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Summary: Epidemiological and virological aspects Rotavirus diarrhoea in Abidjan, Céte d’lvoire (1997-2000).

Viruses, mainly rotaviruses are aetiological agents in more than 80% of the cases of acute diarrhoea
in children. In order to determine the epidemiological characteristics and genotypes of human
rotaviruses involved in gastroenteritis in diarrheic children aged from 0 to 5 years old in Abidjan,
642 specimens of stools were collected between 1997 and 2000 in the urban health centres and
University Teaching Hospitals in Abidjan. The antigenic detection of rotaviruses carried out by ELISA
test was followed by the antigenic (VP6 sub-groups) and molecular characterization: polyacrylamide
gel electrophoresis and genetic typing. The general prevalence of Rotavirus diarrhoea was 27.9%.
Among the children who were found positive, those whose age ranged from 0 to 11 months old
accounted for 45.8% against 41.3% and 12.9% for those whose age ranged from 1 to 2 and 3 to
5 years old respectively, proving thus the precocity of rotavirus infection. from an electrophoretypical
and antigenic point of view 74.5% of 141 extracts of RNA had a “long” profile and belonged to the
VP6 Il sub-group against 24.8% of “short” profile belonging to sub-group I. The electrophoretypes
with short profile were identified in majority in infants whose age ranged from 0 to 2 years old. Out
of the P genotypes identified, the P [8] genotype (59.6%) was predominant followed by the P [6]
genotype (26.2%), P [4] (2.8%) and one mosaic genotype P[6,8] which represented 11.4%. These
results will need to be completed by the determination of VP7 genotypes in order to provide interes-
ting information on rotaviruses before the introduction of anti-Rotavirus vaccines in the country.

Résumé :

Dans le but de déterminer les caractéristiques épidémiologiques et les génotypes des Rotavirus
humains impliqués dans les gastro-entérites chez des enfants diarrhéiques de 0 a 5 ans a Abidjan,
642 échantillons de selles ont été recueillis entre 1997 et 2000, dans les formations sanitaires
urbaines et les centres hospitaliers universitaires d’Abidjan. La détection antigénique des Rotavirus
réalisée par test ELISA a été suivie par la caractérisation antigénique (sous-groupes V/P6) et molécu-
laire : électrophoreése en gel de polyacrylamide et typage génique VP4. La prévalence globale de la
diarrhée due aux Rotavirus était de 27,9 %. Parmi les enfants trouvés positifs, ceux de la tranche
d’dge 0-11 mois représentaient 45,8 %, contre 41,3 % et 12,9 % pour ceux des tranches d’age 1-2
ans et 3-5 ans respectivement, démontrant ainsi la précocité de I'infection par Rotavirus. Du point
de vue électrophorétypique et antigénique, 74,5 % de 141 ARN extraits avaient un profil « long »
et étaient de sous-groupe VPG i, contre 24,8 % de profil court et du sous-groupe I. Les électro-
phorétypes de profil « court » ont été identifiés chez les enfants de 0 & 2 ans majoritairement. Des
génotypes P identifiés, le génotype P[8] (59,6%) était majoritaire, suivi du génotype P[6] (26,2%)
et P[4] (2,8%) et un génotype en mosaique P[6,8] représentant 11,4 %. Ces résultats devront étre
complétés par la détermination des génotypes \/P7 afin de fournir des informations d’intérét sur les
Rotavirus circulants avant I'introduction des vaccins anti-Rotavirus dans le pays.
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Introduction

ans les pays en voie de développement, la diarrhée est

la cause majeure de morbidité et de mortalité chez les
enfants de moins de 5 ans (7). Parmi les agents étiologiques
incriminés, les virus sont responsables dans plus de 80 % des
cas et les Rotavirus représentent I’agent étiologique le plus
fréquemment isolé au cours des gastro-entérites infantiles
(GEI) aigués. Plus de 800000 enfants en dessous de 5 ans
meurent chaque année des infections dues aux Rotavirus (6).

Virologie

La fréquence et la gravité des GEI ont fait envisager la mise
au point d’un vaccin pour prémunir les enfants contre les
infections par Rotavirus. Deux antigénes majeurs impliqués
dans 'immunité anti-Rotavirus proviennent des protéines
de la capside externe, la glycoprotéine VP7 ou G, codée
par le géne 7, et la protéine VP4, codée par le gene 4. VP7
et VP4 jouent un réle déterminant dans I'immunogénicité
vaccinale. Les génotypes G1-G4 de VP7 et les génotypes
P[8] et P[4] de VP4 sont fréquemment rencontrés dans les
GEI aigués (9). Les candidats vaccins devraient inclure au
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moins 4 combinaisons génotypiques telles que (P[8] G1),
(P[8] G3), (P[8] G4) et (P[4] G2). Il importe donc d’identifier
les différents génotypes circulant dans les pays endémiques
et de documenter la diarrhée avant I'introduction du vaccin
anti-Rotavirus.

Depuis plusieurs années, en Cote d’Ivoire, des travaux por-
tant sur les GEI 2 Rotavirus sont réalisés et des isolats ont pu
étre caractérisés (2, 3, 12). Cette étude se propose de décrire
les caractéristiques épidémiologiques de la diarrhée due aux
Rotavirus chez des enfants de 02 5 ans a Abidjan et d’iden-
tifier les génotypes circulants de 1997 4 2000.

Matériel et méthodes

Population d'étude

Il s’agit d’enfants diarrhéiques de 0 2 5 ans, se présentant dans
les formations sanitaires urbaines et les centres hospitaliers
universitaires d’Abidjan, sélectionnés sur la base de leur situa-
tion géographique, entre 1997 et 2000.

Produit biologique

Pour chaque enfant et aprés le consentement éclairé de la
mere ou de la personne accompagnatrice, des selles ont été
recueillies dans des pots stériles, le méme jour ou le lende-
main. Les échantillons, stockés dans une glaciere contenant
des accumulateurs de froid permettant d’obtenir une tempé-
rature comprise entre 0-4 °C, ont ensuite été acheminés au
laboratoire, a I'Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, site d’Adio-
podoumé, ou ils ont été conservés 3 20 °C jusqu’a I’analyse
virologique.

Détection des antigénes de Rotavirus groupe A

Elle a été réalisée a partir d’extrait de selles par la technique
ELISA utilisant un kit commercial (Rotavirus Pathfinder Kal-
lestad®) pour la mise en évidence de I’antigene de groupe VP6
des Rotavirus groupe A. La validation du test et les interpré-
tations ont été faites selon les recommandations du fabricant.
Les échantillons positifs en Rotavirus ont été conservés a
-20 °C, jusqu’a la réalisation des autres tests.

Détection des sous-groupes de VP6

La technique ELISA (immunocapture) a été utilisée. Les
anticorps polyclonaux et monoclonaux spécifiques des sous-
groupes de VP6 décrits par GREENBERG et al. (11) ont servi
a la réalisation de la caractérisation des sous-groupes I (SGI)
et IT (SGII), selon les instructions du fournisseur.

Caractérisation électrophorétypique

Lélectrophorese en gel de polyacrylamide 10 % (PAGE) a
été réalisée suivant le protocole décrit par STEELE et al. en
1987 (17) (figure 1).

Génotypage du géne 4 ou VP4

Apres Pextraction et la purification de ’ARN génomique
viral, la rétro-transcription a été suivie d’une amplifica-
tion génique en présence de 2 amorces générales: con3 :
5’- TGGCTTCGCCATTTTATAGACA-3’ et con2: 5’-
ATTTCGGACCATTTATAACC-3’. Ensuite, une PCR
nichée, décrite par GENTSCH er al. en 1992 (10), utilisant un
cocktail d’amorces spécifiques pour les Rotavirus humains a
été effectuée et a permis d’identifier des génotypes de VP4,
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Figure 1.

Electrophorétypes des souches de Rotavirus identifiées.
Electrophoretypes of the Rotavirus strains identified

-~ —— _ —

Les colonnes A, C, D indiquent les électrophorétypes de profil « Short » (CS). La
colonne B montre le profil « Long » (CL).

aprés migration en gel d’agarose 2 2 %. Les amorces utilisées
étaient les suivantes :

1T-1 5-ACTTGGATAACGTGC-3’ (souche KU) pour
P[8]

2T-1 5’-CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC-3’ (souche
RV5) pour P[4]

3T-1 5-TGTTGATTAGTTGGATTCAA-3’ (souche 1076)
pour P[6]

4T-1 5-TGAGACATGCAATTGGAC-3’ (souche K8)
pour P[9]

5T-1 5-ATCATAGTTAGTAGTCGG-3’ (souche 69M)
pour P[10]

Analyse statistique

Le logiciel EPI/Info 2002 a servi pour les tests de comparai-
son, test ¢’ et test de Fisher, au seuil alpha 0,05.

Résultats

Caractéristiques épidémiologiques des enfants

De 1997 22000, 642 échantillons de selles diarrhéiques ont été
collectés et analysés : 162 (25,2%) en 1997-1998, 130 (20,2%)
en 1999, 350 (54,6%) en 2000. Ces enfants avaient un age
compris entre 0-11 mois (43,1 %), entre 1-2 ans dans 41,9 %
des cas et entre 3-5 ans dans 15 % des cas. Ils provenaient de
5 communes d’Abidjan : Abobo-Gare, au nord d’Abidjan
(200 enfants, 31,2 %), Cocody, a I’est d’Abidjan (54 enfants,
8,41 %), Yopougon, a 'ouest d’Abidjan (316 enfants, 49,2 %),
Marcory, au sud d’Abidjan (38 enfants, 5,9 %) et Koumassi
au sud d’Abidjan (34 enfants, 5,3 %). Yopougon et Abobo
totalisent 80 % des enfants admis dans cette étude.

Données virologiques

Prévalence de la diarrhée due aux Rotavirus

Sur les 642 échantillons de selles diarrhéiques testés, 179 se
sont révélés positifs en Rotavirus groupe A, soit une préva-
lence globale de 27,9 % se répartissant comme suit : 20,4% en
1997-1998, 24,6% en 1999 et 32,6 % en 2000, comme indiqué
dans le tableau I.
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Tableau I.

Prévalence des Rotavirus en fonction de I'année, de I'age et de la commune.
Rotaviruses prevalence according to the year, age, town.

ensemble testé Rotavirus positif Rotavirus négatif valeur p

(n = 642) (n =179) (n =463)
année

1997-1998 (n = 162) 33 (20,4 %) 129 (79,6 %) p=0,0107
1999 (n =130) 32 (24,6 %) 98 (75,4 %)

2000 (n = 350) 114 (32,6 %) 236 (67,4 %)

age

0-11 mois (n = 277) 82 (29,6 %) 195 (70,4%) p=0,49
1-2 ans (n = 269) 74 (27,5 %) 195 (72,5 %)

3-5ans (n = 96) 23 (24,0 %) 73 (76,0 %)

communes

Abobo (n =200) 43 (21,5 %) 157 (785%) p<0,01
Cocody (n = 54) 8 (14,8 %) 46 (85,2 %)

Yopougon (n = 316) 97 (30,7 %) 219 (69,3 %)

Marcory (n = 38) 13 (34,2 %) 25 (65,8 %)

Koumassi (n = 34) 18 (53,0 %) 16 (47,0 %)

Tableau II.

Caractéristiques virologiques des souches de Rotavirus identifiées selon I'age.
Virological characteristics of the Rotavirus strains identified according to age.

tranche d'age  profil ARN SGVP6  génotype VP4 effectif (n = 141)
0-11 mois (n = 82)

c Il P[8] 15
cL Il P[6,8] 07
cL2 Il P[8 17
CL3 Il P[8 06
CcL3 Il P[6 05
CL4 1l P[8 08
CL5 I P[8 10
Cs1 | P[6 07
CS2 | P[4 02
Cs3 | P[6,8] 04
CS1+CL1 1+ P[6] 01
12-24 mois (n = 43)
cL Il P[8 "
cL Il P[6 01
cL2 Il P[8 07
L3 Il P[8 02
CL4 1l P[8 02
CL5 I P[6, 04
Cs1 | P[6 10
CS2 | P[6 03
Cs3 | Pl6 03
25-60 mois (n = 16)
cL Il P[8] 02
cL2 Il P[8] 02
CL2 ] P[6] 01
CL5 Il P[6,8] 05
cs1 | P[8] 02
CS2 | P[6] 02
CS2 | P[4] 02

Tableau IIl.

Répartition des souches détectées en fonction des sous-groupes VP6,
des profils électrophorétypiques, des génotypes VP4 et de I'année.
Distribution of the strains detected according to VP6 sub-groups,

electrophoretypes profiles, /P4 genotypes and year.

1997-1998 (n =33) 1999 (n =32) 2000 (n = 114)

électrophorétypes

longs (CL) (n =105) 20 (74,1 %) 24 (809 %) 61 (72,6 %)
courts (CS) (n = 35) 7 (25,9 %) 6 (20%) 22 (26,2 %)
mixte (CL+CS) (n = 01) 0 0 1 (1,2%)
sous-groupes VP6

sous-groupe | (SG 1) (n = 35) 7 (25,9 %) 6 (20 %) 22 (72,6 %)
sous-groupe Il (SG II) (n =105) 20 (74,1 %) 24 (80 %) 61 (26,2 %)
mixte SGI+SGII (n = 01) 0 0 1 (1,2%)
génotypes VP4

P[4] (n= 0 4 (100,0 %) 0

P [6] (n=37) 03 (8,0%) 6 (16,0%) 28 (76,0 %)
P [8] (n=84) 18 (21,5 %) 18 (21,5 %) 48 (57,0 %)
P [6,8] (n =16) 6 (38,0%) 2 (12,5%) 8 (50,0%)
non traités (n=38) 6 2 30

Selon I’age, 43,1 % appartenaient 2 la tranche d’age de 0 a
11 mois suivi de ceux de 1 4 2 ans (41,9 %) et de 3 3 5 ans
(15 %). Par rapport aux communes, la prévalence globale est
statistiquement plus élevée a Yopougon (49,2 %) que dans les
4 autres communes (p < 001).

Détermination des électrophorétypes des Rotavirus

Lanalyse électrophorétique par PAGE portant sur les 179
souches de Rotavirus détectées a permis d’obtenir 141 ARN
génomiques, soit 78,8 %. Le profil électrophorétypique long
(L) ou « classe long » (CL) réparti en 5 sous-types (L1, L2,

Virologie

L3, L4, L5) représentait 74,5 % des profils identifiés, contre
24,8 pour le profil court (short = S) ou « classe courte » (CS).
Une souche de profil mixte (0,7 %) a été identifiée chez un
enfant de 10 mois, comme indiqué dans le tableau I1.

Le profil L était majoritairement retrouvé chez les nourris-
sons (90,5 %). Plus de 40 % de électrophorétypes courts ont
été identifiés, majoritairement chez les enfants de 1 a 2 ans.

Répartition des Rotavirus détectés en sous-groupes de
VP6

La détermination des sous-groupes de VP6 a été effectuée sur
141 souches (78,8 %) des 179 détectées. Les sous-groupes I
(SGI) et I (SGII) ont été mis en évidence dans les proportions
variables, suivant la tranche d’age et dans les mémes propor-
tions que les électrophorétypes. Les sous-groupes II sont
associés aux électrophorétypes de « classe long » alors que les
sous-groupes I sont plutdt associés aux électrophorétypes de
« classe court » (tableau II).

Génotypes de VP4

Quatre génotypes, P[4] (2,8%), P[6] (26,2%), P[8] (59,6%) et
un génotype en mosaique P[6,8] (11,4%) ont été identifiés au
cours de I’étude. Les génotypes P[6] et P[8] ont été retrouvés
pour toutes les années de I’étude, tandis que le génotype P[4],
n’a été détecté qu’en 1999 (tableau III). Plus de 50 % des
génotypes P[8] et 75,7 % des souches P[6] ont été détectés
en 2000.

Discussion

es travaux antérieurs réalisés 2 Abidjan ont mis en évi-

dence 'implication des Rotavirus dans les gastro-enté-
rites infantiles, avec des prévalences variant de 26 2 28 % (2,
12). Les résultats obtenus au cours de cette étude viennent
corroborer ces prévalences et confirment ’endémicité de la
diarrhée due aux Rotavirus  Abidjan, avec de fortes prévalen-
ces dans les communes de Yopougon (54,18 %) et d’Abobo-
Gare (24,02 %). Ces deux communes sont les plus peuplées
d’Abidjan et le niveau d’hygiene et d’assainissement y est
insuffisant.
La prévalence globale de 27,9 % s’insére bien dans I'intervalle
des prévalences obtenues dans d’autres pays africains, telles
que rapportées par CUNLIFFE et al. en 1999, au cours des
gastro-entérites infantiles aigués dues aux Rotavirus (6). En
Afrique de ’Ouest, les prévalences de la diarrhée a Rotavirus
varient entre 14 % et 32 % (14).
Par rapport a I’age, & Abidjan comme ailleurs en Afrique, la
diarrhée due aux Rotavirus est plus fréquente chez les nour-
rissons avec prédominance des enfants de moins de 12 mois
comme rapporté dans de nombreux pays (1, 2, 4, 7).
Comme cela a été démontré dans d’autres études (11, 17), nous
avons obtenu une proportion élevée des souches SG II, tout
comme LOUKOU et al. en 1987 qui avaient mis en évidence
cette prédominance des souches SGII a2 Abidjan (12). Dans
la littérature, les souches SGII sont naturellement associées
au profil électrophorétypique long (CL) (7).
Les électrophorétypes CL (74,86 %) sont majoritairement
retrouvés dans toutes les tranches d’age (tableau II), comme
rapporté dans des études réalisées au Nigéria, en Afrique du
Sud et aux Etats-Unis (5, 15). Les électrophorétypes de profils
« courts », contrairement aux autres données de la littérature,
sont majoritairement rencontrés au Ghana (4). Les infections
mixtes par électrophorétypes « classe long » et « classe court »
décrites par FRUHWIRTH e al. (9) ont été rares : un seul cas en
2000. La diversité génomique n’est liée ni a I’4ge, ni 2 année,
ni a la situation géographique.
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Les souches de profil « long », associées naturellement au
SGII de VP6, confirment les résultats de CUNLIFFE et al. en
1998 et de LOUKOU et al. en 1987 (7, 12), corroborant ainsi la
similitude associative existant entre les épitopes de VP6 et la
migration électrophorétique du génome des Rotavirus décrite
par STEELE et al. (16).

Concernant VP4, bien que 5 génotypes différents, P[8] — P[4]
— P[6] - P[10] - P[12], soient rapportés dans la diarrhée par
Rotavirus chez les enfants, seuls 2 ou 3 génotypes, P[8] — P[4]
- P[6] selon GENTSCH, circulent en Afrique (10). Les génoty-
pes P[8] — P[4] sont détectés dans le cas d’infections aigués,
tandis que le génotype P[6] est retrouvé dans les infections
asymptomatiques chez les nouveau-nés. Ce génotype serait
la conséquence de réassortiment au cours des infections natu-
relles (5). Cependant, P[6], considéré comme un marqueur
asymptomatique, a été associé dans certains pays a des cas de
diarrhée comme rapporté au Nigeria, au Kenya, au Brésil, au
Malawi, au Ghana (1, 4, 6, 18).

Dans cette étude, 59,6 % des souches étaient de génotype
P[8], suivi des souches [P6] (26,2 %) et des souches P[4]
(2,8%). Ces résultats différaient de ceux obtenus au nord-est
du Ghana par ASMAH et al. en 1998, ol P[4] représentant
72,3 % des génotypes P (5). Le génotype P[4] est généra-
lement associé aux électrophorétypes courts et au groupe
SGI (17). Au cours des trois années, quelques variations de
génotypes ont été observées, comme indiqué dans le tableau
II1 : P[4] n’a été retrouvé, ni en 1998, ni en 2000 et présence de
génotype mixte P[6,8] en 2000, corroborant ainsi les résultats
rapportés par FISCHER er al. en Guinée Bissau (8).

Il n’a pas été tenu compte, dans cette partie de 1’étude, de
I’analyse des aspects cliniques des cas positifs par rapport
aux électrophorétypes et génotypes identifiés, afin d’établir
une corrélation entre les électrophorétypes et génotypes et la
gravité de la diarrhée due aux Rotavirus.

Conclusion

ette étude a permis de mettre en évidence les génotypes

P[4] circulant 2 Abidjan. Cependant, ces résultats sont
a compléter par la détermination des génotypes P[7]. Ainsi,
le génotypage complet VP4 et VP7 fournira des informations
qui conforteront les autorités sanitaires par rapport aux for-
mulations des vaccins proposés pour un choix judicieux dans
I'intérét des populations a protéger.
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