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ORIGINE MICROBIENNE

DE LA CHITINASE DE L’ESCARGOT
(Helix pomatia). '

1. — LOCALISATION ET VARIATIONS QUANTITATIVES DE
LA CHITINASE DANS LES ORGANES .DU SYSTEME DIGESTIF,

A, TECHNIQUES.

1. Préparation d'extraits enzymatiques stériles.

Pour empécher les développements bactériens au cours des
tests enzymatiques, on a coutume d’ajouter an milieu réactionnel
quelques gouttes de chloroforme ou de toluol (KARRER et al.,
1929 - ZrcHMEISTER et al., 1931, 1932, 1939, etc.). Ces solvants
organiques troublent rapidement les solutions de liquide intes-
tinal de I'Escargot, les rendant impropres aux mesures néphélo-
métriques. On peut les utiliser dans le cas des mesures par dosages
d’azote.

Le liquide intestinal d"Escargot, dilu¢ ou non, filtre relative-
ment rapidement sur les bougies de porcelaine. Les broyats
d’hépatopancréas ne peuvent étre filtrés sur bougie qu'apres
adsorption des particules en suspension sur « filter cells » (terre
d’infusoires) et filtration sur Biichner. La chitinase que renfer-
ment ces solutions ne s’adsorbe ni sur la bougie filtrante ni sur les
«filter cells». Le liquide filtré est rigoureusement stérile et
limpide.

Lorsqu’on dose I'activité chitinasique par la méthode néphélo-
métrique, on peut utiliser des solutions qui n’ont pas été préala-
blement stérilisées, en ajoutant un petit grain de thymol au
milieu réactionnel, avant de sceller le tube ot a lieu la réaction.
Nous avons vérifié qu'il me se produit aucun développement
bactérien dans ces conditions, endéans 24 heures d’incubation

a 370°C.
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2. Dosage des chitinases.

Lorsqu’on laisse agir une chitinase sur une suspension de
chitine pas trop dense, on observe aisément une clarification
progressive de la suspension Cette diminution de trouble est
due a la solubilisation de la chitine par dégradation en sucres
aminés (acétylglucosamine : KARRER, 1929). On a coutume de
mesurer 'activité des chitinases en dosant les produits d’hydrolyse
{KARRER et al , 1929 ; GrassMAN et al., 1934 ; ZECHMEISTER et
al,, 1931, 1932, 1939 ; TracEY, 1954).

Dans étude d’une hydrolyse qui peut étre le résultat d'une
succession de réactions catalysées par des enzymes différents
(ZeceMEISTER et TotH, 1939), il nous a paru préférable de mesu-
rer la disparition du substrat plutdt que Iapparition des produits
finaux, en dosant la chitine avant et aprés la réaction, soit par
une méthode chimique, soit par une méthode néphélométrique.

Méthode chimigue : On arréte la réaction par addition de soude
bouillante (Conc. finale : 5 %). Une ébullition d'une demi-heure
solubilise complétement les protéines et n’altére pas la chitine.
Aprés centrifugations et lavages, on minéralise le résidu et on en
dose l'azote par Kjeldahl.

Méthode néphélométrique : A T'aide du néphélométre de Pulirich
(filtre vert L,), on peut mesurer le trouble d'une suspension de
chitine. La mesure de trouble est une fonction pratiquement
linéaire de la concentration en chitine pourdes suspensions conte-
nant moins de 0.75 mg. de chitine pulvérisée par ml., en liquides
incolores comme en liquides colorés. L’emploi de cette méthode
plus rapide et plus simple, quoique suffisamment rigoureuse, a
6té justifide dans une publication antérieure (JEUNIAUX, 1951).
La variation du trouble de la suspension de chitine au cours de
la réaction, calculée en %, du trouble initial, mesure l'activité de
I'enzyme.

- Unité arbitraive de chitinase : Pour comparer plus aisément les
résultats quantitatifs, nous avons établi des courbes étalon per-
mettant de rapporter la quantité de chitine solubilisée en un
temps et dans des conditions donnés A la quantité de chitinase
présente dans le milien réactionnel (Fig. 1). Les courbes étalon
ont été établies 4 V'aide d'un mélange de liquides stomacaux de
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Nous avons choisi arbitrairement une « Unité-chitinase »

comme suit : «Ja quantité de chitinase présente dans

une solution limpide, qui provoque une variation de trouble de
20 9%, de la suspension de chitine pulvérisée (0.75 mg. par ml.),

heure d’incubation, au pH 5.3 (Tampon Citrate-NaOH
4 37.50 C, sans agitation, en tubes scellés et couchés

(volume total du milieu réactionnel: 6 ml}».

3. Préparation et conscrvation de la chitine ubilisée pour les
lests enzymatiques.

Nous avons, par la méthode classique de BENEKRE (1905),

la chitine des carapaces de IHomards et de Langoustines.

Une suspension de fines particules est ensuite préparée en dissol-
vant les bandes de chitine pure dans une solution a 50 %, d’acide
sulfurique, puis en diluant la solution sirupeuse par 10 fois son
volume d’eaun. Ta chitine précipite en fines particules, qu'on
lave par centrifugations successives jusqu’a ce que tout l'acide
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soit éliminé. La chitine pulvérisée, en suspension dans l'eau
i distillée, peut étre ensuite stérilisée A I'autoclave et conservée
' indéfiniment en glaciére. Dix litres de suspension bien homogene,
contenant b mg. de chitine pure par ml, ont constitué notre
stock standard, suffisant pour tous nos tests enzymatiques.

B. LOCALISATION DE 1A CHITINASE.

1. Extraits de tube digestif lavé.

Les tubes digestifs de 10 escargots sont vidés de leur contenu
et soigneusement lavés & l'eau distillée. On les broie au mixer
dans de l'eau distillée. Le broyat est filiré sur papier puis sur
bougie. L’activité de cet extrait, mesurée par la méthode né-
phélométrique, aprés 24 heures d’incubation, est pratiquement
nulle. L’addition d’un peu de liquide intestinal frais a l'extrait
de tissus n’active pas un éventuel proferment.

2. Exiratts de glandes salivaives.

Les glandes salivaires de 18 escargots sont broyées au pilon en
présence d'ean. Aprés centrifugation, on teste I'activité chitina-
sique de la solution. Les résultats restent négatifs, apreés 24 heures
d’incubation, méme en présence d’un peu de liquide intestinal
frais.

3. Exiraits d’hépatopancréas.

_ Les hépatopancréas de 22 escargots sont broyés au mixer
| dans 150 ml. d’eau. Le contenu intestinal de ces 22 escargots est
également dilué dans 150 ml. d’eau (dilution 1/5). Les liquides
sont filtrés sur Biichner puis sur bougie. Nous appellerons « extrait
d’hépatopancréas » et «liquide intestinal»y, les filtrats stériles,
F | dilués tous deux par un méme volume d’eau.

On dose l'activité chitinasique de ces extraits par la méthode
néphélométrique. D’autre part, le filtrat hépatopancréatique est
l mis en présence de quelques gouttes de liquide intestinal frais
r i pendant plusieurs heures, soit & 0°C, soit 4 37°C, afin de per-

mettre l'activation d'un éventuel proferment.
On constate (tableau 1) que les extraits d’hépatopancréas,
réalisés dans les conditions précitées, manifestent une action
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chitinasique évidente (1). Celle-ci est néanmoins trés faible
en comparaison de Paction chitinasique du liquide intestinal,
identiquement dilué¢ (2). I’activité chitinasique de lextrait
hépatopancréatique est plus faible que celle d’une dilution au
1/20 de I'extrait de liquide intestinal (3). Enfin, 'addition d’une
petite quantité de solution de liquide intestinal actif (dilution
finale : 1 /20) & Pextrait d’hépatopancréas, n’est pas accompagnée
d'une angmentation de I'activité chitinasique (4). Il n'y a done
pas d’activation de proferment par une kinase.

Nous avons vérifié la différence de concentration de la chiti-
nase dans le liquide intestinal et dans 'hépatopancréas au cours
de Uexpérience suivante. Les liquides stomacaux de 3 escargots
sont recueillis, mesurés, et dilués par une fois leur volume en
cau distillée. Les hépatopancréas de ces mémes escargots soigneu-
sement débarrassés de tout autre organe, sont rincés, séchés sur
papier filtre, et broyés dans un mortier, dans le méme volume
d'eau que celui utilisé pour dituer le liquide intestinal. Aprés
centrifugation, on dose I'activité chitinasique par la méthode
chimique (KjELDAHL). (Tableau 2).

TABLEAU 1. — Dosage de chitinase dans des extraits
&’ hépatopancréas.

no Variations de trouble
} liquides testés. (moyenne de 2 dosages)
(voir 1exte) (méthode néphéloméirique)
1 extrait d'hépatopancréas 20%
2 lignide intestinal 92%
3 liguide intestinal :
{ (dilution 1 /20 dans H,0) 36%
4 liquide intestinal
{ {dilution 1 /20 dans extrait
d’hépatopancréas) 39%

" Conditions : 1 ml de suspension standard de chitine
.1 mlde tampon Serensen-phosphates au pIl 6 {0.2 M).
" 4 ml de solution enzymatique,
en tubes scellés, 2 370 C, aprés 24 h. d’incubation.
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TABLEAU 2. — Activité  chitinasique comparée d extraits
d’hépatopancréas et de liguide inlestinal.
Azote restant (= Chitine % de

Solution enzymatique

non solubilisée) (1) chitine dissoute

0 heure 24 heures
liquide intestinal 0.399 mg 0.026 mg 949,
Extrait d’hépatopancréas 0.404 mg 0.313 mg 23%,

0.05 gr de chitine pulvérisée,

2 ml de tampon Citrate-NaOH, 0.5 M, au pH 5.3
3 mlde solution, enzymatique ‘

6 gouttes de toluol.

10 ml d’eau ; en tubes scellés, 4 370 C.

Conditions :

1) Azote, en, mgr. par prise de 2 ml. {moyenne de 2 dosages).
8 P

Nous constatons que le liquide intestinal solubilise 94 9, de la
chitine, l'extrait hépatopancréatique 23 % seulement. Kar-
RER (1929) a établi, pour la chitinase de I'Escargot, que la quan-
tité de chitine solubilisée pendant un temps donné, augmente
de 1.4 lorsque T'on double la quantité d’enzyme. D'apreés une
courbe étalon ainsi établie, la solubilisation de 23 % de chitine
pendant 24 heures correspond a I'action d'une chitinase appro-
ximativement 20 fois moins concentrée que celle qui peut solubi-
liser 94 %, de la chitine pendant le méme temps.

Chez I'Escargot, la glande digestive, ou hepatopancreas con-
tient donc 20 fois moins de chitinase qurll n'y en a dans la lu-
mitre de l'estomac. '

- 4. Localisation de la chitinase dans le tube digestif.

- Nous avons recherché en quel endroit du tube digestif la
chltlnase est le plus abondante ' '

.. Technique et résultats: Le contenu stomacal le contenu de
I'intestin moyen (caecum et premiére anse intestinale) et celui de
Lintestin postérieur de plusieurs. escargots sont:récueillis séparé-
ment. Ces contenus sont pesés et dilués 20 fois par de l'eau
distillée, par rapport 4 leur poids frais. Aprés centrifugation,
on dose Factivité chitinasique des liquides par la méthode né-
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phélométrique. Le pourcentage de chitine dissoute est converti
en nombre d’Unités-chitinase correspondant, en se référant aux
courbes étalon (Tableau 3).

TABLEAU 3. — Localisation de la chitinase dans le tube digestif.

(Conditions expérimentales : voir tableau 4,

Unités-chitinase pour 4 ml. de
Escargots - solution 1 /20 (moyenne de 2 dosages) Rapport b /a
a) Estomac b) Intestin
nourtis 1 U - 0.25-U 1/4
nourris 1.7 U 04 U 1/4
operculés 260 08 U 1/3
a jelln : 34U int. moyen: 1.8 U 1/2
int, post.: 06 U 1/6

On constate que la chitinase est surtout concentrée dans
Testomac ; elle est deux fois moins concentrée dans l'intestin
moyen, et sa .concentration diminue encore dans l'intestin
postérieur (1 /6 seulement, par unité de volume de contenu).

C. VARIATIONS QUANTITATIVES DE LA CHITINASE.

On sait que, chez les Gastéropodes, la digestion a lieu princi-
palement dans l'estomac, sous 'action des sucs digestifs sécrétés
surtout par I'hépatopancréas. La sécrétion des cellules hépato-
pancréatiques -est plus ou moins rythmique. Aussitdt aprés 1'in-
gestion de nourriture, la sécrétion glandulaire augmente. KrIjas-
MAN (1925, 1928) a décrit une relation entre le nombre de cellules
glandulaires en activité sécrétoire et la quantité de lipase présente
dans les sécrétions. La lipase augmente en proportion notable
deux heures aprés l'ingestion de nourriture, puis diminue &
nouveau, VAN WEEL (1950) a fait une observation similaire
pour la lipase, la saccharase et les protéases d'un autre Gastéro-
pode : Achatina fulica Fer. (fig. 2, p. 13).

PosTtMA et al. (1949) ont également décelé un certain rythme
dans la sécrétion des carbohydrases d’Helix pomatia, et ont
observé une augmentation de la quantité de saccharase et d’amy-
lase dans le liquide stomacal, peu de temps aprés l'ingestion de
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nourriture par l'escargot. Nous avons recherché si la teneur en
chitinase de Thépatopancréas et du liquide intestinal présente
¢es mémes variations, par deux expériences dont nous exposons
les résultats ci-dessous.

Premiére expérience.

Conditions expérimentales et résultats : Des escargots, soumis au
jeline depuis 7 jours, sont nourris de laitues. Des lots de 3 escar-
gots sont prélevés successivement avant l'ingestion de nourriture,
2 heures et 4 heures aprés le début de I'alimentation. On recueille
les liquides stomacaux, on mesure leur volume, on dilue 20 fois
par de I'eau distillée. L’activité chitinasique est estimée par la
méthode néphélométrique et exprimée en Unités-chitinase
(Tableau 4).

TABLEAU 4. — Variation de la concentration et de la quantité
totale de chitinase dans I'estomac.

Nombre Temps Volume Nb d'Unités | Nb total d'Uni-
& o l;ts aprés la fin total de -chitinase tés-chitinase dans
escarg du-jeline ligu. stom. 1 liqu. stomac.
3 3 Sefin 2.4 ml 3.75 22.5
3 } ! 2 ml 5 25
3 ‘ 4.2 ml 2. . 20
5 } 2 heures 3.8 ml o 19
3 4 heures 4 ml 2.15 15
3 } 6 ml 1.25 18

Conditions : 1 ml de chitine (suspension standard},
1 ml de tampon Citrate NaOH, pH 5.3 {0.6 M.).
4 ml de solution enzymatique.
Incubation 4 372 C pendant 1 heure.

- (1) pour 4 ml de solution 1 /20, moyenne de 2 dosages.

Les hépatopancréas de ces mémes escargots sont soigneuse-
ment prélevés, débarrassés des autres fragments d’organes, et
broyés au pilon sur sable. Aprés centrifugation (13.000 tours par
minute, ‘en glaciére), les liquides surnageants sont recueillis,
mesurés, et dilués 10 fois par de 'eau distillée. On dose la chitinase
par la méthode chimique (Tableau 5). ‘
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TABLEAU 5. — Variation de la chitinase dans Uhépatopancréas.

Exirait d’hépatopancréas Azote restant Azote % de chitine
provenant de : {'} . |[solubilisé (1) { sclubilisée.

Témoin (4 mi extrait hépatop. inactivé

par chauffage) 0.300 mg | O mg ¢ %
6 escargots & jedn depuis 7 jours 0.217 mg | 0.083 mg 275 %
5 escargots, 2 heures aprés la fin du

jeline 0.262 mg | 0.038 mg 13 %
6 escargots, 4 heures aprés la fin du

jefine 0.276 mg | 0.024 mg 8 %

Cond]tlons 1 ml de suspension standard de chitine,
1 ml de tampon citrate-NaOIl, pH 5.3 (0.6 M).
4 ml de solution enzymatique,
0.5 ml de toluol.
Incubation pendant 3 heures & 35° C.

(Y} Azote, en mg. par prise de 2 ml (moyenne de 2 dosages).

Discussion des vésultals *

a) Liquides stomacaux: (tableau 4).

Au cours des prem1eres heures de réalimentation qui suivent

une période de jefine de 7 jours, activité chitinasique du liquide
stomacal diminue sensiblement. Cette diminution d’activité est
certainement due 4 une dilution de Ia chitinase. En effet, pour 3
escargots & jeln, on recueille 2 4 2.4 ml de liquide stomacal,
tandis qu'aprés 4 heures de réalimentation, on recueille 4 3 6 ml.
Par unité de volume (4 mi} de solution enzymatique, la concentra-
tion en chitinase diminue au fur et & mesure que I'Escargot se
nourrit, jusqu'd ne plus représenter que le tiers de ce qu’elle
était précédemment. Cependant, par volume total de liquide
stomacal récolté, on passe de 22.5 ou 25 Unités-chitinase, chez
les escargots 4 jefn, 4 15 et 18 Unités aprés 4 heures d’alimenta-
tion.

On peut done conclure que la quantité de chitinase du liquide
stomacal n’augmente nullement aprés la fin du jefine. La chitinase .
parait au contraire varier peu en quantité absolue, mais subir
une dilution sensible, probablement par 'apport des sécrétions |

glandulaires et par les liquides résultant du broyage des aliments -
(laitues).
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b) Extraits d’hépatopancréas: (Tablean 5). On observe des
variations paralléles 4 celles du liquide stomacal; lactivité
chitinasique des extraits hépatopancréatiques, quoique déja
faible au départ, diminue progressivement peu de temps aprés la
fin du jetine. -

Deuxiéme expérience.

Conditions expérimentales et vésultats : Les escargots ont jefiné
pendant 1 mois. Ils sont ensuite réhydratés et nourris de laitues.
Des lots de 3 escargots sont prélevés d’heure en heure. On re-
cueille les liquides intestinaux et on mesure leur volume ; on les
dilue par une solution de glycérol (concentration finale, 6 %).
Les extraits d’hépatopancréas sont réalisés dans des conditions
destinées a mettre en valeur une augmentation éventuelle de
la quantité de chitinase, par I'emploi d'une solution glycérinée .
comme solvant, et par dilution des extraits en fonction du poids
sec des glandes, d’aprés la méthode de VAN WEEL (1950). Les
hépatopancréas sont séchés sur papier filtre et pesés. On déter-
mine le poids frais et le poids sec d'un fragment de la glande,
afin de calculer le poids sec de Ja glande entiere. Les glandes sont
broyées dans 15 fois leur poids sec en solution glycérinée (6 %).
On: extrait pendant 24 heures en chambre froide, on centrifuge,
et on dose la chitinase par la méthode chimique. Les résultats
sont condensés dans la figure 3. L’activité chitinasique des ex-

traits est exprimée en mg d'azote solubilisé, aprés incubation

pendant 2 heures & 37° C., en tampon Acide citrique-Na, HPO,,
0.1 M, pH 5.3. s

Discusston des vésultats (fig. 3, p. 20).

Comme dans l'expérience précédente, la chitinase des liquides

stomacaux d’escargots soumis au jeine est fort concentrée,
An fur et 4 mesure que I'Escargot se nourrit, cette concentra-
tion diminue considérablement. '
- En ce qui concerne les extraits d’hépatopancréas, on n’observe
pas de variations aussi prononcées que lors de l'expérience
précédente, probablement parce que nous exprimons 'activité
chitinasique des extraits par rapport au poids sec de la glande
(élimination du facteur dilution, qui pent étre assez important
lorsque I'Escargot sort d'un jefine prolongg).
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- Les extraits hépatopancréatiques des escargots nourris depuis
4 heures manifestent cependant une activité chitinasique légére-
mentt moindre que ceux des escargots 4 jefin ou 4 heure apres la
fin du jefme. Il est ainsi bien démontré que, dans I'hépatopan-
créas, la quantité de chitinase reste faible et n'augmente nulle-
ment durant les premiéres heures de la digestion.
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Fi1G. 3. — Variation de la concentration en chitinase dans le liquide stomacal

et dans L'hépatopancréas, pendant les premizres heures de digestion, aprés un
jefine prolongé.

D. Di1scussION ET CONCLUSIONS.

La chitinase de I'Escargot n’est certainement pas sécrétée
par les glandes salivaires ni par la paroi du tube digestif.

S Ton admet «a priori» que la chitinase est sécrétée par
’animal lui-méme, on doit s’attendre 4 la trouver dans I'hépato-
pancréas. A l'aide de techniques de dosage précises, on peut
en fait y déceler une certaine activité chitinasique. Cette activité
est cependant trés faible comparée a celle du liquide stomacal
deux procédés d’extraction différents permettent de préciser que
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la chitinase que 'an décéle dans I'hépatopancréas y est environ
20 fois moins concentrée que dans la lumiére du tube digestif,
bien que 'hépatopancréas soit cependant une glande trés volumi-
neuse et extrémement ramifice.

La présence d'une chitinase 4 faible concentration dans la
glande digestive de 1'Escargot ne nous parait pas constituer
une preuve nécessaire de son origine glandulaire. On sait en
effet que I’hépatopancréas est l'organe principal ot a lieu la
résorption des produits de la digestion et la phagocytose des
particules non dissoutes {JorpaN, 1918; ROSEN, 1934, 1941).
Un courant de va et vient, assuré par les mouvements péristal-
tiques, musculaires et ciliaires, conduit les sécrétions de la glande
dans l'estomac, puis raméne les liquides stomacaux dans la
glande (MEISENHEIMER, 1912). Ce phénoméne caractéristique
et bien connu peut expliquer pourquoi on trouve, dans I'hépato-
pancréas, une chitinase peu concentrée qui serait acheminée
depuis 1a lumiére du tube digestif jusque dans la glande, en méme
temps que les produits de la digestion.

C’est cette hypothése qui nous semble devoir &tre retenue, a
la lumiére surtout des expériences relatées dans la derniére partie
de ce chapitre. On sait que les cellules de I’hépatopancréas ne
sécrétent pas sans interruption, mais surtout a certains moments,
notamment lorsque 'Escargot commence & se nowrrir. KRIJGS-
MAN d’abord (1925), PostMa et al., ensuite (1949) ainsi que
Van WEEL (1950) pour Achatina fulica, ont observé en effet
que de nombreux enzymes (lipase, saccharase et amylase chez
H. pomatia; lipase, saccharase et protéases chez A. fulica)
apparaissent en quantité importante pendant les premiéres
heures de la digestion, dans la glande digestive comme dans
I'estomac (fig. 2, p. 13).

Ce qui est vrai de ces enzymes, certainement d'origine glandu-
laire, ne Lest pas de la chitinase. On ne peut a aucun moment
déceler d’augmentation de la quantité de chitinase au cours des
premiéres heures de la digestion ni dans I'estomac ni dans la
glande digestive. Au contraire, c'est pendant le jeline que la
concentration en chitinase des sucs digestifs est maximum
(comparer les figures 2 et 3). La forte concentration en chitinase
du liquide stomacal pendant le jeline et le repos des escargots
peut s’expliquer partiellement par la déshydratation de I’animal
et la concentration de ses sucs digestifs. :
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Quant 4 la chitinase présente dans 1'bépatopancréas, il nous
semble qu’il faut admettre qu’elle n'y est pas sécrétée, puisqu’elle
n’y augmente pas en concentration au moment ot la glande est
en pleine phase sécrétoire, mais qu’elle y est amenée depuis la
lumiére du tube digestif en méme temps que les produits de la
digestion, Nous nous proposons de montrer, au cours des cha-
pitres suivants, l'existence dans le tube digestif de 1'Escargot,
d’une flore bactérienne qui présente toutes les conditions requises
pour étre la source de chitinase recherchée. '

2. — LA FLORE BACTERIENNE CHITINASIQUE
DU TUBE DIGESTIF.

~ Au cours de nos recherches antérieures (JEUNIAUX, 1950, b),
nous avons analysé quantitativement et qualitativement la
flore bactérienne chitinolytique des contenus intestinaux d’escar-
gots, par des isolements en milieux gélosés A base de chitine,
dont le pH était toujours compris entre 7 et 7.4.

Nous avons ainsi démontré I'existence d'une flore bactérienne
chitinolytique, constitnée en moyenne de 750.000 germes viables
par ml de contenu intestinal. Cette flore est constituée presque
exclusivement d’Eubactéries, contrairement a la flore chitinoly-
tique du sol et des végétaux, dont les éléments dominants sont
les Actinomycétes, les Myxobactéries et les Champignons fila-
menteux chitinolytiques. Nous avons isolé¢ 11 formes différentes
de bactéries chitinasiques intestinales, dont aucune ne nous a
paru ¢onstamment présente, du moins en quantité appréciable,
chez les différents escargots examinés. Toutefois, l'absence
quasi compléte de 7 de ces formes bactériennes dans le milien
extérieur (sol, plantes basses, etc.) et le manque total d’Actino-
mycétes et d'autres formes telluriques caractéristiques dans les
contenus intestinaux des escargots conduit & penser qu’il doit
se produire, dans le tube digestif de I'Escargot, une sélection
des bactéries ingérées, permettant & quelques especes seulement
de se multiplier et de faire souche. I’examen comparé¢ de la
flore intestinale et des excréta, peu aprés défécation, montre
que la flore des excréta devient rapidement analogue a celle du
sol. * ' ‘

Nous avons observé ulteneurement que les colonies chitino-
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sont plus abondantes et présentent des aspects moins variés
lorsque le milieu de culture gélose-chitine est amené au pH 5.5
enviren, qui est précisément le pH du milieu intestinal de I'Escar-
got (KRUEGER, 1933). Nous avons poursuivi notre étude de la
flore chitinolytique de I'Escargot en utilisant systématiquement
un milieu « acide ». Les tésultats de ces nouvelles recherches font
Pobjet du présent chapitre. '

A, METHODES.

La préparation de la chitine pure et de la chitine pulvérisée
a été exposée dans le chapitre précédent (p. 11).

Pour la mise en évidence, l'isolement et la culture des bactéries
chitinolytiques, nous avons utilisé un milieu de culture solide
(gel d’agar-agar) ne contenant que des sels Thinéranx, et de la
chitine comme unique source d’azote et de carbone. Sa composi-
tion est la suivante : K,HPO,:0.5 gr; MgSO, TH,0:0.2 gr;
Agar-agar: 20 gr; suspension aqueuse de chitine pulvérisée
{contenant 10 4 45 gr de chitine séche par litre) : 100 ml ; amener
a 1 litre par addition d’cau distillée. Le milieu ainsi préparé est
stérilisé & Iautoclave. Pour I'emploi, on le coule en boites de
Petri (20 ml par boite). I1 est d'un blanc laiteux homogeéne.

~Les bactéries chitinolytiques qui se développent a la surface
ou dans la profondeur de ce milieu solubilisent dans leur voisinage
les fines particules de chitine, de sorte qu'aprés quelques jours,
une clarification caractéristique se manifeste spécifiquement
autour de leurs colonies. Cette clarification permet de distinguer
les organismes chitinolytiques de ceux qui ne possédent pas cette
propriété, de les isoler et de les dénombrer.

Les numérations bactériennes ont été effectuées par la techni-
que classique des dilutions successives : les contenus intestinaux
sont dilués 10 fois par de l'ean stérile. Apres homogénéisation de
la. suspension, on réalise des dilutions successives, sériées, en
progression géométrique de raison 1 /10. On inocule ensuite 1 ml
de chaque dilution dans des tubes contenant le milieu sélectif
liquéfié, et conservé fluide & 55° C, qu'on coule en boites de Petri.

Pour l'analyse qualitative des flores chitinolytiques, il ne
pouvait é&tre question d'identifier les bactéries isolées, dont la
plupart n’ont vraisemblablement jamais été décrites. Nous nous
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sommes borné A différencier entre eux les principaux types
observés, 4 l'aide des critéres suivants : :

) Caractéres morphologiques des colonies sur gélose-chitine.

b) Caractéres microscopiques des germes constituant ces
colonies, aprés coloration an bleu de toluidine.

¢) Réaction de Gram.

B. OBSERVATIONS EXPERIMENTALES,

1. Répariition de la flore chitinolytique dans les divers trongons
du tube digestif.

Nous avons recueilli séparément les contenus des différents
trongons du tube cﬁlgesti.f : intestin antérieur {(cesophage, estomac),
intestin moyen (cacum et premier trongon infestinal jusqu’i la
premiere anse intestinale), intestin postérieur (de la premiére
anse intestinale jusqu'd l'anus) d’escargots de provenances
diverses, ou ayant été soumis a des conditions de vie différentes,

Chaque escargot, lavé abondamment i l'eau, est débarrassé
de sa coquille. La dissection est effectude aseptiquement en
cage vitrée stérile. Le tube digestif, mis & nu, est ligaturé 3
I'extrémité postérieure de I'estomac et 2 Ia premiére anse intesti-
nale. Les contenus de chacun des trois trongons intestinaux sont
recueillis séparément et pesés en petits Erlenmeyers tarés sté-
riles. Les numérations portent sur les contenus intestinaux
mélangés de 2 ou 3 escargots (Tableau 6).

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

Deux lots d’escargots (tableau 6 : *), conservés trois mois en
milieu sec, 4 la température du laboratoire, ont un contenu
intestinal particuli¢rement pauvre en germes chitinolytiques,
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eux les principaux types

gt TABLEAU 6. — Analyse quantitative de la flore bactériense

) dans les diffévents trongons du tube digestif.
colonies sur gélose-chitine.

germes constituant ces Nombre de bactéries chitinclytiques
toluidine. Nombre B par gr. de contenu :
d'escar- Origine et état des escargots -
gots d'intestin d'intestin moyen
antérieur et postérieur
_ 3 Ardennes 100.000 750.000
3 } nourris 1 mois en terrarinm 40.000 300.000
ue dans les divers trongons 3 Brabant 110.000 2.400.000
3 operculés (6 mois e1: glaciére) 80.000 500.000
3 Ardennes 1.000 —
Q. =res - * )
S contenus des différents *) 2 } {3 mois & temp. laboratoire). 2.000 —
rieur (cesophage, estomac), .
ncon intestinal jusqu’a‘m 1a 3 } Brabant . 60.000 |I. moyen : 7.000.000
ostérieur ( de la premiére 3 oplerculés .(6 mois en glaciére) 10.000 |1. postér.: 175.000
] puis nourris 8 jours.
scargots de provenances
wditions de vie différent .. ; . ;
es- i 2. Flove chitinolytique de broyals d'inlestins.
}t a l'eau, est débarrassé Une série de numérations a été effectuée, non plus sur les
eC‘f‘Jée aseptiquement en contenus liquides et solides du tube digestif, mais sur des broyats
‘mls a nu, est ligaturé 3 de divers trongons, préparés comme suit : les trongons du tube
4 la premiére anse intesti- , - digestif sont ligaturés, sectionneés, pesés en Erlenmeyers stériles,
trongons intestinaux sont puis aseptiquement broyés dans un petit mortier stérile. Le
ts Erlenmeyers tarés sté- broyat est repris dans neuf fois son poids d’eau distillée stérile
les contenus intestinaux - et des numérations microbiennes en gélose-chitine de pH 5.5
1 6). ) — sont effectuées & partir de dilutions séri¢es. (Tableau 7).
est relativement pauvre
1t entre 10 et 100 mille - TABLEAU 7. — Flove bactérienne des broyals a'infestins.
lus abondante au dela de
en, probablement dans le - Nombre j Nombre de bactéries chitinolytiques
' drescar- Etat par gr. de broyats (organes et contenu)
B . . des escargots :
, conserves trols mois en gots Estomac Intestin moyen
ratoire, ont un '
1 v Co}ltenu : 3 Terrarium, nourris 20.000 1.500.000
germes chitinolytiques. ' 2 |Terrarium, & jeun 10.000 200.000
depuis 2 jours ’
3 A jenn, 3 mois & 10 millions 100 millions
temp. laborat. .
3 idem, puis réhydratés 1.800.000 20 millions
et nourris pdt 2 j.




26 SUR LA CHITINASE ET LA FLORE BACTERIENNE INTESTINALE

On constate que : {tableau 7).

1) En broyant le tube digestif, on peut mettre en évidence une
flore chitinolytique particuli¢rement abondante chez les escargots
jefinant en milicu sec depuis plusieurs mois, alors que les liguides
infestinaux d’escargots identiques sont particuliérement pauvres
en bactéries (tableau 6 : *). Les germes chitinolytiques paraissent
se multiplier pendant les périodes de repos de I'Escargot, si la
température est suffisante, mais ils restent sans doute fixés aux
parois du tube digestif. '

2} L’abondante flore chitinolytique des escargots en repos

s’appauvrit rapidement lorsque l'animal reprend son activité
normale.

3) Les bactéries chitinolytiques sont régulicrement 10 fois
plus abondantes (par gr. d’organes et de contenus) dans les
broyats d'intestin moyen que dans ceux d’estomac, ce qui est
en accord avec le résultat des numérations effectuées a partir de
contenu intestinal seul (voir tablean 6).

3. Etude qualitative.

Les isolements en milien acide ont permis de distinguer &
types bactériens bien caractérisés, qui constituent la majeure
partie de la flore chitinolytique intestinale. Nous résumons en
une clé d’identification les principaux caractéres qui nous per-
mettent de distinguer ces formes entre elles. Toutes ces bactéries
sont gram-négatives ; elles ne sporulent pas dans les milieux ot
nous les avons cultivées.

Clé d'identification des 4 types principaux de bacléries
chitinolytiques tnlestinales, isolées sur des milieux gélosés 4 la
- chitine, de pH H.5.

A. Aspect des colonies incluses dans la profondeur de U'agar,
et movphologique microscopique.

@, : punctiformes, bords sinueux, blanc-jaunitre trés opaque. Ba-
tonnet de taille moyenne, 4 extrémités arrondies ; longueur = 3 4
5 fois la largeur ....... ... i e B.

&g © circulaires, de grande taille {diam. = 4 & 5 mm), bords finement
découpés, blanc opaque, strié radiairement. Batonnet court (lon-
gueur = 2 4 3 fois la largeur) ou Coccobacille ............ C.
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B. Aspect des colonies dgées (8 jours) en surface.

b, : centre punctiforme, légérement bombé, d’aspect muqueux, entouré
d’une lame plate, rugueuse, portant des granulations d’aspect doré
(par transparence) qui s'espacent et disparaissent vers la périphérie.
Bords sinueux. et découpds ... ... .. .iin i type I.
b, : centre punctiforme, lame plate, rugueuse, 2 granulations brun
foncé trés denses et fines, qui envahissent presque toute la colonie.
Bords profondément déconpés en arborescences ........ type I'V.

C, Aspect des colomies dgées el morphologie microscopique.

¢, : colonie irréguliére, trés plate, ruguense, & bords profondément décou-

pés. Bacilles courts ... type IT.
¢y : colonie circulaire, bombée, d’aspect mugqueux, bords arrondis.
Coccobacilles .. v vrenr e in e type I11.

Nous avons déterminé la fréquence et la localisation de ces
quatre types bactériens dans le tube digestif de 24 escargots.
Quelle que soit l'origine des escargots (Ardennes belges, Brabant,
ou environs de Liége), quelles que soient les conditions de vie des
escargots au moment du prélévement bactérien (nourris en terra-
rium, au jeline depuis plusieurs jours, ou conservés operculés
depuis plusieurs mois en chambre froide), le type 1 est abondam-
ment représenté, chez tous les escargots examinés. Les bactéries
du type 1 constituent en moyenne 72 % de la flore bactérienne
de ces 24 escargots. Le type II est beaucoup moins fréquent, et
sa présence est moins constante ; il représente 7 % de la flore.
Les types III et IV ne se rencontrent qu’occasionnellement et
constituent respectivement 4.5 % et 3 %, de la flore bactérienne
chitinasique. Un certain nombre d’autres types bactériens,
constituant les 13.5 9, restants de la flore, ont été observés
mais n'ont pas été étudiés davantage, étant donné leur rareté
relative.

Les bactéries du type I sont aussi fréquentes (par rapport
au nombre total de bactéries chitinolytiques) dans l'estomac
que dans le cecum ou dans Vintestm, chez tous les escargots
examinés. Ces bactéries doivent étre considérées comme les élé-
ments dominants et permanents de la flore chitinolytique intesti-
nale de 'Escargot. Elles correspondent au type 6 des bactéries
isolées sur gélose neutre, dont la présence nous avait paru étre
inconstante. L’emploi d'un milien légérement acide permet de
mettre en évidence leur abondance et leur constance.
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3. — PRODUCTION D’EXOCHITINASE PAR LES BACTERIES
DU TUBE DIGESTIF. NATURE CONSTITUTIVE DE CET ENZYME.

Dans le cas qui nous occupe, il est important de savoir si les
bactéries chitinolytiques de I'intestin de 1'Escargot sont capables
de laisser diffuser dans les milieux de culture une exochitinase
quil serait possible d’isoler et d’'é¢tudier comme celle du liquide
intestinal. Les techniques expérimentales ont d’abord été mises
au point pour des cultures d’Actinomyceétes, puis adaptées A des
cultures en milieux flnides ou semi-fluides, 4 base de chitine ou
non, de bactéries isolées du contenu intestinal de I'Escargot.

MILIEUX DE CULTURE.

Milieux fluides a base de chitine : - méme composition que
le milieu solide décrit au chapitre précédent (p. 23), mai: avec
1 gr d’agar seulement par litre.

Milieux semi-fluides : méme composition que le milieu solide,
mais avec b gr d'agar par litre.

Ces milieux sont répartis en boite de Roux (100 ml par boite)
qu'on stérilise ensuite & lautoclave. On ensemence chaque
boite par 1 ml de bouillon de culture ou de suspension de germes
cultivés sur milieu gélosé. Les boites sont incubées 4 20 ou 25¢ C.
Aprés un temps variable, qui doit étre déterminé pour chaque
type de bactéries, on filtre les milieux sur papier ou on les centri-
fuge, afin de séparer les voiles bactériens et la chitine non solubili-
sée du liquide contenant la chitinase. On stérilise ensuite par
filtration sur bougie. ' ‘

Milienx fluides peptonés sans chitine : an milien de base de
Czapek, sans glucose, on ajoute 1 %, de peptone et on ajuste
an pH 6.5, - o '

ACTINOMYCETES.

Les milieux de culture doivent étre de réaction neutre ou lége-
rement alcaline (pH 7 4 7.6). La chitinase n’est présente en guan-
tité appréciable dans les milieux de culture que pendant peu de
temps, Nous avons testé quotidiennement la teneur en chitinase
des milieux fluides ou semi-fluides ensemencés d’'un Actinomycéte
chitinolytique isolé du sol. 20 ml de liquide de culture sont préle-
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vés de jour en jour dans chaque boite de Roux, centrifugés, et
testés en présence de chloroforme par laméthode néphélométrique.
Dans les conditions de cette expérience, la chitinase n’apparait
qu'aprés 7 jours de culture, alors que la croissance est déja trés
avancée. Elle atteint son maximum de concentration aprés
Ie 9¢ jour, puis disparait rapidement. Aprés le 11 jour, on ne
peut pratiquement plus déceler de chitinase dans les milieux de
culture. Pour observer la production d’exochitinase, il est donc
nécessaire de tester les cultures de jour en jour.

Dans ses grandes lignes, la cinétique de la chitinase d’origine
microbienne est identique 2 celle de PEscargot : le pH optimum
est de 5.2 & 5.3 ; la température optimale est de 40° C. environ ;
le ferment est rapidement détruit & des températures supérieures
3 450 C. La quantité de substrat dégradé par unité de temps est
multipliée par 1.6 quand on double la quantité d’enzyme (1.4
chez 'Escargot : KARRER et HOFMANN (1929).

BACTERIES CHITINASIQUES INTESTINALES DE L’ ESCARGOT.

\. Cultures en miliew fluide & base de chitine: Des bactéries
isolées du tube digestif de 1'Escargot sont ensemencées en milieu
Auide. La croissance & 20° C. est trés lente ainsi que la solubilisa-
tion de la chitine. Aprés 1 mois, deux cultures se sont dévelop-
pées (souche 3 et 5) et ont libéré une exochitinase dans le milieu.

9. Cultures en milien semi-fluide: I1 apparait que le milien
de culture fluide n’offre pas & la plupart des bactéries du tube
digestif de 'Escargot les conditions requises pour une croissance
convenable. Or ces bactéries se développent bien en milieu solide,
soit que les impuretés apportées par la. gélose leur soient une
source de vitamines, soit qu’elles trouvent dans I'épaisseur de
'agar des conditions d’anaérobiose qui leur seraient favorables.

Nous avons cultivé ces bactéries dans des- milieux semi-
fluides, qui réalisent partiellement les conditions du milieu solide.
Aprés 10 jours d’incubation 4 200 C, une exochitinase est libérée
dans le milieu par les souches n® 1, 3 et 5. La chitinase obtenue
dans ces conditions & partir de la souche 1 est plus active que celle
obtenue 3 partir d'une culture d’Actinomyceéte (isolé du sol,
voir ci-dessus) dans les mémes conditions.
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3. Cullures. en milieu-chitine fluide, additionné de liquide
tatestinal stérile el tnactivé. '

Différentes souches appartenant au type I ont été ensemencées
en milieu-chitine fluide, additionné de liquide stomacal d’Escar-
got (concentration finale, 1 %), stérilisé par filtration sur bougie,
et dont la chitinase a été inactivée par chauffage. Aprés 8 jours
d’incubation 4 25° C, les milieux sont centrifugés. Les liquides

surnageants sont testés par la méthode néphélométrique (Ta-
bleau 8).

TasLEAU 8. — Exochitinase produite par différentes souches
du type I en miliew chitine fluide (pH 5.5) 4 liguide intestinal

(1 %)-
Filtrat de culture Variation du trouble
des souches n° : {24 heures).
12 . . L L o e e e e 9 %
13 . . . . e e 1 %
B 0 %
17 0 o e e e e e e 22 9,
18 . . . o e 12 %,
19 . . . . L Lo oo e 4 9%
2 0 . . L L e e 12 9,
- 32 9%

Conditions : voir tablean 9 (p. 31}.

La forme I est donc capable de laisser diffuser une exochitinase..
La croissance et la production de chitinase sont favorisées par
I'addition de liquide intestinal d’Escargot aux milieux de culture.

NATURE CONSTITUTIVE DE L’EXOCHITINASE DES BACTERIES
INTESTINALES.

10 souches différentes de bactéries chitinolytiques intestinales
appartenant au type I sont cultivées en milieu Czapek peptoné,
ajusté au pH 6.5, exempt de toute trace de chitine ou de sucres.
Tes cultures sont incubées 4 26° C. Tous les 2 jours, on préléve
stérilement une goutte de chaque culture, qu'on dilue dans
5 ml d’ean stérile. Une goutte de cette dilution sert & ensemencer
un milieu peptoné frais stérile. On fait ainsi 6 subcultures, On
recherche l'activité chitinasique de la 6° subculture aprés 20:
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heures et 42 heures d’incubation {tableau 9} sur les filtrats de
culture stérilisés par filtration sur bougie. Apreés 20 heures d'incu-
bation, l'activité chitinasique est & peine décelable. Apres 42
heures, 9 milieux sur 10 contiennent une exochitinase relative-
ment active. (Tableau 9).

Les bactéries du type I de la flore chitinasique de I'Escargot:
sont donc capables de produire une exochitinase dans des milieux
ne contenant pas du tout de chitine.

TABLEAU 9. — Exochitinase produite par difféventes souches
du type I en milieux peptonés sans chitine.

Souches Variation du trouble aprés 6 heures d'incubation
n® 69 subculture 4gée de 20h. | 6° subculture agée de 42 h.
12 0 % ... ] 3 %
16 2. 9% . ... oo 17 %
17 7% e e e 1B %
18 A S AR I £ I
19 S+ R I
20 T | R A et
Py A 0 % . ... | 1 %
25 R S A I 1 I SN
30 T W A TR t I P
. 35% .. . . o180 %

Conditions ; 1 mlde suspension standard de chitine
1 mlde tampon Citrate-NaOH, pH 5.3 (Concentration finale
02 M).
4mlde filtrat enzymatique stérilisé par filtration sur beugie.
6 heures d’incubation & 38° C.

CONCLUSIONS.

Lorsqu’on les cultive dans un milieu liquide ou semi-fluide
contenant de la chitine, susceptible d’assurer leur croissance, les
Actinomycétes chitinolytiques laissent diffuser une exochitinase,
qui peut étre aisément séparée du milieu de culture. Elle n’est.
présente dans le milizu que pendant un laps de temps déterminé.

On peut également isoler une exochitinase, parfois trés active,
A partir de cultures, en milieu semi-fluide & base de chitine, de
certaines bactéries chitinolytiques isolées des contenus. intesti-
naux d’escargots. . :
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— Extraits aqueux d'l
lavées et séchées, sont b
4 fois leur poids en eau d
additionné de terre d'infu.
par filtration sur bougie

Des souches bactériennes se rapportant au type I, le plus
abondant et le plus constant de la flore chitinasique du tube
digestif des escargots, sont capables de laisser diffuser une exochi-
tinase, non seulement dans des milieux contenant de la. chitine,
mais encore dans des milieux peptonés privés de chitine. La
chitinase de ces bactéries est un enzyme constitutif. L’addition
de liquide intestinal d’Escargot, dont la chitinase a été inactivée
par chauffage, favorise la croissance des bactéries et la pro-
duction de chitinase,

— Extraits aqueux d
broyées au mixer dans
broyat est centrifugé, f

— Extraits aqueux d

-' , dilution et méme procéd
4. — INFLUENCE DU LIQUIDE INTESTINAL DE L’ ESCARGOT

SUR LA CROISSANCE ET L’ACTIVITE DES BACTERIES CHITINASIQUES. .
RESULTATS.

La possibilité d'une sécrétion de chitinase par les bactéries
intestinales de I'Escargot dans son tube digestif ne peut étre
admise que pour autant que les conditions de vie trouvées par
ces bactéries dans la lumiére du tube digestif se révelent favo-
rables & leur croissance et A la séerétion d’exochitinase.

Nous avons recherché l'influence de différents extraits sur la
croissance des bactéries intestinales; nous avons choisi deunx
types d’extraits :

Aprés 6 jours d'incub
nies et la chitinolyse (1
résultats sont résumés

On constate que, en p
de jardin, la croissance
got est lente et ne s’acc
Les extraits d’hépatop
marquée sur la croissand
liquide intestinal inact:
le mieux, et d'antant m
est plus élevée.

@) Des extraits de plantes ou de sols, apportant des substances
susceptibles d’étre trouvées par les bactéries dans n’importe
gquel milien naturel.

b) Des extraits de liquide intestinal stérile et inactive, ou des
extraits d’hépatopancréas, qui sont susceptibles de contenir
des principes chimiques spécifiques du milieu intestinal de
I"Escargot.

En conclusion, parm
Pextrait de liquide inte
ries du type I du tub
conditions les plus fav
production d’exochitin:

CONDITIONS EXPERIMENTALES.

Deux souches bactériennes chitinolytiques (souches 12 et 13),
appartenant au typz I, 1z plus constant et le plus abondant de
la flore intestinale, sont repiquées sur différents milieux & base
de chitine pulvérisée et incubées a 250 C. _

Composition des milieux : & 25 ml du milieu gélose-chitine
habituel, ajusté au pH 5.3 et fondu, nous ajoutons 1 ou 2 ml des
extraits aqueux suivants :
" - Liquide intestinal d’Escargot : dilué¢ au 1/5 par de 1'saun
distillée et stérilisé par filtration sur bougie ; la chitinase qu'il
contient est inactivée par station de 12 heures 4 47 © C.
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— Extraits aqueux d’hépatopancréas d'Escargot : les glandes,
lavées et séchées, sont broyées dans un mixer en présence “de
4 fois leur poids en eau distillée. Aprés centrifugation, le broyat,
additionné de terre d'infusoires, est filtré sur Biichner puis stérilisé
par filtration svr bougie et inactivé comme le liquide intestinal.

— Extraits aqueux de feuilles de laitues: les feuilles sont
broyées au mixer dans 4 fois leur poids en eau distillée ; le
broyat est centrifugé, filtré et inactivé par chauffage.

— Extraits aqueux de terre de jardin et d’humus: méme
dilution et méme procédé d’'inactivation.

RESULTATS.

Aprés 6 jours d’incubation, on mesure la croissance des colo-
nies et la chitinolyse {largeur de la zone de clarification). Les

résultats sont résumés dans le tableau 10.

On constate que, en présence des extraits de laitues et de terre
de jardin, la croissance des bactéries du tube digestif de 1'Escar-
got est lente et ne s’accompagne guere de chitinolyse décelable.
Les extraits d’hépatopancréas ont une action favorable trés
marquée sur la croissance des bactéries, mais ¢’est en présence de
liquide intestinal inactivé que la chifinolyse parait se réaliser
le micux, et d’autant mieux que la quantité de liquide intestinal
est plus élevée.

En conclusion, parmi les 4 extraits aqueux étudiés, c'est
'extrait de liquide intestinal de 1’Escargot qui assure aux bacte-
ries du type 1 du tube digestif, cultivées en milien gélosé, les
conditions les plus favorables & leur développement et a leur
production d’exochitinase.
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TABLEAU 10. — Influence de diffévents extrails sur la croissance
et la production de chitinase des bactévies intestinales.

Aspect des colonies et chitinolyse
Milieu Gélose-chitine Lorgont do 1a zone
aaditionné de Diamétre de elarification
Extrait de terre 1 ml 0.5 mm nulle
et d'humus 2 mi 1 mm nulle
Extrait de laitues 1 m! 0.5 mm nulle
2 ml 154 25 mm 0.5 mm
LExtrait d’hépatopancréas
inactivé 1 ml 234 3 mm 142 mm
2 ml 74 12 mm 0.5 a1 mm
Liguide intestinal
inactivé 1 m? 13 2 mm - 0.5 41 mm
2 ml 6 a8 mm 24 25 mm

5. — CoNCLUSIONS.

Lorsqu’on se pose la question de savoir si une substance
quelconque (un ferment par exemple), présente chez un animal,
y est élaborée par ses propres cellules ou par des microorganismes
parasites ou symbiotiques, on congoit qu'une démonstration
apparemment irréfutable consisterait i priver I'animal de ses
symbiotes, 4 I'élever stérilement et A rechercher alors la substance
dont on étudie l'origine.

Cette expérimentation nous est apparue d’emblée pratique-
ment irréalisable dans un délai plus ou moins court. L’élevage
de’ I'Escargot «ab ovo» sur un milieu et avec une nourriture
stériles est un probléme en soi. La stérilisation méme partielle
de son tube digestif en est un autre. Il faut pour cela bien con-
naftre les bactéries que I'on désire éliminer, déterminer Ia nature
et la posologie de I'antibiotique ou du sulfamidé adéquat, et
¢étudier I'influence de ce dernier sur I'Escargot lui-méme. En se
basant sur les é&léments que nous avons réunis, on pourrait
maintenant entreprendre de telles recherches avec des chances
de succés. '

Cependant, les différentes investigations que nous avons me-
nées sur la flore chitinolytique de I'Escargot et sur sa chitinase
nous ont permis de rassembler un ensemble de faits, que nous
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résumons ci-dessous, & partir duquel il nous parait légitime de
tirer des conclusions valables.

{. — Une flore chitinolytique, d’un tout autre aspect qualitatif
que celle du milien extérieur, est présente dans le tube digestif
de I'Escargot.

2. — Elle est surtout concentrée dans I'intestin moyen et est
particuli¢rement abondante pendant les longues périodes de repos
de I'Escargot, ot elle est de 10 4 100 millions de germes par
gramme d’organes et de contenu. '

3. — Sujette A des variations qualitatives, la flore chitinolyti-
que de I'Escargot semble cependant constituée principalement
de quelques formes bactériennes caractéristiques, dont l'une
est apparemment constante et prédominante.

4, — Les bactéries chifinolytiques intestinales sont capables
de laisser diffuser des exochitinases qu'on peut isoler et étudier
séparément des microorganismes. Elles peuvent en outre produire
ces exochitinases dans des milieux ne contenant pas de chitine.

5. — Le liquide intestinal de I'Escargot favorise le développe-
ment de ces bactéries et leur production de chitinase.

6. — Le liquide stomacal de I'Escargot contient une chitinase
trés concentrée pendant le jefine. Cette concentration diminué
rapidement lorsque 1'Escargot se nourrit de nouveau. '

7. — Si 'on peut déceler une chitinase dans I'hépatopancréas
de I'Escargot, celle-ci y est néanmoins trés peu concentrée.
L’étude des variations de sa concentration, an cours des premiéres
heures de la digestion, met en doute la croyance classique d’une
origine glandulaire de la chitinase.

De I'ensemble des faits résumés ci-dessus, on peut conclure
que la chitinase de I'Escargot n’est pas une sécrétion glandulaire
de 1'animal, mais résulte de P'activité d’une flore microbienne
intestinale. La chitinase de I'Escargot se comporte «in vivo »
différemment des autres enzymes certainement d’origine hépato-
pancréatique. Rien, dans les variations quantitatives observées,
ne permet de déceler un apport de chitinase & partir des cellules
glandulaires. Tout semble se passer au contraire comme si la
chitinase provenait de la lumiére du tube digestif et était partiel-
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lement introduite dans I’hépatopancréas en méme temps que
les produits de la digestion. '

La flore bactérienne chitinolytique du tube digestif présente
les conditions requises pour étre responsable de la production
de cette chitinase. C’est au moment ott les bactéries sont particu-
lierement abondantes et tapissent toute la paroi du canal ali-
mentaire (pendant les longues périodes de repos de I’Escargot,
les jetnes prolongés en milieu sec), que la chitinase stomacale
est le plus concentrée. Tes bactéries intestinales ne sont pas des
formes banales et n’existent pas en quantité appréciable dans les
sols ou sur des végétaux ; bon nombre de souches isolées parais-
sent appartenir & un type caractéristique auquel nous ne pou-
vons toutefois pas donner de position systématicue.

Le fait que la production d’exochitinase par ces bactéries
n'est pas nécessairement liée A la présence de chitine permet
d’admettre que I"Escargot puisse posséder une chitinase d’origine
bactérienne méme s'il n’ingére pas de chitine. D’autre part, le
liquide intestinal exerce une action favorable sur la croissance
de ces bactéries et sur leur production de chitinase.

On congoit trés bien I'existence d’une flore symbiotique consti-
tuée de bactéries qui trouvent dans le milieu intestinal des
conditions favorables & leur multiplication, et dont une des
activités biochimiques est la production d’enzymes, en particulier
de chitinase. L’originalité de I'Escargot ne réside donc pas dans
le fait d’avoir acquis la faculté de sécréter un ferment spécifique
propre, mais, conformément aux vues émises déja par FLORKIN
et LozeT (1949) en ce qui concerne la cellulase, dans celui de
réaliser dans son milieu intestinal des conditions biochimiques
particuliéres, propices 4 l'installation et 3 la prolifération d'une
flore symbiotique.
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