were prepared using a batch mixing proces. Sample A
was fortified with 15 mg iron as ferrous fumarate and 1.5 mg folic
acid per kilogram of flour (referred to as the non-zinc-fortified
bread, Bread-nonZn). Samples B and C were fortified with the
same amounts of ferrous fumarate and folic acid, and with ei-
ther 63 mg zinc (referred to as the moderate zinc-fortified bread,
Bread-modZn) or 126 mg zinc (referred to as the high zinc-
fortified bread, Bread-highZn) as zinc oxide per kilogram of flour.
A 5% owverage was added to account for mineral losses incurred
during the fortification process. The levels of iron and folic acid
fortification were consistent with current national recommenda-
tions in Senegal (HKI and COSFAM 2007), and zinc was added
to achieve a final concentration of 0, 7.5, or 15 mg, respectively,
per 200 g serving size of bread (Table 1). The bread products were
prepared following a Senegalese recipe for baguettes, using the
fortified whear flour (595 g/kg dough), water (381g/kg dough),
salt (12 g/kg dough), veast (9 g/kg dough), and a baking enzyme
addirive (3 g/kg dough). The mineral contents of the samples were
verified ar the UCD-ANR analyrical laboratory. Energy, protein,
and phytic acid contents of the bread products were estimated us-
ing a Senegalese food composition database (WorldFood Dietary
Assessment System).

For the threshold component, 5 study formulations were pre-
pared using the same methods as above. Sample A was nonfortified.
Samples B through E were fortified in 80 mg increments ranging
from 80 to 400 myg zinc as zinc oxide per kilogram of flour, which
provided 9.5 to 47.6 mg zinc per 200 g serving of bread.

Preparation of breads. The respective bread products were
visually the same, and were identifiable only by codes. Breads were
prepared by first mixing the dry ingredients and fortificant pre-
mix together with the flour for 15 min (Fork Mixer 15120; VMI,
France). Dough was formed by adding water (and ice to main-
tain temperature for fermentation), and kneading at medium to
high velocity for 16 min. Individual 200 g portions of dough were
shaped into baguettes, coded with colored stickers, and placed
in a fermentation chamber for approximately 1 h. The baguettes
were then baked in an oven at 220 °C for 15 min, and cooled at
room temperature. To simulate storage conditions for the subse-
quent clinical trial, all samples were stored at —20 °C in precaded
hermetically sealed bags. On the morning of each session, breads
were defrosted at room temperature for approximately 2 h before
serving to participants.

Test protocol. Assessment of liking by adulis.  Participants for the
acceptability component consumed the breads in a semiprivate
room, at isolated tables partitioned by dividers. On day 1 of the
study, participants were served each of the 3 study products plain
{that is, without spreads), in random order to avoid a sequence
effect. On day 2, this procedure was repeated, except that the
breads were served with butrer. Our rationale for serving the breads
first plain, and then with a spread was 2-fold: (1) if participants
were likely to detect zinc in the fortified products, they would
have the greatest chance of doing so if the breads were served
plain; and (2) as bread products are unlikely to be eaten phin
in Senegal, we also wanted to test acceptability in a consumer
friendly format. Participants were instructed to consume at least
1 bite of each product and to then rate their liking of the breads
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for flavor, texture, and overall DOL, using the 7-point hedonic
scale (Bovell-Benjamin and Guinard 2003). During all tests, adult
participants were provided with water between samples.

Detection threshold of breads. Forthe bread threshold tests,
the ascending method of limits was used with 2-of-5 difference
rests across the 5 concentrations of zinc in the breads (Gallagher
2004). In the 2-of-5 test, the participant is presented with 5 sam-
ples, 3 of one kind and 2 of the other, and is asked to separate
the samples in 2 groups, each of which contains the same prod-
uct. Tvo example tests were administered using beverages to train
participants in the methodology, and eligibility to continue with
the zinc threshold detection tests was contingent upon participants
cortectly assembling the samples in both training sets. Participants
returned to the testing center on 2 subsequent days to complete
a series of 5 2-of-5 tests. The tests were administered under the
same conditions as the acceptability testing (as described above). In
each test, the nonzinc-containing bread was paired with 1 of the 5
zinc-containing breads. Thus, the aim of the detection threshold
test was to distinguish the fortification level at which the sensory
characteristics were significantly different from those of a nonfor-
titied equivalent. The order of the tests was randomly assigned for
each participant, and the bread pairings in duplicate and triplicate
were randomly assigned for each threshold test. All samples were
coded with 3-digit codes to mask their identity to the participant
and research staff. During all tests, participants were provided with
water between samples.

Sample size and statistical analysis

For the acceptability trial invelving cereal-based complemen-
tary foods, a minimum sample size of 20 children was required to
detect differences of 0.8 on the 7-point DOL scale with a proba-
bility of type I error <0.05 and power 0.80. Data from the initial
day of participant training were excluded from the final analyses.
For the consumption data (amount consumed; velocity of con-
sumption) and hedonic ratings, independent i-tests were used to
determine differences among study products by day. To assess the
pooled data from days 1 and 2, the Univariate General Linear
Model (GLM) procedure was used with study product and study
day as main effects and individual participant as a random effect.
The interaction between study day and product was tested, and
included in the final model when a marginal to significant interac-
tion was present. Feesults are presented for all caregiver/child pairs
that completed the study; however, a secondary analysis was also
conducted by excluding those children presenting signs of illness
{cough, diarrhea, fever) for a particular day.

For the triangle test with complementary foods, the guessing
model (Lawless and Heymann 1998; Gallagher 2004) was used.
Wich @ = 0.05, and power =0.80, a total of 89 participants would
be required to claim statistical significance; however, since the
triangle test was not the primary outcome of the study, the sample
size for the study was not increased. Rather, the repeated triangle
tests from the test day, and days 1 and 2 were used, vielding a
sample size of 63, of which 27 correct responses were required to
claim statistical significance (Kunert and Meyners 1999).

For the acceptability trial involving wheat breads, a minimum
sample size of 30 participants was required to detect differences of
0.8 on the 7-point DOL scale with a probability of type I error
<0.05 and power =0.80. One-way analysis of variance (ANOVA)
was applied to the hedonic ratings for each study day to deter-
mine differences among study products. The Univariate GLM
procedure was applied to the pooled data from all days with study
product and study day as main effects and individual participant as
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a random effect. The interaction between study day and product
was tested, and included in the final model when a marginal to
significant interaction was present. The Bonferroni posi hoc mul-
tiple comparisons test was used if significant differences between
group means were present.

For each of the 2-0f-5 tests with breads, a minimum of & correct
responses from 25 participants was required to claim statistical
significance with @ = 0.05, and power =0.80. Finally, a binary
logistic regression model was applied to the data from the threshald
tests with correct response as the dependent variable, and level of
zinc, order, and duplicate/triplicate zinc-fortified bread pairings
as covariates.

Statistical analyses were performed on SPSS (version 18, SPSS
Chicago, Ill,, U.S.A)). Researchers and participants were blinded
during the testing, and product codes were unmasked only af-
ter statistical analyses were completed. Resules are presented as
mean =+ standard deviation (SD), or # (%) where applicable. All
probabilities <0.05 were considered statistically significant.

Results

Trial 1: Acceptability of zinc-fortified complementary foods

A total of 24 young children and their caregivers were screened
for eligibility. Three mother/child pairs left the study after the
adaptation day; thus 21 completed the acceptability trial. The
mean £ S values for food consumption, feeding durarion, and
velocity of food intake are shown by type of product in Table 2.
There were no interactions found between product type and study
day in all models tested, and the results were independent of the
type of product received on the day of adaptation (data notshown).
The children consumed 21 g (95% CI = —47.9, 5.0 g) less of the
CF-Zn product than the CF-nonZn product on the 13t day of the
study, but these results were not statistically significant (P = 0.106).
On the 2nd day of the study, the children consumed 1 g (CI =
—29.1, 31.8 g) more of the CF-Zn product than the CF-nonZn
product, but again the results were not significant (P = 0.659).
When both days of observation were pooled, the mean intake of
the CF-Zn product was 7 g less (95% CI = —13.2, —1.5) than the
CF-nonZn product { P = 0.016); however, when participants pre-
senting signs of illness on a particular day were excluded {n = 5,
the differences were no longer statistically significant (P = 0.147).
As with the intake darta, there were no significant differences in

Table 2=Young child cereal consumption, feeding duration, and
velocity of food intake by type of complementary food product,

CP-nonZn {» = 21) CF-Zn {n = 21) P

Food intake
Day 1 (g 72542720 51.1£27.1 0,106
Day 2 (g) 6594318 2.6+324 0659
Pocled (g) 7034282 65.5E31.8 006
Feeding duration
Day 1 {min] 55+1.4 43+ 1.6
Day 2 {min) 46t16 46k 1.6
Pocled (min) 45+ 1.6 52£1.5
Velocity of intake
Day 1 (g/min) 149+7.7 122483 0481
Day 2 (g/min) 14456 1824127 0.485
Pacled {g/min) 147478 1624+ 116 0448

CF-nonZn = non-zinc-fortified complementary food; CF-Zn: zinc-fortified comple-
mentiry food. For individual days independent t-tests, and for pooled results. Univariate
GLM procedure with cereal and day as main effects, and participants as a random effect.
The level of sgnificance for all tests is P < 0,05,

iFood intake is measured in grame wet weight.

P Mean £ SD {all such values).
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feeding duration on either day of cbservation; however, when
results of both days were pooled, the feeding duration was signif-
icantly less for the CF-Zn product (P = 0.037) when all children
were included in the analysis, and nonsignificant when excluding
children presenting signs on illness (P = 0.134). There were no
significant differences in the velocity of food intake (g/min) by
study product for day 1 (P = 0.481), day 2 (P = 0.485), or both
days pooled (P = 0.448) regardless of whether the ill children were
included in the analysis.

The caregiver proxy hedonic ratings of the children’s global
DOL of the complementary foods were favorable for both study
products, with mean values =5.3 in all cases ({indicating a very
positive appreciation of the product characteristics). There were
no significant differences in DOL by study products for day 1 (P
= 0.106) or day 2 (P = 0.744). No interactions were found by
product type and study day (P = 0.998). The mean overall proxy
DOL was 5.7 & 2.4 for the CF-Zn product compared with 6.3 £
1.6 for CF-nonZn product (P = 0.191).

Caregiver DOL ratings were high for both complementary
foods. No interactions were found between stdy day and prod-
uct (data not shown), and there were no significant differences
between products for day 1, day 2, or both days pooled, for ap-
pearance, texture, or global DOL (Table 3). Caregivers rated the
flavor DOL for the CF-Zn significantly higher for day 1 (P =
0.044). However, there were no significant differences for flavor
DOL on day 2 (P = 0.25), or when the results of both days were
pooled (P = 0.425). The pooled mean overall DOLs for the care-
givers were 6.5 £ 0.9 for the CF-Zn product compared with 6.4
+ 0.8 CF-nonZn product (P = 0.548).

For the triangle test with caregivers, a total of 63 tests were
administered among 21 participants. Caregivers correctly identi-
fied the odd samples in only 16 tests (25.4%), which was less than
the probability of correctly identifying the odd sample merely by
chance.

Trial 2: Acceptability of zinc-fortified breads
For the acceptability trial, a total of 34 adult participants were
screened for eligibility. Two participants failed to complete the

Table 3=Caregiver degree of liking (DOL) ratings on the 7-point
hedonic scale for appearance, flavor, texture, and overall DOL
by type of complementary food product.

CP-nonZn (n = 21) CP-Zn (n = 21) P

Caregiver appearance DOL

Day 1 6.8E£0.5% 6.9+£0.3 0.521

Day 2 6804 6.5+0.6 0.1589

Poaled 6804 6804 0,595
Caregiver flavor DOL

Day 1 5EE1.3 6.7+0.6 0.044

Day 2 6.5+0.6 6.0+1.4 0.250

Poaled 6408 65+£0.8 0.425
Caregiver texture DOL

Day 1 6.8E£0.5 6.940.3 0.521

Day 2 6705 6506 0.457

Poaled 6,705 6804 0.851
Caregiver overall DOL

Day 1 5.8E1.3 6,607 0.083

Day 2 6.5E0.6 G.0+1.4 0.250

Pocled 64408 6.54+09 0.548

CF-nonZn = non-zinc-fortified complementary food; CP-Zn = zine-fortifisd cample-
mentary food. For individual days independent ~ess, and for pooled resuls. Univariate
GLM procedure with cereal and day as main effects, and individual participants as a
random effect. The level of significance for all tess is P = 0.05.

Apdean 4+ 5D (all such valnes).
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study protocols; thus, 32 completed the acceptability trial. Par-
ticipant ratings were high for all products, with no significant
differences for day 1, day 2, or both days poeled, for appearance,
flavor, texture, or overall DOL (Table 4). There were no inter—
actions found between product type and study day in all models
tested (data not shown). For all products on day 2, when breads
were served with butter, DOL mtings were significantly higher
for flavor (P < 0.001), texture (P < 0.001), and overall DOL
{P < 0.001) than on day 1, but not for appearance (P = 0.061).
There were no significant differences (P = 0.333) among the
pooled mean overall DOLs for the Bread-nonZn (5.1 & 1.4), the
Bread-modZn (5.3 &+ 1.4), or the Bread-highZn (5.3 + 1.4).

For the bread threshold test, 25 participants were screened; 24
participants completed all 5 tests and 1 participant completed 4
tests. In tests comparing 0 mg zinc breads to 240 mg, and 400 mg
zinc breads, the observed probability of correctly distinguishing
duplicate and triplicate bread samples was less than the probability
of correctly distinguishing samples merely by guessing. However,
in the tests comparing 0 mg zinc breads to 80 mg, 160 mg, and 320
mg zinc breads, 24% to 29% of participants correctly distingnished
the bread samples, which is marginally greater than expected by
chance alone and statistically significant. For all tests, 792 to 92% of
the participants rated the perceived differences between products as
“small” or “by chance” (Table 5). For the binary logistic regression
model, the level of zinc (P = 0.221), test order (P = 0.709), and
duplicate or triplicate pairings of the zinc-fortified breads (P =
0.848) were not significant covariates in the model.

Discussion

Reesules from the present study indicate that the addirion of zinc
to fortified complementary food or bread prepared from fortified
wheat flour was well accepted by the respective child and adult
participants. The strengths of the smdy were the application of
systematic sensory evaluarions, the inclusion of different types of
fortified products, and the inclusion of both children and adules
in different components of the testing, However, while the hedo-
nic scale, a measure of like/dislike, is considered the standard for

Table 4=Adult participant degree of liking (DOL) ratings for ap-
pearance, flaver, texture, and overall by type of bread product.

Bread-nonZn  Bread-modZn  Bread-highZn

{n = 32) (m=32) {n = 32) P

Appearance DOL

Day 1* 49417 51+16 53+15 0.508

Day 2 52+1.3 56E11 55+1.2 0.349

Paoled 5.0+15 54+1.4 S4£1.3 0.082
Havor DOL

Day 1 5.0+17 50+1.8 S0E1L6 0.996

Day 2 5.6+1.2 5.8£0.9 S6E1.2 0777

Paoled 53+15 54414 53+14 0.830
Texture DOL

Day 1 4816 49417 49£1.7 0.997

Dhay 2 5.3%15 55412 55+1.4 0.635

Pooled 5116 52415 52+ 1.6 0.597
Chverall DOL

Day 1 48215 50+1.6 S1+1.4 0.754

Dy 2 53413 s6t11 55413 0.650

Pooled 5.1+ 1.4 53114 53+14 0.333

Bread-nonZn = non-zinc-fortified bread; Bread-medZn = moderate zinc-fortified
bread; Bread-highZn = high zinc-fortified bread. For individual days 1-way ANOVA,

for pocled results. Univariate GLM procedure with bread and s main efects,
and individual participants as a rndom effecr. The level of sgniticance torall tests is P =

0,05,

A0m day 1, bread products were served plain; on day 2, bread products were served with
butter.

Phgean £ 5D {all such values).
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Table 5=Percent perceived difference by 2-of-5 difference test for wheat breads prepared from increasing levels of zinc-fortified

flonr.

Test 1
0 compared with

Test 2

0 compared with

Test 3
0 compared with

Test 4
0 compared with

Test 5
0 compared with

80 mg zinc 160 mg zinc 240 mg zinc 320 mg zinc 400 mg zine
(n = 23) (rr = 25) (= 25) (= 24) {n = 23)
Percentage of total responses by perceived difference level
Large perceived difference 1{40p 140 1§4.0) 1{4.2) 140
Maderate perceived difference 1 (4400 2(8.00 208.0) 4{16.7) 140
Small perceived difference 13(52.0) 1144400 12 (48.0) (37.5) 11 (44.0)
Chosen by chance 10 (40,09 11 (44,00 10 (40.0) 10(41.7) 12 (48.0)
Percentage of correct responses for 25 administered 2-of-5 tests for each fortification level®
Total correctly paired samples Gi{24)F T8 4(16) 7(29.2) 2{8.0)

n (%) all smuch values).

& total of & correct resporees for 25 administered 2-of-5 tests for each fortification level required to claim statistical significance.

“Indicates significant threshold detection.

measuring acceptability (Peryam and Pilgrim 1957), short-term
assessments may not predice long-term food intake in consumers
{Meiselman 1992; Cardello and Schutz 1996).

In the present study, complementary foods fortified with only
iron (as ferrous fumarate) or iron and zinc (as zinc oxide) were
indistinguishable by caregivers in triangle difference tests, and
caregivers rated both products highly for appearance, flavor, and
rexture liking, and overall DOL. Differences in feeding times and
amounts of food consumed were not significant when taking into
account illness, and the caregiver proxy DOL ratings were highly
positive for both study products. Thus, the results from the child
acceptability trial indicate that targeted fortification products with
similar compesitions to that of the current study product should
be acceptable to consumers at levels up to 240 mg zinc per kilo-
gram of flour. Nevertheless, as there are no other published zinc
fortification acceptability studies among voung children, further
sensory testing would be advisable, espedially for different types of
complementary foods and for higher proposed fortification levels.

Adule participants in the current acceptability trial of breads
rated the 3 study products highly for appearance, flavor, tex-
rure, and overall DOL. The fortification level of 126 mg zinc
as zinc oxide per kilogram of flour in the high zinc bread product
was more than 25% greater than the previous study by Lopez de
Romana and others (2002). For the bread threshold test, the fact
that a significant difference was detecred for some concentrations
in the range and not others, including the highest, suggests that
the 2-of-5 test may not be the most appropriate for determining
a detection threshold. The high number of samples per test (5)
may have created internal noise, as participants went back and
forth among the samples and dealt with potential carry-over and
adaptation effects, and confounding facrors (thatis, porential color
differences caused by oven placement] that may have influenced
the outcome. Indeed, most participants rated the perceived dif-
ferences berween products as small or “chosen by chance,”” which
may indicate that within the fortification levels tested, the actual
threshold differences may have been too small to be distingnishable
from the nonfortified product. Inn any case, the participants in the
acceptability trial rated breads fortified with up to 126 mg zinc
per kilogram of flour favorably, so fortification to this level should
be acceptable. Additional testing would be advisable if proposed
fortification levels were to exceed this level.

Currently, fewer than 20 countries worldwide fortify cereal sta-
ples with zine (Brown and others 2010). Presently, all fortification
programs add zinc (in the form of zinc oxide) at levels ranging
from 14 to 33 mg zinc per kilogram of flour. New recommenda-
tions from the Hour fortification initiative (FFI) (Brown and others
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2010), which have been adapted by the World Health Organiza-
tion (WHO), do not provide fortificarion ranges for targeted zinc
fortification programs as further research is still required to esti-
mate the effects of zincfortified cereal flours on total absorbed
zinc among young children. For mass fortification programs, re-
fined wheat flour should be fortified ar levels of 25 to 95 mg zinc
per kilogram of Hour, depending on: (1) the amount of flour con-
sumed, and (2) the amount of zinc and phytate consumed in the
remainder of the diet. Thus, results from the current study indicate
that the newly proposed fortification levels for mass fortification
programs should be well accepted by consumers. Higher levels of
zinc fortification have been proposed for mass fortification pro-
grams when whole-wheat flour is consumed, and sensory trials
are still needed to confirm the acceptability of such products.

Conclusion

The sensory properties of the zinc-fortified, cereal-based com-
plementary foods and the zinc-fortified wheat breads were ac-
ceptable at the given levels of zinc fortification when compared to
non-zinc-fortitied equivalents, and the products were well liked
by the respective child/caregiver and adule participants. Thus, re-
sults from the current study add to the increasing understanding
of the effects of zinc fortification on the acceptability of cereal
products and provide specific information for West African chil-
dren and adults. Sensory testing is an important step to ensure the
acceptability, and ultimately, the sustainability of zinc fortification
programs.
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