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Résumé

Dans le cadre de préoccupations relevant de la microbiologie appliquée, cette étude s’inscrit
dans une dynamique de recherche de bio-alternatives efficaces aux antibiotiques
classiques, a travers la synthése verte de nanoparticules métalliques. L’objectif principal
est de proposer de nouvelles voies de biosynthése écologique des nanoparticules de zinc
(ZnO-NPs), notamment les ZnO-NPs (MOR) issues de Moringa oleifera et les ZnO-NPs
(Bact) dérivées de cultures bactériennes. Ces formulations ont été évaluées pour leur activité
antimicrobienne in vitro contre cing souches de référence (ATCC), incluant deux bactéries a
Gram positif (Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Listeria monocytogenes ATCC 7644)
et trois a Gram négatif (Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Parallélement, 1’efficacité de ces nanoparticules, ainsi que celle des AgNPs issues de
Posidonia oceanica (feuilles vertes POV et feuilles déposées POD), a été évaluée in vivo
chez le tilapia (Oreochromis sp.), en tant que compléments alimentaires antibactériens et
immunostimulants, a travers un suivi microbiologique de la chair et de I’eau d’¢levage.

La biosynthése bactérienne des ZnO-NPs (Bact) a montré un rendement exceptionnel de

88 %, surpassant les ZnO-NPs (MOR) (38,6 %) ainsi que les AgNPs (POV : 78,66 % ;
POD : 76,66 %). Ces résultats traduisent la robustesse et la viabilité de la voie bactérienne.

Sur le plan in vitro, les tests d’antibiogramme ont révélé des zones d’inhibition (ZOI)
notables : [ZnO-NPs (Bact) : S. aureus (30 mm), L. monocytogenes (21 mm), E. coli (12
mm), K. pneumoniae (14 mm), P. aeruginosa (12 mm) ; CMI = 0,0625 mg/mL pour toutes
les souches testées, avec effet homogene] ; [ZnO-NPs (MOR) : ZOl entre 3,33 £ 5,77 mm et
10,33 £+ 10 mm,CMI = 0,0625 mg/mL pour L. monocytogenes et K. pneumoniae,
CMI = 0,5 mg/mL pour S. aureus] ; [AgNPs (POD) : P. aeruginosa (22 + 2,82 mm), K.
pneumoniae (20,5 + 6,36 mm), L. monocytogenes (20 mm),CMI uniforme = 0,0625 mg/mL,
malgré une réponse hétérogene selon les souches] et [AgNPs (POV) : ZOl de S. aureus (11 £
1,41 mm) a P. aeruginosa (20,5 + 0,70 mm),CMI = 0,0625 mg/mL pour I’ensemble des
souches, mais avec une activité plus sélective, notamment sur les Gram—]. De maniére
générale, les bactéries Gram— (comme K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli) se sont
révélées plus sensibles que les Gram+, ce qui corrobore les observations précédentes.

Sur le plan in vivo, I’administration de ces nanoparticules comme compléments alimentaires a
permis : Une réduction significative des germes mésophiles aérobies totaux (FMAT),Une
diminution des coliformes totaux et fécaux (CT et CF) dans les tissus et ’eau, L’absence
totale de Salmonella et de Staphylococcus aureus a coagulase positive, confirmée par les
tests biochimiques (Chapman, catalase, coagulase, APl 20E), Une meilleure survie des
poissons traités (taux de mortalite < 10 % sur 30 jours), Avec une conformité
microbiologique assurée uniquement avec ZnO-NPs (MOR), démontrant sa pertinence
pour I’aquaculture durable.

A Pissue de cette étude, un livret vétérinaire en microbiologie clinique et santé animale a
été élaboré, synthétisant les données biologiques et sanitaires issues de nos quatre
formulations nanoparticulaires, en vue d’une valorisation thérapeutique intégrée dans les
systémes d’aquaculture innovants.

Mots-clés : Moringa oleifera, ZnO-NPs (Bact), ZnO-NPs (MOR), AgNPs (POV/POD),
antibiogramme, zones d’inhibition, CMI, CMB, securité alimentaire, Oreochromis sp.,
biotechnologie bleue.



Summary

In the context of applied microbiology, this study is part of a broader effort to develop effective bio-
alternatives to conventional antibiotics through the green synthesis of metal-based nanoparticles. The
main objective is to propose novel eco-friendly biosynthesis routes for zinc oxide nanoparticles (ZnO-
NPs), particularly ZnO-NPs (MOR) derived from Moringa oleifera and ZnO-NPs (Bact) obtained
from bacterial cultures. These formulations were assessed for their in vitro antimicrobial activity
against five standard ATCC strains, including two Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus
ATCC 29213 and Listeria monocytogenes ATCC 7644) and three Gram-negative strains (Escherichia
coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, and Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).
In parallel, the in vivo efficacy of these nanoparticles, along with silver nanoparticles (AgNPs)
synthesized from Posidonia oceanica (green leaves : POV; deposited leaves: POD), was evaluated in
tilapia (Oreochromis sp.) as antibacterial and immunostimulant dietary supplements, through
microbiological monitoring of fish flesh and rearing water.

Biosynthesis yield of ZnO-NPs (Bact) reached an outstanding 88 %, outperforming ZnO-NPs (MOR)
(38.6 %) and both AgNPs (POV: 78.66 %, POD: 76.66 %o), highlighting the efficiency and viability
of the bacterial pathway.

In vitro, the antibiogram tests showed the following zones of inhibition (ZOI) and minimum
inhibitory concentrations (MICs):[ZnO-NPs (Bact): S. aureus (30 mm), L. monocytogenes (21
mm), E. coli (12 mm), K. pneumoniae (14 mm), P. aeruginosa (12 mm); MIC = 0.0625 mg/mL
across all strains, with uniform efficacy] ; [ZnO-NPs (MOR) : ZOlI ranged from 3.33 £ 5.77 mm to
10.33 = 10 mm; MIC = 0.0625 mg/mL for L. monocytogenes and K. pneumoniae, 0.5 mg/mL for S.
aureus].

AgNPs (POD) : P. aeruginosa (22 + 2.82 mm), K. pneumoniae (20.5 = 6.36 mm), L. monocytogenes
(20 mm) ; consistent MIC = 0.0625 mg/mL, despite heterogeneous responses and AgNPs (POV) :
ZOl from S. aureus (11 £ 1.41 mm) to P. aeruginosa (20.5 + 0.70 mm); MIC = 0.0625 mg/mL for all
tested strains, with more selective activity, particularly against Gram-negative bacteria].
Overall, Gram-negative bacteria (K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli) appeared more sensitive
than Gram-positive ones, supporting previous observations.

In vivo, dietary administration of these nanoparticles resulted in : A significant reduction in total
mesophilic aerobic bacteria (TMAB) ; A marked decrease in total and fecal coliforms in both
tissue and water samples; Complete absence of Salmonella and coagulase-positive S. aureus,
confirmed by biochemical tests (Chapman, catalase, coagulase, APl 20E); Improved fish survival
rates (mortality < 10% over 30 days); Full microbiological compliance only observed with ZnO-
NPs (MOR), highlighting its relevance for sustainable aquaculture.

At the conclusion of this study, a veterinary handbook in clinical microbiology and animal health
was developed, summarizing the biological and sanitary outcomes of the four nanoparticle
formulations, aiming for integrated therapeutic use in innovative aquaculture systems.

Keywords: Moringa oleifera, ZnO-NPs (Bact), ZnO-NPs (MOR), AgNPs (POV/POD), antibiogram,
inhibition zones, MIC, MBC, food safety, Oreochromis sp., blue biotechnology.
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Introduction :

En raison de I’utilisation croissante et parfois inappropriée des antibiotiques, de
nombreuses souches bactériennes ont atteint un niveau alarmant de résistance. La résistance
aux antibiotiques est la principale cause des infections nosocomiales et elle constitue
actuellement un probleme de santé publique grave, qui entraine une prolongation des
hospitalisations, une augmentation des dépenses médicales et surtout une augmentation de la

morbidité et de la mortalité dans le monde (Samuel et al., 2010 ; Liu et al., 2015).

L’aquaculture représente I’'un des secteurs agro-industriels les plus en pleine
expansion. Au cours de la derniére décennie, elle a largement contribué au développement
économique mondial, en réponse a une demande croissante en protéines animales destinées a
la consommation humaine, ainsi qu’a I’approvisionnement continu en matiéres premieres

pour les industries agroalimentaire et pharmaceutique (FAO, 2022).

Le tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) constitue une espéce d’eau douce
d’importance majeure dans les zones tropicales et subtropicales, reconnue pour son taux de
croissance élevé et sa bonne acceptabilité par les consommateurs (Ibrahim et al., 2021 ;
Ibrahim et al., 2019a).

Cependant, les pratiques intensives de 1’aquaculture, devenues indispensables pour
satisfaire la demande alimentaire mondiale croissante, ont favorisé 1’émergence de diverses

pathologies (Araujo et al., 2022).

La principale cause des pertes massives enregistrées chaque année dans ’industrie
aquacole, estimées a plusieurs milliards de dollars, est liée aux infections bactériennes
(Abdelrahman et al., 2023). Les maladies bactériennes représentent aujourd’hui le

principal obstacle au développement durable de I’aquaculture (Rajme-Manzur et al., 2021).

Le Tilapia est particulierement vulnérable a plusieurs pathologies bactériennes,
notamment dans les environnements stressants liés a 1’élevage intensif (Medina et al., 2020 ;
Mugwanya et al., 2021). Parmi les agents pathogénes les plus fréquemment rencontrés dans
les fermes piscicoles figurent les aéromonades mobiles (Haenen et al., 2023). En effet, en
raison de la présence d’especes du genre Aeromonas, les élevages de Oreochromis niloticus

subissent des pertes économiques importantes et une mortalité élevee (Raj et al., 2019).

Au sein de ce genre, Aeromonas veronii est une espece particulierement

préoccupante, responsable d’une mortalité significative chez de nombreuses espéces de
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poissons, y compris O. niloticus (Smyrli et al., 2022). A. veronii est un pathogéne a Gram
négatif, dont la virulence a été démontrée aussi bien chez ’homme que chez le poisson, avec

des conséquences économiques graves pour 1’industrie piscicole (Sun et al., 2016).

Cette bactérie est associée a plusieurs affections telles que le syndrome ulcératif
épizootique (EUS), la septicéemie & Aeromonas mobile, la septicémie hémorragique et
d'autres maladies infectieuses graves (Abdel Rahman et al., 2022). Chez O. niloticus
infectés par A. veronii, des signes cliniques tels que des troubles oculaires, une exophtalmie
bilatérale, une septicémie hémorragique et des ulcérations cutanées ont eté fréquemment

observés (Bispo dos Santos et al., 2023).

La recherche de solutions écologiques et efficaces pour traiter les infections
bactériennes constitue une nécessité absolue afin de réduire 1’utilisation des antibiotiques en
aquaculture (Abdel Rahman et al., 2023a, b ; Ibrahim et al., 2024). De nombreuses
fonctions biologiques telles que les activités antioxydantes, anti-inflammatoires et surtout
antibactériennes ont été mises en évidence dans les plantes médicinales (Ahmed et al.,
2022 ; Ibrahim et al., 2019b).

L'activité antimicrobienne des plantes médicinales représente une piste innovante
face aux risques croissants liés a la résistance aux antibiotiques. Ainsi, 1’identification et
I’isolement de nouveaux composés bioactifs issus de ces plantes, encore largement sous-

explorées, s’averent d’une urgence capitale.

La grande diversité chimique de ces substances végétales témoigne de leur
potentiel thérapeutique, tant comme agents antimicrobiens directs que comme

modulateurs de la résistance antimicrobienne (Odongo et al., 2023 ; Vaou et al., 2021).

La nanotechnologie est un domaine multidisciplinaire qui se consacre a la création,
au développement et a I’utilisation de matériaux a I’échelle nanométrique (entre 1 et 100
nm) (Ibrahim et al., 2022). Le secteur de 1’aquaculture bénéficie considérablement des
avancées nanotechnologiques, notamment dans la purification de I’eau, la gestion des
maladies aquatiques, la distribution ciblée de vaccins ainsi que I’amélioration de
I’utilisation des aliments (Abdel Rahman et al., 2022a ; Ibrahim et al., 2021 ; Mahboub
et al., 2022).
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En tant qu’alternative aux traitements antimicrobiens conventionnels, les
nanoparticules métalliques (NPs) ont démontré une efficacité antimicrobienne
remarquable (Ibrahim et al., 2022 ; Abdel Rahman et al., 2023).

L’utilisation excessive des antibiotiques en aquaculture a engendré de nombreux
défis, notamment 1’émergence de la résistance aux antimicrobiens (RAM), la
contamination de I’environnement et des effets néfastes sur la santé des poissons (Abdel-
Tawwab et al., 2021). En réponse a ces préoccupations, les plantes médicinales sont
apparues comme des alternatives écologiques prometteuses pour la gestion des épidémies
infectieuses, en raison de leurs propriétés antimicrobiennes a large spectre, de leurs effets
immunomodulateurs et de leur richesse en phytocomposés bioactifs (Abdelkhalek et al.,
2020).

Ces plantes offrent une solution durable pour lutter contre les infections
bactériennes et fongiques en aquaculture, réduisant ainsi le recours aux antibiotiques de
synthese. Leur activité antimicrobienne repose sur divers mécanismes d’action, notamment
la désintégration des parois et des membranes cellulaires bactériennes par des composes
bioactifs tels que les tanins, les alcaloides et les saponines, conduisant a la lyse cellulaire
(Abdelkhalek et al., 2020).

Les produits d’origine végétale suscitent récemment un intérét croissant dans de
nombreuses applications, notamment dans la production alimentaire, les produits de santé
et les procédés de bioremédiation, en raison de leur durabilité, de leur faible colt et de
leurs effets secondaires moindres sur la santé humaine (Devkota et al., 2021 ; Nunes et
al., 2020).

Parmi ces produits, les nanoparticules (NPs) synthétisées a partir de plantes
occupent une place de plus en plus importante par rapport a leurs homologues issues de la

synthése chimique, grace a leur empreinte environnementale réduite (Srikar et al., 2016).

De nombreuses études rapportent 1’utilisation d’extraits de plantes pour la synthese
de nanoparticules d’argent (AgNPs) présentant une activité antimicrobienne significative.
Parmi ces plantes figurent les extraits foliaires de Acalypha indica (Krishnaraj et al., 2010),
Solidago altissima (Kumar et al., 2016), Xanthium strumarium L. (Mittal et al., 2017),
Murraya koenigii (feuille de curry) (Christensen et al., 2011), Ocimum sanctum (feuille de
Tulsi) (Ahmad N et al., 2010 ; Malapermal et al., 2017), les extraits de graines de Acacia
farnesiana (Yallappa et al., 2013), de Macrotyloma uniflorum (Vidhu et al., 2011),

3



Introduction Générale

les extraits racinaires de Trianthema decandra (Geethalakshmi et Sarada 2012), les extraits
de tiges de Ocimum sanctum (Ahmad et al., 2010), ainsi que les extraits de fruits de Musa
paradisiaca (peaux de banane) (Bankar et al., 2010) et de Carica papaya (Jain et al., 2009).

Moringa oleifera est I’une des plantes les plus largement exploitées pour la synthése
verte d’une grande variété de nanoparticules, notamment celles a base d’argent (AgNPs),
or (AuNPs), bismuth (BiNPs), fer (FeNPs), oxyde de zinc (ZnO NPs), oxyde de
magnesium (MgO NPs), oxyde de nickel (NiO NPs), oxyde de cuivre (CuO NPs), ainsi
que le nanométal rare, I’oxyde de cérium (CeO NPs) (Bindhu et al., 2020 ; Mittal J et al.,
2017).

M. oleifera est une espéce bien connue du genre Moringa, reconnue pour sa
croissance rapide et sa capacité d’adaptation a des conditions environnementales
extrémes (Rivas-San Vicente & Plasencia, 2011 ; Rivas et al., 2013). L’arbre Moringa
oleifera pousse naturellement dans une large gamme de pays asiatiques et africains,
notamment en Inde, Sri Lanka, Pakistan, Bangladesh, Afghanistan, Madagascar et dans
la péninsule arabique (Anwar F et al., 2007). M. oleifera était déja utilisée par les anciens
Egyptiens dans des produits cosmétiques et pour le traitement de la peau. Elle était

également connue et exploitée par les Romains et les Grecs (Leone A et al., 2015).

Actuellement, différentes parties de cette plante sont largement utilisées dans de
nombreux domaines : environnement, industrie, compléments alimentaires, et
applications médicales (Paikra BK et al., 2017 ; Bankar A et al., 2010). Par exemple, la
poudre de graines est utilisée dans les procédés dits de coagulation-floculation pour la
purification de l'eau potable, en éliminant des contaminants environnementaux tels que les
pesticides, colorants et produits pharmaceutiques (Jain D et al., 2009 ; Siddhuraju P &
Becker K 2003).

En outre, diverses parties de la plante, notamment les graines, fleurs et feuilles, sont
d’excellentes sources nutritionnelles de protéines, lipides, vitamines, béta-carotene,
minéraux et autres nutriments, ce qui en fait un ingrédient recherché dans la technologie
alimentaire (Geethalakshmi R & Sarada D, 2012 ; Fahey, 2005 ; Makkar H & Becker
K, 1997).
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Les feuilles, au-dela de leur valeur nutritionnelle, contiennent une large diversité de
métabolites secondaires aux activités antimicrobiennes, antioxydantes, stimulantes de la
croissance et immunostimulantes. Ces propriétés font de la plante une alternative naturelle
prometteuse pour I’alimentation animale, notamment en aviculture et élevage biologique,
dans le cadre de la production de viande et d’ceufs biologiques, dont la demande publigue a

fortement augmenté ces derniéres années (Rahman et al., 2009).

Les feuilles, en particulier, sont reconnues pour leurs propriétés curatives
naturelles et sont largement consommeées sous différentes formes (Kumari P et al.,2006 ;
Makkar H & Becker K, 1977). Les recherches menées jusqu’a présent ont montré que les
extraits de feuilles possedent une forte activité antioxydante naturelle ainsi qu’une certaine
activité antibactérienne contre les bactéries Gram-positives et Gram-négatives
(Siddhuraju P & Becker K, 2003 ; Rahman et al., 2009).

L'oxyde de zinc (ZnO) est un semi-conducteur important de type n, possedant une
large bande interdite (3.37 eV) (Jiang et al., 2018 ; Rad et al., 2019) et des propriétés tres
specifiques, telles qu'une énergie d'excitation élevée (Umamaheswari et al., 2018), une
meilleure transparence et une grande mobilité électronique (Colak et al., 2017).

Le zinc (Zn) est essentiel aux processus physiologiques et aux performances globales
des poissons. La plupart des métallo-enzymes, impliquées dans le métabolisme des protéines,
des acides nucléiques et de I'énergie, contiennent du zinc (Dawood et al., 2021). Les
nanoparticules d'oxyde de zinc (ZnONP), issues d'études antérieures, ont démontré leurs
effets bénéfiques sur la croissance des poissons, la biochimie sanguine, I'immunité et les
enzymes antioxydantes (Kumar et al., 2023). En raison de leurs propriétés antibactériennes
distinctes, les ZnONPs peuvent étre utilisés beaucoup plus largement que le ZnO en vrac
(Mohd Yusof et al., 2019). In vitro, les ZnO-NPs ont inhibé la croissance de diverses

bactéries (Gram-positives et Gram-négatives) (Alotaibi et al., 2022).

Plusieurs méthodes chimiques de production des NPs de ZnO ont été rapportées dans
la littérature, telle que la technique sol-gel (Al Abdullah et al., 2017), la coprécipitation (Devi
et Velu, 2016) et I'nydrothermie (Bharti et Bharati, 2016). Mais ces techniques sont en
géneral colteuses et necessitent des produits chimiques toxiques parfois nocifs pour

I’environnement et les organismes vivants (Gour et Jain, 2019).
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Pour cette raison, les recherches se sont concentrées pour développer des voies
biologiques simples, rentables, biocompatibles et respectueuses de I'environnement en
exploitant les ressources naturelles, principalement les extraits de plantes pour minimiser

I'utilisation des réactifs toxiques (Rajan et al., 2015 ; Lee et al., 2020).

Dans ce contexte, il est essentiel de concevoir des stratégies innovantes capables de surmonter
la résistance bactérienne et d'éradiquer ou de prévenir les infections du cheptel aquatique

associées aux ces derniéres.

Nous inscrivons dans des préoccupations Microbiologiques, il nous a semblé pertinent de
proposer des nouvelles voies de synthese biologique des NPs métalliques de ZnO-NPs
(MOR) en utilisant I’extrait aqueux de M. olifera et ZnO-NPs (Bact) d’évaluer leur activité
antimicrobienne vis-a-vis cing (05) souches ATCC ( deux (02) Gram- « Staphylococcus
aureus (ATTC 29213); Listeria monocytogenes (ATCC 7644) » et trois (03) Gram-
« Escherichia coli (ATCC 8739) ; Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) et Pseudomonas
aeruginosa (ATTC 9027) »), ainsi que I’efficacité de nos Formulations ZnO-NPs (MOR) et
AgNPs (POV et POD) vis-a-vis le contrdle de qualité alimentaire d’Oreochromis sp (tissus et

eau).

La premiere partie de ce manuscrit regroupera une introduction générale dédiée au monde
nanométrique, comportera une présentation du matériel végétal et bactérien utilisé. Les
caractéristiques des modeles biologiques Oreochromis sp et la nano-bioencapsulation avec
les protocoles expérimentaux (in vitro et in vivo) mis en place régis par la réglementation
Algeérienne sur le profil microbiologique nutritionnel chez ’espéce et I’eau d’élevage seront

regroupées dans le chapitre Matériel et Méthodes.

La deuxiéme partic comportera. Les chapitres “Résultats” et “Discussion” sont ensuite
exposeés avant de dresser un bilan-comparative qu’est une suite des travaux de Boucetta et al.,
2025 sur la biotechnologie Blue- phase I et ce par les AgNPs (POD et POV) respectivement,
les feuilles de Posidonia Oceanica détachées et verte. L’ensemble de ces constats est compilé
au travers d’une conclusion générale et de présenter les perspectives d’études sur lesquelles

ces travaux seraient susceptibles de déboucher.
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