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INTRODUCTION. 

A. Généralités. 

Blastocystis hominis est un hôte unicellulaire du gros 

intestin humain qui se retrouve en moyenne dans 15 à 

20 % du nombre total d'analyses coprologiques couran

tes d'un laboratoire de biologie clinique en Belgique. 

Suivant les conditions de vie, cet organisme peut se 

présenter sous trois formes: vacuolaire, granulaire 

et amiboïde (Zierdt 1973). 

En général, il n'est présent da~s les selles qu'en pe

tit nombre, mais de temps à autre, pour des raisons 

que l'on ignare encore, il se retrouve en grande pro

portion dans des selles diarrhéiques. 

Dans beaucoup d'ouvrages actuels de parasitologie, 

Blastacystis hominis est considéré comme "un piège 

coprologique" à ne pas confondre avec un kyste d'amibe. ~ 

Il est classé, en général, comme un champignon infé

rieur. 

Blastocystis hominis est un organisme qui vit en anaé

robiose stricte, la moindre exposition à l'air entraîne 

la lyse de la cellule. 

Des études ont déjà été entreprises (Brumpt 1912, 

Aragao 1922, Panayotatou 1928, Calderin 1937, Goiffon 

1942, Zierdt 1967) afin de déterminer l'éven t uelle 



pathogénicité de Blastocystis hominis, mais jusqu'à 

présent, la question n'a pas encore été tranchée. En 

effet, on ne peut dire avec certitude si la prolifé

ration de Blastocystis hominis est la cause ou la con

séguence des troubles divers de l'intestin. 

Pour certains, les diarrhées favorisent l'abondance 

de ce parasite et il n'est pas pathogène (Aragao 1922, 

·Goiffon 1942). Brumpt en 1912, a démontré que l'usage 

d'un purgatif chez un porteur sain entra1ne une aug

mentation considérable du nombre de Blastocystis homi-

2. 

Pour d'autres (Panayotatou 1928), Blastocystis hominis 

provoque des troubles intestinaux vraiment sérieux et 

il sera considéré comme un agent d'infestation intesti

nal. 

Pour appuyer son hypothèse, A. Panayotatou décrit trois 

cas sérieux d'entérite à Blastocyste~ avec selles glai

ra-sanguinolentes qu'elle a pu décrire à l'hôpital Hél

lénique d'Alexandrie. 

En 1937, Caldérin fait une étude analogue à Cuba et ré

serve son diagnostic considérant qu'un plus grand nom

bre de cas doivent être étudiés avant de poser l'affir

mation de la pathogénicité de Blastocystis hominis. 

Il est à noter que dans les pays d'endémie, la fréquen

ce des diarrhées à Blastocystes est plus importante. 



Les Bla§tacystes ont également été étudiés chez des 

vertébrés à sang froid : Triton marmoratus, Triton 

cristatus, Salamandra maculosa, Rana esculenta 

(Alexeieff 1911 ), chez des vertébrés à sang chaud 

souris, cochon d'Inde, chien, chat, cochon, rat, la

pin, oiseaux, des singes Cercopithecus rube chez qui 

on a déterminé Blastocystis cercopitheci qui existe 

également chez les Cynocéphales et les macaques 

(Brumpt 1912), chez les invertébrés : Hoemopis san

guisuga on retrouve Blastocystis sanguisugae. 

3 • 



B. Historique. 

La première description de Blastocystis hominis f ut 

faite par Alexeieff en 1911 qui avec Prowazek le con

s idérait comme un kyste de flàgellate. 

Alexeieff donne le nom de Blastocystis enterocola à 

une espèce qui vit dans l' i ntestin de Triton crista

tus et qu'il considère comme vivant indifféremment 

chez l'homme, le rat, les sangsues. 

4. 

Brumpt en 19 12 nie l'existence de kyste de Trichomo

nas, les class~ comme .Blastomycètes et les nomme Bla

stocystis hominis n. sp •• 

En 1917, Alexeieff considère Blastocystis hominis com

me un champignon du genre Blastomyces pendan t que d'au

tres (Lynch 1922, Aragao ·1922, Knowles et Das Gup ta 

1924) le classaient parmi les levures du gen r e Schizo

saccaromyces. 

Ci ferri et Redaelli en 19 38 pensaient que Blas t ocystis 

hominis était une algue non pigmentée du genre Ptro

tot heca . En 1967, Zierdt considère qu'il n'est pas ac

ceptable que tant d'études sur Blastocystis hominis 

conduisent à des conclusions aussi différentes et que 

sa nature reste une énigme. 

Après divers essais de culture, des études en micro

scopie optique et électronique, en freeze-etc hing, 

Zierdt apporte quelques concl usions : 
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- Blastocystis hominis possède des bactéries en

dosymbiontes. 

Il ne possède pas de paroi, mais une fine mem

brane. 

5. 

La croissance ne se fait in vitro qu'en présen

ce de bactéries. 

- Blastocystis hominis ne croit pas sur un milieu 

pour champignon. 

Blastocystis hominis ne présente ni bourgeon

nement, ni prolongemen t s mycéliens. 

La cro i ssance se fait à pH neutre à alcalin. 

- La reprod~ction se fait par fission binair e . 

- Il se produit extension et rétraction de pseu-

dopodes. 

Il phagocyte des bactéries et d'autres particu

les. 

Une croissance maximale s'obtient à une tempé

rature de · 37°C, à température ambiante, la 

croissance est interrompue. 

- Blastocystis hominis est lysé à 4°C, par une so

lution hyper- ou hypotonique. 

Pour Zierdt, toutes ces caractéristiques sont à l'op

posée ~e celles _ des levures. 

Neuf autres articles de Zierdt suivront celui-là qui 

traiteront de 

- axénisation de Blastocystis hominis, 

- étude en freeze-etching, 

- étude d'une dysenterie à Blastocystis, 

endosymbiose chez. Blastocystis hominis, 

- étude de la pathogénicité de Blastocystis ho

minis. 



6. 

A la suite de ces études, Zierdt conclu que Blastocystis 

hominis appartient à l'embranchement des Protozoaires, 

sous-embranchement Sporozoa, classe : Blastocystea, 

ordre : Blastocystida, genre-espèce Blastocystis ho

minis. 

En 1983, Van Saanen et El Achachi Hassan confirment l' 

opinion que Blastocystis hominis est un protozoaire. 

Cette opinion n'a pas été acceptée à l'unanimité. Le 

problème de l'appartenance phylogénétique reste donc 

entier. 



7 • 

C. Buts du travail. 

Suite aux considérations tenues dans cette i ntroduc

t ion, il nous a paru intéressant de poursuivre les 

études déjà entreprises afin d'apporter quelques élé

ments supplémentaires susceptibles d'élucider : l'ap

partenance phyllogénétique, l'ultrastructure et la phy

siologie de Blastocystis hominis. 
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CHAPITRE I MATERIEL ET METHODES. 

A. Techniques de microscopie. 

1~ Microscopie optique. 

La microscopie photonique nous a permis de suivre les 

cultures au cours du temps. Nous observons les cellu

les en déposant une goutte de culture entre lame et 

couvre-objet. 

Nous avons aussi observé des coupes semi-fines colo

rées au bleu de toluidine. 

Pour suivre l'évolution des cultures, lors des repi

quages, nous avons utilisé un microscope Zeiss. 

Pour la photogiaphie nous avons utilisé un microscope 

Reichert Zetopan. 

8. 

Le colorant employé pour contraster les cellules était 

le bleu de méthylène 0,1 %. 

Nous avons également observé les Blastocystes en mi

croscopie à contraste interférentiel sur un microsco

pe Reichert qui permet de percevoir des détails cel

lulaires sans devoir recourir à des colorations. 

2. Microscopie électronique à transmission. 

En culture, les cellules de Blastocystes se dévelop

pent dans le fond du tube et forment avec les bacté

ries et les divers sédiments fécaux, un culot. 

On prélève une partie du culot pour la fixation. 



9. 

Deux méthodes de fixation ont été choisies 

a) Le culot est dilué dix fois son volume dans de la 

glutaraldéhyde puis centrifugé afin de concentrer 

les cellules en un culot suffisammeQt compact pour 

subir, sans se dissoudre, la suite de la fixation. 

b) Pour éviter la centrifugation au cours de la fixa

tion, une seconde méthode a été utilisée. 

Nous prélevons le culot de la culture dans lequel 

nous ajoutons du sérum frais et quelque.s gouttes 

de F .b . p t At t ® (Diagnostica stago) i ri- res u orna e • 

Il se forme alors un précipité qui enchasse les cel

lules dans un réseaû de fibrine. 

La réaction est en fait le schéma de la phase III 

de coagulation 

F.S.F.(XIII) 
inactif 

Thrombine · 

F.S.F. 
activé 

Le facteur XIII stabilise la fibrine. 

Polymère 
stable 

Ce polymère a l'avantage d'être insoluble dans les 

fixateurs utilisés : la glutaraldéhyde et le tétroxy

de d'osmium. 

I l est possible de découper le polymère ob t enu en mor

ceaux de 1 mm 3 et nous le soumettons à la fixation en 

supprimant la centrifugation. 

Mis à part le départ de la fixation, le reste des opé

rations se déroule de la même manière : 



1 0. 

- Fixateur :Glutaraldéhyde de 2 à 10 % pendant 2 heu

res à 4°C. 

- Lavage 

Pour diluer la glutaraldéhyde, nous avons 

utilisé différents tampons : 

P.8.S. 

tampon phosphate 0.1 M pH 7,2, 

- tampon cacodylate. 

On procède à trois lavages de 10 minutes 

à 4°C pour lesquels nous avons utilisé : 

- P.8.S. - sucrase, 

tampon phosphate 0,1 M pH 7,2, 

tampon cacodylate. 

- Centrifugation : (pour la méthode a) 

- Post~fixation : Os □ 4 2,5% dans du tampon phosphate 

ou dans du cacodylate, pendant une 

heure à température ambiante. 

Deshydratation alcool. progressif 

1 X 5' 

1 X 5 1 

1 X 5' 

2 X 5' 

Inclusion : 

Bains : alcool 100° trois fois 20 minutes 

oxyde de propylène trois fois 20 minutes 

oxyde de propylène-épon trois fois 20 minutes 

Inclusion : résine complète pendant deux heures à 

37° puis □ ne heure à 37° après changement 

de · bain. 

- Polymérisation : 37° 

45° 

60° 

12 h. 

24 h. 

72 h. 
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Les sections sont effectuées par un ultratome Reichert 

Austria OMU
3

• 

- Coloration · : 

- les coupes semi-fines sont colorées au Bleu de 

Toluidine 

les ultra-fines sont colorées sur grille par le 

citrate de plomb utilisé en double colorat ion avec 

l'acétate d'uranyle. 

Les grilles sont examinées au microscope électronique 

à transmission Philips EM 30 1 . 

3. Microscopie électronique à balayage. 

Nous ajoutons quelques gouttes de culture dans de la 

glutaraldéhyde 2,5 % p~ndant deux heures à 4°C. 

On fait passer cette solution sur une membrane filtran

te pourvue de pares de 7 µm de diamètre qui laisse pas

ser les résidus inférieurs à cette taille et permet ain

si d'éliminer un grand nombre de bactéries et autres 

particules de la préparation de Blastocystis hominis. 

A l'aide d'une pompe filtrante, le fixateur sera éli

miné. On le remplace alors par du tampon phosphate 

qui lave les cellules, puis toujours à l'aide de la 

pompe filtrante on procède à l a déshydratation dans 

l'acétone: 

30 % 1 0 minutes 

50 % 1 0 minutes 

70 rr/ 
/0 10 minutes 

90 % 1 0 minutes 

1 00 % 1 0 minutes. 



1 2. 

Ces filtres sont soumis à la dessication par passage 

au point critique (appareil à co
2

) et ombrés à l'or 

par sputtering à l'aide d'un appareil Balzers. 

L'étude et les microphotos ont été faites sur un mi

croscope à balayage Jéol J.S.M. 35. 

B • . Techniques de culture. 

1. Source. 

Les selles qui contenaient un grand nombre de Blasto

cystes étaient sélectionnées lors des examens de . rou

tine de recherche de parasites. 

Vingt et une souche ont été étudiées et dix-neuf sou

ches ont été mises en culture. 

2., Milieux. 

a) Milieux liquides• 

- thioglycolate pré-réduit+ 20 % de sérum humain 

frais. 

R.P.M.I. + 20 % de sérum humain frais+ extrait 

de muqueuse intestinale de porc. 

L'extrait . de muqueuse intestinale de porc est une 

préparation personnelle à partir d'un intestin grê

le de porc qui est la partie la plus riche en mucus. 

b) Milieux biphasiques. 

Ce milieu comprendra une couche solide qui sera tou

jours constituée de sérum coagulé de cheval en plan 

incliné (I.P.P.). Sur cette phase solide, nous avons 



utilisé différentes phases liquides : 

- thioglycolate pré-réduit+ 20 % de sérum humain 

frais, 

1 3. 

milieu de Hank's (I.P.P.) + 20 % de sérum humain 

frais, 

milieu de Hank's + 20 % de sérum humain frais 

+ extraits de muqueuse intestina

le de porc, 

- R.P.M.I. + 20 % de sérum humain frais 

+ extraits de muqueuse intestinale de porc. 

3. Méthodes de culture. 

Les cultures sont effectuées dans des tubes munis d'un 

capuchon à visser. 

Deux moyens ont été utilisés 

- dilution d'une noisette de selle dans des tubes de 

culture préconditionnés à 37°C. 

- la selle est diluée dix fois son volume dans la pha

se liquide puis filtrée sur tamis afin d'éliminer les 

gros résidus alimentaires. 

Les tubes de sérum coagulé conditionné à 37°C sont 

ensemencés à l'aide de cette solution. 

Une couche d'huile minérale stérile est déposée à la 

surface de la phase liquide pour éviter le contact du 

milieu avec l'air. 

Les cultures obtenues dans ce milieu, à partir de ma

tières fécales, sont dites "polyxéniques" parce qu'el

les contiennent, outre Blastocystis hominis, des repré-



---

sentants de la flore bactérienne de l'intestin (cul

tures mixtes). 

En vue de limiter la population bactérienne qui ris

querait d'inhiber le développement des _Blastocystes, 

deux antibiotiques ont été ajoutés : ampicilline 

40.000,ug/ml et streptomycine 10.000µg/ml. 

Pour compenser la perte nutritive, nous ajoutons des 

bactéries collibacilles tuées par la chaleur à 70°C. 

Les tubes sont mis à incuber dans une jarre contenant 

des sachets générateurs d'atmosphère anaérobique (BBL 

Gas Pak anaerobique systems H2 + co 2 ). La jarre est 

placée dans une étuve à 37°C. 

Les cultures sont r.epiquées tous les 6-7 jours après 

observation au microscope optique de l'état de la cul

ture. 

Afin d'éviter toute confusion entre Blastocystis homi

nis et un kyste d'amibe en microscopie électronique, 

les selles contenant des amibes ne sont pas utilisées 

pour les cultures. 

4. Méthodes d'enrichissement. 

14. 

Ces méthodes ont pour but de séparer les cellules pa

rasitaires des multiples autres constituants des matiè

res fécales de manière à concentrer les parasites dans 

un faible volume et à faciliter l'examen microscopique. 
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Les particules sont séparées par sédimentation à tra

vers un gradient de densité dont la partie légère est 

formée par les matières fécales diluées dans une so

lution physiologique et la partie lourde par un mélan

ge de deux solutions de Ficoll ® et de metrizoate de 

sodium. 

Le Ficoll ® est un polymère d'hydrate de carbone. Son 

poids moléculaire est de 400.000. Sa pression osmoti

que est très faible, même à haute concentration. Le 

Ficoll ® est soluble dans l'eau. Ses solutions aqueu

ses peuvent être autoclavées. 

Ce produit est inerte vis-à-vis des éléments cellulai-

res. 

Le metrizoate de sodium est une substance triiodée uti

lisée comme produ~t de contraste en radiologie. Il est 

mieu·x connu sous le nom d 'Urographine ® , de Ronpacon ® 
ou d' I sopaque ® . 

On prépare une solution aqueuse d 'I sopaque ® à 33, 9 % 
et une solution aqueuse de F icoll ® à 9 %. 

On mélange 10 volumes de la solution d'Isopaque ® 
24 volumes de la solution de F icoll ® . 

avec 

Dans un - tube à centrifuger, on dépose 5 ml de la solu

tion Ficoll~sopaque au-dessus de laquelle on ajoute 

prudemment 2 ml de solution fécale. 

Cette préparation est soumise à une centrifugation à 

400 g pendant 10 minutes. 
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Après la centrifugation, les différentes couches se 

présentent de la manière suivante : le culot est for

mé des autres constituants des matières fécales, au

dessus uient la couche de Ficoll surmontée de la so

lution physiologique. 

A l·'interface : solution physiologique - Ficoll se 

retrouvent les Blastocystes. 
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CHAPITRE II RESULTATS. 

A. Culture. 

Nous avons expérimenté différents milieux. (voir page 18) 

L'utilisation d'un milieu liquide de thioglycolate nous 

donne des résultats médiocres, les cellules dégénérant 

au bout de trois jours. 

Nous avons alors pensé à utiliser un milieu biphasique 

dont la phase liquide était encore le thioglycolate et 

la phase solide du sérum coagulé de cheval. Les résul

tats obtenus après l'utilisation de ce milieu furent 

légèrement meilleurs; nous parvenions alors à conser

ver les cellules en vie pendant une semaine et demi. 

La substitution du thioglycolate par le milieu de 

Hank's tout en conservant la phase solide nous a per

mis de garder les cellules en culture un mois, soit 

le temps de quatre repiquages mais au quatrième repi

quage, les cellules présentent des signes de dégéné

rescence, diminution du volume, déformation de la 

forme cellulaire. 

Il nous a semblé qu'un milieu aussi proche que possi

bl~ du milieu intestinal serait favorable au dévelop

pement cellulaire. L'intestin de porc est celui par

mi les animaux domestiques, qui du point de vue phy

siologique, se rapproche le plus de celui de l'homme. 



-
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Nombre de Milieu utilisé Durée de vie 
sou c hes., (jours). 

2. Thiog l ycolate 3 

3 Thioglycolate 1 0 

Sérum coagulé de che val 

4 Milie u de Hank's 30 

Sérum coagulé de cheval 

4 Mili e u de Hank's 45 

Extraits de muque use 

intestinale 

Sérum coagulé de cheval 

6 R.P.M.I. 1640 + 25 mM 60 

HEPES 

Extraits de muqueuse 

intestinale 

1 Sérum c oa gulé de che val 
1 

1 TABLEAU 1 • 

•. 

1 



Un extrait de muqueuse intestinale de parc dil u é dans 

du milieu de Hank's fût donc préparé et son utilisa

tia □ nous permit de conserver les cultures un mois 

et demi. 

Une dernière amélioration fQt apportée grâce à l'uti

lisation de milieu R.P.M.I. 1640 + 25 mM HEPES comme 

diluant de l'extrait de muqueuse intestinale. 

Les cultures obtenues. sur ce milieu nous donna les 

meilleurs résultats, il nous a permis de cultiver 

les cellules sans axénisation et dans les meilleures 

conditions pendant deux mois, soit environ neuf re

piquages~ 

Les résultats obtenus dans les milieux contenant des 

extraits de muqueusB intestinale en présence ou en 

l'absence de la phase solide de sérum coagulé de che

val furent très variables, selon la souche. 

Une adjonction de sérum à la culture produit toujours 

un effet positif quelque sait le milieu surtout si 
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ce sérum provient d'une femme enceinte et qui contient 

une certaine proportion d'hormones de croissance. 

La croissance dépend également de la richesse initia

le de la selle en Blastocystes. On peut constater que 

si l'on initialise une culture à partir d'une selle 

qui au microscope montre moins de 10 cellules par 

champ, _ celle-ci régresse et meurt avant le premier 

repiquage. 



La dilution de la selle dans le milieu de culture 

suivie de sa filtration, élimine un grand nombre de 

résidus alimentaires et facilite l'observation en 

microscopie. La filtration de la selle sur quatre 

couches de gaze ne retient pas les Blastocystes. 

L'ensemencement des milieux préconditionnés à 37°C 

est indispensable pour un bon démarrage de la crois

sance. La couche d'huile minérale que l'on déposait 

à la surface du milieu a été abandonnée car son uti--lisation n'apportait pas de résultats seQsibles et 

ne faisait que gêner l'observation en microscopie 

optique. 

Le pH des cultures se maintient aux environs de 7-8. 
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Les bactéries rencontrées sont en majorité : Escheri

chia coli, Klebsiella s.p., Enterobacter hafniae, Pro

teus vulgaris, des bactéries de la flore de Veillon, 

Bactéroïdes fragilis, Streptocuccus du groupe D et 

Clostridium perfrigens. 

L'état de la selle n'est pas, contrairement à ce que 

l'on pourrait croire, un critère de richesse; les sel

les riches en Blastocystes ne sont pas toujours 

diarrhéiques mais bien souvent de consistance légère

ment molle ou pateuse. 

La méthode d'enrichissement sur gradiant Ficoll-Isopa

que fut un échec. 

Les cellules se lysent lors de la centrifugation et une 

diminution de la vitesse et du temps de centrifugation 

ne permet plus de séparer les différents constituants. 

Toutes les méthodes physiques et physico-chimiques con

centrant les parasites par centrifugation sont'donc à 

éliminer vu l'extrême fragilité de Blastocystis hominis. 



8. Microscopie optique. 

En observant les cultures, nous constatons que la 

morphologie de Blastocystis hominis varie grandement 

par la taille, la forme et la cytologie. 
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Si nous suivons chronologiquement l'évolution des cul

tures au cours du temps, nous observons que dans des 

selles fraichement émises ainsi qu'en début de cultu

re, on retrouve la forme vacuolaire et quelques for

mes amiboïdes. 

Par la suite, on voit apparaitre, après 5 à 6 jours, 

des formes granulaires qui au bout de quelques jours 

libèrent de petites cellules (fig. 9, 13, 14, 15). 

Pour trois souches, nous avons vu apparaitre, après 

quelques jours de culture, des formes vacuolaires 

géantes de 60 à 80 µm. (fig. 3, 4, 5, 6). Ces formes 

ont la même morphologie que les formes vacuolaires 

courantes, mais la taille est considérablement augmen

tée. 

La forme vacuolaire prédomine tout au long de la cul

ture et jusqu'au septième ou huitième repiquage. En

suite, un nombre croissant de formes amiboïdes appa

rait dans la culture et ceci jusqu'à la dégénérescen

ce totale des cellul~s. 

Cette dégénérescence se traduit par la lyse, la ré

traction et la perte de réfrigence des cellules ( fig. 

16 et 17). 
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Signalons aussi un fait rare : nous avons remarqué 

que certains Blastocystes montraient parfois de courts 

prolongements cyclo~lasmiques. (fig. 13, 20, 25). 

Description des différentes formes. 

La forme vacuolaire. 

Elles ont une taille qui varie entre 6 et 40 µm de dia

mètre. La forme est généralement ronde, une grande va

cuole occupe le centre, repousse le cytoplasme avec 
- - ----

ses organites vers la périphérie gui forme donc un an
; 
neau tout autour de la vacuole ce qui donne à la cel-.c....__________ ~ 

lule une allure de bag ue à chaton (fig. 1 à 8). 
-

Dans le cytoplasme périphérique nous observons un nom-

bre variable de noyaux ronds, de nombreuses mitochon

dries que l'on distingue sous forme de petits baton

nets réfringents. 

La vacuole est optiquement translucide (fig. 1 et 2) 

mais présente parfois de fines granulations dans une 

partie s granulations finissent par 

occuper la totalité du volume vacuolaire et grossis

sent progressivement. A la fin du développement de 

ces granules, il n'est plus possible de faire la dis

tinction entre la forme vacuolaire à contenu granu

leux et la forme granulaire (fig. 13, 14, 15). 

Comme nous l'avons déjà signalé plus haut, une forme 

vacuolaire géante de 60 à 80 µm peut parfois être 

observée (fig. 3 à 8). 
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La forme vacuolaire se divise par fission binaire. La 

cellule s'allonge, un ·étranglement apparait de chaque 

côté et sépare en se prolongeant deux cellules filles 

(fig. 8, 10, 11, 12). 

L'utilisation du bleu de méthylène comme colorant nous 

permet de bien distinguer la limite entre le cyto

plasme formant une bande bleu foncé et la vacuole qui 

reste pale. Le noyau et les mitochondries sont nette

ment colorés par le bleu de méthylène (fig. 18, 19, 

20 et 21 ) • 

La microscopie optique à contraste interfé~entiel 

(méthode de Nomarski) nous permet de visualiser les 

détails sans devoir recourir ni au diaphragme, ni à 

la coloration. Les différences d'indice de réfraction 

et d'épaisseur au sein de la préparation sont traduits 

par le système optique en couleurs interférentielles 

ou en un contraste noir et blanc. 

Ce système nous permet de visualiser la vacuole cen

trale, la bande cytoplasmique ainsi que les noyaux 

qui s'y trouvent et les mitochondries (fig. 22 à 25). 

La forme granulaire. 

Elles ont une forme soit sphérique, soit irrégulière 

et une taille qui varie de 20 à 70 µm. 

La vacuole centrale est bourrée de granules sphériques 

qui ont soit la même taille, soit des tailles très 

hétérogènes. 



Le cytoplasme est repoussé vers l'extérieur et com

prend l'ensemble des organelles (fig. 9). 

La forme amiboïde. 

Ses formes ont un contour irrégulier. 
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La taille de ces cellules est petite par rapport aux 

deux autres formes et varie entre 7 et 20 µm ( fig. 16 

et 17). 

Cette cellule ne présente pas de vacuole. 
-. 



Figures 1 et 2 : Formes vacuolaires de Blastocystis 

hominis (sans coloration, x 576}. 





Figure 3 Deux formes vacuolaires. 

La cellule du haut est une forme géante. 

(Coupe semi-fine, bleu de toluidine, x 576). 

Figures 4 et 5 Formes vaculolaires géantes. 

On distingue la vacuole centrale, la 

fine bande cytoplasmique, le noyau, 

les mitochondries et autres éléments. 

(Coupe semi-fine, bleu de toluidine, 

X 576). 





· Figure 6 Forme vacuolaire géante dans laquelle on 

peut distinguer nettement les nombreuses 

mitochondries dans la bande cytoplasmique. 

(Coupe semi-fine, bleu de toluidine, x 576). 

Figure 7 : Forme vacuolaire géante dans laquelle le 

noyau est bien visible ~tune vacuole li

pidique fait saillie dans la vacuole cen

trale. 

Figure 8 

(Coupe smi-fine, bleu de toluidine, x 576). 

Forme vacuolaire géante en début de phase 

de division, un étranglement se marque de 

chaque côté de la cellule. 

(Coupe semi-fine, bleu de toluidihe, x 576). 
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Figure 9 Forme- granulaire dont la vacuole centrale 

est remplie de granules. 

(Coupe semi-fine, bleu de toluidine, x 576). 
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Figures 10, 11 et 12 Formes vacuolaires à diffé

rents stades de la division bi

naire. 

En 10, on remarque nettement le 

noyau dans le cytoplasme de la 

cellule supérieure. Les mitochon-

dries se présentent sous la forme 

de petites sphères ou batonnets 

réfrigents. 

(sans coloration, x 672). 





Figures 13, 14 et 15 Formes vacuolaires à différents 

stades d'évolution quantitative 

de la granulation. 

En 13, la forme vacuolaire à 

l'extrême droite présente un 

court prolongement cytoplasmique. 

(sans coloration, x 672). 





Figures 16 et 17 Formes amiboïdes. 

(sans coloration, x 672). 





Figures 18, 19, 20 !t 21 

Formes vacuolaires. 

En 20, la cellule de droite présente un 

court prolongement cytoplasmique. 

En 21, le noyau est nettement visible sur · 

le dessus de la cellule. 

(bleu de méthyl~ne, x 576). 



-- - - ----- - -----------

-• I 

• 
/ 



Figures 22 et 23: Formes vacuolaires dans lesquelles 

an distingue les noyaux et les mito

chondries en périphérie et la vacuo

le centrale. 

(contraste de phase interférentiel, 

X 576). 





Fig~res 24 et 25 : Formes vacuolaires, la bande cyto

plasmique recouvrant la vacuole lais

se appara!tre les noyaux et les mi

tochondries. 

(contraste de phase interférentiel, 

X 576). 





C. Microscopie électronique à balayage. 

La microscopie électronique à balayage nous a permis 

d'observer l'aspect externe de Blastocystis hominis. 

----i 
Cet organisme présente des fo~fries et des imensions 

aussi variées qu'en culture . 

que (fig. 26 à 32), en cross 

lobulées (fig~ 34 et 35). La 

est généralement rugueuse. 

uniformément 

~ 
(fig. 'l., ~' 

surface de 

sphéri

laties et 

Malgré le grand nombre de lavages effectués lors de 

la fixation, de nombreuses bactéries adhèrent à la 

surface de la cellule et semblent retenues par de 

fins filaments muqueux. 

A la figure 32, nous pouvons observer que la surface 

externe présente un pli. 

25 . 



Figures 26, 27, 28 7 29, 30 et 31 : 

Formes uniformément sphériques, la couche mucoide 

donna à la surface externe un aspect rugueux. Des 

bactéries adhèrent à la cellule par de fins fila

ments muqueux. 

(26 : X 17.200; 27 : X 6.400; 28 : X 17.200; 

29 : X 17.200; 30: X 6.600; 31 : X 13.200). 









Figure 32 : Forme sphérique, on remarque en haut 

à gauche de la cellule, u~ pli bordé 

de plusieurs bactéries~ 

(x 17.200) 

. 1 





Figure 33 : Cellule en forme de crosse. 

(x 17.200) 

1 





-Figuras 34 et 35 : Formes aplaties et lobulées 

auxquelles adhèrent des bac 

téries. 

(34 : X 3.200; 35 : X 17.200) 
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D. Microscopie électronique à transmission. 

La microscopie électronique à transmission nous a 

permis d'étudier la cytologie de la cellule. Il faut 

insister sur le fait que la fixation de Blastacystis 

haminis pour la transmission donne des résultats très. 

décevants. En effet, cette cellule supporte très mal 

la centrifugation, or, pour des cellules en suspen

sion la méthode classique consiste à centrifuger la 

culture entière qui aura été préalablement fixée une 

première fais dans de la glutaraldéhyde diluée dans 

du tampon phosphater mais la plupart du temps les 

cellules sont lysées (fig. 35'). 

En apportant un soin tout particulier au temps de 

fixation et à la vitesse de centrifugation, une lé

gère améliora~ion a pu être constatée. Cependant, une 

diminution de la vitesse de centrifugation nous pri

vait de la condensation des cellules en un culot suf

fisamment résistant pour subir le décaupag~ en cubes 
3 de 1 mm • 

Nous avons alors utilisé la méthode qui consiste à 

ajouter à la culture du sérum et quelques gouttes 

de fibri8□gène. On obtient alors un précipité géla

tineux qui enserre dans ses liens de fibrine les 

cellules. Ce précipité sera traité lors de la fixa

tion comme un tissus. 

Le respect de l'intégrité des cellules durant la fi

xation fut le mieux respectée grâce à l'utilisation 



du tampon Phosphate Buffer Saline (P.B.S.). 

No u s décrirons successivement les différents organites 

rencontrés chez Blastocystis hominis. 

1) La membrane plasmique. 

La cellule est limitée par une membrane qui est for

mée d'un double feuillet : deux feuillets sombres 

osmiophiles séparés par un espace clair (fig. 36, 38). 

La membrane n'est pas entourée d'une paroi mais une 

couche mucoïde la recouvre (fig. 36 et 39). Cette 

couche n'est pas uniforme et s'interrompt à certains 

endroits. 

On observe parfois, au dessus de la couche mucoïde, 

~ne couche plus irrégulière et légèrement plus dense 

que nous appelerons couche superficielle (fig. 42). 

2) La vacuole centrale. 

La vacuole centrale occupe dans les formes vacuolaires 

et granulaires tout l'intérieur de la cellule et re

pousse vers l'extérieur l'ensemble des organites 

(fig. 40, 41, 42, 43, 44). Elle est unique par cellule 

mais présente occasionnellement de petites comparti

mentations (fig. 43, 50)~ 

La vacuole, ne contient pas d'organites. Elle est li

mitée par une membrane qui est mise en évidence par 

la précipitation du citrate de plomb utilisé comme 
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colorant pour les ultra-fines (fig. 37, 41 et 44). 

L~ contenu de la vacuole est variable~ il peut être 

dense et homogène (fig. 40, 41), ou , ciairsemé pour 

la forme vacuolaire (fig. 43). 

Pour la forme granulaire, le matériel de la vacuole 

se présente sous forme de petites sphères au contenu 

homogène (fig •. 44) •. 

3) Le cytoplasme~ --

Le cytoplasme entoure la vacuole centrale. Il corn-

prend l'ensemble des organites cellulaires le ou 

les noyaux, les mitochondries, l'appareil de Golgi, 

le réticula endoplasmiquer les ribosomes (fig. 41, 

4 2 , 4-3 ) • 

4) Le noyau. 

En coupes ultra-fines, nous n'observons jamais qu'un 

seul noyau. Il peut être d~ forme ronde ou ovale. 

L'aspect du noyau est généralement constant. Il pré

sente une précipitation de chromatine et est entouré 

d'un espace péri-nucléaire (fig. 45, 46, 47, 48). 
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5) L'appareil de Golgi. 

IL se situe, arr général, près d~ noyau. Il est compo

sé de citernes aplaties et disposées parallèlement les 

unes aux autres (f ~g~ 48, 49). 

6) Les mitochondries. 

Elles se retrouvent en grand nombre dans la cellule, 

réparties dans toute la bande cytoplasmique. 

Elles présentent généralement une forme ronde ou ovale. 

La matrice des mitochondries est dense aux électrons~ 

Les crêtes des mitochondries · sont le plus souvent tubu

laires (fig. 50, 51, 52, 53). 

7) La vacuole lipidique. 

Rares dans les jeunes cellules, elles se retrouvent 

en nomb~e croissant dans les cellules vieillissantes. 

Elles se présentent sous la forme de vacuoles sphéri

ques au contenu homogène (fig. 54). 

8) Le réticulum endoplasmigue. 

Il se présente sous formes de tubules ou de saccules. 

Sur la surface externe du réticulum endoplasmique ru

gueux on distingue nettement les ribosomes (fig. 53, 

55). 



9) Inclusions cytoplasmiques. 

Dans le cytoplasme, nous retrouvons urr grand nombre 

de. ribosomes .. 
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Figure 35' Lors de la centrifugation, Blastocystis 

hominis se lyse très facilement. 

(x 13.000) 
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Figure 36 

Figure 37 

La membrane plasmique (Mp) apparait 

constituée par deux feuillets denses, 

séparés par un espace clair. 

Une couche mucoide (Cm) recouvre la 

face externe de la membrane plasmique; 

on distingue la vacuole centrale (VC) 

et le cytoplasme (C). 

(x 60.000) 

La vacuole centrale (VC) est cernée par 

une membrane ( Mv) qui forme parfois de 

petites invaginations faisant saillie 

dans la vacuole centrale (VC). 

(x 85.000) 



0 .5 µ m 

® 

VC 
0 2 µ m 



Figures 38 et 39 : La membrane plasmique (Mp) li-

. mit~ cytoplasme (C) et est 

recouverte de la couche mucaï-

de (Cm). En 39 on distingue une 

mitochondrie (M) dans le cyto

plasme et en dessous de la bande 

cytoplasmique se situe la vacuole 

centrale •. 

(38 : X 85.000; 39 : X 37.500) 
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Figure 40 : Blastocystis hominis, forme vacuolaire. 

La vacuola centrale (VC) occupe le cen

tte de la cellule et repousse le cyto

plasme et tous ses élements vers l'exté

rieur. Dans le cytoplasme, on distingue 

une mitochondrie (M), du réticulum en

doplasmique rugueux (RER)~ La vacuole 

centrale (VC) est limitée par la mem

brane vacuolaire (Mv). 

La membrane plasmique (Mp) recouverte 

de la couche mucoîde isole le cytoplasme 

du milieu extérieur. 

(x 22.750) 





Figures 41 et 42 : 

Formes vacuolaires de Blastocystis hominis. 

On distingue la vacuole centrale (VC), la membrane 

vacuolaire (Mv), la membrane plasmique (Mp) sur

montée de la couche mucoide. 

Dans le cytoplasme, on distingue des mitochondries 

(M)~ le noyau (N) et son espace péri-nucléaire (EP). 

(41 : X 17.750; 42 : 17.750) 





Figure 43 : Cette micrographie nous montre une for

me vacuolaire de t~ille courante et une 

forme vacuolaire géante. 

Le contenu de la vacuole centrale (VC) 

es~ peu dense et est réparti da façon 

très irrégulière. La flèche indique des 

vacuoles secondaires (VS). 

(x 4.750) 

Figure 44 : Cette micrographie intéresse un détail 

de la vacuole centrale d'une forme 

granulaire de Blastocystis hominis. 

Cette vacuole renferme de nombreux pe

tits granules (gr) au contenu homogène. 

La vacuole centrale est limitée par la 

membrane vacuolaire (Mv). Sur la gauche 

on distingue une vacuole lipidique (Vl) 

au contenu homogène. (x 22.700) 





Figures 45, 46 et 47: 

Le noyau. (N) est généralement de forme ronde ou 

ovalep il présenta u~e précipitation de chromati

ne. La membrane nucléaire comporte un espace péri

nucléaire (EP) bien visible. 

(45 : X 22.750~ 46 : X 22.750; 47 : X 27.500) 
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Figures 48 et 49 : Sur ces micrographies de formes 

vacuolaires, on peut distinguer 

l'appareil de Golgi (G) qui se 

situe la plüpart du temps près 

du noyau (N); e, 49 on remarque 

la pr~sence d'une vacuole lipidi

que (Vl) et de . la membrane plas

mique (MP). 
(48 : X 37.;500; 49 : X 72.500) . 





Figure 50 : Cette microphotographie d'une forme 

vacuolaire montre la répartition des 

mitochondries (M) dans le cytoplasme. 

La vacuole centrale (VC) présente des 

petites vacuoles secondaires (Vs). 

(x 17.750) 
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Figures 51, 52 et 53 : 

Détails du cytoplasme de forme vacuolaire. 

Les mitochondries (M) renfermant des crêtes géné

ralement tubulaires, avec une matrice mitochondriale· 

très dei:ise- et opaq_e aux électrons •. La forme des mi

tocho~dries est souvent ronde ou ovale. 

(51 : X 47.500; 52 :· X 22 •. 750; 53 :, X 27.500) 
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Figure 54 ·· ~ Détails d'une vacuole lipidique (Vl) au 

contenu homogène localisée dans la 

vacuole centrale (VC). 

(x 47.500) 





Figure 55 : Détails d'une forme vacuolaire. 

Le réticulum endoplasmique r~gueux 

(RER), se présente sous la forme 

d'un réseau de membranes recouvertes 

du côté externe par un grand nombre 

de ribosomes. 

(x 47.500) 
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' CHAPITRE III :- DI.S.CUSSION ET C-ONCLUSION. tJ_;-~ (i,._ 
~ Œ) ~ Ufa-..~ Ut- oW 1v--" 

Nous avons re1!Ja1:'qué qu' arr· cul.tura 81~.:!:3;"" is ho~ 

évoluait----sensiblement de la mê-me· m~ Dans les 

selles et en début de culturer ce sera la forme va

cuolaire qui sera prédominante et elle sera accompa

gnée de quelques rares formes amiboïdes. A ce stade 

on remarque également que des formes vacuolaires en

trent en division. 

Deux à trois jours après, des formes granulaires ap

paraissent. 

Par lyse, la forme granulaire libère de petites cel

lules qui rassemblent aux formes vacuolaires. 

Vers la fin da culture, la pro~ortion de formes ami

boïdes augmente et ca typa sera le seul pr~sent dans 

le milie·u. 

D'après ces éléments, oous diviserons la croissance 

des cellules en trois phases~ 

une première phase sera dite de "croissance" 

pendant laquelle le nombre de cellules augmen

te très rapidement, 

dans une seconde phase, le nombre de cellules 

se stabilise, nous nous trouvons dans la pha

se "d'état", 

dans la troisième phase, les cellules acquiè

rent toutes une forme amiboïde en se déformant, 

puis le nombre de cellules décroit et nous ar

rivons au stade de "déclin". 
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La forme amiboïde ne se retrouvant qu'en très faible 

proportion lors de la phase de croissance et de la 

phase d'état mais en grande proportion lors de la pha

se de déclin, elle nous appara1t non pas comme un ty

pe de forme, mais plutôt comme une cellule présentant 

.les premiers signes d'agonie. 

Nous avons remarqué que quelques formes vacuolaires 

présentaient, au sein de la vacuole centrale, de fi- · 

nes granulations. 

A la fin du développement de ces granules, il n'était 

plus possible de distinguer cette forme de la forme 

granulairè. Nous verrons là le stade de formation de 

la forme vacuolaire vers la forme granulaire. 

Nous schématisons le cycle cellulaire comme ceci 

Figure 56: A. Fission binaire, 8. Endosporulation, 

C. Mort cellulaire; 1. Forme vacuolaire, 2. Forme 

granulaire. 
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Blastocystis hominis présente ainsi deux modes de 

reproduction, la fission binaire et la reproduction 

endogène. 

Le milieu comprend du s~rum coagulé de cheval, des 

extraits de muqueuse intestinale - de· porc dilués dans 

du R.P.M.I. 1640 + 25 mM HEPES permet de conserver 

les cellules en culture deux mois sans axénisation. 

Il est à signaler qu'aucune méthode d'enrichissement 

n'a donné de résultat utile, ces méthodes comprenant 

toutes une ou plusieurs étapes de centrifugation ce 

qui conduit à la lyse des cellules. Ces méthodes se

ront donc exclues pour isoler Blastocystis hominis 

des autres constituaots des matières fécales. La 

filtration de la selle, après dilution dans le milieu 

de culture, sur couches de gaze, purifie suffisamment 

le milieu pour faciliter l'observation en microsco

pie mais ne nous permet pas d'obtenir une préparation 

pure de _Blastocystes. 

Une culture pure de Blastocystes nous permettrait 

d'effectuer une galerie biochimique, de mettre en 

évidence une éventuelle toxine et d'isoler le D.N.A. 

afin d'en étudier la séquence, ce serait la méthode 

la plus fine pour déterminer l'appartenance phyllo

génétique. 

La microscopie électronique à balayage ne nous a pas 

montré de différences entre les différentes formes. 



La microscopie électronique à transmission ne nous 

a pas permis de voir une distinction tranchée entre 

les organLtes de la forma vacuolaire et ceux de la 

forme granulaire. Il n'y a que le contenu de la vacuo

le centrale quL nous permet de vair la différence en

tre ces deux formes. 

Nous n'avons pas réussi à fixer la forme amiboide. 

Ceci confirmerait le fait que cette cellule est arri

vée à un stade ultime et que le traitement de la fi

xation est très délicat. Nous n'avons jamais observé 

de processus d'endocytose de bactéries par les Blasto

cystes~ 

+ 

+ + 

En conclusion de ces travaux, nous pouvons dire que 

Blastocystis hominis : 

se présente sous une forme de vie ~ la forme 

vacuolaire. 

- se reproduit selon deux modes: 

la fission binaire de la forme vacuolaire 

l'endasporulatian de la forme vacuolaire 

qui portera alors le nom de forme granu

laire. 

- ne présente pas de caractéristiques générales 

de champignons: 

- filamentation 
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paroi de nature glucidique et de structure 

celluloscipeptidique. 

Par contre, ii existe également une grande vacuole 

centrale chez les champignons. 

Si la majorité des caractéristiques des champignons 

s'opposent à celles de Blastocystis hominis, le mode 

de culture, les deux modes de division et les carac

téristiques cytologique~ ne s'opposent pas à celles 

des protozoaires~ 

11 nous semble inutile de vouloir tirer des co~ lu

sions trop hatives quant à l'appartenance · phyl géné

tique dont la détermination nécessiterait enco e l'ap

port de données biochimiques, cytologiques et généti

ques. 
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