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L'évolution de I’hydrobiologie
microbienne
dans le cadre de I'Université
«extra-muros»”

Raffaele PEDUZZI', Mauro TONOLLA, Sandro PEDUZZI, Antonella DEMARTA

I Abstract

The evolution of microbial hydrobiology in the frame of «extra-muros» University. - The idea and concepts of
«extra-muros» University lead to the establishment in the Cantone Ticino of the Laboratoire d'écologie microbienne (LEM),
the Microbial ecology group of the University of Geneva. The LEM is located and based in the facilities of Cantonal Institute
of Microbiology. Thanks to the impulsion of our University in a region without an academic tradition we were able to
develop a scientific research line graduate and undergraduate education and training in clinical and environmental microbi-
ology. Our scientific activities focused on bacterial genera naturally developing in freshwater habitats which can contami-
nate human beings under given circumstances and thus are of importance in clinical microbiology, and on microbial genera
which are major key players in biogeochemical cycles in natural and human impacted freshwaters habitats.

The present contribution collect the cornerstones of our scientific work by describing the researched bacterial genera
together with the evolution of more and more powerful analytical tools over more than 30 years of activity.

New technological advances in microbiology and molecular biology permit the detection and tracking of emerging oppor-
tunistic pathogens such as, Aeromonas, Yersinia and Legionella in the environment and help to resolve their path from the
environment to human contamination and ultimately disease.

A permanently stratified freshwater ecosystem, the meromictic lake Cadagno located nearby the Alpine Biology Centre, was
taken as a model for the study of biogeochemical cycles in freshwater habitats. Major interests focused on the biological fil-
ter developing in the chemocline, retaining toxic compounds such as sulfide which is mainly driven by the anaerobic key gen-
era such as Chromatium and Lamprocystis.

Moreover, the symbiotic collaboration between Geneva and Ticino promoted and allowed the accomplishment of several
PhD research thesis, the foundation of the Alpine Biology Centre in Piora as well as the maintenance of an academic site in
the new building of the Cantonal Institute of Microbiology in Bellinzona.

Keywords: Molecular ecology, environmental microbiology, opportunistic pathogens, Aeromonas, Legionella, Yersinia,
Chromatium, Lamprocystis.

IRésumé

Le concept de I'Université «extra-muros» a permis la création au Tessin du Laboratoire d'écologie microbienne (LEM) de
I'Université de Genéve avec son siége a I'Institut Cantonal de Microbiologie. Grace a cette impulsion de notre Université dans
une région sans tradition académique, nous avons pu développer une ligne de recherche et d’enseignement en microbiolo-
gie clinique et de I’environnement. Ces travaux ont porté & examiner plusieurs genres bactériens dont I'habitat naturel est
I'eau. Ainsi nous nous sommes intéressés aux bactéries ayant une importance en microbiologie clinique car pouvant conta-
miner I'homme, ainsi qu‘a celles qui représentent des espéces clefs d’écosystémes hydriques.

Au moyen d’un «excursus» qui considére un suivi de 30 ans, nous retragons les étapes essentielles de ces recherches en exa-
minant les genres bactériens parallélement aux techniques analytiques toujours plus performantes qui nous ont permis de
les étudier. En particulier pour les bactéries pathogénes opportunistes hydriques comme Aeromonas, Yersinia, et Legionella,

*  Ce travail est dédié & la mémoire du Prof. G. Turian
' Laboratoire d’écologie microbienne, Université de Genéve. Istituto Cantonale di Microbiologia, 6500 Bellinzona.

| ARcHIVES DES SCIENCESI Arch.Sci. (2006) 59: 99-106 |



I 100 I Raffaele PEDUZZ, et al. L'évolution de I'hydrobiologie microbienne dans le cadre de I'Université «extra-muros» |

nous avons pu retracer leurs itinéraires dans la contamination humaine. Par contre, en ce qui concerne les bactéries qui
représentent les espéces clefs des écosystémes hydriques, notre intérét a été porté sur Chromatium et Lamprocystis qui
constituent un filtre biologique retenant des composés toxiques soufrés dans un lac méromictique naturel pris comme
modéle.

Cette symbiose collaborative Geneve - Tessin a en outre permis au LEM d’effectuer nombreux travaux de recherche qui ont
porté a I'acquisition de plusieurs titres de docteur és sciences mention biologique, a la création du Centre de Biologie Alpine
de Piora ainsi qu'a la sauvegarde de I'aspect académique lors de la construction du nouveau batiment pour [I'Institut
Cantonal de Microbiologie a Bellinzona.

Mots-clés: Ecologie moléculaire, microbiologie environnementale, pathogénes opportunistes, Aeromonas, Legionella,

Yersinia, Chromatium, Lamprocystis

Iintroduction

Grace au concept de I'Université «extra-muros» pré-
conisé par les professeurs Greppin et Turian au sein
du DBV (Département de biologie végétale), nous
avons pu développer une ligne de recherche en
microbiologie aupres de I'Institut cantonal de micro-
biologie (ICM) au Tessin.

Il nous est agréable de retracer dans cet article I'évo-
lution de ces 30 ans d’enseignement et de recherche
réalisés dans le cadre académique genevois, ayant
pour siege la région de la Suisse italienne dépourvue
d'une Faculté des Sciences et jusqu’a 1996 sans
Université.

En hommage au Prof. Gilbert Turian qui a cru en
cette possibilité nous proposons un «excursus» de
cette réalisation scientifique ayant pour théme la
microbiologie des eaux.

Theme central de la recherche ont été les genres bac-
tériens dont I'’habitat naturel est I'eau Aeromonas,
Yersinia, Legionella, Acinetobactey, Chromatium
et Lamprocystis investigués avec des approches
techniques toujours plus performantes dont il est
pertinent de revoir les étapes essentielles.

I s’agit d’'une série de travaux effectués a I'Institut
Cantonal de Microbiologie du Tessin au Laboratoire
d’Ecologie microbienne de I'Université de Genéve
ayant pour fil conducteur: les microorganismes a dif-
fusion hydrique (Peduzzi 1985; Peduzzi et al. 1991).
Dans le but d’étudier les populations bactériennes
dans les différentes niches hydriques ainsi que pour
pouvoir tracer les voies (les itinéraires) de contami-
nation des bactéries a pouvoir pathogéne a partir de
I'environnement hydrique jusqu’a I'nomme, nous
avons utilisé le long des années plusieurs méthodes
soit phénotypiques que moléculaires.

Ces études ont permis l'acquisition de nombreux
diplomes en biologie et de nombreuses théses de
doctorat es sciences présentés a 1'Université de
Geneve.

I ARcHIvES DES SCIENCES

ILa lysotypie

La lysotypie des bactéries du genre Aeromonas a
représenté le premier travail de recherche entrepris
pour caractériser des souches isolées de I'environne-
ment aquatique et de matériaux cliniques (Demarta
1989) dans le but d’établir des corrélations entre les
deux compartiments. Plusieurs bactériophages capa-
bles de lyser les Aeromonas furent isolés et utilisés
pour lyser les diverses souches d'une collection qui
fut constituée en méme temps (Demarta et Peduzzi
1984). Des essais «thérapeutiques» dans des bassins
d’élevage (bains de santé) de poissons furent aussi
entrepris (Peduzzi et al. 2003a). Les conclusions de
ce travail avaient mis en évidence l'existence de lyso-
types différents selon I'espéce et le degré de pathogé-
nicité. Toutefois, avec ce critére plusieurs souches
restaient non typables. A ce moment, la taxonomie
officielle du genre Aeromonas reconnaissait trois
especes mobiles (A. hydrophila, A. caviae et A.
sobria) et une espece immobile et psychrophile (A.

Fig. 1. Tapis bactérien d’Aeromonas apres 24h d’incubation a
30°C. A: zones de lyse provoquées par différents

bactériophages.

Arch.Sci. (2006) 59: 99-106 |
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Fig. 2. Coloration spécifique des isoenzymes d’alanine déshydrogénase dans des

lysats de différentes souches d’Aeromonas aprés électrophorese.

salmonicida). AT'heure actuelle, la classification des
Aeromonas a évoluée et des réarrangements taxono-
miques avec la description de nouvelles espeéces,
sous-especes et biotypes sont a l'ordre du jour. Le
genre, qui est subdivisé en 17 espéces génotypiques
dont seulement 14 reconnaissables au niveau du phé-
notype, fait actuellement partie d’'une nouvelle
famille (les Aeromonadaceae) (Fig. 1).

Fig. 3. Ribotyping de souches d’Aeromonas.

| ARCHIVES DES SCIENCESI
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I Multilocus Enzyme
Electrophoresis (MEE)

Ayant constaté les limitations rencon-
trées avec l'application de la lysotypie
pour étudier 'épidémiologie des ger-
mes a diffusion hydrique, une nou-
velle méthode, le «Multilocus Enzyme
Electrophoresis» (MEE), fut utilisée
pour caractériser une collection de
120 souches d’Aeromonas (Tonolla
1992; Tonolla et al. 1991) et de
Yersinia (Dolina 1990). Le MEE se
base sur I'évaluation de la mobilité
électrophorétique d’enzymes métabo-
liques que I'on met en évidence sur
des gels d’amidon (Fig. 2). La dis-
tance de migration est directement
liée a la composition en aminoacides
de la forme allélique de I'enzyme étu-
dié et, indirectement, a la séquence
nucléotidique de lallele génique correspondant. Le
MEE avaient permis de démontrer la diversité géné-
tique des espéces des genres Aeromonas et Yersinia,
I'absence de lignées clonales épidémiques ainsi qu’une
nette distinction entre souches d’origine humaine et
souches d’origine environnementale (Fig. 3).

IRibotyping

Une étape supplémentaire fut franchie avec le «ribo-
typing», méthode qui comporte 'analyse électropho-
rétique de fragments d’ADN bactériens mis en évi-
dence au moyen dune sonde représentée par les
genes ribosomaux d’E. coli. Chez les Aeromonas
cette technique permet une discrimination optimale
des souches ainsi que leur classification taxono-
mique. Le «ribotyping» a ainsi été appliqué a I'étude
de souches d’Aeromonas provenant d’enfants souf-
frants d’'une symptomatologie gastro-entérique et de
leur environnement familial. Les mémes profils de
ribotyping avaient pu étre retrouvés chez des sou-
ches isolées de patients ainsi que de I'environnement.
Les résultats avaient permis de démontrer que, au
moins dans certains cas, I'origine des affections intes-
tinales chez les enfants peut étre directement liée au
contact avec des souches présentes dans leur envi-
ronnement familial. En méme temps, I'importante
diffusion environnementale des Aeromonas et leur
relativement faible incidence clinique faisaient sup-
poser l'existence de souches a degré de pathogéni-
cité différent ainsi que des facteurs de prédisposition
de I'note (Demarta et al. 2000). La réponse immuni-
taire au niveau de l'intestin humain ainsi que I'étude
des protéines a potentialité toxique (entre outre les
hémolysines, Fig. 4) ont aussi été étudiés lors d'un
travail de thése (Crivelli 1999; Crivelli et al. 2001). Le

Arch.Sci. (2006) 59: 99-106 |
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Fig. 4. Culture d’une souche d’Aeromonas provoquant une

hémolyse totale sur gélose au sang.
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«ribotyping» a donné de tres bons résultats aussi
pour la caractérisation de souches de Legionella
(Gaia 1995) et de Bacillus thuringiensts (Chappuis
2002; De Respinis et al. 2006).

IPolymerase chain reaction (PCR)

Avec la mise au point de la polymerase chain reaction
(PCR) permettant l'amplification de portions spéci-
fiques du génome et la méthodologie de séquencage
automatique, des études au niveau moléculaires furent
initiés. La possibilité de connaitre des séquences spéci-
fiques de genes a permis de développer les études taxo-
nomiques, insérés dans un cadre phylogénétique (Fig.
5), et de les appliquer & plusieurs populations bacté-
riennes. Aussi la ligne de recherche sur la microbiologie

des écosystemes lacustre a bénéficié

91| A. icida subsp.

A i subsp.
A icida subsp.

V155 (AY851101)

V183 (AY851135)
F553E (AY851137)

7L A, salmonicida subsp. p

F533E (AY851140)

A. popoffii LMG 175417 (AY851138)
100| F548B (AY851141)

F600C (AY851139)

A. bestiarum CDC 9533-76T (AY851095)
F530D (AY851096)

o7! Fe661 (AY851007)

A. sobria CIP 74337 (AY851119)

F458 (AY851092)

F567A (AY851093)

F589 (AY851094)

A. hydrophila ATCC 79667 (AY851091)

A. jandaei ATCC 495687 (AY851121)

A. trota ATCC 496577 (AY851131)

A. allosaccharophila CECT 41997 (AY851132)
JF2853 (AY851126)

84-JF2689 (AY851125)

A. culicicola CIP 107763 (AY851142)

F474 (AY851123)

JF2638 (AY851124)

A. veronii bg. sobria ATCC 511067 (AY851120)
53l A. veronii bg. veronii ATCC 356247 (AY851122)
A. caviae ATCC 154687 (AY851102)

F507C (AY851103)

V30 (AY851104)

V97 (AY851105)

A. hydrophila subsp. g
96| F544A (AY851128)

A. species (HG11) ATCC 35941 (AY851127)
A. encheleia DSM 11577T (AY851133)
F729F (AY851118)

A. eucrenophila NCMB 74T (AY851116)
F713E (AY851117)

54 —\/69 (AY851109)

A. media CDC 0862-83 (AY851108)

V168 (AY851110)

V47 (AY851111)

CIP 76.15T (DQ448291)

A. salmonicida subsp. smithia NCIMB 132107 (DQ448286)

NCIMB 11107 (DQ448285)
ida ATCC 27013 (DQ448287)

icida ATCC 336587 (AY851098)

DSM126097 (DQ448288)

A. hydrophila subsp. ranae CIP 1079857 (DQ448290)

A. hydrophila subsp. dhakensis CIP1075007 (DQ448289)

100l—a species Group 501 CECT 42547 (AY851130)

de ces approches moléculaires en par-
ticulier pour I'étude du filtre bactérien
présent dans le Lac de Cadagno rare
corps. d’eau méromictique naturel
(Peduzzi et al. 1998).

I Séquencage, fluorescence
in situ hybridization (FISH),
Density gradient gel
electrophoresis (DGGE)

Grace a l'approche phylogénétique
(amplification, clonage, séquencage)
et & la méthode fluorescence in situ
hybridization (FISH) (Fig. 6) il a été
possible de décrire la structure des
populations bactériennes cléfs de la
chemocline et du monimolimnion du
lac de Cadagno (Tonolla et al. 1999,
2000, 2005; Schramm et al. 2002).
Les bactéries phototrophes anaéro-
bies et les bactéries sulfatoréduc-
trices dominent cet habitat anoxique.
Le développement de sondes pour la
détection spécifique de ces popula-
tions a ensuite ouvert la voie aux
études de leurs variations spatio-tem-
porelles sur I'arc de plusieurs années
(Peduzzi et al. 2003b; Tonolla et al.
2003, 2004, 2005; Gattuso et al.
2002). Une importante découverte a
été la mise en évidence de l'agréga-
tion en amas de bactéries phototro-

F674P (AY851115) Too1" phes pourpres appartenant au genre
V6 (AY851113) :
V15 (AY851114)
A. media ATCC 33907T (AY851112)
A LMG 222147 (DQ448280) )
A simiae IBS S6874T (AY851143) Fig. 5. Arbre phylogénétique obtenu sur la
%l — A. schubertii ATCC 37007 (AY851129)

base des séquences du. gene rpoB pour

différencier les especes d’Aeromonas.

I ArcHives DEs SCIENCESI
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Fig. 6. Chromatium okenii de la chemocline du Lac de Cadagno détecté par
hybridation «in situ» avec une sonde oligonucléotidique spécifigue marquée au

Cy3.

Lamprocystis avec des bactéries sulfato-réductrices
appartenant au genre Desulfocapsa (Fig. 7). Leur
mise en culture pure effectuée lors d'une thése de
doctorat (Peduzzi S. 2003, Peduzzi S. et al. 2003c) a
ensuite élargi les recherches dans le domaine de la
physiologie. La Density Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) couplée a la phylogénie et a la FISH ont en-
suite été appliquées pour I’étude comparative des
bactéries sulfato-réductrices et des Archaea métha-
nogenes dans les sédiments des lacs Cadagno et

Fig. 7. Image prise avec un microscope confocal. Amas de
bactéries phototrophes appartenant au genre Lamprocystis
(cellules/coques) avec des bactéries sulfato-réductrices du
genre Desulfocapsa (cellules en bdatonnet).
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Rotsee caractérisés par des concen-
trations différentes en sulfates et en
teneur en oxygene (Bottinelli 2006).
Cette étude a donné une contribution
importante a la mise en évidence des
caractéristiques physiques et chi-
miques des deux sédiments, notam-
ment la teneur ou l'absence d’oxy-
géne en relation a la présence des
deux groupes microbiens considérés.
La DGGE a de méme pu étre appli-
quée pour comparer les populations
bactériennes présentes dans les
boues activées de stations d’épura-
tion, et évaluer l'effet de contraintes
de résidus d’antibiotiques sur ces po-
pulations (Corvaglia 2006).

La PCR et le séquencage de geénes
ont permis de mieux caractériser
lespece  Aeromonas popoffit
(Demarta et al. 1999) et d’avoir des

Fig. 8. Antibiogramme d’une souche d’Acinetobacter baumanii

résistante a 10 antibiotiques.

outils valables pour I'étude du genre Aeromonas
dont la taxonomie est complexe au point d’entraver
les études épidémiologiques (Demarta et al. 2004;
Kiipfer et al. 2006). En outre, 'expérience acquise
avec ces méthodes nous a permis la différentiation
des trois especes génomiques qui présentent le phé-
notype Yersinia frederiksenit (Demarta et al. 2004)
ainsi que la caractérisation d'une souche de
Pseudomonas sp. (Radice et al. 2006).

Plusieurs études se poursuivent actuellement tout en
restant dans la ligne de recherche qui concerne les
microorganismes a habitat hydrique. Les techniques
moléculaires nous permettent d’'investiguer de facon
plus approfondie I'expression de phénotypes intéres-
sants et biologiquement importants tels que 'activité
de la RubisCO, la présence et la sécrétion de protéi-
nes toxiques par les bactéries et la résistance aux
antibiotiques (Fig. 8).

Arch.Sci. (2006) 59: 99-106 |
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