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Summary

Complete development of Crypto-
sporidium in vitro : applications
Protozoan parasites of the genus
Cryptosporidium cause a short
term, flu-like, gastrointestinal
illness in immunocompetent per-
sons and a severe, persistent life
threatening diarrhea in immuno-
deficient patients. No effective
therapy is available for the treat-
ment of crytosporidiosis in the
immunodeficient host. Complete
development (from sporozoite to
sporulated oocyst) of Cryptospor:-
dium was achieved in cultured
human colon cancer cells
(CACO2 cells) which in vitro
acquired the enterocyte’s characte-
ristics. The growth of Cryptospo-
ridium in CACO2 cells provides a
novel means for research in the
field of drug screening. Spiramy-
cin seemed to have some effects in
vivo and at first, the authors tested
this drug. Initially, spiramycin’s
toxicity and its penetration in
CACO2 cells were evaluated ;
then its activity on cultured Cryp-
tosporidium was tested. Spiramy-
cin revealed itself to be completely
ineffective. The same negative
results were observed with eflorni-
thine, mefloquine, pentamidine,
mefloxacine, norfloxacine,
pefloxacine and imipenem.
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Développement complet
de Cryptosporidium en culture
cellulaire : applications

Annick Datry, Martin Danis, Marc Gentilini

es protozoaires du genre
Cryptosporidium (Phylum
Apicomplexa, sous-ordre
Eimeriina) sont des cocci-
dies de petite taille (2 a
6 pum), se développant dans les cel-
lules épithéliales de l'intestin de
nombreux animaux et de I’hom-
me [1].
Cryptosporidium est décrit pour la
premiére fois en 1907 par Tyzzer dans
les cryptes gastriques d'une souris;
ce n'est qu'en 1955 que Slavin lui
reconnait un réle pathogéne chez le
dindon [2, 3]. Depuis cette date, la
cryptosporidiose est devenue une
étiologie importante de gastro-enté-
rite et de diarrhée dans de nom-
breuses espéces animales, spéciale-
ment les veaux, les agneaux, les
chévres et ’homme [4].
De 1976 a 1981, les sept premiers cas
humains de cryptosporidiose sont
rapportés [5, 6]. Cinq de ces patients
sont immunodéprimés et Cryptospo-
ridium est considéré comme un pro-
tozoaire opportuniste rare chez
I’homme. De 1981 a 1982, 47 autres
cas sont recensés par le CDC, la
plupart survenant chez des patients
atteints de SIDA [7, 8). Dés lors, le
nombre de cas de cryptosporidiose
humaine ne cesse de croitre avec I’as-
cension du SIDA.
La cryptosporidiose des immunodé-
primés, et surtout ceux atteints de
SIDA, diarrhée sévére, prolongée,
parfois cholériforme, contraste avec
la courte gastro-entérite, s'éteignant
d’elle-méme, du sujet immunocom-

pétent [9, 10]. Les techniques simples
mises en ceuvre pour la détection des
oocystes de Cryptosporidium permet-
tent de donner une étiologie aux
diarrhées jusqu’alors inexpliquées de
I’enfant, surtout en zone tropicale,
avec une fréquence parfois supé-
rieure a 30 % [11-14].

Des infections respiratoires et bi-
liaires a Cryptosporidium montrent
que ce protozoaire n’est pas toujours
confiné au tractus digestif [15, 16].
Les infections expérimentales prou-
vent qu'il n’existe pas de spécificité
d’hote et le mode de contamination
s’effectue par ingestion d’oocystes
sporulés et infectieux dés leur émis-
sion dans les selles [17].

L’homme s’infeste par 1’intermé-
diaire des animaux infectés, des
hommes malades ou porteurs sains,
ou par des eaux polluées [18-20].
L'absence de molécules actives sur
Cryptosporidium crée actuellement
une difficulté majeure. Les multiples
essais thérapeutiques restent vains
chez I'homme [21, 22]. Les oocystes
de Cryptosporidium résistent aux
désinfectants usuels, posant le pro-
bléme de désinfection des endoscopes
et des eaux polluées [23].

Le développement complet de Cryp-
tosporidium est réalisé dans des
embryons de poulet, puis sur cellules
foetales humaines de poumon [24,
25].

A la lumiére de ces travaux, nous
avons obtenu le cycle complet de
Cryptosporidium sur hépatocytes et
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1. Schizonte a quatre noyaux de Cryptosporidium,
obtenu aprés infestation de mélanocytes en culture.

2. Microgamétocyte de Cryptosporidium obtenu
apres infestation d’hépatocytes en culture.

3. Stades endocellulaires de Cryptosporidium obte-
nus aprés infestation des cellules CACO2.

4. Oocystes de Cryptosporidium provenant de selles
d’un patient atteint de cryptosporidiose, colorés par
la coloration de Ziehl-Neelsen.

5. Oocystes de Cryptosporidium de culture colorés

m/s n° 10 vol. 5, décembre 89 763

par la coloration de Ziehl-Neelsen. [—"



sur une lignée cellulaire issue de
cancer colique humain (lignée
CACO2 obtenue de J. Fogh, Sloan
Kettering Institute for Cancer
Research, Rye, NY, Etats-Unis) [26].
Les cellules CACO2 acquiérent
spontanément en culture une diffé-
renciation de type entérocytaire. Ce
modele in vitro donne une bonne
corrélation avec le cycle humain et
permet d’apprécier ’activité de molé-
cules potentiellement actives chez
I’homme [27, 28]. La culture de Cryp-
tosporidium in vitro permettrait de
déterminer avec précision la biologie
du parasite intracellulaire en I'ab-
sence d’autres éléments pathogénes.

Développement complet
de Cryptosporidium
in vitro

Méthodes d’étude.
(1) Obtention d’oocystes purifiés de
Cryptosporidium : les oocystes de

Cryptosporidium proviennent des
selles de patients atteints de SIDA et
qui présentent une cryptosporidiose
chronique. Les selles sont stockées
a 4°C dans une solution a 2,5%
de bichromate de potassium
(K, CR2 ;) pendant au moins trois
mois. Les oocystes sont ensuite puri-
fiés et concentrés par flottation dans
une solution sucrée de Sheather et
lavés trois fois par centrifugation
dans de I'eau distillée stérile. La tota-
lité des levures et bactéries est élimi-
née par mise en suspension des
oocystes dans une solution d’hypo-
chlorite de sodium a 1,75 % pendant
une heure.

(2) Obtention des sporozoites. Aprés
plusieurs lavages, les oocystes sont
incubés une heure en agitation a
37°C dans de la trypsine EDTA 1 X-
taurocholate. Les sporozoites libérés
sont lavés deux fois dans un tampon
phosphate (PBS, pH = 7,2) et resus-
pendus dans le milieu de culture
(MEM Dulbeco ou RPMI).

(8) Infestation des cellules. 150 000
sporozoites sont ajoutés sur quatre
milieux cellulaires cultivés en mono-
couche dans des boites de Petri Fal-
con 35 min contenant 1,5ml de
milieu: (a) des cellules de méla-
nome (ATCC n° CRL 1585) cultivées
en milieu RPMI avec 10% de SVF
(sérum de veau fcetal); (b) des pri-
mocultures d’hépatocytes humains

msssm oOu de rats maintenus en survie dans
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un milieu MEM avec 10% de SVF;
(c) la lignée cellulaire CACO2 qui
acquiére in vitro les caractéristiques
de I'entérocyte et est entretenue dans
un milieu MEM Dulbeco avec 20 %
de SVE.

® Résultats et discussion (Tableau I)
Sur les cellules de mélanome, le cycle
complet n’a pu étre obtenu. Seuls des
trophozoites et des schizontes sont
observés.

Dans les hépatocytes de rat ou
humains, des schizontes a huit et a
quatre noyaux apparaissent dés les
premiéres 24 heures et les oocystes,
dés le 3¢ jour avec un pic d’émission
aux be et 6¢ jours.

Sur les cellules de la lignée CACO2,
il est difficile d’apprécier les stades
endocellulaires ; toutefois, le cycle
complet de Cryptosporidium est

aussi obtenu puisque des oocystes
apparaissent dans les milieux de cul-
ture le 3¢ jour, avec un pic d’émission
aux 5¢ et 6¢jours, beaucoup plus
important que sur les autres sup-
ports cellulaires.

Les oocystes de culture obtenus sur
les hépatocytes et sur les cellules de
la lignée CACO2 sont traités par le
mélange trypsine-taurocholate et
sont inoculés a des cellules CACO2.
L’obtention d’un nouveau cycle
prouve la viabilité de ces oocystes de
culture.

La spécificité du sporozoite semble
faible, puisque Cryptosporidium
peut se développer sur des cellules
trés variées [24-26).

Cependant, le développement intra-
cellulaire du protozoaire présente de
grandes variations. La lignée cellu-
laire CACO2 permet un rendement
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Figure 1. Schéma du cycle parasitaire de Cryptosporidium.
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Tableau |
APPRECIATION SEMI-QUANTITATIVE DES FORMES PARASITAIRES OBTENUES
AVEC LES DIFFERENTS SUPPORTS CELLULAIRES EN FONCTION DU TEMPS
Cellule Mélanome Hépatocyte de rat Hépatocyte humain Lignée CACO2
Stades S S Mm OO| SI SIF Mm OO | SI S Mm OO | SI ST Mm OO
parasitaires
J1 0 0 0 O |[+/- +/- O O |+/- +/- O 0 - - - 0
J2 +/- +/- 0 @ | d=r AHr 9 © 97 Sis 0 0 - - - 0
J3 +/- +/- 0 @ || 9=F Aarr aEr ar =F S S F - - - aF
Ja 0O +/~- O 0 a7 aF 9F A 0 3F 5F e - - =St
J5 0O +/~- O 0 S aF B are | © e aF F - - = amrar
Jé 0 (0] 0 0 0 0 ¥ A |l @ 0 0 S - - - +++
J7 0 0 0 0 0 0 0 S 0 0 0 0 - - = A

O = absent, +/- = rare,; + = faible; ++ = nombreux,; +++ = trés nombreux, S| = schizonte de 1'¢ génération ;

2¢ génération,; M.m = macro- et microgamétocytes,; OO = oocystes.
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Sl = schizonte de

important d'oocystes. En raison de sa
capacité a différencier une bordure
en brosse, cette lignée, proche de la
cellule naturellement infestée, sem-
ble étre un modéle d’étude intéres-
sant.

I Applications

Evaluation in vitro de Defficacité de
molécules sur Cryptosporidium
sp [27). Le choix des molécules tes-
tées est réalisé en fonction de leur
activité partielle chez I’homme ou
chez I'animal. La spiramycine est la
premiére molécule a montrer quel-
ques effets sur la cryptosporidiose
humaine [28]. L'évaluation in vitro
de l'activité de cette molécule sur
Cryptosporidium permet la mise au
point d’'une méthode de criblage pri-
maire de molécules potentiellement
actives sur Cryptosporidium sp.
Nos résultats démontrent ce-
pendant que, in vitro, aucune effica-
cité de la spiramycine sur I’ensemble
des stades de développement du para-
site ne peut étre mise en évidence,
alors méme que la pénétration intra-
cellulaire de I’antibiotique apparait
satisfaisante (figure 2, p. 766). Nous
n’avons pas été plus heureux avec
d’autres molécules testées dans les
mémes conditions: eflornithine,
méfloquine, pentamidine, méfloxa-
cine, péfloxacine, imipénéme.
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Figure 2. Evaluation de I'activité in vitro de la spiramycine sur Cryptos-

poridium*.

I Conclusion

Le développement de Cryptospori-
dium sur entérocytes in vitro offre
aux expérimentateurs un excellent
modéle expérimental puisqu’il s’agit
de la localisation habituelle du para-
site chez I'’homme. Il permet I'étude
de molécules potentiellement actives
sur Cryptosporidium, mais aussi
I’obtention d’oocystes purifiés,
source d’antigénes commodes pour
affiner les techniques sérologiques
actuelles. Enfin, la réussite de ce
cycle in vitro pourra peut-étre éluci-
der le mécanisme intime entre le
parasite et la cellule héte, éclaircir la
physiopathologie de la diarrhée cho-
lériforme des patients atteints du
SIDA et définir avec exactitude le
cycle de ce protozoaire ll

REFERENCES ecn——

18. Anderson BC, Donnedelinger T, Wil-
kinsMR, Smith J. Cryptosporidiosis in a
veterinary student. JAMA 1980 ; 182 : 408-9.

19. Blagburn B, Current WL. Accidental
infection of a researcher with human Cryp-
tosporidium. J Infect Dis 1983 ; 148 : 772-773.

20. RushBA, ChapmanPP, Ineson RW.
Cryptosporidium and drinking water. Lancet
msmmmm 1987 ; 1: 632-3.

766

21. Hart A, Baxby D. Management of Cryp-
tosporidiosis. | Antimicrob Chemother 1985 ;
15: 3-4.

22. Soave R. Therapy and prevention of coc-
cidiosis. In: Leive L, Schlessenger D, eds.
Microbiology. Washington : Am Soc Micro-
biol 1984 ; 232.

23. Anderson BC. Most heat inactivation of
Cryptosporidium sp. Am | Pub Health 1985 ;
75:1433-4.

24. Current WL, Long PL. Development of
human and calf Cryptosporidium in chicken
embryos. J Infect Dis 1983 ; 148 : 1108-13.

25. Current WL, Haynes TH. Complete
development of Cryptosporidium in cell cul-
ture. Science 1984 ; 224 : 603-5.

26. Datry A, BretagneS, Zweibaum A, Mel-
louck S, Mazier D, Monjour L. Complete
development of Cryptosporidium. Second
International Conference on Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS). Paris,
1986.

27. Datry A, BrandicourtO, BellaneC,
Pajot N, MorinC, Danis M, Gentilini M.
Effects of drugs on Cryptosporidium in cell
culture in vitro. IVth International Confe-
rence on AIDS. Stockholm, 1988.

28. Portnoy D, Whiteside ME, BuckleyE,
Mac Leod CL. Treatment of intestinal cryp-
tosporidiosis with spiramycin. Ann Intern
Med 1984 ; 101 : 202-204.

m/s n° 10 vol. 5, dé



