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Recherche de virus en microscopie
électronique dans les selles d'enfants
atteints de gastro-entérite
aigué hivernale *
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Nous avons examiné au microscope électronique aprés coloration négative au cours de deux
RESUME hivers successifs 110 selles d’enfants 4gés de moins de 3 ans dont 88 étaient hospitalisés pour
gastro-entérite infantile. Dans le groupe témoin, constitué de 22 enfants hospitalisés pour des
motifs divers pour lesquels la coproculture était pratiquée a titre systématique, aucun virus n'a
été mis en évidence tandis que les selles d’enfants atteints de gastro-entérite étaient riches en
virions dans 31,8 % des cas. Dans 22, 7 % des cas les virions observés étaient des Rotavirus, dans
9,1 % des cas il s’agissait de virus divers : Adénovirus, Astrovirus, Coronavirus.
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Le diagnostic direct des infections virales par
mise en évidence des virions au microscope élec-
tronique dans un produit pathologique (5) a été
utilisé pour le diagnostic rapide des infections
virales dermotropes, vésiculeuses ou tumorales,
pour mettre en évidence une virémie, ou pour
démontrer une virurie. Son application a la re-
cherche de virus dans les fécés (4) (6) (10) (11) (15)
est a l'origine de la découverte de virus nouveaux
que 'on ne peut encore isoler dans les cellules
cultivées in vitro et dont le réle étiologique dans
les diarrhées infantiles est a 1’étude (23). Nous
rapportons notre expérience portant sur 110 sel-
les d’enfants hospitalisés pendant deux hivers
consécutifs.

MATERIEL ET METHODES

Les féceés

Ils proviennent d’enfants agés de 5 jours a
trois ans hospitalisés dans les services de I’hopi-
tal Hérold. Du ler décembre 1977 au ler mars
1978, nous avons examiné 47 selles diarrhéiques
adressées pour recherche de virus avec le dia-
gnostic de gastro-entérite infantile (GEI) et 22
selles non diarrhéigues adressées pour coprocul-
tures a titre systématique ; celles-ci ont servi de
groupe témoin. Du ler décembre 1978 au ler
mars 1979, nous avons examiné 41 selles diar-
rhéiques adressées pour recherche de virus avec
le diagnostic de GEL

Les selles ont été recueillies au cours de 'un des
quatre premiers jours de la diarrhée et conser-
vées congelées a - 30°.

Extrait de selles

Il est préparé comme suit : 1,5 g de selles est
mis dans 2,5 ml de tampon phosphate pH 7,2
(PBS) stérile. On y ajoute 1,5 ml de trichlorotri-
fluoroéthane (Fréon Merck). Aprés homogénéisa-
tion soigneuse au Vortex, le tube est centrifugé a
+ 4° pendant une heure 4 5000 t/mn. On obtient
trois couches : une couche inférieure formée du
Fréon qui a solubilisé les substances liposolubles,
une couche moyenne ou galette constituée des
débris cellulaires et riche en bactéries, une cou-
che supérieure contenant les virus. Celle-ci est
recueillie a la pipette et déposée dans un tube
stérile. Cet extrait est utilisable pour 1'inocula-
tion en cultures cellulaires.

La préparation des grilles porte-objet

Des grilles cuivrées de 300 « mesch », recouver-
tes d'un c6té d’une pellicule de formwar, de ’au-
tre d’une pellicule de carbone, sont posées face
formwar sur une goutte de surnageant pendant 4
minutes, puis I'exces de liquide est absorbé avec
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du papier filtre. Sans sécher totalement la sur-
face, on pose la grille sur une goutte d’acide phos-
photungstique a 2 % tamponné avec de la soude
normale a pH 6,2. Apreés 4 minutes de contact, on
seche complétement la grille. Celles-ci sont
conservées a l'abri des poussiéres jusqu'a I'exa-
men qui peut étre différé de plusieurs jours a
plusieurs semaines.

L'examen au microscope électronique

Les grilles sont observées avec un microscope
Philips EM 301 * sous une tension de 60 KV et a
un grossissement direct de 19000 & 34000.

L’acide phosphotungstique, opaque aux élec-
trons, dessine en constraste les particules virales
etrévele leur taille et leur structure ce qui permet
d’identifier la famille ou le genre auxquels elles
appartiennent. Les principaux critéres d’identifi-
cation des virions observés sont précisés dans les
légendes de 'iconographie. Quand aucune struc-
ture virale n’a été observée aprés 20 minutes
d'obfservation, I’examen est considéré comme né-
gatif.

RESULTATS

Dans le groupe des 22 selles témoins provenant
d’enfants hospitalisés pour des motifs divers, au-
cune structure virale n’a été mise en évidence.

Le tableau I rend compte des virus présents
dans les selles diarrhéiques des enfants atteints
de GElI-et les figures 1, 2, 3 et 4 illustrent les
structures virales observées.

TABLEAU I

Virions observés en microscopie électronique dans les selles
d’enfants agés de moins de trois ans atteints de gastro-
entérite.

* dont deux avec des Rotavirus.

** dont deux avec des Astrovirus.

Nombre de selles riches ‘ .
Diarrhéiques observées en Adéno| Astro | Coronaj Rota
virus
Hiver 77-78 47 18 2 1 1 14
(38%) (29,9%)
Hiver 78-79 41 10 2 4% 0 6xx
(24%) (14,6%)

Dans cing selles, des Astrovirus ont été obser-
vés en grande abondance, deux fois il s’agissait de
nourrissons agés respectivement 1'un de 6 jours,
I'autre de 21 jours. Dans deux selles, des Rotavi-
rus et des Astrovirus étaient présents conjointe-
ment.

* Nous remercions Monsieur le Professeur Flandrin de son
hospitalité.



FIGURE 1

Astrovirus. Diam. 28 nm. Particule 2 contour circulaire sur
laquelle superpose_ une étoile a 5 ou 6 branches 4 centre dense
(ref.23). GR 170 000. Barre = 100 nm.

FIGURE 2

Adenovirus. Diam. 70 4 90 nm. Particule icosaédrique vue par
une de ses faces. Les capsomeéres sont au nombre de 6 par
arétes et 6 par face. GR 170 000. Barre = 100 nm.

FIGURE 3

Coronavirus. Diam. 60 a 220 nm. Particule pléomorphe entou-
rée d’une couronne de franges en voie de désorganisation. GR
170 000. Barre = 100 nm

FIGURE 4

Rotavirus. Diam. 70 nm. Particules en forme de roue 4 moyeu
central icosaédrique. La capside externe lisse est absente ; les
bords dentelés répondent a la capside interne. GR 170 000.
Barre = 100 nm.

DISCUSSION

La recherche de virus au microscope électroni-
que est une technique peu sensible car le grossis-
sement utilisé ne permet d’explorer qu’un faible
volume : on sait qu'un titre de 1.106 virions par
ml dans un échantillon est le titre minimum re-
quis pour que ’observateur ait quelque chance de

voir un virion sur la totalité d'une grille porte-
objet (7 mm?2 ). L'observation de nombreux vi-
rions sur une grille voire dans un champ micros-
copique est donc le signe d’une trés grande den-
sité virale dans les [écés et la conséquence proba-
ble de la multiplication des virions dans les cellu-
les de la muqueuse intestinale. Cette technique
simple, jumelée a la recherche des bactéries
pathogénes dans les selles, est donc d'un grand
intérét dans le diagnostic des gastro-entérites ai-
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gués car la rapidité de ses résultats pourrait
contribuer a limiter la prescription d’antibioti-
ques inutiles voire nocifs par leur action sélective
sur la flore intestinale. Cependant sa pratique est
conditionnée par un investissement important.
Certaines techniques immunoenzymatiques
(ELISA) ou radicimmunologiques détectent avec
une grande sensibilité la présence des antigénes
de Rotavirus dans les selles (3). Elles ont de plus
I'avantage d’explorer un grand nombre de selles
en une journée. Mais 'examen en microscopie
électronique est le seul qui permette la mise en
évidence d’autres virus dont I’épidémiologie et le
pouvoir pathogéne sont encore mal connus.
L’agencement en cristaux des parois bactérien-
nes dégradées peut interférer avec la recherche
des virions (9).

L’excrétion d’Adénovirus dans les selles est ha-
bituellement prouvée par leur isolement en
cultures cellulaires mais la découverte, dans des
extraits de selles examinés au microscope élec-
tronique, de trés nombreux adénovirions non
cultivables au cours de diarrhées épidémiques
montre l'intérét de cette recherche (10). Ces ob-
servations ont permis d’établir le role étiologique
des adénovirus dans certaines gastro-entérites ai-
gués (10) (26) (32) et d’évoquer l'existence d’adé-
novirus appartenant a des sous-groupes jusqu'’ici
inconnus (14).

Les Astrovirus ont été observés pour la pre-
miére fois en 1975 (2) (22) dans des selles de nour-
rissons atteints de gastro-entérite bénigne. Ces
virus dont le pouvoir antigéne a été démontré (1)
(18) (20) semblent responsables d’épidémies de
créches mais ils ont été observés dans les selles de
nouveau-nés asymptomatiques (11). La présence
simultanée d’Astrovirus et de Rotavirus semble
fréquente (18) (28).

SUMMARY

Des Coronavirus ont été observés pour la pre-
miére fois dans les selles de deux malades au
cours d'une épidémie de gastro-entérite dans une
collectivité d’adolescents (8). Divers auteurs ont
confirmé leur présence dans les selles humaines
(21) (25) (27) (28) (31) mais avec une égale fré-
quence qu'il y ait de la diarrhée ou non et malgré
le role déterminant de Coronavirus dans les
gastro-entérites transmissibles animales, leur
pouvoir pathogeéne chez I'homme n’est pas dé-
montré.

Nos observations confirment le réle étiologi-
que majeur des Rotavirus dans les GEI survenant
pendant la période hivernale (7) (12) (13). Cepen-
dant le pourcentage de selles riches en Rotavirus
est inférieur a celui qu’'on rapporté certains au-
teurs qui, au cours d’épidémies, ont observé jus-
qu’'a 78 % de selles positives (17). Il est possible
que 'absence d'ultracentrifugation des extraits
de selles tels que nous les préparons rende
compte d'un moins grand nombre de résultats
positifs. Cependant nos résultats sont compara-
bles a ceux qui ont été obtenus a la méme période
dans d’autres régions de France (29) (19) sur des
préparations ultracentrifugées. L'extraction au
fréon (30) a I'avantage d’étre simple et rapide et
d’éliminer les structures provenant de la dégra-
dation des membranes. L'épidémiologie des Ro-
tavirus est encore mal connue ; on sait cependant
que cette infection hivernale varie selon les an-
nées (16). Nous avons noté une fréquence plus
grande des infections 4 Rotavirus au cours de
I’hiver 77-78 que durant 'hiver 78-79 mais le
nombre de cas étudiés est trop faible pour que la
différence soit statistiquement significative.

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 of 22 children hospitalised for various
medical disorders, no virus particles were detected. In the second group of 88 children with acute
gastroenteritis, we found viruses in 31,8 % ot the faecal extracts, Rotavirus were detected in 22,7 % of
the specimens and various particles (Adenovirus, Astrovirus, Coronavirus) in 9,1 % of the specimens.

Key-words :

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