OBSERVATIONS SUR LES BLASTOCYSTIS

Par G. LAVIER

Les Blastocystis, ces parasites unicellulaires trés banaux de I'in-
testin chez un grand nombre d’hotes, hommes ou animaux (mam-
miféres, oiseaux, reptiles, amphibiens, insectes et annélides mé-
mes), sont connus depuis longtemps et ont déja denné lieu a
nombre d’études. Cependant, leur statut exact est loin d’étre
éclairci. Des chbservations faites au cours de plusieurs années me
permettent, sinon de jeter sur ce sujet une pleine lumiére, du moins
de fournir quelques précisions.

Elles ont été réalisées sur des Blastocystis de provenances suivan-
tes : homme, souris blanche, amphibiens (Rana esculenta, R. tempo-
raria, Bufo bufo), sangsue (Hamopis sanguisuga). L’étude morpho-
logique de ces parasites a porté sur les formes observées directe-
ment dans les déjections ou le contenu intestinal des hotes ou sur
celles dévelcppées dans les cultures qui en provenaient. La culture
des Blastocystis est, on le sait depuis Barrett (1921), facile a4 obtenir
dans un milieu organique riche en protides, comme le sérum, dilué
en liquide isotonique. En fait, le liquide de Ringer additionné de 5
a 10 p. 100 de sérum de cheval, ou autre, constitue pour cela un
excellent milieu. Mais le sérum n’est pas nécessaire et le milieu
ovo-muccide de Boeck (un blanc d’ceuf battu stérilement dans un
litre de liquide de Ringer) est également favorable quoique donnant
une luxuriance bien moindre. Avec les parasites provenant de poiki-
lothermes la culture, quel que soit le milieu, s’obtient sans difficulté
a la température du laboratoire : non seulement elle ne se réalise
pas a 37°, mais si 'on place & cette température une culture déja en
train, celle-ci est rapidement arrétée et les organismes tués. Inverse-
ment, les blastocystes d’animaux & sang chaud ne poussent qu’a une
température de 35° a 37° et I’cn n’obtient au-desscus qu’une multi-
plication trés faible et transitoire. Si, pour la richesse des cultures,
le milieu ovo-mucoide est certainement inférieur au milieu dilué, il
a du moins l'avantage, étant plus pauvre, de fournir des micro-
organismes a cytoplasme moins chargé et ainsi d’observation cyto-
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logique plus aisée ; certains aspects y apparaissent aussi que 1'on
n’observe pas dans 'autre. Dans les deux milieux, la culture se réa-
lise bien en aérobiose, mais si I’on ajoute une légére couche d’huile
de paraffine, la poussée est plus forte et prolongée ; les blastocystes
s'accommodent donc bien d’une anaérobiose au moins relative. Les
parasites d’homéothermes paraissent plus exigeants, au point de
vue nutritif, que ceux d’animaux a sang froid, et il est difficile
avec eux d’avoir des cultures d’une certaine durée en ovomucoide.
Mais avec ce dernier milieu, les Blastocystis d’amphibiens et de
sangsue fournissent un excellent matériel d’étude (1).

Etant donné I'abondance de la littérature sur la morphologie des
Blastocystis, je ne la nésumerai pas ici, me contentant de signaler a
Poccasion ce en quoi je suis d’accord ou en contradiction avec les
auteurs antérieurs.

Les Blastocystis se présentent sous deux aspects principaux cor-
respondant & deux phases : une phase végétative avec mode de mul-
tiplication trés simple ; une phase de sporulation, mode de multi-
plication trés spécial qui transforme brusquement I'organisme en-
tier en un certain nombre d’éléments de résistance, des spores.

1. Phase végétative

L’aspect sphéroide des Blastoeystis dans les déjections ou le
contenu intestinal prélevé a I'autopsie est trop connu pour qu’il soit
utile de s’étendre a ce sujet. 1l est toutefois bon d'insister sur un
point : c¢’est qu’une proportion parfois notable des individus que
'on observe dans ces conditions sont morts, ainsi que le démontre
facilement I’épreuve des colorants. Il convient done d’étre trés pru-
dent dans Pinterprétation et de ne pas se laisser séduire, ce qui
est arrivé & plusieurs, par certains aspects particulicrement favo-
rables a4 des inductions faciles et qui ne correspondent qu’a des
altérations cadavériques. En fait, la morphologie générale du para-
site vivant varie assez peu. Dans certaines infections considérables
d’amphibiens, le nombre de parasites peut étre tel qu’ils obstruent
la lumiére intestinale d’un véritable faux-tissu d’¢léments devenus
polyédriques par le tassement ; le nombre des cellules mortes est
alors considérable. Le diametre des sphéroides, méme pour une sou-
che unique, varie dans de trés larges proportions : de 1 4 6 ; j'ai
méme vu, chez un Bufo bufo, une variation de 1 a4 8. La taille ne

(1) J'ai utilisé aussi les autres milieux suivants : sérum coagulé surmonté
de liquide de Ringer : résultats intermédiaires entre le sérum dilué et ovo-
mucoide, pullulation bactérienne trop rapide ; Ringer-peptone : résultats nuls ;
cau de levures : résultats nuls : cau de pomme de terre : poussée faible.
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saurait donc guére étre utilisée comme moyen de distinction. Il est
a noter cependant que, dans I'ensemble, le diamétre moyen parait
plus grand chez les animaux a sang froid.

Cet élément sphéroide (kyste primaire d’Alexeieff, kystoide de
Chatton) représente la forme végétative du parasite ; il est, dans
son ensemble, constitué de trois parties : le cytoplasme, la vacuole
centrale, la membrane externe.

1° Le cytoplasme. — La sphére constituant Ja grosse vacuole cen-
lrale et qui est légérement excentrique donne au cytoplasme un
aspect, en coupe optique, qui est annulaire ou plus souvent encore
en croissant. A frais, il est finement granuleux, avec des inclusions
dispersées de réfringence différente ; I'une, relativement grande, de
réfringence assez faible, est le noyau dont la structure n’apparait
quapres coloration ; ’hématoxyline ferrique la révéle comme abso-
lument caractéristique, telle qu’elle était déja décrite en 1910 par
Alexeieff, revue par Beaurepaire-Aragiao (1922), Grassé (1926),
noyau sphérique ou ovalaire, entouré d’une mince membrane et
présentant 4 un pole une épaisse calette chromatique et, dans le
reste, un espace parfois clair mais le plus souvent empli d’une fine
poussiére chromatique.

Quant aux petites inclusions, elles sont de nature diverse. Les
unes trés réfringentes appartiennent au chondriome. Pour bien
observer celui-ci, il faut s’adresser aux cultures ovo-mucoides qui
donnent des individus & cytoplasme moins chargé que le milieu au
sérum et ainsi de lecture bien plus facile. Le vert janus colore les
mitochondries de fagon nette mais les altére trés rapidement en sphé-
rules ; il en est de méme pour le violet dalhia qui les teinte en lilas
mais les déforme presque aussitot ; c’est la solution iodo-iodurée
forte (& 4 p. 100 d’iode), suivant la tech-
nique de Guilliermond qui en permet
I’observation la plus facile et la plus pré-
cise : les mitochondries se présentent
alors sous I'aspect de batonnets plus ou
moins longs et souvent recourbés, dont
certains offrent un aspect de cavulation
(fig. 1). Ces éléments sont dispersés dans
le cytoplasme, y occupant une situation
relativement su.perﬁcmlle, et I!S doivent FiG. 1. — Chondricme de
probablement jouer un role important Blastocystis (Rana es-
dans la constitution de la membrane culenta ; culture en li-
sporale au moment de la sporulation. quds 6y.0-mutilde ;

. . . 5 solution iodo - iodurée
Alexeieff (1910) avait signalé, dans le forte).
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cytoplasme des blastocystes colorés par I’hématoxyline ferrique,
des batonnets et des granules sidérophiles et les avait inter-
prétés comme des mitochondries. Grassé leur a contesté cette
nature, étant donné la fixation utilisée. 11 n’y a pas de doute
cependant qu’il s’agit bien d’éléments du chondriome mais trés ré-
duits et trés altérés par une technique impropre. On ne saurait par-
ler en tout cas, comme cela a été dit en faveur d’une interprétation
d’affinité, de pauvreté mitochondriale des Blastocystis, si I'on tient
compte du faible volume que représente le cytoplasme actif.

Mais il y a des granulations réfringentes d’autre nature : le sou-
dan IIT colore un nombre toujours trés faible de petites sphérules

Fic. 2. — Formations cristalloides dans la vacuole centrale. Rangée supérieure :
deux individus dont un en division ; rangée inférieure : amas cristalloides
observés dans les vacuoles d’autres individus (formes intestinales ; Rana
esculenta 200 ; a frais).

lipidiques (2 ou 3 pour les cultures en ovo-mucoide, un peu plus
volumineux pour le Ringer-sérum). Le bleu de crésyl brillant ne met
en évidence aucune enclave métachromatique et on ne voit pas sur
quelle base Alexeieff a pu parler de « paravolutine » et de « méta-
volutine ». On n’observe (ue trés rarement du glycogéne et toujours
en inclusions extrémement réduites : il n’en sera plus de méme au
moment de la sporulation, ot le glvcogéne est par contre toujours
trés abondant.

2° La vacuole centrale. — Le contenu de la grosse vacuole cen-
trale forme une sphére excenirique centenue dans la spheére totale.
Elle a recu divers noms : Innenkdrper, corps interne, corps central,
corps de réserve, ete... C'est en réalité une vacuole comme il en existe
dans nombre de protistes.

L’aspect a frais de son contenu est variable. Dans la majorité des
cas il est homogéne, plus ou moins finement spumeux ; sa réfrin-
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gence aussi est variable ; elle est parfois trés forte et alors cette for-
mation qui est généralement incolore prend une Ilégére teinte
jaune-verdatre. Si I'on provoque, par pression, I’éclatement d’'un élé-
ment, on voit le contenu s’écculer lentement ; il s’agit done d’un li-
quide de forte viscosité. Parfois ce liquide est dissocié¢ en deux pha-
ses dont 'une, interne, est manifestement plus compacte ; elle peut
méme prendre un aspect solide avec apparence de formations arron-
dies ou de cristalloides isclés ou maclés (fig. 2), ou méme de figures
trés complexes ; Alexeieff en a décrit eing types différents d’aspects,
sans compter les atypiques ! De telles formes ne s’observent
d’ailleurs pas dans les cultures. Mais il est un aspect que I'on peut
rencontrer dans les blastocystes de mammife-
res, aussi bien dans les féces que dans les cul-
tures en Ringer-sérum : c’est la vacuole entié-
rement remplie de sphérules réfringentes,
parfois d’un diamétre relativement important
et serrées les unes contre les autres, réalisant
une figure de morula (fig. 3). Cet aspect en a
imposé a plus d’un pour une endosporulation
(\'Oil: par exemple la figure 7, B, de Redaelli P, B~ Aspeit de
et Cifferi, 1936). Je I’ai rencontré plusieurs pseudo - endosporu-
fois et, chaque fois, j'ai pu constater que ces :alilol;; (Sl>hérl111?5 ;3:
sphérules se coloraient intensément par le ™% < o 364
soudan III et le bleu-nil. Il en est de méme culture en Ringer-
pour les cristalloides dont j’ai parlé plus  sérum de 17 jcurs;
haut ; ces formations sont dues & une sur- & ™%

charge excessive de la vacuole en lipides qui

détermine une précipitation. Elles n’ont en tout cas absolument rien
a voir avec un cycle évolutif du parasite. .

Dans la grande majorité des cas, d’ailleurs, le contenu de la va-
cuole est d’apparence assez homogéne. Le rouge neutre la teinte,
assez lentement, en jaune-orangé, puis détermine parfois des préci-
pités quand il s’agit d’invidus provenant de cultures en sérum. Le
soudan III colore quelques gouttelettes trés rares et petites quand il
s’agit du milieu ovo-mucoide ; avee les cultures en sérum les gout-
telettes colorées sont bien plus nombreuses et deviennent progres-
sivement coalescentes, i bhien qu’en quelques minutes la vacuole
entiére est colorée (fig. 4). Le bleu de crésyl brillant ne donne abso-
lument aucune métachremasie. Aucune réaction du glycogéne ne
peut non plus étre obtenue ni directement ni aprés fixation. La va-
cuole centrale ne contient donc ni métachromatine ni glycogéne. Le
contenu en est en réalité protido-lipidique, la proportion des lipides
étant variable en fonction de la richesse nutritive du milieu et provo-
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quant quand elle est trop forte 'aspect diphasique que nous avons
vu plus haut.

3° La membrane externe. — Elle est visible sous forme d’un
mince liseré hyalin périphérique ; elle a cependant une certaine so-
lidité et elle demande quelque temps pour étre traversée par les colo-
rants vitaux ; elle a aussi une élasticité facile a constater quand des
courants, dans les préparations en milieu liquide, font déplacer pas-
sivement le parasite entre des obstacles ; cette élasticité persiste
méme aprés la mort de la cellule ; c’est ainsi qu’en dissociant, dans
du liquide de Ringer, le faux-tissu que j'ai dit plus haut avoir observé
dans Pintestin de grenouilles, tous les éléments polyédriques, dont

Fic. 4. — Action du soudan III. 1, individu de culture en ovo-mucoide : trés
rares et petites gouttes colorées dans le cytoplasme et la vacuole ; 2, 3, indi-
vidu de culture en Ringer-sérum, 1 au début, 2 aprés quelques minutes.
(Rana esculenta ; culture).

cependant la plupart étaient morts, reprenaient rapidement la forme
sphérique. Cependant cette membrane est peu épaisse et la dessicca-
tion la fripe immédiatement, comme on peut facilement le constater
sur les éléments placés en bord de lamelle.

Extérieurement a la membrane externe existe souvent un halo
compesé d’une substance hyaline. Quand il est présent, il est
d’épaisseur trés variable, allant de moins d'un p jusqu’a quatre ou
cinq u ; il n’est visible que par sa réfringence un peu plus forte que
celle du parasite et surtout par le fait que les abondantes bactéries du
milieu viennent se coller a sa périphérie. Mais ce revétement man-
que fréquemment aussi bien chez les individus provenant directe-
ment de l'intestin que chez ceux développés en culture et plus sou-
vent encore peut-étre chez ces derniers. De plus, quand il existe, il
est présent chez de nombreux individus, mais certains cependant en
restent dépourvus. Je n’ai pu déterminer a quelle cause est liée la
présence ou l’absence de ce halo. Micheletti (1932), qui constate
également qu’il peut manquer chez le Blastocystis de I’homme,
pense que cela dépend de la fraicheur des selles et qu’avec le refroi-
dissement il disparait. Je ne puis confirmer cette observation, il peut
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manquer dans des selles humaines tres fraiches de méme qu'on
peut 'observer facilement dans des blastocystes d’animaux & sang
froid, ou dans des cultures. Quant A sa nature, il s'agit d’'un muci-
lage et le rouge de ruthénium le colore intensément.

J.a membrane externe elle-méme ne prend pas le bleu-coton et ne
présente pas les réactions de la cellulose ; mais le bleu de crésyl bril-
lant la fait apparaitre légérement colorée avec une métachromasie
violette ; elle prend de méme une feinle rouge-violacée par le bleu de
toluidine ; le rouge de ruthénium la colore ; le rouge congo ne
donne aucune coloration, contrairement & ce qui se passe pour la
membrane des spores.

En dehors des formes sphéroides, on peut voir des formes allongées
avec deux noyaux situés cha-
cun & un pole opposé et pré-
sentant un étranglement sen-
siblement médian. Ces figures
avaient été interprétées dés le
début comme représentant
une division binaire, ce que
cependant Redaelli et Ciferri
mettent en doute. Il est cer-
tain pourtant qu’il s’agit bien
d’une division qu’avec un peu
de patience on peut suivre au
microscope dans les cultures.
Outre ce mode de division
binaire bien connu, on peut
observer surtout dans les cul-
tures des formes irréguliéres
et bosselées correspondant a
une division non plus binaire,
mais multiple ; de toute fa-
con, il n’y a qu'un petit nom-
bre d’éléments en formation,
généralement de taille assez
inégale, et la vacuole, si elle
| T présente des amorces d’étran-
F16. 5. — Poussée de filaments chez . .

les Blastocystis cultivés en milieu glements multiples, ne modi-

pauvre (aspect a frais) ; 1, % 3, 4, fie du moins en rien son

{i(:n{x esculenta 200, ovo-m.uco‘it_le, aspect cytologique. Il s’agit

3¢ jour ;. 5, R:mq temporaria 374, dune. division végétativ A

ovo-mucoide, 15¢ jour; 6, 7, Bufo getative ana

bufo 371, ovo-mucoide, 20« jour; logue a la précédente, mais

8, Hwmopis sangnisuga 203, ovo-  of les phénoménes sont accé-
mucoide, 6¢ jour,
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lérés, la karyotomie étant plus rapide que la plasmotomie. De tels
aspects s’observent rarement dans le milieu intestinal, mais couram-
ment dans les cultures ; les bosselures peuvent parfois devenir assez
complexes pour réaliser des esquisses de dichotomie ; c’est I'aspect
ramifié (verzweigte) de Reyer (1939), que 'on observe dans les cultu-
res au sérum. Mais si I'on s’adresse au milieu pauvre qu’est 'ovo-

Fic. 6. — Poussée de filaments chez les Blastocyslis cultivés en milien pauvre
(ovo-mucoide). Aspect aprés fixation (Bouin) et coloration (hématoxyline fer-
rique). 1, 2, 3, Rana esculenta 200, 15¢ jour ; 4, 5, Hemopis 203, 26° jour.

mucoide, on peut observer, dans les cultures de blastocystes d’amphi-
biens, des individus dont la forme n’est pas sphérique, mais allongée
en tubes courts ou méme polyédriques et, chez ces derniers, les an-
gles sont souvent le point de départ de processus qui s’élargissent en
raquettes ; ces processus filiformes, parfois deviennent fort longs (50
a 60 p) et se dilatent par places, formant un chapelet d’élargissements
sphéroides ; des sortes d’hyphes irréguli¢res sont ainsi formées ; la
paroi en parait trés mince, sauf au niveau des renflements ot elle
prend P'aspect habituel de celle des Blastocystis (fig. 5). Il ne s’agit
pas la d’aspects de dégénérescence, ainsi que I'indiquent les colorants
vitaux ; aprés fixation et coloration, on voit des noyaux d’aspect nor-
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mal, généralement un, rarement deux par renflement (fig. 6). Ces
renflements tiennent assez longtemps entre eux par les filaments qui
s’amenuisent progressivement et finissent par se rompre. Chacun
des éléments ainsi libérés a, & la forme irréguli¢re pres, la valeur
d’'un Blastocystis végétatif ; on a ainsi un véritable mode de repro-
duction par boutures. Avec les blastocystes d’Hamopis sanguisuga
on obtient de méme, en ovo-mucoide, des prolongements tubulaires,
plus courts d’ailleurs qu’avec ceux d’amphibiens, mais présentant
aussi des renflements nucléés. Ces aspects sont liés a la pauvreté
nutritive du milieu et si, on augmente encore celle-ci, par exemple

Fig. 7. — Aspects en oursins obtenus en repiquant en Ringer pur
une culture en ovo-mucoide

en repiquant une culture de Blastocystis en Ringer pur, il n’y a plus
multiplication mais les ¢éléments se conservent plusieurs jours et
rapidement les sphéroides se présentent hérissés de prolongements
filiformes dont certains offrent encore des renflements, mais alors de
tout petit diametre et non nucléés (fig. 7). Ainsi se trouve réalisé¢ un
curieux aspect en oursin. Il est & noter d'ailleurs que les poussées
filamenteuses se font a peu prés toujours suivant un nombre va-
riable mais faible de rayons émanant de I’éJément primitif, d’ou la
fréquence des dispositions steilaires.

2. Sporulation

La sporulation, signalée tcut d’abord par Alexeiefl, revue par
Beaurepaire-Aragao, Grassé, Schilling et Santoni, s’observe avec la
plus grande facilité¢ chez les Blastocystis de toutes provenances en
culture au sérum dilué ; elle peut étre aisément suivie dans toutes
ses phases, du moins & partir du moment ot Pattention est attirée
sur lindividu qui entre en sporulation.

Il s’agit alors d’un organisme de diamétre ariable mais souvent
assez important, bien sphérique, avec une pellicule externe trés
mince et un contenu vacuolaire trés clair, d’une réfringence difté-
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rant peu de celle du milieu de culture ; il a 'aspect d’un ballon bien
gonflé ; il est entouré ou non du halo mucilagineux ; il n’y a plus
a ce moment de distinction possible entre paroi externe et cyto-
plasme ; vraisemblablement, tous deux ont fusionné en une couche
périphérique commune et ont en plus recu un large apport du con-
tenu de la vacuole qui s’en trouve ainsi clarifiée. C’est dans cette pel-
licule périphérique, d’abord d’aspect homogéne, que I'on voit se d¢-
rouler au microscope les phénoménes suivants : des plages de réfrin-
gence différente apparaissent ; le nombre en est variable suivant le
diameétre de 'individu, mais jamais inférieur & quatre : elles se re-
marquent par une densité plus forte el qui va progressivement aug-
menter ; tout d’abord anguleuses, avec des prolongements & allure
pseudopodique, elles se ramassent, prenant provisoirement un as-
pect losangique ; elles commencent alors a épaissir, a faire saillie
sur la sphére qui prend un aspect de boule cloutée. Chacun des ilots
ainsi formés est centré par un noyau entouré de grosses mitochon-
dries dans un cytoplasme trés riche en glycogeéne ; a partir du mo-
ment ou les saillies apparaissent, tout se passe en dix & quinze
minutes ; chaque plage continue sa saillie en prenant un aspect ar-
rendi, relié¢ encore a la périphérie par une pédicelle qui s’étire pro-
gressivement ; 4 ce moment, la téte de la saillie est trés réfringente
par I’'abondant matériel mitochondrial qui y est contenu, tandis que
le pédicelle a la méme apparence terne que ce qui constitue encore
la surface externe de I'individu ; de la pellicule cytoplasmique de
celui-ci il ne reste d’ailleurs & peu preés rien qu'un vague fantome
aprés que les pédicelles se sont rompus et que les spores ont pris la
forme sphérique. La presque totalité de ce matériel a done été uti-
lisée dans la formation des spores. De méme, il ne reste du cyto-
plasme vacuolaire qu’'un reliquat trés clair, souvent difficile a voir,
mais qui conserve encore une certaine viscosité, car il maintient
encore en place quelque temps les spores. Quand il existe autour de
Pindividu qui a sporulé un hale mucilagineux, celui-ci joue aussi
un role adhésif, mais quand il n’existe pas, les spores suivent bien-
tot individuellement les moindres courants qui peuvent apparaitre
dans la préparation et sont rapidement dispersées.

La sporulation, ainsi que je I’ai dit, s’observe sans difficulté dans
les cultures en sérum dilué, aussi bien pour le parasite humain que
pour ceux d’animaux. Elle apparait généralement au moment ou la
culture devient riche, puis avec le temps se raréfie, mais réapparait
dans les subcultures ; en milieu ovo-mucoide, avec les parasites de
poikilothermes on peut I’observer aussi, mais elle y est plus discréte
et plus fugace. Le phénoméne se passe-t-il chez I’hote ? 11 n’y a
aucun doute en ce qui concerne les poikilothermes et c’est dans le
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contenu intestinal direct qu’Alexeieff’ le premier I'avait observé. Je
'ai vu de méme chez plusieurs grenouilles (contrairement a Schil-
ling et Santoni) et des sangsues ; il n’y a rien d’impossible a ce qu’il
en soit de méme chez I’homme, et I'observation courante dans les
selles de petits individus &4 allure de spores est en faveur de cette
hypothése ; il est vraisemblable que si on ne I'a pas encore noté, c’est
parce que le phénoméne est trés rapide, se passe probablement dans
la partie la plus haute du colon et que le péristaltisme d’une part et
les obstacles existant dans le bol fécal d’autre part doivent rapide-
ment désagréger les figures de sporulation.

L’aspect des spores (kystes secondaires d’Alexeieff) est bien typi-
que ; elles sont régulierement sphériques, mesurant en moyenne de
5 4 6 u de diamétre (peut-étre un peu plus chez le parasite d’Haemo-
pis sanguisuga). La paroi en est relativement épaisse, proportionnel-
lement bien plus que dans les formes végétatives ; le cytoplasme est
dense, avec des inclusions trés réfringentes, probablement lipidi-
ques ; il n’y a pas encore de vacuole centrale ou alors elle est treés
petite ; apres coloration, le noyau a le méme aspect typique que dans
les formes végétatives. Le glycogéne, si rare dans les formes végéta-
tives, est dans la spore trés abondant a I'état diffus ; le soudan III
met en évidence quelques gouttelettes lipidiques. La membrane
externe présente les mémes réactions pectiques que celles des indi-
vidus végétatifs ; elle est en outre colorable par le rouge congo qui
ne colore jamais la paroi des adultes. Il n’y a non plus jamais, autour
des spores, de halo mucilagineux. Il est vraisemblable que ces élé-
ments, dont la paroi est nettement plus épaisse que celle des adultes
et qui doivent done étre plus résistants, sont ceux qui permettent &
I'infection de passer d’un individu & un autre.

Mais il n’est pas douteux qu’ils se transforment rapidement en
formes végétatives : la vacuole apparait, augmente de taille, la paroi
externe s’amincit, on peut dans les cultures observer ainsi toutes
les transitions entre les deux aspects. Dans le cas du parasite de
sangsue, cela est particulierement rapide, au point que ’on voit dans
des grappes sporales encore agglomérées par le reliquat structural
de la vacuole centrale, les individus encore de petite taille mais
ayant déja tous pris 'aspect végétatif (9, fig. 8).

Le nombre des spores formées est variable. Pour les parasites de
grenouille, j’ai rencontré une fois le chiffre (minimum) de 4 ; sur
25 processus que j’ai suivis entiérement, j’ai noté trois fois 8 ; une
fois 10 ; une fois 11 ; une fois 12 ; deux fois 13 ; deux fois 14 ; cinq
fois 16 ; deux fois 18 ; quatre fois 20 ; une fois 27 ; une fois 32 ;
une fois 38 ; une fois 39. Il n’y a donc pas de doute que les noyaux
se multiplient par division binaire, mais que parfois une ou deux
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divisions se trouvent en avance ou en retard, ce qui explique que
l'on n’ait pas rigoureusement des multiples de quatre. Un parasite
de provenance humaine m’a montré un nombre de spores variant

06y

Fic. 8. — Sporulation. 1, formation des plages plus denses de cyloplasme (&
frais ; la densité optique de chaque plage a ¢té en réalité exagérée) ; 2, iso-
lement de chaque ilot cytoplasmique avec mitochondries rangées autour du
noyau dans un cytoplasme trés riche en glycogéne (solution iodo-iodurée
forte) ; 3, aspect aprés fixation et coloration (Bouin-hématoxyline ferrique) ;
4, aspect provisoirement losangique (a frais) ; 5, début de I'arrondissement
des spores (& frais) ; 6, formation des exospores (a frais) ; en haut, étire-
ment des pédicelles (A 4 minutes d’intervalle) ; 7, sporulation terminée, le
protoplasme structural de la vacuole primitive ne subsiste qu’a I’état de fan-
tome ; 8, deux spores ; celle du bas, un peu plus agée, présente déja une
vacuole (le grossissement ici est bien supéricur a celui des autres figures) ;
9, spores restées encore au contact du reliquat de Pindividu primitif et
ayant déja pris Paspect de Blastocystis, dont certains déji en division, -—
Tout se rapporte au Blastocystis de Rana sauf 2 (Homme) et 9 (Hemopis).

de 8 a 20. Le parasite d’Hamopis sanguisuga peut donner des chif-
fres de méme ordre, mais parfois aussi bien plus considérables ; jali
vu ainsi des amas dépassant la centaine, mais, ainsi que je I'ai
signalé plus haut, il y avait déja des formes en division binaire.
Qu’il y ait la un phénoméne de sporulation ne saurait faire le
moindre doute, mais il est tout aussi certain, contrairement a ce
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(qu'ont écrit la majorité des auteurs (Schilling et Santoni exceptés),
qu’il n’y a pas endosporulation. Il suffit de suivre le phénoméne pour
se rendre compte que les spores sont externes, formées a la surface
et méme aux dépens de la partie superficielle, qui s’en trouve ainsi
résorbée ; les spores ne sont contenues dans aucune enveloppe, &
moins que l'ont n’ait pris pour telle la couche mucilagineuse dont
la présence est d’ailletrs loin d’étre constante. Il n’y a en réalité,
chez les Blastocystis, aucune endosporulation, et ce qui a été allégué
A ce sujet ne vient que de mauvaises interprétations.

On peut enfin se demander, connaissant la facon dont se fait la
sporulation, si les formations hyphoides curieuses, a aspect si fré-
quemment stellaire et les aspects hérissés en oursins que j'ai décrits
plus haut et qui apparaissent en milieux pauvres, ne correspondent
pas a une exosporulation qui s’amorcerait et se déroulerait de facon
atypique et trés fragmentaire par suite des conditions nutrilives.

Alexeieff, en décrivant la sporulation qu’il appelait formation des
kystes secondaires, avait admis que le phénoméne était précédé
d’'une autogamie par fusion dans un individu de deux noyaux en un
seul qui par divisions rapides donne les noyaux sporaux ; peu apreés
il admettait par contre la fusion des noyaux de deux individus se
comportant comme gametes. Je n’ai rien vu de semblable ; je ne sau-
rais cependant nier la possibilité, au début de la sporogonie, d’un
processus quelconque intéressant le noyau, car les tout premiers
stades du phéncmeéne sont particulierement difficiles & dépister, et
seules de nouvelles recherches pourraient élucider ce point.

#*
B

De ce qui précéde, que peut-on déduire au point de vue du statut
des Blastocystis ?

Tout d’abord une chose est certaine, c’est leur nature végétale.
Certes, on a recennu depuis longtemps qu’il ne s’agit pas de kystes
de Trichomonas, ni d’autres flagellés ; bien qu’a un moment Chatton
ait paru emporter cette conviction avec des parasites de Tarentola
mauritanica, Grassé a montré qu’il avait pris pour des Blastocystis
des kystoides de Prowazekella lacerte. Cependant il y a eu encore,
par la suite, quelques défenseurs attardés de cette thése ; Diego
Guevara Pozo expose encore en 1935 que les Blastocystis ne consti-
tuent pas une entité propre, mais seulement une forme que prennent
des flagellés intestinaux pour se défendre contre la diminution de
pression osmotique du milieu ; c¢’est ce qu’il nomme blastocystisa-
tion des flagellés. Cette théorie est entierement insoutenable devant
les résultats que donnent les cultures aussi bien des flagellés intes-
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tinaux que de blastocystes : I'arrondissement et la vacuolisation des
flagellés intestinaux sont des phénoménes de dégénérescence qui
n’ont absolument rien &4 voir avec les Blastocystis.

Mais ot les classer parmi les végétaux ? Alexeieff, suivi par beau-
coup d’auteurs, les considérait dés 1910 comme des levures. Re-
daelli et Ciferri par contre ont émis en 1935 et développé en 1926
'idée, assez inattendue, qu’il s’agit d’une algue incolore, parce que :
1° le corps central peut étre assimilé & un chromatophore (opinion
en réalité absolument insoutenable au point de vue cytologique) ;
2° la capsule mucilagineuse externe est rare chez les levares ; 3° la
formation des « endospores » ne rappelle pas ce qu'on voit dans les
levures (mais nous avons vu qu’il n’y a pas d’endospores) ; 4° les
kystoides de Blastocystis peuvent atteindre de grandes tailles mais
ne sont pas alors comparables aux formes géantes stériles qu’on
observe chez les levures ; 5° la division nucléaire se fait par ami-
tose dans les algues vertes (mais la division du noyau de Blastocys-
lis qui doit d’ailleurs étre trés rapide n’a pas été suivie en détail) ;
6° quelques chlorophycées ont ¢été rencontrées comme parasites in-
testinaux ; 7° le seul mode de multiplication est la formation d’en-
dospores (R. et C. nient en effet la division végétative simple ; ils
préferent voir dans les aspects bien connus de cette division des sta-
des de dégénérescence). On voit I'extréme faiblesse de ces argu-
ments, et aussi bien cette thése n’a pas été admise par les auteurs
suivants (Reyer, Schilling et Santoni). Elle est en réalité inadmis-
sible.

Mais on n’a pas le droit pour autant de ranger les Blastocystis
dans les leviires du moins les levures ascosporées, comme le faisait
Alexeieff, Rien ne permet ce rapprochement, ni le mode de forma-
tion des spores, ni la cytologie nettement différente (1).

Alexeieff d’autre part réunissait aux Blastocystis les Dermocysti-
dium en une famille, celle des Blastocystidées. Les Dermocystidium
sont des organismes formant dans la peau d’amphibiens et sur les
branchies de poissons de petites tumeurs contenant des masses de
petites spores arrondies et ayant a leur intérieur une inclusion sphé-
rique réfringente ; mais c’est a cela que se borne la ressemblance ;
ces spores sont contenues dans un sporange avec paroi externe et
cloisonnement intérieur ; elles y sont formées aprés un stade plas-
modial ; enfin P. de Beauchamp a montré qu’a maturité ces spores
sont des zoospores uniflagellés. Il s'agit done d’une incontestable

Chytridiale.

(1) A. Guilliermond, qui avait vérifié mon ¢étude cytologique de Blastocystis
(1937), m’avait dit n’avoir vu en cux aucun caractére cytologique comparable
& ceux des levures.
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En réalité, la structure vésiculaire des Blastocystis, leur mode de
sporulation externe avec pédicelles périphériques, évoque deux rap-
prochements : vers Paracoccidioides brasiliensis d’une part, vers
Boudierella coronata d’autre part.

Paracoccidioides brasiliensis (Splendore, 1912) donne une blas-
tomycose cutanéo-muqueuse, dans les lésions de laquelle le cham-

Fic. 9. — Boudierella coronata. Reproduction des fig. 2, 3, 4, 6, 7, pl. IV et 11,
13, pl. V de Costantin (les numéros ont ¢été conservés). Les légendes origi-
nales: en sont ; pl. IV : 2, spore ayant germé et produit un certain nombre
de conidies secondaires ; 3, méme stade, dessin plus fortement grossi; 4,
spore ayant projeté les conidies secondaires ; 6 et 7, germinztions de spores;
pl. V: 11, spore donnant, au lieu de stérigmates, des tubes germinatifs ;
13, spore donnant naissance & unc spore secondaire identique a elle. [Pas de
grossissement indiqué].

pignon se présente avec l’aspect d’une masse sphérique réfrin-
gente de 25 a 30 u de diamétre, entourée de petites masses arrondies
de 1 p environ ; dans les cultures on obtient des masses arrondies
analogues a celles des lésions, et, dans certains milieuxx, des fila-
ments mais sans conidies. La position systématique des Coccidioides
et Paracoccidioides est discutée. O. da Fonseca et Ledo les ratta-
chent aux Hémiascomycetes ; tandis que M. Langeron soutient de-

puis longtemps un rapprochement avec les Archimycetes et les Phy-

ANN. pE Parasiroroai, 1. XXVII, x° 1-2-3. — 1952, 23.
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comycetes et signale (1945), en ce qui concerne Paracoccidioides,
Panalogie de sporulation. avec Boudierella.

Boudierella coronata a ¢été décrite en 1897 par J. Costantin ; il
s’agit d’'un champignon apparu spontanément dans les cultures de
germination de champignon de couche, et saprophyte, mais proba-
blement non parasité ; il se présente sous forme de sphéres (spores)
développant a leur périphérie 18 & 16 conidies secondaires portées
sur des longs pédicelles ; tout le cytoplasme de la spore passe dans
les spores secendaires ; il y a parfois des irrégularités de sporula-
tion, les spores en petit nombre n’apparaissant alors que sur une
partie de la sphére. Parfois, au lieu de donner des stérigmates, les
éléments donnent des tubes courts et larges ou méme s’étranglent
pour donner des spores secondaires. Il y a une analogie trés étroite
entre les aspects des Blaslocystis (ue j’ai rapportés plus haut et
ceux que représente Costantin (fig. 9). Bien que cet auteur n’ait pas
observé de phénoménes de sexualité, il range Boudierella, qui ne
parait pas avoir été revue depuis, parmi les Entomophtoracées (Phy-
comycetes, Zygomycétes).

Notons de plus qu’en rencontre de facon courante, parmi les am-
phibiens, des ¢léments sphéroides et a grosses vacuoles, ayant alors
une allure qui rappelle fort les Blastocystis, mais parfois plus
allongés (1) et dans tous les cas avec une paroi nettement plus
épaisse et un cytoplasme périphérique plus dense. Il s’agit de Basi-
diobolus ranarum incontestable Entomophtorale connue de longue
date et dont le cycle évolutif a été déerit par Levisohn (1927). Dans
les milieux de culture pour Blastocystis, ces éléments ne se modifient
pas, mais sur milieux solides ils germent facilement donnant un
thalle typique.

En définitive, les caractéres morphologiques et cytologiques des
Blastocystis permettent de les placer, non dans les levures, mais &
coté de champignons qui, encore que leur statut ne soit pas entiére-
ment certain, peuvent étre rangés dans les Phycomycétes et parmi
ceux-ci dans les Entomophtorales, ou a leur voisinage immédiat. Et
cela donne un intérét spécial & la recherche de phénomeénes de
sexualité que je n’ai point observés mais qui ne sont pas impossibles.

RESUME

Les Blastocystis mis en culture dans ces milieux pauvres (ovo-
mucoide) présentent des poussées filamenteuses en raquettes, parmi

(1) C’est ainsi que la fig. 121, de la pl. XTI de Grassé (1926), dont la légende
est : « Développement (?) d'une spore [de Blastocystis de Bufo wvulgaris] »
représente un ¢lément de Bosidiobolus ranarum.
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lesquelles se différencient des renflements nucléés qui aprés sépa-
ration peuvent évoluer pour leur compte ; il se réalise ainsi un mode
de dissémination par bouture. L'aspect stellaire de ces poussées per-
met de penser qu’il n’y a la que I'altération du processus normal de
sporulation.

La sporulation est observable chez les Blastocystis de toutes pro-
venances dans les cultures en milieu convenable. Il n’y a jamais for-
mation d’endospores, mais une exosporulation ou les spores péri-
phériques sont formés en épuisant I’ensemble de I'individu qui spo-
rule. Ces spores sont probablement des formes plus résistantes que
les formes ordinaires issues de division végétative, et comme telles
servent peut-étre & la propagation parasitaire d’individa a individu.
Mais elles prennent rapidement I'aspect des formes ordinaires.

Ce mode bien typique de sporulation permet de rapprocher les
Blastocystis d’une part des Paracoccidioides et d’autre part de Bou-
dierella, Entomophtorée qui présente avec eux des aspects d’une
similitude frappante. Les Blastocystis peuvent donc étre rangés dans
les Phycomycétes et de facon plus précise parmi les Entomophtora-
les ou & leur voisinage immédiat.
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