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Résumé : Les coxsackie virus de groupe B constituent un groupe d’agents
infectieux intéressants en pathologie humaine. L’implication de ces virus dans
le développement du diabète insulino-dépendant est fort suspectée. Dans
notre travail nous avons recherché les anticorps anticoxsackie  virus B3
(CVB3) chez 33 enfants diabétiques insulinodépendants et 35 enfants sains de
la même tranche d’âge. Le spectre antigénique du coxsackie virus B3 a été
déterminé en préparant 3 types d’antigènes élaborés au cours du cyle viral :
antigène initial, antigène procapside et antigène terminal. La recherche des
anticorps de classe IgG anti-CVB3 et leur titrage ont été réalisés par la  tech-
nique d’immunofluorescence indirecte (I.F.I.) et l’immunoblot. Avec l’I.F.I.,
24 % des malades sont positifs contre 11% chez les témoins. Avec
l’immunoblot, 18 % (6 cas) des malades sont  postifs  contre 5% (2cas) chez
les témoins. Chez les malades,  les anticorps sont dirigés  contre les polypep-
tides VP1, VP2 et VP3, alors que chez les témoins les  anticorps ne sont diri-
gés que contre VP1. Tous les sérums des malades et témoins n’ont pas réagi
avec les antigènes initiaux. La réaction  observée avec l’antigène procapside
concernait  essentiellement VP1. Nos résultats plaident en faveur de
l’hypothèse  d’une association diabète-infection à entérovirus.
Mots -lés : Coxsackievirus B3, Diabète insulino-dépendant, Antigènes ini-
tiaux, Antigènes procapsides,  Antigènes terminaux , Anticorps IgG.
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Les entérovirus sont responsables d’un grand nombre de
manifestations pathologiques dans l’espèce humaine. En
complément de l’isolement et plus récemment des
méthodes de détection des génomes viraux, la sérologie
et en particulier  la recherche  d’anticorps de classe IgM
a fortement contribué à préciser le rôle de ces entérovi-
rus dans  certains cadres nosologiques. La sérologie  a
fourni les premiers arguments d’ordre épidémiologique
pour suspecter une relation de causalité entre les affec-
tions  cardiaques et les infections à entérovirus en parti-
culier à coxsackie virus B. L’association diabète sucré
insulino-dépendant-entérovirus a été  évoquée dans de
nombreux travaux (10, 11, 19, 20,21), mais les résultats
sont souvent divergents.
L’isolement d’un coxsackie  virus B3 (CVB3) chez des
enfants hospitalisés, des enfants de crêche et surtout
chez des enfants diabétiques nous a amené à entre-

prendre une étude sérologique pour vérifier l’hypothèse
de l’association du diabète insulino-dépendant  au  cox-
sackie  virus B3 et de mettre en évidence des marqueurs
sérologiques de l’infection. 
Notre travail  consiste à comparer le statut immunitaire
vis-à-vis  de diffférents antigènes élaborés au cours du
cycle viral du CVB3, d’un groupe d’enfants diabétiques
insulino-dépendants  et d’un groupe d’enfants sains. Le
but de notre travail est d’étudier l’association diabète
sucré insulino-dépendant-coxackie virus B3.

Matériel et méthodes
Populations étudiées
33 enfants diabétiques insulino-dépendants (19 garçons
et 14 filles)  ont fait l’objet de notre étude. Leur âge
s’échelonne de 1 à 19 ans  avec une moyenne de 11,4
ans. 35 enfants sains (18 garçons et 17 filles) de la même
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tranche d’âge  (13,2 ans) ont servi comme population
témoin. Les malades et les témoins sont de la même
région géographique (Sahel Tunisien).
Coxsackie virus B3
Nous avons utilisé une souche de CVB3 entretenue par
culture cellulaire sur lignée cellulaire Hep.2.
Préparation des antigènes viraux
L’antigène terminal
La souche de travail a été inoculée à raison de 15 doses
infectieuses par  cellule à une culture en couche monocel-
lulaire Hep.2. Après une heure de contact à 37°C, les par-
ticules virales non absorbées sont éliminées et le  milieu
de croissance est renouvelé. On incube à 37°C pendant 2
à 3 jours jusqu’à l’obtention de l’effet cytopathogène.
Une série de congélation - décongélation libère les parti-
cules virales dans le milieu extracellulaire. Le surnageant
est séparé des débris cellulaires par centrifugation à 1200 g
pendant 10 minutes. On procède à la concentration de
cette suspension virale par une centrifugation à 180 000 g
pendant 4 heures à +4°C. Les culots sont récupérés dans
le tampon P.B.S. stérile (150 mMol, pH  =7,4). On congè-
le à -20°C jusqu’à utilisation.
L’Antigène procapside
L’antigène procapside est préparé à partir d’extraits des
cellules infectées  par le CVB3 et traitées par 3 mM de
guanidine pendant 1h à 37° C. Le milieu de croissance
est changé et l’incubation est prolongée à 2h 25 minutes
post infection. Les antigènes viraux  sont récupérés de la
même façon que l’antigène terminal.
L’Antigène initial
L’antigène initial est préparé à partir de cellules infec-
tées par le CVB3 en présence de 0,9 mM de chlorure de
Zinc pendant 1h45 minutes à 37°C selon la méthode
décrite par Aouni et al. (1). 
Pour les 3 types d’antigènes viraux, des témoins cellu-
laires sont traités exactement comme l’antigène en
omettant le virus.
Séparation des antigènes viraux 
Electrophorèse sur gel de polyacrylamide.
100 µl de l’antigène (initial, procapside ou terminal) du
CVB3 sont dilués dans 100 µl de tampon de dénatura-

tion (tris 0,5 M, SDS 20%, 2 mercaptoéthanol, glycérol,
bleu de bromophénol). Le tampon de migration utilisé
est à base de tris-glycine SDS pH=8,8.
Le gel d’acrylamide est obtenu par dissolution d’une
solution d’acrylamide-bisacrylamide à 30% dans un
tampon tris basique de pH 8,8.
Les antigènes initiaux et procapsides sont résolus dans
un gel à 7%. Les antigènes  terminaux sont résolus dans
un gel à 12% selon la méthode de Towbin (17).
Recherche des anticorps anti-antigènes viraux
L’immunofluorescence indirecte : I.F.I.
Les cellules infectées à un stade précoce de l’effet cyto-
pathogène sont fixées sur des lames portes objets. Les
sérums à tester sont dilués au 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et
1/128. Le conjugué utilisé est une anti-IgG humaine
marquée à la fluoresceine (Diagnostic Pasteur Æ ) diluée
au 1/100 dans le tampon P.B.S. (150 mM, pH = 7,4)  Le
seuil de positivité est défini par une fluorescence carac-
téristique volumineuse et envahissante.
L’Immunoblot
Les protéines virales séparées sont transférées  sur une
membrane de nitrocellulose par électrophorèse (0,8
mA/cm2 pendnat 2h). Les membranes sont découpées en
bandelettes de 0,5 cm et saturées avec le tampon PBS-
Tween20- albumine bovine (BSA 0,5%) . Les bande-
lettes sont incubées avec les sérums à tester convenable-
ment dilués (1/100) dans le tampon PBS-BSA-Tween20.
L’immunodétection est conduite en utilisant un conju-
gué anti-IgG humaines marqué à la péroxydase
(Diagnostic Pasteur Æ). La révélation est réalisée par
une solution de diaminobenzidine (0,1 mM) et l’eau
oxygénée (110 V).
Tests  statistiques
Pour comparer les fréquences observées, nous avons uti-
lisé le test d’écart réduit 

Résultats
Profils électrophorétiques des antigènes viraux
Les antigènes initiaux (Figure 1)
Le profil électrophorétique montre l’accumulation de
polypeptides de P.M. 66 KDa (a, b, c). Ces bandes ne
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sont pas trouvées dans le témoin cellulaire.
Les antigènes procapsides (Figure 1)
Trois polypeptides de P.M. 64 KDa (bande 1), 30 KDa
(bande 2) et 24 KDa (bande 3) sont détectés. Ils  ne se
trouvent pas dans le témoin cellulaire. Il s’agit respecti-
vement de VP0, VP1 et VP3 des entérovirus.

Etude de la réponse anticorps des malades
et témoins vis-à-vis des différents types
d’antigènes du coxsackie virus B3.
L’Immunofluorescence indirecte 
Chez le groupe des enfants malades, nous avons trouvé
8 malades positifs (24%). Il s’agit de 3 garçons et 5
filles. Chez les témoins, nous rapportons 4 cas positifs
(11%). La différence entre les malades et les témoins est
statistiquement significative (p < 0,01). Les titres des
anticorps chez les malades et les témoins  sont  (à 1/32).
L’immunogénécité individualisée des polypeptides 
Les résultats de cette expérience montrent des bandes
immunorévélées bien définies, d’une intensité variable
témoignant de la réactivité des sérums testés. Les anti-
corps mis en évidence sont dirigés contre les 3 polypep-
tides de l’antigène terminal. Nous n’avons pas trouvé
d’anticorps dirigés contre les antigènes initiaux 
(polypeptides de P.M. 66 KDa) et procapsides (VP0).

Figure 1. Profil électrophorétique des antigènes initiaux
et procapsidaux dans un gel d’acrylamide à 7%
A - Marqueur de poids moléculaire
B - Antigènes initiaux bloqués par le Zn Cl2
C - Antigènes procapsidaux bloqués par la guanidine
D - Témoin cellulaire
a, b, c : polypeptides de P.M. ≥ 66 KD
1, 2, 3 : polypeptides de 64 KD, 30 KD, 24 KD
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L’antigène terminal (Figure 2)
Trois polypeptides (1,2,3) de P.M. de 30 KDa, 27 KDa et
24 KDa ont été caractérisés. Il s’agit de VP1, VP2 et VP3
(VP4 étant de taille  très faible, n’a pas  été détecté)
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Figure 2. Profil électrophorétique des antigènes termi-
naux  séparés dans un gel d’acrylamide à 12%

A - Antigène terminal
B - Témoin cellulaire
C - Marqueur de poids moléculaire
1 : VP 1 ; 2 : VP2 ; 3 : VP3
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Chez le groupe d’enfants malades, nous avons trouvé 6
cas positifs (18%) dont 4 ont des anticorps dirigés contre
le polypeptide  VP1 et 2 ont des anticorps dirigés contre
les 3 polypeptides  VP1, VP2 et VP3.
Chez les sujets témoins, nous rapportons 2 cas positifs
(5%) qui n’ont réagi qu’avec la bande de 30 KDa  cor-
respondant au polypeptide VP1.
Tous les sérums positifs en immunoblot sont positifs
aussi avec l’Immunofluorescence indirecte.

Discussion
L’essai de blocage du clivage des polypeptides viraux entre-
pris dans notre travail par le chlorure de Zinc et la guanidi-
ne se traduit normalement  par l’accumulation dans le cyto-
plasme cellulaire de polypeptides dérivant immédiatement
du polypeptide unique codé par le génome viral (1).
Les polypeptides de P.M. 66 KDa du profil électrophoré-
tique des antigènes bloqués par le chlorure de Zinc et qui ne
figurent pas chez le témoin cellulaire,  pourraient corres-
pondre aux polypeptides initiaux du virus. Les ions Zinc, en
se fixant au niveau de la protéine virale, forment une gêne
stérique empéchant la protéase d’atteindre  son site spéci-
fique pour cliver la protéine (13).
Le polypeptide de 64 KDa de l’antigène procapside pourrait
correspondre à la protéine VP0 des entérovirus non encore
clivée en VP2 et VP4 ou à son précurseur. Les polypeptides
de 30 KDa et 24 KDa pourraient correspondre respective-
ment aux polypeptides  VP1 et VP3 des entérovirus.
Quant aux antigènes terminaux, les 3 polypeptides
constituant la capside virale   sont bien séparés par élec-
trophorèse. Il s’agit  des polypeptides VP1 (30 KDa),
VP2 (27KDa) et VP3 (24 KDa).
Nos résultats  d’étude de la réponse anticorps des deux
groupes d’enfants vis-à-vis des  antigènes du CVB3
montrent  une fréquence de positivité  en anticorps IgG
plus élevée   chez les malades. Nous remarquons que
tous les malades et témoins positifs en immunoblot ont
des anticorps dirigés contre le polypeptide VP1 qui
constitue la protéine la plus immunogène des entérovi-
rus. Elle est de plus en plus considérée comme antigène
de groupe (4, 14).

Les anticorps dirigés contre les antigènes VP2 et VP3 ne
sont trouvés que  chez les malades. Il serait intéressant
de considérer ces polypeptides comme marqueurs
potentiels d’évolution de l’infection à CVB3. 
Les sérologies entreprises pour vérifier  l’hypothèse
d’incrimination des entérovirus, plus particulièrment le
CVB3 dans la génèse du diabète de type I, ont donné des
résultats contradictoires. La mise en évidence d’IgM
spécifiques anti-CVB3 plaide pour une association dans
les études de groupe de Banatavla (3). Dans l’étude de
Foulis (8), il a été  montré, à l’aide d’un anticorps dirigé
contre la protéine VP1 d’un CVB3 recombinant,    des 
stigmates d’infection virale dans le coeur et le pancréas
d’enfants diabétiques. Dahlquist et al.(7) montrent que
les  enfants nés de mère ayant une sérologie positive
anti-CVB de classe IgM ont un risque élevé de développer
un diabète insulino-dépendant. Cependant Mevki (12), par
une technique de  séroneutralisation anti-sérotype 1, 2, 3, 4,
5 et 6 du CVB, ne trouve pas de différence significative
entre 2 populations constituées de 37 diabétiques et 100
sujets  sains. De même Yoon (21) ne trouve pas de corréla-
tion entre l’induction d’anticorps anti CVB et la présence
d’auto-anticorps anti-cellules des îlots de Langerhans chez
les diabétiques insulino-dépendants. 
Les outils utilisés dans notre travail pour étudier
l’immunité humorale vis-à-vis du CVB3 montrent une
différence significative entre un groupe d’enfants diabé-
tiques insulinodépendants et un groupe d’enfants sains.
Ces résultats plaident en faveur de l’association CVB3 -
diabète insulino-dépendant. 
Le recours à des techniques de mise en évidence du
virus par des outils de biologie moléculaire dans le
sérum ou l’organe atteint du malade, pourrait éclaircir
mieux la relation entre infection virale et le développe-
ment du diabète. En effet, Cléments et al. (6) ont pu
détecter l’ARN viral dans le sérum de 9 malades parmi
14 par une technique de polymérase- chain réaction
(PCR), alors que chez les témoins l’ARN n’a été  détec-
té que chez 2 sujets sains parmi 45. Les séquences de ces
virus isolés présentent une grande homologie avec les
sérotypes 3 et 4 du CVB.

IgG anticoxackie virus B3 chez des enfants diabétiques et sains 
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