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RESUME

La nature et I’évolution du profil bactérien de la flore «<normale» a Gram
négatif de I’escargot (Helix aspersa) ont été étudiées dans trois unités héli-
cicoles frangaises a la faveur de prélevements séquentiels.

Les résultats montrent que ces gastéropodes sont le siege d’une colonisa-
tion précoce, importante et permanente. Le profil bactérien reste majoritai-
rement dominé par des entérobactéries et des bactéries du genre Aeromonas
quel que soit I’élevage considéré. Les entérobactéries et les Aeromonas
représentent respectivement 62 % et 25 % des bactéries a Gram négatif chez
les juvéniles. Chez les animaux adultes en fin d’engraissement, les
Entérobactéries et les Aeromonas représentent respectivement 80 % et 7 %
des bactéries a Gram négatif. Parmi les entérobactéries, les especes des
genres Escherichia, Klebsiella et Pantoea sont les plus importantes a la fois
en nombre et en fréquence d’isolement. Parmi les Aeromonas, seuls A.
caviae et A. hydrophila sont isolées. Les Peudomonas et les autres bactéries
a Gram négatif non fermentantes sont isolées de fagon inconstante et dispa-
raissent au cours de la période d’hibernation. Ces données pourraient contri-
buer a une meilleure connaissance de la pathologie infectieuse chez I’escar-
got d’élevage.

Mots-clés : escargot - flore bactérienne a Gram négatif -
Aeromonas - entérobactéries.

Study of Gram negative bacteria flora in breeding snails (Helix
aspersa). By M.B. KIEBRE-TOE, E. BORGES, F. MAURIN, Y.
RICHARD, A. KODJO,

The nature and the evolution of Gram negative bacterial composition of
healthy breeding snails were studied in investigating three French «mixed
helix farms».

Results showed that in breeding conditions, these gasteropods are early,
highly and permanently colonized with multiple species of bacteria. The
flora mainly remained dominated by Enterobacteriaceae and
Aeromonadaceae wathever the farm considered. Enterobacteries CFU/g)
and aeromonads accounted for 62 % and 25 % respectively of Gram nega-
tive bacteria in young snails. At the end of the fattening stage,
Enterobacteriaceae and Aeromonadaceae accounted for 80 % and 7 % of
Gram negative bacteria. Within enterobacteries, species belonging to
Escherichia, Klebsiella and Pantoea genus were the most important in
terms of prevalence and intensity. Within aeromonads, only A. caviae and
A. hydrophila were isolated. Pseudomonads and others Non fermentive
Gram negative bacteria were inconstantly isolated and disapeared at the
hibernation stage. This study may help to a better knowledge of some infec-
tious diseases in these ectothermic animals.

KEY-WORDS : snail - Gram negative bacteria -
Aeromonadaceae, Enterobacteriaceae.

Introduction

Premier consommateur mondial d’escargots avec plus de
40 000 tonnes en équivalent vif par an, la France ne produit
cependant que 1 % de sa consommation totale. Le potentiel
de développement d’une production nationale a été mis a
profit par les structures de recherche telles que I’INRA et
I’Université de Rennes I [1] qui ont transféré aux hélicicul-
teurs les résultats de techniques de production mis au point
dans leurs laboratoires.

Cependant, comme dans la plupart des filieres animales,
les techniques d’intensification se sont associées a I’émer-
gence de pathologies dont 1’étiologie reste encore aujour-
d’hui a préciser. L’héliciculture francaise se trouve aujour-
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d’hui confrontée a un ensemble de troubles touchant la repro-
duction et connus sous les terminologies de «pontes roses»
et/ou «pontes transparentes» [3, 5, 10]. Plus récemment, un
syndrome mortel apparemment associé a la période estivale
semble avoir été a 1’origine de pertes considérables dans
toute la filiere hélicicole.

Si I’hypotheése d’une étiologie bactérienne (voire d’une
intoxication par certains métaux lourds dont le cuivre [9]) a
été avancée et laisse entrevoir des perspectives de recherches
intéressantes, elle donne aussi la mesure d’un probleme
d’écologie microbienne qui parait d’emblée délicat a
résoudre. Le systeme d’élevage est conduit en «aveugle», les
données sur la flore microbienne habituelle et «normale» des
escargots sont rares. Une étude de cette flore de base parais-
sait des lors nécessaire.
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Dans ce cadre, I’objectif de notre étude était de préciser la
nature et I’évolution du profil bactérien de la flore globale de
I’escargot d’élevage (Helix aspersa) au sein de trois unités
hélicicoles Francaises.

Materiel et méthodes

A) ORIGINE DES PRELEVEMENTS

Les prélevements ont été réalisés dans trois unités hélici-
coles élevant essentiellement du Gros Gris (Helix aspersa
maxima) et définis comme suit : 1’élevage 1 (E1) situé a
Gonsans dans le Doubs, 1’élevage 2 (E2) a Cornillé-les-
Caves dans le Maine et Loire, et I’élevage 3 (E3) a
Chamberry en Savoie. Les élevages E2 et E3 pratiquent un
systeme d’élevage de type dit mixte, dans lequel I’hiberna-
tion des animaux s’effectue en chambre froide, la reproduc-
tion sous serre et I’engraissement dans plusieurs parcs exté-
rieurs. Ce systeme de production est le plus répandu en éle-
vage hélicicole en France [1, 2]. L’élevage E1 achete ses
naissains qu’il engraisse directement en parcs extérieurs.

B) NATURE ET RYTHME DES PRELEVEMENTS

Dans chaque élevage, quatre types de prélevements étalés
d’avril 2001 a février 2002 ont été réalisés : P1 = naisssains
de 8 jours a leur sortie en parcs extérieurs, P2 = escargots
agés de 3 a 4 mois a mi-engraissement ; P3 = escargots 4gés
de 6 a 7 mois au ramassage ; P4 = escargots agés de 9 a 10
mois en milieu d’hibernation. Les prélevements ont été effec-
tués par les éleveurs selon un protocole établi (Tableau I).
Les échantillons ont ensuite été acheminés au laboratoire de
microbiologie de I’ Ecole Vétérinaire de Lyon par colis pos-
tal de type «colissimo». Les échantillons ont été congelés des
leur réception par le laboratoire.

C) BACTERIOLOGIE

Les différents échantillons sont décongelés a température
ambiante avant chaque manipulation. Les individus compo-
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sant le prélevement P1 sont sommairement décontaminés en
surface a I’alcool a 70° avant broyage. Pour les autres préle-
vements (P2, P3, P4), la coquille est enlevée et chaque escar-
got rincé a I’alcool a 70°. 1l est ensuite repris au dixieme en
eau physiologique (poids/volume) puis broyé. Sur chaque
broyat, une série de dilutions successives de raison dix est
effectuée et 0,1 millilitre de chacune est ensemencé en
double sur gélose trypcase soja, et sur milieu de Rambach.
Les incubations sont effectuées a 30°C et a 37°C en aérobiose
pendant 24h.

D) IDENTIFICATION BACTERIENNE

Apres dénombrement, sur chaque colonie différente, des
tests culturaux et biochimiques sont réalisés : coloration de
Gram, recherche de la mobilité, recherche de cytochrome
oxydase, recherche du type respiratoire en gélose viande-foie
en tube, réduction des nitrates, étude du métabolisme du glu-
cose. Les systemes API-Bio-Mérieux, API 20E, API 20 NE,
API 50 CHE, ID 32E (Bio-Mérieux, Marcy I’Etoile, France)
sont utilisés pour compléter ces tests. L’identification au
genre et/ou a I’espece a été réalisée selon les profils proposés
par les systemes API, en accord avec les criteres d’espece ou
de genre définis par le Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology [4] et le Bergey’s Manual of systematic
Bacteriology [8].

Reéesultats

Les résultats, rapportés en nombre de colonies formant
unité (CFU) par gramme de substance analysée sont présen-
tés dans les tableaux II et III et dans la figure 1.

Ces résultats montrent que 1’escargot d’élevage Helix
aspersa héberge de fagon permanente une population bacté-
rienne aérobie a Gram négatif quel que soit 1’élevage consi-
déré. La taille et le profil de cette flore évolue au sein d’un
méme élevage, mais aussi d’un élevage a 1’autre, et ce, en
fonction de 1’dge des animaux. Cette évolution indique un
fort taux de colonisation des le transfert des naissains de la
salle d’éclosion aux parcs extérieurs a 1’age de 8/10 jours.

Nombre

Transport

Préléve- Nature Ages
ments
P1 Naissains 8 jours
P2 Escargots 3-4 mois
P3 Escargots 6-7 mois
P4 Escargots 9-10 mois

100 (1ponte) Animaux vivants envoyés a sec, dans un

pot type « pot de ponte »
Animaux vivants envoyés a sec, dans un
pot type « pot de ponte »
Animaux vivants envoyé€s a sec, dans un
pot type « pot de ponte »
Animaux vivants envoyés a sec, dans un pot

type « pot de ponte »

TABLEAU 1. — Protocole de prélevement des échantillons d’escargot dans les trois élevages.

Revue Méd. Vét., 2003, 154, 10, 605-610



ETUDE DE LA FLORE BACTERIENNE AEROBIE A GRAM NEGATIF DE LESCARGOT D’ELEVAGE (HELIX ASPERSA)

Pour I’élevage E1, ce taux (56 x 109 CFU /g) baisse en fin
d’engraissement (8 x 106 CFU/g), puis remonte en période
d’hibernation (40 x 109 CFU/g) sans toutefois atteindre les
valeurs observées chez les naissains. Pour I’élevage E2, ce
taux (28 x 106 CFU/g) augmente au cours des semaines sui-
vantes pour atteindre un pic (44 x 106 CFU/g) en milieu d’
engraissement entre 3 et 4 mois d’age. On observe ensuite un
baisse notoire des taux en fin d’engraissement (3 x 109
CFU/g) lorsque les animaux ont entre 7 et 8 mois d’age et en

x 10° CFU/g
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période d’hibernation (< 5 x 109 CFU/g). Pour I’élevage E3,
ce taux (4 x 106 CFU/g) augmente progressivement au cours
de la période d’élevage pour atteindre des valeurs plus éle-
vées en période d’hibernation (24 x 100 CFU/g), (Tableau II,
Figure 1).

La culture sur milieu de Ramback s’est révélée négative
quant a la présence des especes des genres Salmonella et
Shigella.

gfnterobacteriaceae

deromonadaceae

Il

Pseudomonadaceae

lAutres bactéries a
IGram négatif

OCET

P1=Flore naissains| P2 =Flore mi-
8-10 jours) engraissement
3-4 mois)°

IP3=Flore au [P4=Flore & mi-
ramassage hibernation
(6-7 mois) (9-10 mois)

FIGURE 1. — Evolution de la flore bactérienne a Gram négatif chez I’escargot d’élevage de la sortie en parcs a

I’hibernation au sein de trois élevages frangais.

Identification des bactéries a P1 P2 P3 P4

Gram négatif (x 10°cfu/ g) (x 10° cfu / g) (x10°cfu/g) (x 10° cfu/ g)
E1 |E2 |(E3 |E1 |E2 |E3 |E1 E2 E3 |E1 |E2 |E3

Aeromonadaceae 1 21 0,7 |NP* |40 0,6 |0 0,6 0,5 |34 0,21 10,9

Enterobacteriaceae 48 42 |3 NP (3,3 |45 |42 1,3 76 |46 |1,5 |23

Pseudomonadaceae 5 0,5 10,5 [NP |0 0 0,02 1 1 0 0

Autres bactéries a8 Gram 2 3 0 NP |1,3 2,7 |0 094 |0 0 0 0

négatif

Total flore 2 Gram négatif ** (56 28,7 (4,2 |[NP (44,6 |78 |42 |2,9 9,1 (396 (1,7 |23,9

TABLEAU II. — Composition et évolution de la flore bactérienne a Gram négatif chez I’escargot d’élevage Gros Gris de la
sortie en parcs a I’hibernation au sein de trois élevages.

* NP : prélevements non parvenus

** Moyenne sur 4 lots de 25 naissains pour P1 et sur 5 individus pour P2, P3 et P4.
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Genre et/ou espéces bactériennes Fréquence d’isolement dans les pélévements
P1 P2 P3 P4
(n*=4) (n=5) (n=5) (n=5)
El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3 El E2 E3
Aeromonadaceae
A. caviae 1/4 4/5 |1/5 2/5 | 1/5 0/5
A. hydrophila 1/4 2/5 |3/5 2/5 | 1/5 0/5 |2/5
A hydro. / caviae 4/4 1/4 |4/4 2/5 |3/5 4/5 | 1/5 1/5 4/5 |4/5
Enterobacteriaceae
Enterobacter cancerogenus Vs |15 2/5
Enterobacter cloacae 0/4 |1/4 0/5 |2/5 1/5 | 1/5 0/5
Enterobacter intermedius 3/5 1/5 175
Enterobacter sakazakii 0/4 075 175 0/5
Escherichia hermannii 0/4 0/5 | 1/5 /5 (1/5 0/5
Escherichia coli 074 | 3/4
Escherichia vulneris 0/4 |3/4 3/5 3/5 2/5 |4/5 5/5 3/5 |2/5
Citrobacter amalonaticus SI5
Citrobacter braakii 1/4 0/5 1/5 1 1/5 0; 5115
Citrobacter freundii 0/4 0/ 5 11/5 175
. 3/4 0/4 |3/4 1/5 |3/5 1/5 1/5
Citrobacter youngae
Hafhia alvei 0/4 1/5 1/5 0/5
. 2/4 1/4 3/5 |4/5 3/5 |3/5 2/5
Klebsiella oxytoca 2/5
Klebsiella ornithinolytica
. . 2/4 1/5 1/5 2/5
Klebsiella terrigena 3/4 /5 /5
Klebsiella pneumoniae 2/4 1/4 25 o5 |25 0/5
Ilgsziiee;'ltllaa‘;;c,ﬁrbata 24
Kiuyvera spp 04 |4/ 25 | 4/5 /s 0/s
Pantoeaspp 0/4 |2/4 2/5 2/5 3/5 |4/5 |3/5 4/5 |3/5
Serratia liquefaciens 1/5
Serratia marcescens 1/5 1/5 0/5
Pseudomonadaceae
Pseudomonas fluorescens a4 | 14 0/ 0/5 s | o5
Pseudomonas alcaligenes o/4 |1/4 0/5 1/5 0/5
Pseudomonas putida
Pseudomonas mendocina 24 | 24 |2/4 0/5 0/5 15 |05
Autres bactéries Gram négatif
Acinetobacter junii 0/4 /5 2/5 0/5
A. haemolitycus 2/5 /5
A lwofii 0/4 0/5 |1/5 0/5 0/5
Brevundimonas vesicularis 2/5 1/5
Chryseobacterium indologenes | 3/4 1/4 3/5 | 1/5 0/5
Flavobacterium spp 1/5 | 1/5
Moraxella spp 1/5
Oligella urethralis 1/5 .

* Shewanella putrefaciens 0/4 1/4 0/5 0/5 0/5
Sphingobaterium multivorum 0/4 4/5 0/5 0/5
Sphingomonas paucimobilis 1/4 2/5 0/5 0/5
Stenotrophomonas maltophilia 1/4 0/5 0/5 0/5

TaBLEAU III. — Profil et fréquence d’isolement des genres et/ou especes bactériennes de Gram négatif chez 1’escargot d’élevage Helix aspersa de la

sortie en parcs a 1’hibernation au sein des trois élevages E1, E2, E3.
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Discussion

L’ensemble des résultats montre que le profil bactérien
varie d’un élevage a I’autre. La flore aérobie a Gram négatif
comprend une population dominante d’Entérobactéries tellu-
riques au sein des élevages E1 et E3 (respectivement 65 % et
78 %), tandis que les Aeromonas dominent au sein de 1’éle-
vage E2 (75 %), suivi en terme d’importance par des
Entérobactéries (14 %). Les Pseudomonas et les autres bac-
téries a Gram négatif (Acinetobacter, Chryseobacterium, ...)
représentent une part infime et peu variable de I’ensemble de
la flore isolée tout au long de la période considérée au sein
des trois élevages.

La composition de cette flore bactérienne subit par ailleurs
des variations d’un individu a 1’autre, mais elle reste majori-
tairement et constamment dominée par les Aeromonas (A.
caviae, A. hydrophila) et les Entérobactéries telluriques
appartenant au genre Escherichia (E. vulneris), Klebsiella
(K. oxytoca), Pantoea, Citrobacter (C. freundii, C. braakii),
Buttiauxella (B. agrestis). Des especes appartenant au genre
Enterobacter (E. cloacae, E. intermedius) ont été davantage
isolées en fin d’engraissement et en période d’hibernation
dans les différents élevages. Escherichia coli a été isolé
uniquement chez les naissains des élevages El et E2.
Citrobacter amalonaticus était présent chez tous les naissains
de I’élevage E1. Les especes bactériennes appartenant au
genre Pseudomonas (P. mendocina, P. fluorescens) ont été
isolées de facon inconstante chez quelques juvéniles des éle-
vages E2 et E3. Parmi les autres espéces bactériennes a Gram
négatif et présents de facon sporadique, Shewanella putrefa-
ciens a été isolé uniquement dans 1’élevage E2, mais reste
inféodée aux animaux de 3-4 mois d’age.

L’étude réalisée par KODIJO et coll. (1996) [6], sur la flore
bactérienne aérobie de I’appareil génital de 1’escargot Helix
aspersa aspersa a mis en évidence la faible présence de bac-
téries a Gram positif dans les différents échantillons (< 10%
de la flore totale). Ces résultats nous ont permis de cibler
notre recherche sur les bactéries a Gram négatif, majoritaire-
ment rencontrées chez 1’escargot, et d’orienter le choix des
protocoles expérimentaux.

Les méthodes d’identification utilisées se sont inspirées
des travaux antérieurs effectués au laboratoire de microbiolo-
gie de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon [3, 5, 6, 7, 10].
Il convient de rappeler qu’a I’heure actuelle, aucune méthode
standardisée de référence ne permet d’identifier avec exacti-
tude la plupart des especes bactériennes rencontrées chez
I’escargot. Les systemes API que nous avons utilisé sont
congus pour une identification des especes habituellement
rencontrées en bactériologie médicale. Leur utilisation dans
notre étude s’est néanmoins révélée intéressante dans la
majorité des cas puisque la plupart des especes identifiées par
ce systeme ont été confirmées a I’aide des méthodes propo-
sées dans les manuels «Bergey’s manual of determinative
bacteriologie» et «Bergey’s manual of systematic bacterio-
logy». Par ailleurs, le fait que ces germes isolés aient pour la
majorité d’entre eux un habitat hydrotellurique a été un cri-
tere satisfaisant d’acceptation de 1’espece. Dans de rares cas,
il n’a pas été possible d’identifier 1’isolat au rang d’espece.
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La présente étude avait pour but de contribuer a une
meilleure connaissance de la flore bactérienne de base chez
I’escargot d’élevage. Dans ce sens, elle venait en complé-
ment des études préliminaires sur la flore bactérienne de 1’ap-
pareil génital chez cet animal. Le profil de la flore bacté-
rienne établi dans la présente étude démontre 1’existence
d’une flore endogene polymicrobienne chez I’escargot d’éle-
vage. Des variations d’effectifs de populations et de genre
bactériens existent d’un individu a I’autre au sein d’un méme
groupe d’age, mais aussi entre les différents groupes d’4age.
Ces variations s’observent aussi bien au sein d’un méme éle-
vage, que d’un élevage a I’autre. Cependant, nous pouvons,
dans le cadre de notre étude dégager les observations sui-
vantes : (1) Le profil de la flore basale semble étre polymi-
crobien et représenté majoritairement par au minimum 4
genres bactériens différents (Aeromonas, Entérobactéries,
Pseudomonas, groupe des bactéries a Gram négatif non fer-
mentants. (2) Parmi les principaux genres en présence, les
Entérobactéries et les Aeromonas représentent les popula-
tions dominantes a la fois en fréquence et en nombre d’isole-
ment sur l’ensemble des trois élevages. (3) Les
Entérobactéries représentent la population dominante dans
les élevages E1 et E3, avec un rapport de 6 pour 1 compara-
tivement aux autres groupes. Ce groupe est soumis a
d’énormes fluctuations dans le temps. La période d’hiberna-
tion lui semble la moins favorable dans I’élevage E1, et la
plus propice dans I’élevage E3 qui se situe dans la région la
plus septentrionale. A I’inverse, 1’élevage E2 présente une
population bactérienne a dominante d’Aeromonas, dans un
rapport de 9 pour 1 comparativement aux autres groupes. La
sortie en parcs et la mi-engraissement sont les périodes les
plus favorables. (4) Les Pseudomonas et autres bactéries a
Gram négatif non fermentants sont tres faiblement présents et
de fagon sporadique ; ils disparaissent au cours de la période
d’hibernation au profit des Entérobactéries et des Aeromonas
quel que soit I’élevage considéré.

L’étude sur la flore bactérienne de 1’appareil génital de
I’escargot [6] rapporte une augmentation de la population
bactérienne avec I’age des animaux, associée a une prédomi-
nance de la population des Entérobactéries et une plus faible
représentation des Aeromonas. Dans notre étude, les résultats
de I’élevage E3 semblent aboutir aux mémes conclusions.
L’élevage E3 a été par ailleurs le site des prélevements de
I’étude sur la flore bactérienne de 1’appareil génital. La
constante de ces résultats au sein du méme élevage a plu-
sieurs années d’intervalle peut se comprendre du fait de la
constance méme des techniques de production appliquées.
En effet, I’élevage E3 est un site pilote pédagogique (Lycée
Agricole) avec des pratiques standard variant peu dans le
temps. Les résultats de 1’élevage E2 semblent contraires a
ceux obtenus par KODJO et coll en 1996 [6]. En effet, les
Aeromonas y prédominent, et, a partir de 3/4 mois d’age, la
population bactérienne décroit sensiblement jusqu’a
atteindre des proportions 8 fois moindre en pleine hiberna-
tion. Cette décroissance est présente dans 1’élevage El.
Cependant, ces résultats portent a conclure avec prudence ;
les travaux de KODJO et coll [6] ne s’intéressaient qu’a 1’ap-
pareil génital, tandis que nous avons étudié la flore endogene
de I’escargot entier.
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Néanmoins, ces deux études convergent quant a la pré-
sence chez I’escargot d’élevage d’une flore endogene com-
posée de bactéries ubiquistes, aptes a coloniser les biotopes
environnementaux (eaux, sol, végétaux). Au vu des résultats
d’ensemble, les Entérobactéries dominent dans les élevages
El et E3 situés en région Est et soumis & un climat plus froid,
de type continental. Les Aeromonas sont majoritairement
présents dans 1’élevage E2 situé en région Ouest, et davan-
tage soumis a un climat de type océanique plus doux. Face a
ces bactéries ubiquistes, cet animal ectotherme semble étre
tout au plus un bio-indicateur.

Des travaux préliminaires effectués sur la mortalité estivale
chez I’escargot d’élevage [7], ont montré qu’au cours de cet
épisode, il interviendrait une nette modification de la flore
bactérienne au profit des especes bactériennes du genre
Aeromonas. Il semble qu’une modification du profil micro-
bien «normal» intervienne au cours du processus patholo-
gique sans que 1’on puisse affirmer avec certitude quelle en
est la cause. Des conclusions similaires avaient déja été rap-
portées lors des travaux de DEGEZ (1992) et de ROUS
(1993) sur la pathologie des «pontes roses» et/ou «transpa-
rentes» chez Helix aspersa.

Quoi qu’il en soit, les résultats que nous rapportons ten-
draient a confirmer I’hypotheése d’une étiologie bactérienne
dans I’une ou I'autre de ces pathologies. Cependant, il
convient de rester prudent, tant que les études restent frag-
mentaires et sans lien établies entre elles.

Conclusion

L’escargot d’élevage Gros Gris héberge de facon perma-
nente une population bactérienne dont le faciés évolue dans
le temps et I’espace. Cette population endogene essentielle-
ment composée de bactéries & Gram négatif, comprend majo-
ritairement des Aeromonas et des Entérobactéries d’origine
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hydrotellurique. L’escargot est souvent utilisé comme animal
sentinelle apte a refléter certaines caractéristiques des bio-
topes qu’il occupe. Une plus grande prise en compte des
conditions d’élevage impliquant une diversité géographique
des lieux de prélevement viendront étayer les différentes
hypotheses avancées jusque la.
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