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devolution de I'hydrobiologie
microbienne

dans le cadre de l'Universite
«extra-muros»*

Raffaele PEDUZZI1, Mauro TONOLLA, Sandro PEDUZZI, Antonella DEMARTA

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'ecologie 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 microbiology

Our scientific activities focused on bacterial genera naturally developing in freshwater habitats which can contaminate

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
opportunistic 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
filter developing in the chemochne, retaining toxic compounds such as sulfide which is mainly driven by the anaerobic key genera

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

Resume
Le concept de l'Universite «extra-muros» a permis la creation au Tessin du Laboratoire d'ecologie microbienne (LEM) de

l'Universite de Geneve avecson siege a /'Institut Cantonal de Microbiologie Grace ä cette impulsion de notre Universite dans

une region sans tradition academique, nous avons pu developper une ligne de recherche et d'enseignement en microbiolo-

gie clinique et de Tenvironnement Ces travaux ont porte a examiner plusieurs genres bacteriens dont Thabitat natureI est

I'eau Ainsi nous nous sommes Interesses aux bacteries ayant une importance en microbiologie clinique car pouvant conta-

miner l'homme, ainsi qu'ä Celles qui represented des especes clefs d'ecosystemes hydriques
Au moyen d'un «excursus» qui considere un suivi de 30 ans, nous retradons les etapes essentielles de ces recherches en exa-

mmant les genres bacteriens parallelement aux techniques analytiques toujours plus performantes qui nous ont permis de

les etudier En particulier pour les bacteries pathogenes opportunistes hydriques comme Aeromonas, Yersinia, et Legionella,

* Ce travail est dedie a la memoire du Prof G Turian
1 Laboratoire d'ecologie microbienne, Universite de Geneve Istituto Cantonale di Microbiologia, 6500 Bellinzona
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nous avons pu retracer leurs itineraires dans la contamination humaine. Par contre, en ce qui concerne les bacteries qui
represented les especes clefs des ecosystemes hydriques, notre interet a ete porte sur Chromatium et Lamprocystis qui
constituent un filtre biologique retenant des composes toxiques soufres dans un lac meromictique nature/ pris comme
modele.

Cette symbiose collaborative Geneve - Tessin a en outre permis au LEM d'effectuer nombreux travaux de recherche qui ont
porte a /'acquisition de plusieurs titres de docteur es sciences mention biologique, a la creation du Centre de Biologie Alpine
de Piora ainsi qu'ä la sauvegarde de /'aspect academique tors de la construction du nouveau bätiment pour I'Institut
Cantonal de Microbiologie ä Bellinzona.

Mots-cles: Ecologie moleculaire, microbiologie environnementale, pathogenes opportunstes, Aeromonas, Legionella,
Yersinia, Chromatium, Lamprocystis

Introduction La lysotypie

Grace au concept de l'Universite «extra-muros» pre-
conise par les professeurs Greppin et Turian au sein
du DBV (Departement de biologie vegetale), nous
avons pu developper une ligne de recherche en
microbiologie aupres de l'lnstitut cantonal de
microbiologie (ICM) au Tessin.

II nous est agreable de retracer dans cet article
revolution de ces 30 ans d'enseignement et de recherche
realises dans le cadre academique genevois, ayant
pour siege la region de la Suisse italienne depourvue
d'une Faculte des Sciences et jusqu'ä 1996 sans
Universite.

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

Theme central de la recherche ont ete les genres bac-
teriens dont l'habitat naturel est l'eau Aeromonas,
Yersinia, Legionella, Acinetobacter, Chromatium
et Lamprocystis investigues avec des approches
techniques toujours plus performantes dont il est
pertinent de revoir les etapes essentielles.

II s'agit d'une serie de travaux effectues ä l'lnstitut
Cantonal de Microbiologie du Tessin au Laboratoire
d'Ecologie microbienne de l'Universite de Geneve

ayant pour fil conducteur: les microorganismes ä

diffusion hydrique (Peduzzi 1985; Peduzzi et al. 1991).
Dans le but d'etudier les populations bacteriennes
dans les differentes niches hydriques ainsi que pour
pouvoir tracer les voies (les itineraires) de contamination

des bacteries ä pouvoir pathogene ä partir de
l'environnement hydrique jusqu'ä l'homme, nous
avons utilise le long des annees plusieurs methodes
soit phenotypiques que moleculaires.

Ces etudes ont permis l'acquisition de nombreux
diplomes en biologie et de nombreuses theses de
doctorat es sciences presentes ä l'Universite de
Geneve.

La lysotypie des bacteries du genre Aeromonas a

represents le premier travail de recherche entrepris
pour caracteriser des souches isolees de l'environnement

aquatique et de materiaux cliniques (Demarta
1989) dans le but d'etablir des correlations entre les
deux compartiments. Plusieurs bacteriophages capa-
bles de lyser les Aeromonas furent isoles et utilises
pour lyser les diverses souches d'une collection qui
fut constitute en meme temps (Demarta et Peduzzi
1984). Des essais «therapeutiques» dans des bassins
d'elevage (bains de sante) de poissons furent aussi
entrepris (Peduzzi et al. 2003a). Les conclusions de
ce travail avaient mis en evidence l'existence de lyso-
types differents selon l'espece et le degre de pathogenicity.

Toutefois, avec ce critere 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 bacterien d'Aeromonas apres 24h d'incubation ä

30°C. A: zones de lyse provoquees par differents
bacteriophages.

I ARCHIVES DES SCIENCES I Arch.Sci. (2006) 59: 99-1061
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Fig. 2. Coloration specifique des isoenzymes d'alanine deshydrogenase dans des

lysats de differentes souches d'Aeromonas apres electrophorese.

salmonicida). A l'heure actuelle, la classification des
Aeromonas a evoluee et des rearrangements taxono-
miques avec la description de nouvelles especes,
sous-especes et biotypes sont ä l'ordre du jour. Le

genre, qui est subdivise en 17 especes genotypiques
dont seulement 14 reconnaissables au niveau du phe-
notype, fait actuellement partie d'une nouvelle
famille (les Aeromonadaceae) (Fig. 1).

Fig. 3. Ribotyping de souches d'Aeromonas.

I;.
m *

I Multilocus Enzyme
Electrophoresis (MEE)

Ayant constate les limitations rencon-
trees avec l'application de la lysotypie
pour etudier l'epidemiologie des ger-
mes ä diffusion hydrique, une
nouvelle methode, le «Multilocus Enzyme
Electrophoresis» (MEE), fut utilisee
pour caracteriser une collection de
120 souches dAeromonas (Tonolla
1992; Tonolla et al. 1991) et de
Yersinia (Dohna 1990). Le MEE se
base sur 1'evaluation de la mobility
electrophoretique d'enzymes metabo-
hques que l'on met en evidence sur
des gels d'amidon (Fig. 2). La
distance de migration est directement
liee ä la composition en aminoacides
de la forme allelique de l'enzyme etu-
die et, indirectement, ä la sequence

nucleotidique de l'allele genique correspondant. Le
MEE avaient permis de demontrer la diversity gene-
tique des especes des genres Aeromonas et Yersinia,
l'absence de lignees clonales epidemiques ainsi qu'une
nette distinction entre souches d'origine humaine et
souches d'origine environnementale (Fig. 3).

Ribotyping

Une etape supplementaire fut franchie avec le
«ribotyping», methode qui comporte l'analyse electrophoretique

de fragments d'ADN bacteriens mis en
evidence au moyen d'une sonde representee par les

genes ribosomaux cl'A7. coli. Chez les Aeromonas
cette technique permet une discrimination optimale
des souches ainsi que leur classification taxono-
mique. Le «ribotyping» a ainsi ete applique ä l'etude
de souches dAeromonas provenant d'enfants souf-
frants d'une Symptomatologie gastro-enterique et de
leur environnement famihal. Les memes profils de

ribotyping avaient pu etre retrouves chez des
souches isolees de patients ainsi que de l'environnement.
Les resultats avaient permis de demontrer que, au
moins dans certains cas, l'origine des affections
intestinales chez les enfants peut etre directement liee au
contact avec des souches presentes dans leur
environnement familial. En meme temps, l'importante
diffusion environnementale des Aeromonas et leur
relativement faible incidence clinique faisaient sup-
poser l'existence de souches ä degre de pathogenicity

different ainsi que des facteurs de predisposition
de l'höte (Demarta et al. 2000). La reponse immuni-
taire au niveau de l'intestin humain ainsi que l'etude
des proteines ä potentiality toxique (entre outre les
hemolysines, Fig. 4) ont aussi ete etudies lors d'un
travail de these (Crivelh 1999; Crivelli et al. 2001). Le

I ARCHIVES DES SCIENCES I Arch.Sei. (2006) 59:99-1061
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Fig. 4. Culture d'une souche d'Aeromonas provoquant une
hemolyse totale sur gelose au sang.

«ribotyping» a donne de tres bons resultats aussi

pour la caracterisation de souches de Legionella
(Gaia 1995) et de Bacillus thuringiensis (Chappuis
2002; De Respinis et al. 2006).

Polymerase chain reaction (PCR)

Avec la mise au point de la polymerase chain reaction
(PCR) permettant ramplification de portions speci-
fiques du genome et la methodologie de sequengage
automatique, des etudes au niveau moleculaires furent
inities. La possibilite de connaitre des sequences speci-
fiques de genes a permis de developper les etudes taxo-
nomiques, inseres dans un cadre phylogenetique (Fig.
5), et de les appliquer ä plusieurs populations bacte-
riennes. Aussi la ligne de recherche sur la microbiologie

des ecosystemes lacustre a beneficie
de ces approches moleculaires en par-
ticulier pour l'etude du filtre bacterien
present dans le Lac de Cadagno rare
corps d'eau meromictique naturel
(Peduzzi et al. 1998).

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

-A. salmonicida subsp. smithia NCIMB 13210T(DQ448286)
A. salmonicida subsp. achromogenes NCIMB 1110T(DQ448285)
A. salmonicida subsp. masoucida ATCC 27013T (DQ448287)

salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658T (AY851098)

V155(AY851101)
V130 (AY851136)

V23 (AY851134)
V1 (AY851099)
V183 (AY851135)

j F553E (AY851137)

i7|i V32 (AY851100)
A. salmonicida subsp. pectinolytica DSM12609T(DQ448288)

F533E (AY851140)
A. popoffii LMG 17541T (AY851138)

100 F548B (AY851141)
F600C (AY851139)

r A. bestiarum CDC 9533-76T (AY851095)

] j F530D (AY851096)
vr F666I (AY851097)

- A. sobria CIP 7433T (AY851119)
F458 (AY851092)
F567A (AY851093)
F589 (AY851094)

A. hydrophila subsp. ranae CIP 107985T (DQ448290)
A. hydrophila ATCC 7966T (AY851091)

A. hydrophila subsp. dhakensis CIP107500T (DQ448289)
A. jandaei ATCC 49568T (AY851121)

831— A. trota ATCC 49657T (AY851131)

| A. allosaccharophila CECT 4199T (AY851132)

— i—JF2853(AY851126)
L 84r-JF2689 (AY851125)

P- A. culicicola CIP 107763T (AY851142)
• F474 (AY851123)

j JF2638 (AY851124)

[r A. veronii bg. sobria ATCC 51106T (AY851120)^ A. veronii bg. veronii ATCC 35624T (AY851122)
A. caviae ATCC 15468T (AY851102)
F507C (AY851103)
V30 (AY851104)
V83 (AY851107)

V39 (AY851106)
V97 (AY851105)

A. hydrophila subsp. anaerogenes CIP 76.15T (DQ448291)

96j F544A (AY851128)
A. species (HG11) ATCC 35941 (AY851127)

A. encheleia DSM 11577T (AY851133)
729F (AY851118)
A. eucrenophila NCMB 74T (AY851116)

F713E (AY851117)
- V69 (AY851109)

- A. media CDC 0862-83 (AY851108)
- V168 (AY851110)
-V47 (AY851111)

— F674P (AY851115)

j- V6 (AY851113)

a V15 (AY851114)
A. media ATCC 33907T (AY851112)

- A. molluscorvm LMG 22214T (DQ448280)
- A. simiae IBS S6874T (AY851143)

_i— A. schubertii ATCC 3700T (AY851129)
o"— A. species Group 501 CECT 4254T (AY851130)

Grace ä l'approche phylogenetique
(amplification, clonage, sequengage)
et ä la methode fluorescence in situ
hybridization (FISH) (Fig. 6) il a ete
possible de decrire la structure des

populations bacteriennes clefs de la
chemocline et du monimolimnion du
lac de Cadagno (Tonolla et al. 1999,
2000, 2005; Schramm et al. 2002).
Les bacteries phototrophes anaero-
bies et les bacteries sulfatoreduc-
trices dominent cet habitat anoxique.
Le developpement de sondes pour la
detection specifique de ces populations

a ensuite ouvert la voie aux
etudes de leurs variations spatio-tem-
porelles sur l'arc de plusieurs annees
(Peduzzi et al. 2003b; Tonolla et al.

2003, 2004, 2005; Gattuso et al.

2002). Une importante decouverte a
ete la mise en evidence de l'agrega-
tion en amas de bacteries phototrophes

pourpres appartenant au genre

Fig. 5. Arbre phylogenetique obtenu sur la
base des sequences du gene rpoB pour
differencier les especes d'Aeromonas.

I ARCHIVES DES SCIENCESI Arch.Sd. (2006) 59:99-106 I
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Fig. 6. Chromatium okenii de la chemocline du Lac de Cadagno detecte par
hybridation «in situ» avec une sonde oligonucleotidique specifique marquee au

Cy3.

Rotsee caracterises par des concentrations

differentes en sulfates et en
teneur en oxygene (Bottinelli 2006).
Cette etude a donne une contribution
importante ä la mise en evidence des

caracteristiques physiques et chi-
miques des deux sediments, notam-
ment la teneur ou l'absence d'oxy-
gene en relation ä la presence des
deux groupes microbiens consideres.
La DGGE ä de meme pu etre appli-
quee pour comparer les populations
bacteriennes presentes dans les
boues activees de stations d'epura-
tion, et evaluer l'effet de contraintes
de residus d'antibiotiques sur ces
populations (Corvaglia2006).

La PCR et le sequengage de genes
ont permis de mieux caracteriser
l'espece Aeromonas popoffii
(Demarta et al. 1999) et d'avoir des

Lamprocystis avec des bacteries sulfato-reductrices
appartenant au genre Desulfocapsa (Fig. 7). Leur
mise en culture pure effectuee lors d'une these de
doctorat (Peduzzi S. 2003, Peduzzi S. et al. 2003c) a

ensuite elargi les recherches dans le domaine de la
Physiologie. La Density Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) couplee ä la phylogenie et ä la FISH ont en-
suite ete appliquees pour l'etude comparative des
bacteries sulfato-reductrices et des Archaea metha-
nogenes dans les sediments des lacs Cadagno et

Fig. 7. Image prise avec un microscope confocal. Amas de

bacteries phototrophes appartenant au genre Lamprocystis

(cellules/coques) avec des bacteries sulfato-reductrices du

genre Desulfocapsa (cellules en b&tonnet).

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

resistante ä 10 antibiotiques.

outils valables pour l'etude du genre Aeromonas
dont la taxonomie est complexe au point d'entraver
les etudes epidemiologiques (Demarta et al. 2004;

Küpfer et al. 2006). En outre, l'experience acquise
avec ces methodes nous a permis la differentiation
des trois especes genomiques qui presentent le phe-
notype Yersiniafrederiksenii (Demarta et al. 2004)
ainsi que la caracterisation d'une souche de

Pseudomonas sp. (Radice et al. 2006).

Plusieurs etudes se poursuivent actuellement tout en
restant dans la ligne de recherche qui concerne les

microorganismes ä habitat hydrique. Les techniques
moleculaires nous permettent d'investiguer de fagon
plus approfondie l'expression de phenotypes interes-
sants et biologiquement importants tels que l'activite
de la RubisCO, la presence et la secretion de protei-
nes toxiques par les bacteries et la resistance aux
antibiotiques (Fig. 8).

I ARCHIVES DES SCIENCES I Arch.Sei. (2006) 59: 99-1061
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