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RESUME

Dans la plupart des pays africains, le manioc constitue une source d’énergie accessible et beaucoup
consommé frais ou sous forme de mets confectionnés. L’objectif de cette étude est de contribuer a
I’amélioration de la qualité sanitaire des aliments de grande consommation comme le manioc en Céte d’Ivoire.
Ainsi, 52 souches de Bacillus isolés a partir d’échantillons de manioc frais ont été caractérisées a 1’aide des
techniques combinées d’identification morphologiques et biochimiques. Sur la base des critéres
morphologiques et biochimiques, les souches suspectées ont été réparties en espéces de Bacillus cereus
(55,8%), Bacillus brevis (17,3%), Bacillus subtilis (13,5%), Bacillus coagulans (9,6%) et Bacillus spp (3,8%).
La prédominance de Bacillus cereus interpelle, car cette espece est souvent impliquée dans les cas de
toxiinfections alimentaires. Toutefois, les especes comme Bacillus coagulans, Bacillus subtilis et Bacillus
brevis offrent des prestations assez intéressantes: Bacillus subtilis représente un moyen de lutte biologique
contre les maladies fongiques des plantes et est utilisé comme starter dans la production de plusieurs aliments
condiments africains, Bacillus coagulans est un véritable probiotique, Bacillus brevis produit un antibiotique,
la thyrothricine qui soulage les maux de gorge.
© 2018 International Formulae Group. All rights reserved.
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Phenotypic characterization of 52 strains of Bacillus isolated from fresh
cassava roots grown in Cote d'lvoire

ABSTRACT

In most of Africa countries, cassava is an accessible source of proteins which is consumed fresh or
cooked. The aim of the current study is to contribute to the improvement the quality and safe consumption of
cassava in Cote d'lvoire. Fifty-two strains of Bacillus isolated from cassava were characterized using the
morphological and biochemical identification techniques. On the basis of morphological and biochemical
criteria, the suspected strains were classified as Bacillus cereus (55.8%), Bacillus brevis (17.3%), Bacillus
subtilis (13.5%), Bacillus coagulans (9.6%) and Bacillus sp (3.8%). This high presence of Bacillus cereus is a
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problem because this species of Bacillus is often involved in cases of foodborne diseases. However, species
such as Bacillus coagulans, Bacillus subtilis and Bacillus brevis have interesting features: Bacillus subtilis is a
means of biological control of fungal diseases of plants and is used as a starter in the production of several
African condiment foods, Bacillus coagulans is a true probiotic, Bacillus brevis produces an antibiotic,

thyrothricin which relieves the ailments of throat.

© 2018 International Formulae Group. All rights reserved.
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INTRODUCTION

Originaire d’Amérique du Sud, le
manioc (Manihot esculenta, Crantz) est une
plante tropicale appartenant a la famille des
Euphorbiacées avec plus de 300 variétés
connues. Selon la FAO (2016), la production
annuelle mondiale est estimée a prés de 228
138 068 tonnes/an dont 2,4 millions de
tonnes/an en Cote d’Ivoire. Dans ce pays, le
manioc occupe le 2°™ rang au niveau des
cultures vivriéres aprés I’igname (FAO,
2016).

Les racines de manioc sont beaucoup
consommeées dans les pays africains (Agre et
al., 2015) car elles constituent des sources
d’énergie peu colteuses. Elles sont souvent
consommeées fraiches comme a 1’Ouest de la
Cote d’Ivoire ou sous forme de mets
confectionnés & partir des racines (Burns et
al.,, 2012), dont les plus connus sont le
kokondé, le gari, I1’attiéké, D’attoukpou, le
placali et le foutou (Assanvo et al., 2006). Les
racines de manioc doux sont souvent
consommeées de préférence comme un go(ter
entre les repas, au champ, juste apres la
récolte, ou en ville, vendues par des
commercantes ambulantes comme légumes.
Dans la plupart des cas, elles sont
consommées crues aprés épluchage. La
consommation du manioc sous forme de
racines «fraiches» (cru, cuit ou roti) est
estimée a environ 30% (Pistretto, 2007).

Dans le manioc, on peut trouver des
souches de bactéries dont Bacillus. Celles-ci
constituent des hétes normaux du sol dans
lequel elles peuvent persister trés longtemps
grace a leurs spores et leur état saprophyte tres
commun de ’air. Sur le manioc, les Bacillus
disposent d’un substrat nutritif et jouent un
role important dans la dégradation tissulaire
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du manioc (Obilie et al., 2003). Cette
dégradation aboutit a la libération de
COMpOSEs cyanogenes grace aux enzymes
telles que les polygalacturonases, les pectines
estérases, les cellulases et les amylases (Obilie
et al., 2003). Les Bacillus contribuent ainsi a
la détoxication du manioc en permettant un
contact facile entre les linamarases et les
glucosides cyanogéniques. Par leur action, les
souches de Bacillus ont également la capacité
de produire des molécules d’intérét
biotechnologique, ce qui constituent I’une des
propriétés les plus prisée de ces souches
(Waites et al., 2001). Les molécules produites
peuvent étre utilisées dans le domaine de
I’agriculture notamment dans la lutte
biologique (Aboussaid et al., 2009) mais aussi
dans le domaine agro-alimentaire et médical.
La plupart des souches de Bacillus sont
inoffensives ou bénéfiques pour I’organisme.
Par exemple, Bacillus subtilis est utilisé
comme starter dans la production de plusieurs
aliments condiments africains (Amoa-awua et
al., 2006; Azokpota et al., 2006 ; 2008;
Parkouda et al., 2009). Il existe cependant
certaines especes pathogenes comme Bacillus
anthracis et Bacillus cereus qui peuvent étre a
l'origine de diverses maladies comme la
maladie du Charbon bactéridien et les Toxi-
Infections Alimentaires (Guinebretiére et al.,
2010; Hafidi et al., 2013).

Les Bacillus ont fait 1’objet de
nombreux travaux scientifiques sous divers
aspects (Stein, 2005; Azokpota et al., 2007;
Oyeleke et al., 2011;Vinoj et al., 2013;
Yobouet et al., 2016). En Cote d’Ivoire, les
études effectuées sur les Bacillus du manioc
ont été réalisées en général sur le manioc
fermenté et certains de ses produits dérivés
comme D’attiéké (Assanvo et al., 2006; Coulin
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et al., 2006; Kouamé et al., 2012; Kacou et al.,
2017). Peu de travaux scientifiques se sont
intéressés aux souches du manioc frais et a
leur impact sur la santé des consommateurs.

Cette étude se propose de contribuer a
I’amélioration de la qualité sanitaire des
aliments de grande consommation comme le
manioc en Cote d’Ivoire. Dans cette optique,
les caractéristiques morphologiques et
biochimiques des souches de Bacillus isolées
a partir de racines fraiches de manioc ont été
identifiées en vue d’une évaluation de leur
impact sur la santé des populations
consommatrices.

MATERIEL ET METHODES
Souches étudiées

Un total de 52 souches de Bacillus
préalablement isolées a partir de racines
fraiches de manioc et conservées a -80 °C
dans du glycérol dans une banque de souches
bactériennes, ont servi dans le cadre de cette
étude.

Ces souches ont été chauffées dans du
bouillon viande-foie a 80 °C pendant 15
minutes pour obtenir des souches pures aptes
a toute sorte de test d’identification. Apres
cette purification et revivification des souches,
elles sont repiquées sur les géloses Trypticase
de soja (TCS), gélose Mossel et gélose au
sang par stries d’épuisement, puis incubées a
I’étuve a 37 °C pendant 24 heures, sauf celles
repiquées sur le milieu Mossel qui ont été
incubées a 30 °C pendant 48 heures. Une
observation des colonies a été faite aprés le
temps d’incubation.

Caractérisation morphologique des souches

L’identification  morphologique a
d’abord consisté en un examen macroscopique
par I’observation directe a ’ceil nu de ’aspect
des colonies obtenues sur le milieu TCS, la
gélose Mossel et la gélose au sang aprés
incubation. La gélose Mossel a servi pour
I’isolement de Bacillus cereus. La gélose au
sang a été utilisée pour mettre en évidence le
caractere de 1’hémolyse des Bacillus. Ensuite,
un examen microscopique des colonies a I’état
frais et une coloration de Gram ont été
réalisés.
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Caractérisation biochimique des souches

Pour la caractérisation biochimique,
plusieurs tests ont été réalisés. Il s’agissait des
tests de la catalase, de I’oxydase et du type
respiratoire.

Le test de la catalase a consisté a
mettre en suspension une colonie de culture
bactérienne dans une goutte d’eau oxygénée a
3%. Un résultat positif visible a I’ceil nu est un
dégagement d’oxygéne qui se traduira par une
effervescence, 1’absence d’effervescence est
un résultat négatif.

Le test de I’oxydase a consisté a mettre
sur une lame de verre bien nettoyée, un disque
pré-impregné d’un réactif incolore (la NN-
diméthyl-paraphényléne diamine). Avec une
pipette Pasteur, on a prélevé une colonie sur
un milieu solide qui a été deposée doucement
sur le disque. Une réaction positive se traduit
par I’apparition d’une coloration rose violacé.

Le test du type respiratoire a consisté
préalablement en une régénération du milieu
viande foie (VF) par un chauffage durant 30
minutes au bain-marie bouillon.
L’ensemencement a été réalisé a l'aide d'une
pipette Pasteur plongée au fond du tube, puis
remontée en décrivant une spire, de fagon a
ensemencer uniformément le milieu sur toute
la hauteur. Aprés refroidissement, le milieu
est mis en incubation a 37 °C pendant 24 a 48
heures.

Aussi, cette identification biochimique
a été menée par une galerie classique, qui a
regroupé les tests du glucose et du lactose, du
citrate, du mannitol-mobilité-nitrate et du test
de I'urée-indole.

Le test du glucose et du lactose a
consisté & ensemencer une colonie dans le
milieu Kliger-Hajna en réalisant une piqure
centrale dans le culot et des stries serrées sur
la pente. Les tubes ont été légérement fermés.
L’incubation a été réalisée a 37 °C pendant 24
heures.

Le test du citrate a consisté a
ensemencer une colonie bactérienne sur la
pente du milieu par stries longitudinales. Les
tubes sont légérement fermés. L’incubation se
fait & 37 °C pendant 24 heures. Pour le test du
mannitol-mobilité-nitrate, une colonie de la
souche a été ensemencée par piqure centrale
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dans le tube de mannitol-mobilité-nitrate et
incubée a 37 °C pendant 24 heures.

Analyses statistiques

L’ensemble des résultats a été compilé
dans une base de données Excel (Office
2013). Les proportions relatives des Bacillus
caractérisés ont été déterminées par une
analyse statistique descriptive.

RESULTATS
Caractéristiques
souches étudiées

Sur le milieu TCS, les boites de Pétri
ont révélé trois (3) types de colonies (Figure
1).

morphologiques  des

Au total, 24/52 souches ont présenté
des colonies moyennes irréguliéres a surface
seche, de couleur blanchatre (Figure 1A),
14/52 souches ont des colonies moyennes
réguliéres blanchatres bombées & surface
gélatineuse (Figure 1 B), 14/52 souches ont
présenté des colonies moyennes rondes,
planes, a contour circulaires, régulieres, a
surface séche, de couleur blanchétre (Figure
1C).

Sur le milieu Mossel, 29/52 souches
sont apparues sous forme de moyennes
colonies rosées irrégulieres a surface seche ou
parfois crémeuse, 7 souches ont présenté de
moyennes colonies jaunatres irrégulieres a
surface seche ou parfois crémeuse. Seize (16)
des souches avaient des moyennes colonies
incolores irréguliéres & surface seche ou
parfois crémeuse (Figure 2).

Sur la gélose au sang, toutes les
souches ont présenté une hémolyse positive
(Figure 3).

Aussi, I’examen a D’état frais et de la
coloration de Gram, ont permis de révéler que
toutes les souches se présentaient sous forme
de batonnets droits & extrémités arrondies, de
taille variable a Gram positif, mobiles avec
d’une part, des spores ovales centrales ou sub-
terminales non déformantes et d’autre part,
des spores terminales déformantes. Ces
bacilles  étaient  soit  regroupées en
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diplobacilles, soit regroupées en chainettes,
soit isolées.

L’ensemble des caracteres
phénotypiques comprenant la morphologie
des colonies, la forme, le Gram et la mobilité
des souches (Tableau 1), la production des
spores révele donc les traits caractéristiques
des Bacillus. Les résultats sont conformes aux
caractéristiques générales des souches du
genre Bacillus appartenant au groupe |
(groupe de Bacillus cereus) et du groupe 1l
(groupe de Bacillus subtilis).

Caractéristiques biochimiques des souches
étudiées

Les différents résultats des tests
biochimiques (Tableau 1) ont montré que
toutes les souches analysées sont positives au
test de la catalase. Certaines ont enregistré une
oxydase positive, tandis que d’autres étaient
négatives. En ce qui concerne le test du type
respiratoire, certains tubes ont présenté des
cultures dans la zone superficielle, ce qui
définit des souches aérobies stricts et d’autres
tubes sur toute la hauteur du tube, définissant
des souches aéroanaérobies facultatifs. Ces
résultats  sont conformes avec les
caractéristiques des Bacillus.

Pour pousser I’identification, des tests
biochimiques définissant une galerie classique
ont été réalisés pour identifier les différentes
souches de Bacillus. Ces tests d’identification
des Bacillus selon Barrow et Feltham (1993)
ont été confrontés avec les résultats obtenus
dans les tests précédemment effectués et cela
a permis de mettre en évidence la présence de
Bacillus cereus, Bacillus brevis, Bacillus
coagulans et Bacillus subtilis, présents dans le
manioc.

Sur les 52 souches étudiées, on a
enregistré une population prédominante de
Bacillus cereus avec 29 souches soit 55,8%, 9
souches de Bacillus brevis soit 17,3%, 7
souches de Bacillus subtilis soit 13,5%, 5
souches de Bacillus coagulans soit 9,6% et 2
souches de Bacillus sp. soit 3,8% (Figure 4).
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Figure 1: Photographies présentant ’aspect morphologique des colonies obtenues sur TCS apres
incubation de 24 h. A: colonie typel, B: colonie type 2, C:colonie type 3 (CI. Abé, 2016).

Figure 2: Photographies présentant 1’aspect morphologique des colonies obtenues sur Mossel aprés
incubation. A : colonie type 1, B : colonie type 2, C: colonie type 3 (Cl: Abé, 2016).

Figure 3: Photographie présentant I’aspect des colonies obtenues sur la gélose au sang apres
incubation (CI. Abé, 2016).
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Tableau 1: Pourcentage de résultats (%) des caractéres étudiés de la galerie type Bacillus.

Caracteres recherchés Positif (%)  Négatif (%) variable (%0) Non déterminé
Utilisation du lactose 0 96% (50) 0 4% (2)
Fermentation du glucose 79% (41) 0 17% (9) 4% (2)
Production d’H,S 0 96% (50) 4% (2)
Production de gaz 0 96% (50) 4% (2)
Citrate perméase 69% (36) 0 27% (14) 4% (2)
Lécithinase 56% (29) 40% (21) 0 4% (2)
Fermentation du mannitol 13% (7) 56% (29) 27%(14) 4% (2)
Nitrate réductase 69% (36) 0 27% (14) 4% (2)
Mobilité 96% (50) 0 0 4% (2)
Uréase 13% (7) 83% (43) 0 4% (2)
Tryptophanase 0 96% (50) 0 4% (2)
Coloration de Gram 100% (52) 0%
Mobilité 100% (52) 0%
Test de la catalase 96% (50) 0 4% (2)
Test de I’oxydase 13% (7) 23% (12) 60% (31) 4%(2)
Cro!ssar.]ce en milieu 0 13% (7) 87% (45) 0%
anaérobie
N=52 souches de Bacillus
Bacillus Bacillus sp.
coagulans 4%
10% » .
Bacillus subtilis
13% \
|
LT T T T T TTTT .‘
- ]
\ f Bacillus cereus
' 56%
3
*
L 4
Bacillus brevis " :
17% o

Figure 4: Frégquences relatives des espéces identifiées a partir de 52 souches de Bacillus isolées a
partir de racines de manioc en Cote d’Ivoire.
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DISCUSSION

Les différentes especes de Bacillus
identifiées dans cette étude sont similaires aux
travaux de Assanvo et al., 2006 et Coulin et
al.,, 2006 . Le manioc est donc un milieu
propice pour la croissance des Bacillus a
cause du substrat nutritif qui s’y trouve
(Obilie et al., 2003; Assanvo et al., 2006).

Une forte présence de Bacillus cereus
dans le manioc est une situation & considérer
lorsqu’on sait que ces microorganismes
peuvent poser un probléme de santé. En effet,
ils sont fortement impliqués dans les cas de
toxiinfections alimentaires. Notons toutefois
que des cas d’intoxication par les bacilles du
groupe cereus sont souvent non déclarés, mal
diagnostiqués donc sous-évalués en Afrique et
autres pays en développement (Kotiranta et
al., 2000). Par contre selon Merzougui et al.
(2014), beaucoup de cas d’intoxications
alimentaires par Bacillus cereus ont été
signalés ailleurs dans le monde. Cette bactérie
a été la deuxieme cause des toxi-infections
alimentaires en France en 2012 (InVS, 2012).
Sa prévalence dans les aliments & base de
végétaux est conférée par les spores
(Guinebretiere et al., 2002).

En Céte d’Ivoire, jusqu’en 2010, aucun
cas d’intoxication associé¢ au groupe B. cereus
n’a été déclaré (MSLS, 2010). Cependant,
Kouame et al. (2012) ont isolé des spores de
B. cereus dans l’attiéké commercial produit
dans le Sud de la Cote d’Ivoire. Cette
présence devrait interpeller lorsque nous
savons que le manioc est I’un des aliments les
plus prisés en Cote d’Ivoire et qu’il est
consommé frais dans certaines régions du
pays notamment a 1’Ouest.

En plus du probleme de santé que B
cereus pourrait poser, cette bactérie peut
altérer les caractéristiques organoleptiques des
produits alimentaires par la production de
lipases et de protéases. Ainsi, si I’on devait
commercialiser des produits dérivés du
manioc, ce probléme devra étre pris en
compte pour offrir aux consommateurs des
produits de qualité, exempt de toutes
impuretés qui pourraient mettre en doute la
crédibilité sanitaire et organoleptique du
produit.
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Bacillus brevis, représente environ
18% des souches identifiées. Cette espece
peut étre trouvée dans le sol, I’air, la
poussiere, le lait et le fromage et produit un

antibiotique  appelé  tyrothricine. La
tyrothricine est un mélange polypeptidique-
antibiotique  cyclique. Il sagit d'un

antibiotique localement efficace contre les
bactéries gram-positives comme
Staphylococcus, Clostridium, Listeria. Il est
parfois combiné avec la benzocaine pour
soulager les maux de gorge.

Bacillus subtilis représenté en minorité
dans la matrice alimentaire étudiée, constitue
un agent de lutte biologique potentiel contre
les maladies fongiques des plantes grace a la
sécrétion extracellulaire d'un certain nombre
d'antibiotiques, de lipopeptides microbiens
(Deravel et al., 2014) et denzymes
hydrolytiques tels que les chitinases et les
protéases. Les champignons phytopathogénes
et les oomycétes présentent un impact négatif
sur la sécurité alimentaire.

Le contrdle des maladies des plantes
par un contrble biologique en utilisant les
ennemis naturels de ces ravageurs, tels que les
rhizobactéries comme les Bacillus serait
I’idéal De plus, B. subtilis colonise
efficacement la rhizosphére, ce qui lui confere
des avantages en tant que biopesticide
potentiel et biofertilisant. Par conséquent, ce
microorganisme peut favoriser la croissance
des plantes en augmentant la disponibilité de
I'azote et du phosphore dans les sols agricoles
(Rekha et al., 2018). Cela peut contribuer a
augmenter les rendements des cultures de

maniére  durable tout en  éliminant
progressivement l'utilisation de pesticides
chimiques.

Bacillus coagulans est une souche
probiotique puissante qui est prescrite en
thérapeutique aux patients ayant besoin d'un
soutien immunitaire aigu (Hun, 2009). Ce
probiotique est extrémement robuste et peut
facilement survivre a l'acide gastrique pour
coloniser I'ensemble du tractus gastro-
intestinal.
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Conclusion

Dans le but de connaitre 1’importance
relative des Bacillus dans le manioc, une
étude morphologique et biochimique a partir
de 52 souches de Bacillus isolés du manioc
frais a permis de mettre en évidence des
espéces de Bacillus comme Bacillus cereus,
Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Bacillus
coagulans et Bacillus sp. La prédominance de
Bacillus cereus sur ou dans les racines
fraiches de manioc consommeées crues apres
récolte constitue une source de danger
potentiel pour la santé des consommateurs
réguliers des racines de manioc cru,
notamment en raison de son implication dans
de nombreux cas de TIA.
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