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RESUME 
Nous avons examin6 au microscope 61ectronique apr~s coloration n6gative au cours de deux 

hivers  successifs 110 selles d 'enfants ~g6s de moins de 3 ans dont 88 6taient hospitalis6s pour 
gastro-ent6rite infantile. Dans le groupe t6moin, constitu6 de 22 enfants hospitalis6s pour des 
motifs  divers pour lesquels la coproculture 6tait pratiqu6e ~ titre syst6matjque, aucun virus n'a 
6td mis  en 6vidence tandis que les selles d'enfants atteints de gastro-ent6rite 6taient riches en 
virions dans 31,8 % des cas. Dans 22, 7 % des cas les virions observ6s 6taient des Rotavirus, dans 
9 ,1% des cas il s 'agissait de virus divers : Ad6novirus, Astrovirus, Coronavirus. 

M o t s - c l e f  : 

Gastro-ent6rite infantile - Rota v trus = Astrovirus - Coronavirus - Microscopie 61ectronique. 

* Accept6 le 20 d6cembre 1979. 
** Laboratoire central de Bact6riologie-Virologie, H6pital 
Saint-Louis, 2 place du Dr. A. Fournier, 75010 Paris. 
*** Unit6 107, INSERM, H6pital Saint-Louis. 
**** Service de P6diatrie (Pr Lestradet), H6pital Saint-Louis. 
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Le d iagnos t ic  d i rec t  des infect ions virales  pa r  
mise  en  dvidence  des vir ions au mic roscope  61ec- 
t r o n i q u e  dans  un  p rodu i t  pa tho log ique  (5) a 6t6 
ut i l isd p o u r  le d iagnos t ic  r ap ide  des infect ions 
v i ra les  d e r m o t r o p e s ,  v6siculeuses ou tumora les ,  
p o u r  m e t t r e  en 6vidence  une  vir6mie,  ou pour  
d d m o n t r e r  une  vi rur ie .  Son app l ica t ion  ~ la re- 
c h e r c h e  de vi rus  dans  les f6c6s (4) (6) (10) (11) (15) 
e s t  ~ l 'o r ig ine  de la ddcouver te  de virus nouveaux  
que  l 'on  n e  peu t  encore  isoler  dans les cellules 
cul t iv6es  in v i t ro  et  dont  le r61e 6t iologique dans 
|es  d ia r rh6es  infant i les  est  ~ l '6tude (23). Nous 
r a p p o r t o n s  no t r e  exp6r ience  po r t an t  sur  110 sel- 
les d ' en fan t s  hospi ta l is6s  p e n d a n t  deux  h i r e r s  
cons6cut i fs .  

MATERIEL ET METHODES 

Les f6e6s 

Ils p r o v i e n n e n t  d ' enfan ts  fig6s de 5 jours fi 
t ro i s  ans  hospi ta l i s6s  dans  les services de l 'h6pi- 
ta l  H6rold .  Du l e r  d~cembre  1977 au  l e r  mars  
1978, nous  avons  examin6  47 selles d iar rhdiques  
adress6es  p o u r  r e che rche  de virus avec le dia- 
gnos t i c  de gas t ro-en tdr i t e  infant i le  (GEI) et 22 
selles non  d ia r rh6 iques  adress6es p o u r  coprocul-  
t u re s  h t i t re  sys t6ma t ique  ; celles-ci ont  servi de 
g r o u p e  t6moin .  Du l e r  d6cembre  1978 au l e r  
m a r s  1979, nous  avons  examin6  41 selles diar- 
rh6 iques  adress6es  pou r  r eche rche  de virus avec 
le d iagnos t i c  de GEI. 

Les selles on t  6t6 recuei l l ies  au cours  de l 'un des 
q u a t r e  p r e m i e r s  jours  de la d iar rh6e  et conser- 
v6es congel6es  g - 30 °. 

Extrait de selles 

I1 est  p r6par6  c o m m e  suit  : 1,5 g de selles est 
mis  dans  2,5 ml  de t a m p o n  phospha t e  pH 7,2 
(PBS) st6rile.  On y a joute  1,5 ml de t r ichlorotr i -  
f l uo ro6 tha ne  (Frdon Merck). Apr~s homogdn6isa-  
t ion  so igneuse  au  Vortex,  le tube  est cent r i fug6/ t  
+ 4 ° p e n d a n t  une  heu re  ~ 5000 t /mn.  On obt ien t  
t ro is  couches  : une  couche  inf~rieure form6e du 
Frdon  qui  a solubil is6 les subs tances  l iposolubles,  
une  couche  m o y e n n e  ou  gale t te  const i tu6e des 
ddbr is  ce l lu la i res  et  r iche  en bact6ries ,  une  cou- 
che  sup6r ieu re  c o n t e n a n t  les virus.  Celle-ci est 
recue i l l i e  ~ la p ipe t t e  et ddpos6e dans  un  tube  
stdri le .  Cet ex t ra i t  est u t i l i sable  pour  r inocu la -  
t ion  en  cu l tu res  cel lulaires .  

La  pr6paration des grilles porte-objet 

Des gril les cuivr6es de 300 - mesch  ,,, recouver-  
tes d ' u n  c6t6 d ' une  pel l icule  de fo rmwar ,  de r au -  
t re  d ' une  pe l l icu le  de carbone ,  sont  pos6es face 
f o r m w a r  sur  une  gou t te  de su rnagean t  pendan t  4 
m i nu t e s ,  puis  l 'exc6s de l iquide est absorb6 avec 

d u  p a p i e r  f i l t re.  Sans  s6cher t o t a l e m e n t  la sur- 
face,  on  pose  la gril le sur une  gout te  d 'ac ide  phos- 
p h o t u n g s t i q u e / ~  2 % t a m p o n n 6  avec de la soude 
n o r m a [ e / t  p H  6,2. Apr6s 4 minu tes  de contact ,  on 
sbche c o m p l ~ t e m e n t  la grille. Celles-ci sont 
conserv6es  g r a b r i  des poussi~res jusqu' / t  l 'exa- 
m e n  qu i  p e u t  ~tre diff6r6 de p lus ieurs  jours  fi 
p lus i eu r s  semaines .  

L'examen au microscope 61ectronique 

Les gri l les  sont  observdes avec un  microscope  
Phi l ips  EM 301 * sous une  tens ion de 60 KV et 
u n  g ros s i s semen t  d i rec t  de 19000 ~ 34000. 

L ' ac ide  phospho tungs t i que ,  opaque  aux 61ec- 
t rons ,  dess ine  en cons t ras te  les par t i cu les  virales  
e t  rdv~le leur  ta i l le  e t  leur  s t ruc tu re  ce qui  p e r m e t  
d ' i den t i f i e r  la fami l le  ou le genre  auxquels  elles 
a p p a r t i e n n e n t .  Les p r i n c ip au x  cri t6res d ' identif i -  
c a t i on  des v i r ions  observ6s sont  pr6cis6s dans les 
16gendes de l ' i conographie .  Quand  aucune  struc- 
t u r e  v i ra le  n ' a  6t6 observ6e apr6s 20 minu tes  
d ' o b s e r v a t i o n ,  l ' ex am en  est consid6r6 c o m m e  n6: 
gatif .  

RESULTATS 

Dans le g r o u p e  des  22 selles tdmoins  p rovenan t  
d ' en f an t s  hospi ta l i s6s  pour  des motifs  divers,  au- 
cune  s tnac tu re  v i ra le  n 'a  6td mise en 6vidence.  

Le t a b l e a u  I r en d  compte  des virus pr6sents  
dans  les selles d ia r rh6 iques  des enfants  atteiiats 
de G E I - e t  les f igures  1, 2, 3 et 4 i l lus t rent  les 
s t r u c t u r e s  v i ra les  observdes.  

T A B L E A U I  

Virions observ6s en microscopie 61ectronique dans les selles 
d'enfants fig6s de moins de trois ans atteints de gastro- 
entdrite. 
* dont deux avec des Rotavirus. 
** dont deux avec des Astrovirus. 

Nombre de se l l es  I r i  c h e s ~ ~ - - - - ~ .  . . . . . .  / - ~  
Diarrh6iques observ6es I viens I Aden°l Astro I Corona I Rota 

Hiver 78-79 I 41 I I0 1 2 1 am I o I 6m~ 
I __  _ 1('4.6 1 

Dans c inq  selles, des Astrovirus  ont  6t6 obser- 
v6s en  g r a n d e  abondance ,  deux lois il s 'agissait  de 
nou r r i s sons  fig6s r e sp ec t i v em en t  r u n  de 6 jours,  
r a u t r e  de 21 jours .  Dans deux selles, des Rotavi-  
rus  et  des As t rov i rus  6taient  prdsents  conjointe-  
m e n t .  

* Nous remercions Monsieur le Professeur Flandrin de son 
hospitalit6. 
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F I G U R E  1 

Astrovirus. Diam. 28 nm. Particule ~t contour circulaire sur 
laquelle superpose.une 6toile ~t 5 ou 6 branches ~t centre dense 
(ref. 23). GR 170 000. Barre = 100 nm. 

F I G U R E  2 

Adenovii~us. Diam. 70 h 90 nm. Particule icosa6drique vue par 
une de ses faces. Les capsombres sont au nombre de 6 par 
ar6tes et 6 par face. GR 170 000. Barre = 100 nm. 

F I G U R E  3 

Coronavirus. Diam. 60 ~ 220 nm. Particule pl6omorphe entou- 
r6e d'une couronne de franges en voie de d6sorganisation. GR 
170 000. Barre = 100 nm 

I 

-FIGURE 4 

Rotavirus. Diam. 70 nm. Particules en forme de roue h moyeu 
central icosa6drique. La capside externe lisse est absente ; les 
bords dentel6s r6pondent ~t la capside interne. GR 170 000. 
Barre = 100 nm. 

D I S C U S S I O N  

La r e c h e r c h e  de v i r u s  a u  m i c r o s c o p e  61ectroni-  
q u e  es t  u n e  t e c h n i q u e  p e u  s e n s i b l e  c a r  le gross is-  
s e m e n t  u t i l i s 6  n e  p e r m e t  d ' e x p l o r e r  q u ' u n  fa ib le  
v o l u m e  : o n  s a i t  q u ' u n  t i t r e  de  1.106 v i r i o n s  p a r  
m l  d a n s  u n  6 c h a n t i l l o n  es t  le t i t r e  m i n i m u m  re- 
q u i s  p o u r  q u e  l ' o b s e r w  t e u r  a i t  q u e l q u e  c h a n c e  de 

v o i r  u n  v i r i o n  s u r  la  t o t a l i t 6  d ' u n e  gr i l l e  po r t e -  
o b j e t  (7 m m 2  ). L ' o b s e r v a t i o n  de n o m b r e u x  vi- 
r i o n s  s u r  u n e  g r i l l e  vo i r e  d a n s  u n  c h a m p  m i c r o s -  
c o p i q u e  es t  d o n c  le s i gne  d ' u n e  t rbs  g r a n d e  den -  
s i t6  v i r a l e  d a n s  les f6cbs e t  la  c o n s 6 q u e n c e  p r o b a -  
b l e  de  la  m u l t i p l i c a t i o n  des  v i r i o n s  d a n s  ]es ce l lu-  
les  de  la  m u q u e u s e  i n t e s t i n a l e .  Cet te  t e c h n i q u e  
s i m p l e ,  j u m e l 6 e  ~ la r e c h e r c h e  des b a c t 6 r i e s  
p a t h o g b n e s  d a n s  les sel les ,  est  d o n c  d ' u n  g r a n d  
i n t 6 r 6 t  d a n s  le d i a g n o s t i c  des g a s t r o - e n t 6 r i t e s  ai- 
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gu6s car la rapidit6 de ses r6sultats pourrai t  
cont r ibuer  ~ l imiter la prescription d'antibioti- 
ques inutiles voire nocifs par  leur action s61ective 
sur  la flore intestinale. Cependant sa prat ique est 
condit ionn6e par  un investissement important.  
Certaines techniques immunoenzymat iques  
(ELISA) ou radioimmunologiques  d6tectent avec 
une grande sensibilit6 la pr6sence des antig~nes 
de Rotavirus  dans les selles (3). Elles ont de plus 
l 'avantage d 'explorer un grand nombre de setles 
en une journ6e. Mais l 'examen en microscopie 
61ectronique est le seul qui permet te  la mise en 
6vidence d 'autres  virus dont l '6pid6miologie et le 
pouvoi r  pathogbne sont encore mal connus. 
L 'agencement  en cristaux des parois bact6rien- 
nes d6grad6es peut  interf6rer avec la recherche 
des virions (9). 

L'excr6tion d'Ad6novirus dans les selles est ha- 
b i tue l lement  prouv6e par  ]eur isolement en 
cul tures  cellulaires mais la d6couverte, dans des 
extrai ts  de selles examin6s au microscope 61ec- 
tronique,  de trbs nombreux ad6novirions non 
cult ivables au cours d e  diarrh6es 6pid6miques 
montre  l 'int6r6t de cette recherche (10). Ces ob- 
servat ions ont permis d'6tablir  le r61e 6tiologique 
des ad6novirus dans certaines gastro-ent6rites ai- 
gu6s (10) (26) (32) et d '6voquer l 'existence d'ad6- 
novirus appar tenant  ~ des sous-groupes jusqu'ici 
inconnus (14). 

Les Astrovirus ont 6t6 observ6s pour la pre- 
mibre fois en 1975 (2) (22) dans des selles de nour- 
rissons at teints de gastro-ent6rite b6nigne. Ces 
virus dont  le pouvoir  antigone a 6t6 d6montr6 (1) 
(18) (20) semblent  responsables d'6pid6mies de 
creches mais ils ont 6t6 observ6s dans les selles de 
nouveau-n6s asymptomat iques  (11). La pr6sence 
s imultan6e d'Astrovirus et de Rotavirus semble 
fr6quente (18) (28). 

Des Coronavirus ont 6t6 observ6s pour la pre- 
mibre fois dans les selles de deux malades au 
cours d 'une 6pid6mie de gastro-ent6rite dans une 
collectivit6 d 'adolescents (8). Divers auteurs ont 
confirm6 leur pr6sence dans les selles humaines 
(21) (25) (27) (28) (31) mais avec une 6gale fr6- 
quence qu'il  y ait de la diarrh6e ou non et malgr6 
le r61e d6terminant  de Coronavirus dans les 
gastro-ent6rites transmissibles animales, leur 
pouvoir  pathogbne chez l 'homme n'est pas d6- 
montr6.  

Nos observat ions confirment le r61e 6tiologi- 
que majeur  des Rotavirus dans les GEI survenant 
pendan t  la p6riode hivernale (7) (12) (13). Cepen- 
dant  le pourcentage  de selles riches en Rotavirus 
est inf6rieur fl celui qu'on rapport6 certains au- 
teurs qui, au cours d'6pid6mies, ont observ6 jus- 
qu'fl 78 % de selles positives (17). I1 est possible 
que l 'absence d 'ultracentrifugation des extraits 
de selles tels que nous les pr6parons rende 
compte  d 'un moins grand nombre  de r6sultats 
positifs. Cependant  nos r6sultats sont compara- 
bles fl ceux qui  ont 6t6 obtenus fl la m6me p6riode 
,clans d 'aut res  r6gions de France (29) (19) sur des 
pr6parat ions  ultracentrifug6es. L'extraction au 
fr6on (30) a l 'avantage d'6tre simple et rapide et 
d'61iminer les structures provenant  de la d6gra- 
dat ion des membranes .  L'6pid6miologie des Ro- 
tavirus est encore real connue ; on sait cependant 
que cette infection hivernale varie selon les an- 
n6es (16). Nous  avons not6 une fr6quence plus 
grande des infections ~ Rotavirus au cours de 
l 'hiver 77-78 que durant l 'hiver 78-79 mais le 
nombre  de cas 6tudi6s est trop faible pour que la 
diff6rence soit s ta t is t iquement  significative. 

S U M M A R Y  During two successive winters, faecal extracts from 110 children under 3 years of  age were examined 
by electron microscopy with negative contrast. In a first group o f  22 children hospitalised for various 
medical disorders, no virus particles were detected. In the second group o f  88 children with acute 
gastroenteritis, we found viruses in 31,8 % ot the faecal extracts, Rotavirus were detected in 22,7 % o f  
the specimens and various particles (Adenovirus, Astrovirus, Coronavirus) in 9,1% of  the specimens. 

K e y - w o r d s  • 

Infantile gastroenteritis - Rotavirus - Astrovirus - Coronavirus - Electron microscope. 
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