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La flore bactérienne chitinolytique intestinale de I’'Escargot
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RESUME

1. — L/Esecargot de Boutgogne (Helix pomalia L.) héberge dans son
tube digestif une flore chitinolytique abondante, sujette & des variations
quantitatives et qualitatives.

2. — En utilisant un milien gélcsé 4 la chitine, de pH 7 4 7.5, on peut
isoler en moyenne, par gr. de contenu intestinal, 500.000 & 1 million de
bactéties chitinolytiques. Cette flore bactérienne, dont les Actinomycétes,
les Myxobactéries et les Champignons filamentenx chitinolytiques sont
© pratiquement absents, est trés différente de celle du sol ou des végitaux,
dans laquelle ces organismes dominent an contraire.

Comme cela se passe chez les organismes supérienrs, les conditions pro-
pres au milien intestinal de 'Escargot sélectionnent une flore bactérienne
particuliére. La plupart des microotganismes chitinolytiques, ingérés a
partir du milient extérieur, restent dans l'incapacité de se multiplicr dans le
tube digestif, ou méme y sont détruits. Inversément, dans les excréments
expulsés, les bactéries chitinolytiques qui ont pullulé in vivo sont rapide-
ment supplantées par d’autres microorganismes, semblables & cenx du sol.

3. — La flore chitinolytique du tube digestif, mise en évidence sut
milien 4 la chitine ajusté au pH 5.5, qui est celui du milien intestinal de
I'Escargot, est plus abondante et plus constante que sur ce méme milien
an pH 7. Elle est surtout concentrée dans l'intestin moyen, entre I'estomac
et la premiére anse intestinale. '

4. — Pendant les périodes de repos de I'Escargot (léthargle estivale),
les bactéries chitinolytiques se développent abondamment sur les parois
du tube digestif et y testent adbérentes, En efiet, les broyats aseptiques
d’estomacs et d'intesting d’Fscargots en estivation prolongée sont trés
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riches en bactéries chitinolytiques (10 & 100 millions par .gr. d’organes)
tandis que le contenu intestinal lui-méme est pauvre. Lotsque 1'Escargot
se réalimente, la richesse particulitére des broyats en bactéries chitinolytiques
diminne rapidement.

5. — La flore bactérienne chitinolytique intestinale est sujette & des
variations qualitatives, Il exdiste cependant un type bactéren, constant
chez tous les Hscargots examinés, qui constitue en moyenne 70 %, des
microorganismes chitinolytiques isolés. (’est un batonnet de petite taille,
Gram-négatif, non sporulant, & extrémités arrondies, doué de motilité,
formant 3 la surface des milieux gélosés A la chitine des colonies plates,
ruguenses, transparentes, non pigmentées, 4 bords sinuneux ou découpés,
dont le centre punctiforme est légérement bombé et d’aspect muquenx.

Depuis que 1'on sait, par les travaux de KARRER et de ses
collaborateurs (5, §), que le liquide infestinal de I'Escargot de
Bourgogne contient une chitinase et une cellulase, on a coutume
d’admettre, sans preuves expérimentales d’ailleurs, que ces deux
ferments sont sécrétés par 'hépatopancréas. FLORRIN et LozgT (3)
ont montré récemment ¢u’une cellulase est produite par certaines
bactéries de lintestin de 1'Hscargot, et que la multiplication
tn vitro de ces bactéries est favorisée par 'addition aux milienx
de culture des sucs digestifs de 'hote.

T.es présentes recherches montrent Uexistence, dans le tube
digestif de I'Escargot, d'une flore chitinolytique susceptible de
sécréter une chitinase.

METHODES

1. Préparvation de la chiline :

Nous avons, par la méthode classique de BenvkE ('), purifié
la chitine des carapaces de homards et de langoustines. La tech-
nique peut étre résumée comme suit : décalcification par HCl 59%,;
ébullition dans KOH 59, pendant 12 h.; traitement par XMnO,
1/1.000 pendant 20 minutes a 60°C; lavage dans une solution
concentrée de Na,S5,0; jusqu’'a décoloration totale; lavages a
I'ean chaude, 4 I’alcool et a I'éther; dessication a 70°C. Ies bandes
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de chitine gque T'on obtient ainsi somt considérées par les auteurs
comme étant d'une grande pureté. Des dosages d’azote (Kjeldahl)
ont confirmé la pureté de notre produit.

Une suspension de chitine en fines parficules peut &re ob-
tenue en dissolvant les bandes de chitine pure dans une solution
4. 509, d’acide sulfurique commercial. On dilue ensuite la solution
sirupeuse dans 10 fois son volume d'eau; la chitine précipite en
fines particules. On centrifuge et on lave jusqu'a ce que tout
Pacide soit éliminé. A partir de la suspension de chitine ainsi
obtenue, BENEKE () prépare une poudre séche en filtrant sur
Biichner. STANIER (8) conseille an contraire de conserver la chitine
en solution aqueunse stérile, car, si l'on desséche sur filtre, les par-
ticules de chitine s’agglomeérent et il est trés malaisé de les re-
mettre en suspension. Nous pouvons confirmer 1'observation de
STANIER; aussi n’avons nous pas préparé de poudre séche de
chitine.

2. — Milieux de cultuve pour la mise en évidence, U'isolement el le
dénombrement des bactéries chitinolyligues.

a) Gélose a la chitine.

Nous avons utilisé un milieu de culture solide (gel d’agar-agar)
ne contenant que des sels minéraux, et de la chitine comme unique
source d'azote et de carbone. Sa composition est la suivante :
K,HPO, : 0.5 gr; MgSO,7H,0 : 0.2 gr; Agar-agar : 20 gr;
suspension aqueuse de chitine (contenant 10 & 15 gr. de chitine
séche par litre) : 100 ml.; amener & 1 litre par addition d'eau
distillée.

Le milien ainsi préparé est stérilisé a 1'autoclave. Pour 'em-
ploi, on le coule en boites de Petri (20 ml. par boite de 10 cm de
diameétre). Il est d’un blanc laiteux homogéne,

b) Isolement et dénombrement des bacte-
ries chitinolytiques.

Les bactéries chitinolytiques qui se développent a la surface
ou dans la profondeur de ce milieu & la chitine solubilisent dans
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leur voisinage les fines particules de cette substance, de sorte
qu’apres quelques jours une clarification caractéristique se mani-
feste spécifiquement autour de leurs colonies. Cette clarification
se présente comme une zone circulaire transparente qui tranche
nettement par rapport a I'opacité du milieu environnant (fig. 1).
Elle permet de distinguer les organismes chitinolytiques de ceux
qui ne possédent pas cette propriété, de les isoler et de les dénom-
brer.

Pour l'analyse quantitative des flores chitinolytiques, on
réalise, & partir des milieux étudiés, des dilutions sériées en ean
distillée stérile, en progression géométrique de raison 1/10. On
incorpore ensuite 1 ml de chaque dilution & 25 ml. de milieu chi-
tine-gélosé fondu et maintenu fluide 4 H5°C. On coule le milien
ensemencé dans des boites de Petri stériles o1 il se solidifie. Apres
quelques jours d'incubation 4 250C (de 4 & 8 jours), on peut dé-
nombrer les colonies chitinolytiques («pour plates») et calculer
le nombre de germes viables que contenait 1 ml. de suspension

du milieu étudié,

¢) Action des microorganismes chitinoly-
tiques sur la chitine «nativenr,

Les auteurs qui ont étudié la digestion de 1a chitine par les
bactéries, ont souligné le fait que la chitine, pulvérisée par moyens
chimiques, est solubilisée beaucoup plus rapidement que la chitine
pure en bandes, dite « nafive ». La méme observation a été faite
par KarrERr (5, 8} pour la dégradation de la chitine par la chitinase
de I'Escargot, et par JEANLOZ et FORCHIELLI (?) pour son oxydation
par lion periodate. Cette différence de résistance vis-a-vis des
enzymes et des réactifs chimiques semble due 4 1'état physique
de la chitine : la plus petite dimension des particules et leur plus
grande porosité i 1’état « pulvérisé » augmentant la surface d’at-
tagque (%).

Nous avons vérifié que les bactéries chitinolytiques, isolées
sur le milieu 4 base de chitine pulvérisée, sont également capables
de solubiliser la chitine native,

Fig. 1 : Colonie d’Actinon
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&

Fig. 2 : Croissance d'un A
cnative ».




de cette substance, de sorte
ition caractéristique se mani-
5 colonies. Cette clarification
wire transparente qui tranche
1 milieu environnant (fig. 1).
ismes chitinclytiques de ceux
~de les isoler et de les dénom-

es flores chitinolytiques, on
5, des dilutions sériées en eau
métrique de raison 1/10. On
lution & 25 ml, de milien chi-
e 4 55°C, On coule le milieu
stériles ot il se solidifie. Aprés
(de 4 & 8 jours), on peut dé-
s (¢ pour plates ») et calculer
ontenait 1 ml, de suspension

anismes chitinoly-
= «nativen,

ligestion de la chitine par les
chitine, pulvérisée par moyens
plus rapidement que la chitine
méme observation a été faite
n de la chitine par la chitinase
CHIELLI (*) pour son oxydation
e de résistance vis-a-vis des
semble due a 1'état physique
ion des particules et leur plus
» augmentant la surface d'at-

ctéries chitinolytiques, isolées
risée, sont également capables

o e ial
$3rev el
s 233

i1
vt 4,
5w

&

e Y
fx;w'xww;&"?m*a

Tig, 1 : Colonie d’Actinomycéte (Strepiomyees sp.) chititolytique isole
du sol, sur inilicu gélose-chitine (7 jours d'inrcubation 4 25° C).

Fig. 2 : Crofssance d'un Actinomycéte isolé du sol sur bandes de chitine
anative ».




Fig. 3 : Croissance d'une bactétie isolée du contenu intestinal de UEscargot Fig. 5 : Flore chitinolytique
sur bandes de chitine « native » (en bas, & gauche, nette solubilisation

ticulierement abondants.
de la chitine sous Ia strie d’étalement).

Petri).

Fig. 4 : Bandes de chititie « native » lavées, 1 mois aprés ensemencement Fig. 6 : Flore chitinolytiqux
d'un Actinomycéte en 3 stries perpendiculaires aux bandes, ? chitine-gélosé, de pH 7,

'; punctiformes, opaques,
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On coule un fond de milieu gélosé sans chitine dans des boites
de Petri. Sur ce fond solidifié, on dépose des bandes de chitine
inative préalablement stérilisées 2 Yautoclave. On coule ensuite
une nouvelle couche, trés mince, de milieu gélosé sans chitine
pour maintenir les bandes en place. Les souches a étudier sont
ensemencées en stries perpendiculaires aux bandes de chitine.
Aprés troils semaines d’incubation A 259C, on observe une légere
croissance au niveau de la gélose seule, et un développement
microbien considérable sur les bandes de chitine. Les bandes pen
épaisses sont bientdt perforées aux endroits ofi les colonies se sont

développées (fig. 2, 3 et 4).

3. — Examen qualitatif des floves chitinolytiques.

Un examen, méme agsez superficiel, permet de distinguer
les Tubactéries, les Actinomycétes, les Myxobactéries et les Cham-
pignons filamenteux. Mais il eut été fastidieux et aléatoire de
tenter une. identification des hactéries que nous avions
isolées, dont la plupart n'ont vraisemblablement jamais été dé-
crites,

Nous nous sommes borné a différencier entre eux les diffé-
rents types observés a l'aide des criteres simples suivants :

a) caractéres morphologiques des colonies sur gélose-chitine;
aprés incubation a 25°C.

b) caractéres microscopiques des germes constituant ces co-
lonies, aprés coloration au blea de toluidine.

¢) téaction de Gram.

IT.. — OBSERVATIONS EXPERTMENTALES
1. - Mise en évidence de la flove chitinolytique intestinale de U'Es-
cargot.

a) Prélévement aseptique du contenu intes-

tinal

Le tube digestif est entiérement mis 4 pu; on veille & ne pas
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le déchirer. On le sépare du reste du corps, puis, le saisissant pat
une extrémité au moyen de pinces flambées et pratiquant une
incision a lautre extrémité, on fait couler le contenu intestinal
(Liquides, débris végétaux, etc.) dans un récipient stérile. Il est
bon de conserver le récipient dans de la glace apres prélévement,
afin de réduire au minimum les possibilités de modification in vitro
de 1a flore microbienne.

b) Examen bactériologique

On réunit les contenus intestinaux de plusicurs escargots
dans 9 fois leur volume d’ean stérile. A partir de cette suspension,
on pratique des isolements, par dissémination au fil de platine,
sur la gélose-chitine répartie en boites de Petri. Aprés cing jours
d’'incubation 4 25°C, de nombreuses colonies sont visibles ; les
zones de clarification qui entourent bon nombre d’entre elles
attestent leur activité chitinolytique.

Les bactéries chitinolytiques ainsi isolées sont capables égale-
ment de solubiliser la chitine « native » (voir fig. 3).

Afin de déterminer dans quelle mesure la flore chitinolytique
intestinale de 'Escargot est abondante et spécifique, nous avons
procédé a4 son étude quantitative et qualitative, en utilisant
d’abord un milieu gélose-chitine de réaction neutre, puis ensuite
un milieu identique, mais ajusté au pH 5.5 environ, qui est le
pH du milieu intestinal de I'Escargot (7).

2. — Flore chitinolytique isolée en milieu neutre.

) Examen quantitatif et qualitatif de Ia
flore du tube digestif.

Des microorganismes chitinolytiques sont toujours pré-
sents dans le tube digestit d'Ti:cargots d’origines diverses, mais en
quantité variable. Sur le milieu utilisé, on isole, en moyenne,
500.000 & 1 million de germes chitinolytiques par gr. de contenu
intestinal (Tableau I).

Examen quanti
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TABLEAU X

Examen quantitatif de la flove chilinolylique inlestinale
se développant sur gélose-chitine de pH 7

. Nombre de germes chitinolytiques
Origine des Fscargots {en millions par ggr. de contenuy i.:lltesti.na.l)
Fraichement récoltés 09 aio
Llevés en terrarium
(nourris de laitues) 0.2 a4 0.23
» » » 0.1 a 0.13
» » » 0.6 4 2.0
»n » » 03 é- 0.5
» » n 04 é 0.5
(nourris de champignons) 16 a 3.0
Moyenne 0.58 a4 1.05

Cette flore intestinale est presquexclusivement constituée
d’Eubactéries (Tablean 2). Les Actinomycétes y sont toujours
trés peu abondants; les Champignons filamenteux et les Myxo-
bactéries chitinolytiques n'y ont pas été décelés.

Nous avons sommairement distingué les différents types de
bactéries chitinolytiques infestinales i l'aide des critéres mor-
phologiques présentés dans la clé d'identification ci-dessous. Les
différents types sont simplement caractérisés par un numéro.

Clé permettant d'identifier les principaux types
de bacléries chitinolytiques isolés suv gélose-chitine au pH 7

A : Taille des colonies profondes (en milien gélose-chitine, pH 7, aprés
6 jours d’incubation & 25¢ C).
a1 : Colonies punctiformes . . . . . . B.
a 2 : Colonies dont le diamétre dépasse 2mm . . , R . B

B : Aspect des colonies de surface (mémes conditions).

51 : plates, étalées A la surface de 'agar; centre punctiforme légére-
ment bombé . . . . . . . . . . C

b2 : centre dense, bombé, entouré de «rayousr» s'enfoncant sous




¢
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la sutface de l'agar (aspect étoilé). Bétonnets courts et épais,
Gramnégatifs . . . . . . . . . fypemt 7.

1 Aspect microscopique

¢1 : BAtomnnets de petite taille, 3 4 5 fois plus loligs que large . . D.

52 @ Bitonnets de petite taille, 2 & 8 fois plus longs que larges. Colonie
plate, rugueuse, bords découpés en arborescence . fype #° 5.

i Coulewr et taille des colonies (mémes conditions)

d1 ; Colonies circulajres, diam. — 1mm,, plates, ruguneuses, centre
légérement bombé; bords découpés on sinueux; centre blanc

opaque, périphérie blendtre . . . . . . ype m°® 6.
d 2 : Colonies punctiformes, diam. = 1 mm., uniformément d'un hleu
hyalin . . . . . . . . . . type w0 8.

: Eldvation et aspect des colonies
¢ 1 : Colonies fortement bombées, lisses, mucoides . .. . B
e 2 : Colonies plates, minces, transparentes, ruguenses . . . G
¢ 3 . Colonies plates, épaisses, opaques B & &

. Colovation des colonies

f1 : Colonies blanc opaque; Bitonnets Gram-négatifs . #ype n° 2.

72 : Colonies blanc opalescent & reflets irrisés; Cocci ou Coccobacilles
Gram-variables . . . . . . . . type m° 9.

1 Colovation et aspect des colonies

g1 : Colonies blen péle, & bords réguliers; Bitonnets ou coccobacilles
de petite taille, Gram-négatifs - . . .. . type om0 L
g 2 : Colonies bistre péle ou jaune verdatre, & bords finement découpés;
germes trés polymorphes : Coceci, coccobacilles on bacilles coutts,

granuleux, Gram-positifs . . . . . . type mno 3,

. Colovation des colonies
Al violetfoncéd . . . . . . . . . type no 10.
k2 : bleu péle T 5 A G O

T,e Tableau 2 montre la fréquence de ces divers types dans les

intestins d’Escargots prélevés soit en des endroits différents, soit
a des époques différentes. On constate qu'aucun des dix types
bactériens décrits n'est constamment présent, du moins en quan-
tité appréciable, chez les différents escargots examinés. Ta flore

bactérienne chitinolytique isolée sur milieu neutre présente de
larges variations qualitatives individuelles.
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b) Comparaison entre les flores chitinoiyti-
ques du milieu extérieur et du contenun
intestinal des Escargots.

Au point de vue quantitatif, il n’v a guere de différence entre
Ia flore chitinolytique du sol et celle du tube digestif de I'Escargot.
La flore des laitues et de certains champignons décomposés est
toutefois plus riche.

On pourrait coire dés lors que la flore chitinolytique intesti-
nale des Escargots n'est que la flore du milieu sur lequel ils vivent,
ou celle des aliments qu’ils ont ingérés. Il n’en est cependant
rien. Si I'on compare les analyses quantitatives effectuées sur les
flores chitinolytiques des sols, des champignons, des feuilles de
laitues et des Escargots (Tableau2), on constate que, parmiles
dix types bactériens caractéris’s, un scul (n° 9), existe en quantité
importante sur divers végétaux. D'aillzurs, le majeure partie de
la flore chitinolytique des sols et des végétaux est constituée
d’Actinomycétcs, de Myxobactéries et de Champignons filamen-
teux qui n'ont pas été décelés, ou exceptionnellement, dans le
contenu intestinal de 1’Escargot.

La flore chitinolytique intestinale des Eseargots est done qua-
litativement trés différente de celle du substrat sur lequel ils
vivent. J1 se produit vraisemblablement, dans le tube digestif,
une sélection des bactéries ingérées : cerfaines espéces y vivent
et s’y multiplient; d'autres le traversent sans s'y multiplier;
d'autres, sans doute, y sont détruites,

c} Comparaison entre la flore chitinolytique
intestinale et celle des excréta,.

Les Escargots, bien nourris en terrarium, sont placés dans
un récipient propre. Les excréments sont recueillis environ 12
heures aprés défécation. Te tablean 3 rassemble les résultats des
analyses quantitatives et qualitatives de leur flore chitinolytique
isolée sur gélose-chitine de pIl 7.

On constate que, déja quelques heures aprés défécation, la
flore chitinolytique des excréments est entiérement différente de

celle du tube digestif :
gté décelés dans les e
mais les Actinomycete
filamenteux prédomine
devient donc rapideme:

Flo

Nombre de germes
chitinolytiques, en millios
par gr. d'excréta

Flore intestinale préleve

tnosite ... 0.941
Excréments : .a) 0.64]
b)) 0.3
¢y 1.0
d) 0.64a(

A = Actinomycétes; C .
M == My=xobactéties; « =

3. — Flore chitinolytiq

a) Influence du
milieu.

Les colonies déve
donné d'Escargot sont
meins variés lorsque le
au pH 5.5 environ, qui
de I'Hscargot (7). L’a
filtration sur bougie et
fage, favorise le dévelc
n’en augmente pas la :
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celle du tube digestif : les types bactériens n° 10 et 11 n'ont pas
été décelés dans les excréments; le type n® 9 y est abondant,
mais les Actinomycétes, les Myxobactéries et les Champignons
filamenteux prédominent. Ta flore chitinolytique des excréta
devient donc rapidement analogue a celle du sol.

TABLEAU 3

Flove chitinolytique des excvéla

Nommbre de germes FEubactéries : type n°
chitinolytigues, en millions AlC M
par gr. d'excréta 1 l 619 |10) 11| »

Flore intestinale prélevée
i OSEHE e 09310 | —

59,[10941509% (30%| 5% — | — | —

Excréments : .4) 06410 | — 0% — 1 — | — [209%[30%(10%
B 03 129%| — | — | — | — [16%|30%|30%12%
ey 1.0 — ooyl — | — | — [|50%] 5%[10%[25%
2) 06408 | — 10%]30%| — | — [10%]10%|20%]20%

A = Actinomycétes; C = Champignons [ilamentens
M -= Myxobactéries; # = germes non caractérisés,

3. — Florve chitinolytique isolée en milien acide (pH 5.5 environ)

a) Influence du pH et de la composition du
milieu.

Les colonies développées a partit d'un contenu intestinal
donné d’Escargot sont plus abondantes et présentent des aspects
moins variés lorsque le milieu de culture gélose-chitine est amené
au pH 5.5 environ, qui est précisément le pH du milieu intestinal
de I'Hscargot (7). I’addition de liquide intestinal, stérilisé par
filtration sur bougie et dont la chitinase a été inactivée par chauf-
fage, favorise le développement des colonies chitinolytiques, muis
n’en augmente pas la fréquence (Tableau 4).
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TABLEAU 4

Nombre de colonies chitinolyfiques isoldes swy diffévents milicux
4 partty d'un méme conlenu inlestinal

Analyse quantitative de

Dilution Milieux gélose-chitine :
du contenn
intestinal de pH 5.5 + 29,
de pH 7 depH 5.5 de liquide intestinal
104 10 colonies — —_
105 5 col. 10 col. 13 col.
108 0 col. 3 col. 2 col.
nombre de getmes,
en moyenne, par.
gr. de contenu in- :
testintal 300.000 2 millions 1.600.000

A la suite de ces observations, nous avons poursuivi I’étude
de la flore chitinolytique de I'Escargot en utilisant systématique-
ment un milieu chitine~-gélosé de pIl 5.5,

b) Répartition de la flore chitinolytique
dans les diverstrongons du tube digestif.

Nous recueillons séparément les contenus des différents
trongons du tube digestif : intestin antérieur (cesophage, estomac),
intestin moyen {caecum et premier trongon intestinal jusqu’a la
premi€re anse intestinale), intestin postérieur (de la premiére anse
intestinale jusqu'a l'’anus) d’Escargots de provenances diverses,
ou ayant été soumis A des conditions de vie différentes.

Chaque Escargot, lavé abondamment 4 l'ean, est débarrassé
de sa coquille. La dissection est effectuée aseptiquement en cage
vitrée stérile. Le tube digestif, tmis & nu, est ligaturé 4 I'extrémité
postérieure de l'estomac et A la premiére anse intestinale. Les
contenus de chacun des trois trongons intestinaux sont séparé-
ment recueillis et pesés en petits Frlenmeyers tarés stériles. Les
numerations portent sur les contenus intestinaux mélangés de
2 ou 3 Escargots (Tableau 5).

Nombre Origine
d'Escargots des T
3 Ardennes

3 1 mois er

3 Brabant:

(6 miois «

3 ' réhydraté

3 Ardenncs

(-+) {3 mois e
2 tiede et ¢

3 Brabant,

\(6 mois ¢

3 réhydraté

tis 8 jour:

I1,a flore bactérier
dans lintestin antérie
germes par gr.). Elie
surtout dans l'intestin

Denx lots d'Escai
4 la température du 1a
ligrement pauvre en g

¢)Flore chitino

Nous effectuons t
contenus, liquides ef sc
de divers tromgons, p1
digestif sont ligaturés,

puis aseptiquement brc
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TABLEAU 5
Analyse quantilative de la flore bacidrienne dans les différenis lrongons
du tube digestif

5 de pH 5.5 + 29
’ de liquide intestinal
ol 13 col.
ol 2 col.
s 1.600.000

ous avons poursuivi étude
t en utilisant systématique-
[ 5.5,

yre chitinolytique
1s du tube digestif.

s contenus des différents
térieur (cesophage, estomac),
rongon intestinal jusqu’a la
stérieur {de la premiere anse
ts de provenances diverses,
de vie différentes.

ment 4 1'eat, est débarrassé
tuée aseptiquement en cage
nu, est ligaturé a 'extrémité
miére anse intestinale. Les
ns intestinaux sont séparé-
lenmeyers tarés stériles. Tes
us intestinaux mélangés de

Nombre de bactéries chitinolytiques
par gt. de contenu d’intestin :
Nombre Origine et état
d’'Escargots des Escargots
antdrieur | moven ef postévieur
3 Ardennes; noutris 100.000 750.000
3 1 mois en terrarinm 40.000 300.000
3 Brabant; operculés 110.000 2.400.000
{6 mois en glaciére)
3 'téhydratés 2 jours 80.000 500.000
3 lArde.nnes; operculés 1.000 e
(+) (3 mois en chambre
2 tiede et séche). 2.000 —
3 Brabant, opercnlés 60.000
&(6 mois en glaciere) I. moyen : 7 millions
3 ?réhydratés et nour- |  10.000 | /1. postér.: 175.000
ris 8 jours.

La flore bactérienne chitinolytique est relativement pauvre
dans Tlintestin antérieur (généralement entre 10 et 100 mille
germes par gr.). Elle est plus abondante an deld de l'estomac,
surtout dans I'intestin moyen, probablement dans le caecum.

Deux lots d’Escargots, (+), conservés 3 mois en miliet sec,
A 1a température du laboratoire, ont un contenu intestinal particu-
lisrement pauvre en germes chitinolytiques.

o) Flore chitinolytique de brovats d’intestin

Nous effectuons une série de numérations, non plus sur les
contenus, liquides et solides, du tube digestif, mais sur des broyats
de divers trongons, préparés comme suit : les troncons du tube
digestif sont ligaturés, sectionnés, pesés en Erlenmeyers stériles,
puis aseptiquement broyés dans un petit mortier stérile. Le broyat
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est repris dans 9 fois son poids d'eau distillée stérile et des numé-
rations microbiennes en gélose-chitine de pH 5.5 sont effectuées
4 partir de dilutions sériées (Tableau 6).

TABLEAU 6
Flove bactérienne de broyais d'inlestings
Nombre de bactéries chitinolytiques
par gt. d’organes et de contenus
Nombre Etat des Escargots broyés
d'Escargots
Estomac Intestin moyen
3 Terrarium,
bien nouttis 20.000 1.500.000
2 Terrarium, & jeun
depuis 2 jours 10.000 200.000
3 3 tnois en chambre
ti¢de et séche, & jeun. | 10 millions 100 millions
3 idem, puis réhydra-
tés et nontris 2 jours |1.800.000 20 millions

On congtate que :

19) en broyant le tube digestif, on peut mettre en évidence
une flore chitinolytique particulitrement abondante chez les
Escargots en 1éthargie depuis plusieurs mois, alors que les liquides
intestinaux seuls d'Hscargots identiques sont particuliérement
pativres en bactéres (Tableau 5 : +). Les germes chitinolytiques
paraissent se multiplier pendant les périodes de repos de 1'Escar-
got, si la température est suffisante, mais ils restent sans doute
fixés aux parois du tube digestif.

29) I'abondante flore chitinolytigue des Hscargots en léthar-
gie s'appauvrit rapidement lorsque 'animal reprend son activité
et se nourrit de nouveau.

39 Les bactéries chitinolytiques sont au moins dix fois plus
abondantes (par gr. d’organes et de contenu) dans les broyats
d’intestin moyen que dans ceux d’estomac, ce qui est en accord

e
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avec le résultat des numérations effectuées a partir de contenu
intestinal seul (voir tablean 5).

d) Etude qualitative.

Alors que les premiers isolements, effectués en milieux neu-
tres, ne nous avaient pas permis de mettre en évidence la présence
constante d'un méme type bactérien dans le tube digestif des
Escargots, les isolements en milieux acides ont permis de distin-
guer quatre types bactériens différents, qui constituent la majeure
partie de la flore chitinolytique intestinale. Nous résumons en
une clé d’identification les principaux caractéres qui permettent
de distingner ces formes entre elles. Toutes ces bactéries sont
Gram-négatives; elles ne sporulent jamais dans les milieux oit
nous les avons cultivées; elles sont douées de motilité dans les
cultures en bouillon 4gées de 24 heures.

Cld d’identification des 4 lypes principaux
de baclévies chitinolytiques infestinales isoldes suv wmilieu gélosé
& la chitine, de pH 5.5

A ;. Aspect des colonies incluses dans la profondewr de Uagar, €f morphologie
microscopique, aprés 5 4 8 jours d’incubation 25¢ C.
a 1 : colonies punctiformes, bords sinneux, blanc jannétre trés opaque.
Batonnet de taille moyenne a extrémifés atrondies, longueur
= 3 & 5 fois la largeur . . . . B.
@ 2 : colonies circulaires, de grande ta.]]le (dlam = 4 a 5 mm), bords
finement découpés, blanc opaque, striées radiairement. Bitonnet
court, longneur = 2 & 3 fois la largeur, ou Coccobacille . LG
B : Aspect des colonies dgées (8 fouvs) en surface
b1 : Centre punctiforme, légérement bombé, mucoide, entouré d'une
lame plate, ruguemse, portant des granulations d’aspect doré
(par transpatence) qui s'espacent et disparaissent vers la péri-
phétie, Bords sittueux et découpés - e .. type L
b 2 : Centre punctiforme; lame plate, Tugneuse, & grannlations brun
foncé, denses et fines, emvahissant presque toute la colonie.
Bords découpés en arborescences e e IV
C : Aspect des colonies dgdes et movphologie microscopique
¢ 1 : Colonie irréguliére, trés plate, ruguense, & bords profondément

découpés. Bacilles courts . . . type 1T
¢ 2 : Colonie circulaire, bombée, d'aspect muqueux 4 bords arrondis,
Coccobacilles . . . . . . . . . type III
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TABLEAU 7

Analyse qualitative de la flove bactévienne chitinolytique de 24 .Escm’gots,
par isolements en milieu gdlose-chitine de pH 5.5

. o Nombre Nombre de colonies
Origine Origine de appartenant aux formes décrites
des des colonies .
Escargots bactéries chitino- | non
lytiques type | type | type j type catrac-
. a1z I 11 I1I iy
isolées ‘ térisées
Ardennes Infestins
helges moyen et 6 5 — — — 1
postérienr 10 9 — — — 1
id. id. 38 33 — — — 5
id. id. 37 30 2 — — 5
id. Estomac 14 12 1 — — 1
Brabant 8 8 — — — —
(operculés Estomac 12 11 — — — 1
6 mois en 7 6 — — — 1
glaciére)
Intestins 17 17 — — — —
id. moyen et 30 26 pA 2 — —
postérieut 26 25 1 — — —
Brabant Estomac 7 2 5 — — —
(nourris 8 j. 7 6 1 — — —
enterrarinm)
id. intestin 14 9 2 — 2 1
moyen 9 6 2 1 — —
id. Intestin 1 1 — — — —
postérienr 40 18 6 6 | — | 10
Liége Estomac 2 1 — —_ — 1
(en ter- (broyat) 13 4 — — 3 6
rariwm) 10 1 — — 4 5
id. Intestin 13 4 — 6 — 3
moyen (broyat) 7 3 1 — — 3
Total : 328 237 23 15 9 44
o/, du nombre fotal : 100 % | 72%| 7% 45% 3% 13,5%
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gines diverses ou élevé
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chitinolytigue de 24 'Escm'gots,
se-chitine de pH 5.5

Nombre de colonies
opartenant aux formes décrites

noi

e | type | type | type |
M | I | Ty, |SAac
térisées

5 — — — 1

) — — — 1

3 — — —_— 5

) 2 — — 5

) 1 — — 1

3 — — — —

1 — — — 1

] — — — 1

4 —_ S J— -

] ) 2 — —

3 1 — . _

) 5 — — —

] 1 — — —

) 2 — 2 1

3 9 1 — _

L —_ i _. .

} 6 6 — 10

L — | = | = 1

| — — 3 6

| — — 4 5

| — 6 — 3

: 1 — — 3

' 23 15 9 44
or| 794 4,5%| 394 13,5%
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Te tableau 7 montre la fréquence relative des 4 types bacté-
riens décrits ci-dessus dans le tube digestif de 24 Escargots d’ori-
gines diverses ou élevés dans des conditions différentes. Un cer-
tain nombre d’antres types bactériens ont été observés mais n’ont
pas été étudiés davantage étant donné leur rareté relative.

Le type I, de loin le plus fréquent, qui a &é décelé chez tous
les Escargots examinés, dans toutes les parties du tube digestif,
doit étre considéré comme un élément dominant et permanent
de la flore chitinolytique intestinale de I'Escargot, dont il constitue
en moyenne 72%, des germes viables. Le type I correspond au
type 6 des bactéries isolées sur gélose neutre, et dont la présence
notis avait paru étre inconstante (Tableau 2). I'emploi d'un mi-
lien lépgerement acide permet de mettre en évidence 1'abondance
et la présence constante de ce type bactérien.
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