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Etude 6pid6miologique de gastroent6rites 
infantiles d'origine virale dans la r6gion amienoise* 

par  F. L E M A * * ,  A. ROSETO**.  
G. DUVERLIE**,  J. PERIES*** 

et Ph.  D A N I E L * *  

R E S U M E  L'6tude syst~matique des selles de 130 enfants de la r~gion amienoise atteints de gastroent6rite 
aigu~ a 6t6 entreprise par microscopie 61ectronique, immunoenzymologie (ELISA) et 
immuno61ectrodiffusion. Cette enquSte a permis de d6tecter au microscope 61ectronique des 
Rotavirus (40 cas), des Coronavirus (3 cas), des Astrovirus (2 cas), des Ad6novirus (2 cas) et des 
Small Round Virus (1 cas). 

Les examens s6rologiques effectu6s sur 86 s6rums (fixation du compl~ment, test ELISA et test 
d'Immuno61ectrodiffusion) ont montr~ une assez bonne concordance avec les r~sultats de la 
microscopie 61ectronique. 

M o t s - c l e f  : 

Gastroent~rite - Rotavirus - Coronavirus - Small Round Virus - Epid6miologie. 

Les gast roent6r i tes  aigu~s sont  encore un grave  
probl~me de morbidit6 et mortal i t6 infantiles dans  
le monde  (6). Mais seulement  30 % des cas sont  
expliqu6s par  une infection bact~rienne (9) 
(Salmonella, Shigella, Escherichia Coli, chol6ra, 
Yersinia enterocolitica). Plus r6cemment,  le 
Rotav i rus  a 6t6 d6montr6 comme l ' agent  
6tiologique le plus impor tan t  de gastroent~ri tes  
infantiles dans les 6tudes faites dans  plusieurs 
pays  (3) (4) (7). D ' au t r e s  agents  viraux,  de 
phys iopathologie  inconnue, coronavirus,  ad6no- 
virus non cultivables,  as t rovirus ,  calicivirus et 
,, small round virus ,, (SRV) ont  6t6 retrouv6s 
aussi  associ6s aux gast roent6r i tes  infantiles (9). 
Dans  cet article, nous pr6sentons les r6sul tats  
obtenus  dans notre laboratoire en 6 tudiant  par  
diverses m6thodes  de d6tection virale directe et de 
diagnost ic  s6rologique, les cas de gastroent~ri tes  
aigu~s infantiles hospitalis6s dans le Service de 
P6diatrie (Pr. Piussan) du Centre Hospital ier  
Universi taire  d 'Amiens  pendan t  la p6riode allant 
de Janv ie r  1979 h Mars  1980. 
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M A T E R I E L  E T  T E C H N I Q U E  

Malades 

La popula t ion 6tudi6e 6tait  compos6e de 130 
enfants  (63 garcons  et 67 flues) hospitalis6s de 
Janvie r  1979 h Mars  1980 pour  gastroent6ri te  aigu~ 
dans le service de P6diatrie I I  (Pr. Piussan) du 
CHU d 'Amiens .  Leur  age s '6talai t  de 10 jours  & 21 
mois. Les symptSmes  dominan t s  6taient les 
vomissements  et  la diarrh6e, accompagn6s  dans  la 
majori t6 des pa t ien ts  d 'une  16g6re mont6e de la 
temp6rature.  La  p lupar t  des cas se sont  pr~sent6s 
pendant  la p6riode d 'h iver  avec une fr6quence 
accrue pendan t  les mois de Janvier  et F6vrier. 
L '6volut ion a 6t6 tou jours  favorable et, en g~n6ral, 
les sympt6mes  on t  regress6 apr~s 2 ou 4 jours  
suivant  la prescript ion d ' u n  r6gime hydrique.  

D6tection directe des virus 

Les selles ont  6t6 recueillies dans un flacon 
st~rfle en polystyr6ne.  EUes ont  6t6 raises dans 
10 ml de t a m p o n  phospha te  p H  7 (PBS) contenant  
10 % de 1.1.2 Trichlorofluorethane (Genetron 
113). 
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Apr~s homog~n6isation du m61ange par agita- 
tion, celui-ci a 6t6 centrifug~ A 3 000 g pendant 30 
minutes h 4" C. Des trois phases obtenues, le 
liquide surnageant a 6t6 pr61ev6 et observ6 en 
microscopie 61ectronique, par la technique 
immunoenzymologique en phase solide (ELISA) 
et des essais de d6tection ont~6t~ effectu6s par 
61ectroimmunodiffusion (I.E.D.). Dans ce dernier 
cas, les selles 6talent ultrasonn6es pendant 30 
minutes avec une puissance de 200 watts (C.I.T. 
-- Alcatel). 

- -  M i c r o s c o p i e  $ l e c t r o n i q u e  

Le liquide surnageant des selles a 6t6 utilis6 pour 
la pr6paration des grilles de 300 mesh recouvertes 
d'un f i l l  de formvar et de carbone. Une coloration 
n6gative a 6t6 alors r6alis6e ~ l'aide d'une goutte 
d'acide phosphotungstique h 0,5 % e t a  pH 7,2 
pendant 3 minutes. La lecture a 6t~ faite avec un 
microscopie 61ectronique Philips M 301. 

- -  I m m u n o l o g i e  e n  p h a s e  s o l i d e  ( E L I S A )  

La d6tection directe de l'antig6ne h partir des 
selles a 6t6 effectu6e selon la technique de Scherrer 
et collaborateurs (13). 

- -  I m m u n o S l e c t r o d i f f u s i o n  

Les extraits des selles 6taient soniqu6s pendant 
une minute avec une puissance de 25 watts.  La 
migration des extraits de selles a 6t6 effectu6e sous 
une tension de 7 volts par centim6tre et une densit6 
de 20 milli-amp6res pendant 1 heure 30 dans un 
milieu g~los6 h 1 %  dans un tampon Tris 0,076 M, 
acide citrique 0,005 M, pH 8,4. (10). 

L'immunos6rum employ6 6tait d'abord un s6rum 
de lapin anti Rotavirus (Hoechst-Behring) et 
ensuite un s6rum de porcelet de un mois, infect6 
par voie buccale avec un Rotavirus humain. Le 
s6rum obtenu avait, un mois apr~s l'infection, un 
titre fixant le compl~ment de 1/16. 

Diagnostic immunologique 

I1 a 6t~ effectu6 par immuno61ectrodiffusion, 
io 

fixation du compl6ment et immunoenzylologm 
(ELISA). 

- -  I m m u n o d l e c t r o d i f f u s i o n  

L'antig6ne utilis6 a 6t6 un Rotavirus bovin 
(souche U.K.) cultiv6 sur cellules r6nales de singe 
cynoc6phale (Institut Pasteur) ou de Cercopithe- 
cus aethiops (Institut M6rieux) dans un milieu 
d6pourvu de s6rum et en presence de trypsine. 

Les cultures 6taient congel6es h -- 77 ° C, puis le 
liquide surnageant centrifug6 h 4 ° C pendant 30 
minutes, 6tait concentr6 100 fois par dialyse contre 
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du Poly6thyl6neglycol 20 000. La qualit~ du 
produit concentr6 6tait ensuite test6e h l'aide d 'un 
immunos6rum sp6cifique de lapin anti-Rotavirus 
(Hoechst-Behring). Les conditions de migration en 
I .E.D. 6taient les m~mes que celles d6crites au 
paragraphe pr6c6dent. 

- -  F i x a t i o n  d u  c o m p l ~ m e n t  

Les r6actions ont 6t6 pratiqu6es ~ l'aide de 
l'antig~ne Hoechst-Behring selon la technique de 
Sever (14). 

- -  I m m u n o e n z y m o l o g i e  ( E L I S A )  

Cette technique a 6t6 pratiqu6e h l'aide de 
Rotavirus bovin (souche U.K.), d'immunoglobuli- 
ne sp6cifique et d'antiglobuline marqu6e h la 
p6roxydase selon la technique de Engvall et al. (3). 

RESULTATS 

DETECTION DIRECTE DES VIRUS A PAR- 
TIR DES SELLES 

D~tection au microscope ~lectronique 

Des 130 pr616vements 6tudi6s par cette 
technique, 40 contenaient des Rotavirus, 3 des 
Coronavirus, 2 des Astrovirus, 2 des Ad6novirus 
et 1 des ,, Small Round Virus , (SRV). 

Dans 4 pr616vements, deux agents viraux 
6taient associ6s (Tableau I). 

TABLEAU I 

D6tection par microscopie 61ectronique d'agents viraux dans 
des selles de gastroent6rites aigu~s. 

NOMERE D'E- FREQUENCE (%) PREVALENCE (%) 
VIRUS CHANTILLONS DANS LE TOTAL DANS LES CAS 

POSITIFS DES ~CHANTIL- AVEC D~TECTION 
LONS ~TUDI~S VIRALE POSITIVE 

ROTAVIRUS 

~ORONAVIRUS 

~STROVIRUS 
~OTA + 
~DCNOVIRUS 
OTA + 
~ORONAVIRUS 
SMALL ROUND 
¢IRUS 

37 
2 
2 
2 

28,6 
1,5 
1,5 
1,5 

0,7 

0,7 

80,4 
%4,3 
~4,3 
4,3 

2,1 

2,1 

D~tection des Rotavirus par la technique ELISA 

L'antig~ne Rotavirus a 6t6 d6tect6 dans 49 des 
130 extraits de selles d~jh 6tudi6s au microscope 
61ectronique soit dans 37,5 % des cas de 
gastroent6rites aigu~s. 



D6tect ion des Rotav i rus  par  61ectroimmunodif- 
fusion ( I .E .D.)  

Cet te  technique a 6t6 appliqu6e & l '6 tude de 49 
selles don t  19 furent  positives• Pa rmi  celles-ci, 3 
n6gat ives  devinrent  posi t ives apr6s t r a i t emen t  aux  
ul t rasons .  La  concordance ob tenue  entre  les 
r6sul ta ts  de la microscopie 61ectronique et  de 
l ' immuno~lectrodiffusion est  mont r6e  dans le 
tableau I I .  

TABLEAU II 

Concordance entre les r~sultats obtenus par I.E.D. et M.E. 

~ME POSITIVESIME N£GATIVES 
14 5 
13 17 

Les surnagean ts  des selles posi t ives  en I .E .D .  
~taient neut ra l i s t s  par  des immunos~rums de lapin 
an t i -Rotav i rus  et non par  le s~rum du m6me lapin 
avan t  immunisat ion.  

Diagnost ic  s~rologique 

- -  I m m u n o ~ l e c t r o d i f f u s i o n  

Cette  r6action a ~t~ r~alis~e avec du Rotavi rus  
bovin  comme antigone.  Des ant icorps  ont  ~t~ 
d~tect~s dans 21 s~rums sur les 48 ~tudi6s par  
ce t te  technique.  

- -  R ~ a c t i o n  de f i x a t i o n  du  c o m p l 6 m e n t  

Celle-ci a ~t~ appliqu6e & 86 s~rums mais  
seulement  12 paires d ' en t re  eux ont  pu 6tre 
ob tenus  d ' enfan ts  positifs aux  Rotav i rus  en 
microscopie 61ectronique. Pa rmi  ces 12 paires,  2 
s~rums pr~coces contenaient  des ant icorps  don t  le 
t i t re  ~tait r espec t ivement  de 1/2 ou de 1/4. Les 
s~rums tardifs  poss~daient  tous des ant icorps ,  
mais & des t a ux  faibles. Un seul s6rum avai t  un  
t i t re  de 1/16 tandis  que 6 autres  ~taient  positifs 
la di lut ion de 1/4. 

- -  T e c h n i q u e  E L I S A  

Les m6mes s~rums (86) test~s par  la m6thode  
E L I S A  contenaient  des ant icorps  dans  50 % des 
c a s .  

Epid~miologie  

- -  F r # q u e n c e  des  i n f ec t i ons  se lon  l'Ctge. 

Dans 46 cas de gast roent~r i tes  virales aigu~s 
diagnost iqu6s au microscope ~lectronique, 80 % 
des enfants  avaient  moins de 1 an et  20 % ~taient 
&g~s de 1 & 2 ans ( f igure 1). 

- -  R ~ g a r t i t i o n  se lon  la s a i s o n  

La pr6dominance des infections pendan t  les mois 
froids sur tou t  janvier  et f~.vrier ( f igure 2} est 
manifes te  et es t  en accord avec les ~tudes 
pr6c~dentes (10). 
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FIGURE l 

R~partition des cas selon les groupes d'~ge. 

g 12 t5  1B 21 mo;s 

- -  R @ a r t i t i o n  se lon  les s e x e s  

Les garcons  on t  ~t~ a t te in t s  par  les virus plus 
f r6quemment  que les flues dans  le rappor t  de 27 & 
18, tandis  que la popula t ion  ~tudi~e ~tait compos~e 
de 63 garqons et  67 filles. 
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DISCUSSION 

Les conclusions de cette ~tude ~pid~miologique 
concernant les gastroent~rites/t  rotavirus sont en 
accord avec les r~sultats pr~c6demment publi~s. 
En effet, on constate que les Rotavirus sont 
presents dans 30,8 % des cas de gastroent~rites 
algu~s, que la maladie se manifeste pr~f~rentielle- 
ment darts les m6mes ,, tranches d'&ge - (entre 0 et 
24 mois, avec un pic entre 3 et 6 mois), en hiver (7), 
avec une incidence tr~s proche chez les garcons et 
les flUes et une m6me r~ponse immunitaire. 

L'6tude comparative entre la s~rologie et la 
microscopie 61ectronique nous permet de dire que 
dans la majorit~ des cas off sont d~tect~s des 
Rotavirus, il s 'agit d'une primoinfection. La 
presence d'anticorps anti-Rotavirus dans quelques 
cas au d6but de la maladie, chez les enfants ~g6s de 
moins de 3 mois renforce l'id~e que les anticorps 
circulant, d'origine maternelle probable ne 
prot6gent pas ou real contre l'infection intestinale 
(2). Cependant, il n'en serait pas de m6me pour les 
inhibiteurs de Rotavirus, probablement des 
anticorps, contenus dans le lait maternel. Le titre 
de ceux-ci baisse rapidement en 4 ~ 5 jours, mais 

, sont encore d6tectables dans le lalt non dilu~ 
pendant plus longtemps {15). 

Cette ~tude confirme aussi la valeur g~n~rale de 
la microscopie ~lectronique pour la mise en 

~vidence des divers agents, autres que le rotavirus 
d'6tre aussi la cause de gastroent~rites virales. 
C'est en effet & l'aide de cette technique que le 
rotavirus a ~t~ d~couvert par Bishop et al. en 1973 
(1). Depuis, les rotavirus ont 6 t6  d6crits par 
diff~rents auteurs dans le monde (5} Ill}. C'est 
aussi avec le microscope ~lectronique que d'autres 
virus (Astrovirus, Calicivirus, Coronavirus et 
Small Round Virus (SRV) ont ~t~ observes chez 
l 'homme et plusieurs esp~ces animales (6) (12}. 
Dans notre ~tude, nous avons constat~ la presence 
de coronavirus (1,5 % des cast, de Astrovirus 
(1,5 % des cas) et ,, Small Round Virus , (0,7 % 
des cas}, et associ~s entre eux dans 2,2 % des cas. 
N~anmoins tous les laboratoires de virologie ne 
sont pas ~quip~s de microscope ~lectronique et des 
moyens moins cofiteux peuvent d'ores et d6j~ 6tre 
utilis6s. Dans le cas des Rotavirus, la technique 
immunoenzymologique en phase solide (ELISA} 
semble, d'apr~s nos r~sultats, 6tre au moins aussi 
sensible que la microscopie ~lectronique lorsque les 
anticorps dirig~s contre les rotavirus humains sont 
utilis~s. 

En conclusion, nous pouvons affirmer que les 
techniques employees sont douses d 'un grand 
int~r6t pour le diagnostic des gastroent~rites 
aigu~s dans un milieu hospitalier, car la rapidit~ 
d'obtention des r~sultats peut contribuer & limiter 
la prescription d'antibiotiques inutiles, voire nocifs 
par leur action sur la flore intestinale. 
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S U M M A R Y  A s y s t e m a t i c  su rvey  was  carried on s tools  f rom 130 chi ldren su f fer ing  o f  acute  gastroenter i t i s .  
E lec t ron  microscopy,  e n z y m o - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  assay  ( E L I S A  } and  counter  e lectrophoresis  
were employed.  This  s u r v e y  al lowed to the  de tec t ion  by  electron mic roscopy  o f  R o t a v i r u s  (40 
cases}, Coronuviruses  (3 cases}, A s t r o v i r u s e s  {2 cases}, A d e n o v i r u s e s  {2 cases} and  Sma l l  R o u n d  
Viruses  (1 case}. Serological  t e s t s  {complement  f ixation,  E L I S A  and coun ter  electrophoresis)  done  
wi th  86 sera show ed  a good  correlation w i th  resul ts  ob ta ined  wi th  e lectron microscopy .  
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