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L’étude décrite porte sur les caractéristiques phénotypiques
et génétiques de 21 souches de Salmonella sérovar Heidel-
berg isolées entre 1999 et 2003, provenant de différentes
sources en Italie. Ont été pris comme marqueurs épidémio-
logiques les profils de résistance aux antibiotiques, l’analyse
plasmidique et le profil d’électrophorèse en champ pulsé.

Malgré l’hétérogénéité des deux premiers, les résultats de
l’électrophorèse en champ pulsé sont en faveur d’une dissé-
mination clonale à l’échelle nationale de ce sérotype associé
à la volaille. 

Introduction

Salmonella enterica sérovar Heidelberg (S. Heidelberg), appar-
tenant aux salmonelles du groupe B, n’est apparemment

responsable que d’une faible proportion de cas d’infections chez
l’homme. Entre 1994 et 1997, S. Heidelberg était en dixième posi-
tion parmi les sérotypes les plus fréquemment identifiés dans les
isolats humains en Italie (1,3 % des isolats). Il n’est cependant pas
classé parmi les dix premiers sérotypes d’après les données du
système de surveillance Enter-Net Italia disponibles pour 1999,
2000 et 2001. Les données nationales du système de surveillance
vétérinaire des Salmonella confirment la présence de ce sérotype
dans l’environnement des élevages de poulets : en 2002, 6,5 % et
20,3 % des souches de salmonelles provenant de poulets et de
dindes appartenaient à ce sérotype (1).

Des rapports provenant de pays comme les Etats-Unis et le
Canada ont rapporté une forte prévalence du sérovar Heidelberg
dans des sources humaines et non-humaines, essentiellement
aliments et bétail (2-4). Layton et al ont décrit une épidémie survenue
dans une maison de retraite, due à ce sérotype associé à Campy-
lobacter jejuni (5). 
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Phenotypic and genetic characteristics of 21 strains
of Salmonella serotype Heidelberg isolated in the years
1999 - 2003 from different sources in Italy were studied.
Susceptibility patterns, plasmid analysis, and PFGE were
used as epidemiological markers. 

Although non-homogeneous drug resistance patterns
and plasmid profiles had been detected, PFGE patterns
suggest the hypothesis of a nationwide clonal spread of
this serotype associated with poultry.

Introduction

Salmonella enterica serotype Heidelberg (S. Heidelberg)
is a group B Salmonella which apparently accounts for

a small proportion of cases of disease in humans. Between
1994 and 1997, S. Heidelberg was the tenth most frequently
identified serotype isolated from humans in Italy (1.3% of all
human isolates), although it does not appear among the top
ten serotypes from the data from the Enter-Net Italia surveillance
system available for 1999, 2000 and 2001. National data
from the veterinary surveillance system of Salmonella sero-
types do however confirm the presence of S. Heidelberg in
the poultry farm environment, this serotype being identified in
2002 from 6.5% and 20.3%, respectively, of Salmonella strains
from chicken and turkey (1). 

Reports from countries including the United States (US) and
Canada describe a high prevalence of the Heidelberg serotype
in both human and non-human sources, mainly food and live-
stock (2-4). A nursing home outbreak attributable to this sero-
type, associated with Campylobacter jejuni, has also been
reported by Layton et al (5). 

➤ Réseaux 
Deux projets européens ont été présentés pendant le séminaire.

Le premier était CAMPYNET qui est un réseau pour la standardisation
et l’harmonisation du sous-typage moléculaire de Campylobacter
jejuni/coli. Le groupe a recueilli une série de 100 souches d’origine
humaine, animale et environnementale provenant de multiples régions
d’Europe. Les souches ont été spécifiées et caractérisées. La liste
des caractéristiques des souches est disponible sur le site inter-
net de CAMPYNET www.svs.dk/campynet. Le second projet était
l’étude portant sur l’évaluation et la description des méthodes de
surveillance et d’analyses en laboratoire du Campylobacter en Europe
(voir article dans ce numéro). ■

➤ Networks
Two EU network projects were presented in the workshop.

The first one was Campynet, which is a network for the stan-
dardisation and harmonisation of molecular subtyping of Cam-
pylobacter jejuni/coli. The group collected a set of 100 strains
from multiple locations throughout Europe and from human,
animal and environmental sources. The strains have been
speciated and characterised. The list of strain characteristics
is available on the Campynet website www.svs.dk/campynet.
The second project was a study to evaluate and describe
surveillance and laboratory methodologies for Campylobacter
in Europe. This project is presented in a separate article in this
issue. ■
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En janvier 2002,  à Pistoia, en Toscane, S. Heidelberg était à
l’origine d’un cluster de cas, en l’occurence deux enfants et leur
père, asymptomatique. Celui-ci avait été contaminé sur son lieu de
travail, un abattoir de volailles. La souche présentait une résistance
plasmidique à l’ampicilline et aux sulphonamides. Simultanément,
à Palerme (Sicile), une souche de S. Heidelberg possédant le même
profil de résistance et le même profil plasmidique a été isolée à
partir d’abats de poulets vendus au détail. 

Entre mars et juin 2003, ce sérotype a de nouveau été identifié
par  le Centre des entérobactéries pathogènes d’Italie du sud (Cen-
tro per gli Enterobatteri Patogeni per l’Italia Meridionale, CEPIM),
chez deux enfants et dans deux échantillons de poulets entiers à
l’étal. 

Une étude de typage couplant phénotypage et typage molécu-
laire, a été réalisée pour rechercher une relation entre les isolats
de S. Heidelberg provenant de ces deux régions d’Italie. Une analyse
rétrospective a été réalisée sur les isolats disponibles identifiés
entre 1999 et 2001 dans différentes régions d’Italie. 

Matériels et méthodes
L’étude incluait 21 isolats d’origine humaine, de produits à base

de poulet et de l’environnement de différentes régions d’Italie
(tableau). Les données épidémiologiques sur les expositions possibles
à des sources contaminées (aliments particuliers, voyage antérieur
ou visite de ferme) n’étaient en général pas disponibles. Les échantil-
lons d’aliments à base de poulet provenaient tous de volailles vendues
à Palerme ou Agrigente (Sicile), mais préparées et commercialisées
par deux usines de traitement de la volaille, possédant un réseau
de distribution national.

Les profils de résistance ont été déterminés par la méthode des
disques selon les critères du National Committee for Clinical Labo-
ratory Standards (6). Le contenu plasmidique a été analysé par la
méthode de lyse alkaline (7). L’électrophorèse en champ pulsé a
été effectuée selon une procédure standard (8). La taille des ADN
de référence utilisés était de l’ordre de taille du bactériophage ➤

In January 2002, a small family cluster of infections of S.
Heidelberg, involving two children and their asymptomatic
father, who was working in a poultry slaughterhouse, occur-
red in Pistoia, Tuscany. The strain exhibited plasmid-mediated
resistances to ampicillin and sulphonamides. At the same time,
in Palermo, Sicily, one S. Heidelberg strain with identical drug
susceptibility pattern and plasmid profile was isolated from
retail commercial chicken entrails. Between March and June
2003, S. Heidelberg was again identified at the Centro per gli
Enterobatteri Patogeni per l’Italia Meridionale (Centre for ente-
ric pathogens for southern Italy, CEPIM), from two paediatric
cases and two samples of whole chicken on sale.

A typing study by phenotypic and molecular techniques
was thus performed to substantiate a possible relationship
between S. Heidelberg isolates from these two areas of Italy.
A retrospective analysis of available isolates identified in the
years 1999-2001 from different regions of Italy was also carried
out. 

Materials and methods 
The study included 21 isolates from human cases, chicken

products and the environment from different regions of Italy
(Table). Epidemiological data about possible exposures to
contaminated sources (eating of  particular foods, previous
travel or farm visit) were unavailable for most cases. All samples
of chicken were on sale in Palermo and Agrigento (Sicily), but
processed and marketed by two poultry factories with nation-
wide distribution channels. 

Susceptibility patterns were assessed by disk diffusion accor-
ding to the criteria of the National Committee for Clinical Labo-
ratory Standards (6). Plasmid content was investigated by the
alkaline lysis method (7). PFGE was performed by a standard
procedure (8). The DNA size standard used was the bacterio-
phage lambda ladder ranging from 48.5 to 1.000 kb (Bio-Rad).
Macrorestriction fragment patterns were visually ➤

Code de la Origine / Source Année du Profil de résistance aux médicaments / Profil Profil Profil 
souche / prélèvement / Drug resistance pattern plasmidique / électrophorétique électrophorétique 

Strain Year of Plasmid XbaI / BlnI / 
code isolation profile XbaI-PFGE pattern BlnI-PFGE pattern

1 Poulet, Palerme, Sicile / Chicken, Palermo, Sicily 2003 Ap Su a X-A1 B-A1

2 Poulet, Agrigente, Sicile / Chicken, Agrigento, Sicily " Ap Su a X-A1 B-A1

3 Humaine, Palerme, Sicile / Human, Palermo, Sicily " Ap Sm Tc Na c X-A1 B-A1

4 Humaine, Pistoia, Toscane / Human, Pistoia, Tuscany 2002 Ap Su a X-A1 B-A1

5 " " Ap Su a X-A1 B-A1

6 " " Ap Su a X-A1 B-A1

7 Humaine, Palerme, Sicile / Human, Palermo, Sicily 2001 Ap Su a X-A1 B-A1

8 Viande de poulet préparée, Palerme, Sicile / " Ap Sm Tc Na b X-A1 B-A2
Processed chicken meat, Palermo, Sicily

9 Eaux usées, Ragusa, Sicile / Sewage, Ragusa, Sicily " Ap Sm Tc Na c X-A1 B-A1

10 Abats de poulet, Palerme, Sicile / 2002 Ap Su a X-A1 B-A1
Chicken entrails, Palermo, Sicily

11 Humaine, Palerme, Sicile / Human, Palermo, Sicily " Ap Sm Tc Na c X-A1 B-A1

12 Humaine, Côme, Lombardie / Human, Como, Lombardy 2000 Ap Sm Tc Na c X-A1 B-A1

13 Humaine, Milan, Lombardie / Human, Milan, Lombardy 1999 Su Sm a X-A1 B-A1

14 Humaine, Milan, Lombardie / Human, Milan, Lombardy " Ap Sm Tc Na Km d X-A1 B-A3

15 Humaine, Milan, Lombardie / Human, Milan, Lombardy " Ap Sm Tc Na e X-A2 nd*

16 Humaine, Dalmine, Lombardie / Human, Dalmine, Lombardy " Ap Sm Tc Na Km d X-A1 B-A1

17 Humaine, Merate, Lombardie / Human, Merate, Lombardy " Ap Sm Tc Na c X-A1 B-A1

18 Humaine, Cantù, Lombardie / Human, Cantù, Lombardy " Ap Sm Tc Na f X-B nd*

19 Humaine, Cantù, Lombardie / Human, Cantù, Lombardy " Ap Sm Tc Na f X-B nd*

20 Humaine, Brindisi, Pouilles / Human, Brindisi, Apulia " Sensible / susceptible plasmid free X-A3 nd*

21 Humaine, Palerme, Sicile / Human, Palermo, Sicily " " " X-C nd*

nd* = non effectué / not done

Tableau / Table 
Caractéristiques phénotypiques et génétiques des souches de S. Heidelberg, Italie 1999-2003 /

Phenotypic and genetic characteristics of S. Heidelberg strains, Italy 1999 - 2003
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➤ lambda, variant entre 48,5 et 1000 kb (Bio-Rad). Les profils
de fragments de macrorestriction ont été analysés à l’œil et clas-
sés en fonction de recommandations existantes (9,10). Les isolats
dont le profil électrophorétique présentait une différence de un à
quatre fragments d’ADN étaient classés dans des sous-types de
même profil. Pour les besoins de l’étude, il a été considéré que
deux clones distincts de sérovar Heidelberg possédaient des pro-
fils d’électrophorèse en champ pulsé différents. 

Résultats

Cinq profils de résistance aux antibiotiques ont été identifiés
parmi les isolats de S. Heidelberg étudiés (tableau).  Le profil domi-
nant – partagé par 11 isolats sur 21 – était caractérisé par une
résistance à l’ampicilline, à la streptomycine, à la tétracycline et à
l’acide nalidixique. Deux cas présentaient en outre une résistance
à la kanamycine. Depuis 2001, la résistance à l’ampicilline et aux
sulfonamides est devenue plus fréquent. Seules deux souches
étaient sensibles à tous les antibiotiques testés. 

Six profils plasmidiques – a à f – ont été identifiés parmi 19 iso-
lats sur les 21 (tableau). Les deux isolats entièrement sensibles
étaient dépourvus de plasmide. 

Trois profils d’électrophorèse en champ pulsé XbaI, désignés X-A
à X-C ont été mis en évidence (résultats non montrés). Le profil X-A
présentait trois sous-types X-A1, X-A2 et X-A3 : le premier sous-type
concernait 16 isolats sur 21 tandis que les autres n’étaient repré-
sentés que par un seul isolat chacun (tableau). L’ADN des 16 souches
de profil électrophorétique XbaI  X-A1 était digéré par BlnI. Quatorze
d’entre elles étaient indiscernables et ont reçu le nom B-A1 ; les deux
autres présentaient deux sous-types distincts B-A2 et B-A3 et se dis-
tingaient de B-A1 par deux bandes (résultats non montrés). 

Discussion
Les souches de S. Heidelberg étudiées ici ne peuvent être consi-

dérées comme des échantillons représentatifs des souches circu-
lant en Italie, du fait de la méthode de sélection utilisée. Cette limite
est inhérente aux systèmes de surveillance passifs, comme ceux
mis en place dans la plupart des pays européens pour les patho-
gènes entériques, basés sur une participation volontaire des labo-
ratoires. Néanmoins, ces réseaux de surveillance sont souvent
capables de retracer les voies de transmission de certains clones
de Salmonella et de décrire les tendances spatio-temporelles des
sérotypes les plus importants en termes de santé publique.  

En dépit des sensibilités aux médicaments et des profils plasmi-
diques différents, les profils électrophorétiques suggèrent la dissémi-
nation d’une souche épidémiologique commune. L’électrophorèse
en champ pulsé est un outil très efficace pour déterminer si des
isolats sont d’origine clonale et son utilisation comme méthode stan-
dard dans les réseaux de surveillance moléculaire des Escherichia
coli vérocytotoxigéniques et de Salmonella a déjà fait ses preuves
depuis quelques années (11). De plus, les résultats d’une étude
récente sur l’épidémiologie de S. Heidelberg aux Etats-Unis a mon-
tré la présence d’une souche clonale sur une période de dix ans sug-
gérant la persistance possible d’une souche donnée sur un large
territoire pendant une longue période (12). Ces résultats concordent
avec ceux d’autres auteurs qui, pour l’électrophorèse, ont identifié
une relation clonale entre différents isolats de Salmonella, mais ont
trouvé des profils de résistance aux antibiotiques et des profils plas-
midiques différents au sein d’un clone chromosomique apparemment
unique (6,13,14). Dans notre étude, l’instabilité intrinsèque de l’ADN
extra-chromosomique, la pression de sélection due à l’utilisation d’an-
tibiotiques différents selon les endroits, et la grande période d’ob-
servation pourraient expliquer l’hétérogénéité des isolats de Heidelberg
quant à leurs profils plasmidiques et leur profil de résistance. D’un
autre côté, des marqueurs plus spécifiques de souches comme le
profil de résistance et le profil plasmidique pourraient être plus effi-

➤ analyzed and classified by previously established guide-
lines (9, 10). Isolates with electrophoretic patterns differing
by one to four DNA fragments were classified as subtypes of
the same pulsetype. For the purpose of this study, different
pulsotypes were considered to identify distinct clones of the
Heidelberg serotype.

Results
Five distinctive antimicrobial resistance profiles were iden-

tified among the S. Heidelberg isolates under study (Table).
The predominant pattern - 11 of 21 isolates - was characteri-
zed by resistance to ampicillin, streptomycin, tetracycline and
nalidixic acid, with the addition of kanamycin in two cases.
Since 2001 the ampicillin-sulfonamides resistance pattern
became more frequent. Two strains only were susceptible to
all the antimicrobial agents tested.

Six plasmid profiles - a to f - were identified among 19 of
the 21 isolates (Table). The two fully susceptible isolates were
also plasmid free. 

Three distinct XbaI PFGE patterns, designated X-A to X-C
were observed. Within PFGE type X-A pattern there were three
subtypes X-A1, X-A2 and X-A3. PFGE subtype X-A1 accounted
for 16 of 21 isolates, whilst subtypes X-A2 and X-A3 were
represented by a single isolate, respectively (Table). The DNAs
of the 16 strains with XbaI-PFGE pattern X-A1 were digested
by BlnI. Fourteen were indistinguishable and were assigned
the pattern B-A1; the remaining two were assigned two diffe-
rent subtypes B-A2 and B-A3, differing from B-A1 by two bands
each (data not shown).

Discussion

The strains of S. Heidelberg investigated in this study cannot
be considered as a representative sample of the strains
circulating in Italy because of the selection method used. This
is an inherent limit of passive surveillance systems, such as
those set up in most European countries for enteric patho-
gens, that depend on voluntary adherence by peripheral labo-
ratories. Nevertheless, these surveillance networks are often
able to trace the transmission routes of some Salmonella
clones and describe time and space trends of the serotypes
of major interest to public health.

PFGE patterns appear to be consistent with the dissemina-
tion of a common outbreak strain, though different drug sus-
ceptibility and plasmid profiles have been found. PFGE analysis
has indeed proved to be a very effective tool in determining
whether some isolates are essentially clonal, and its applica-
tion as the basic method in molecular surveillance networks
of verocytotoxigenic Escherichia coli and Salmonella has already
been successful for some years (11). Furthermore, the results
of a recent study of S. Heidelberg epidemiology in the US have
demonstrated the presence of a clonal strain over a ten year
period, thus suggesting the possible persistence of a parti-
cular strain over a wide area for a prolonged period (12). Moreo-
ver, the results obtained concur with reports by other authors
who have used PFGE to identify clonal relationship between
Salmonella isolates, but found different antimicrobial resis-
tance patterns and plasmid profiles within an apparently unique
chromosomal clone (6,13,14). In our case too, the intrinsic
instability of extra-chromosomal DNA, the selective pressure
by use of different antibiotics in different places, and the broad
period of observation might justify the heterogeneity of the
Heidelberg isolates on the basis of their plasmid and drug resis-
tance patterns. On the other hand, more strain-specific mar-
kers, such as the drug resistance pattern/plasmid profile,
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might be more successful than PFGE alone in delineating local
transmission routes triggered by clonally spreading Salmonella
serotypes, such as Enteritidis and, presumably, Heidelberg.

The association of such a serotype with avian hosts and
eggs has been known for some time. S. Heidelberg was the
predominant serotype recovered from ovary samples in a sur-
vey of layer flocks in 1991, and its ability to penetrate and
grow into the interior of hens’ eggs has been well documen-
ted (3,15). Moreover, the high prevalence of nalidixic acid
resistance within strains of S. Heidelberg, a zoonotic sero-
type closely associated with chickens and turkeys, could be
related to their ecological niche. Indeed, the use of fluoro-
quinolones is common in the poultry industry and is temporally
strongly associated with raising frequencies of resistances in
many Salmonella serotypes, including Enteritidis (16,17). 

Clonal diffusion of some predominant genotypes may be
more widespread than is currently recognized and involve
Salmonella strains other than the traditional Enteritidis and
Typhimurium DT104 complex. In Italy, Heidelberg serotype is
apparently able to spread clonally nationwide through the
poultry vehicle. A larger study involving a more representa-
tive sample of strains from Italy and, possibly, other European
countries might more confidently evaluate epidemiological
features of this Salmonella serotype. Molecular epidemiolo-
gical monitoring should be a routine tool for detection, and
quantitative assessment of unexpected events related to zoo-
notic serotypes. ■
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plus efficaces que l’electrophorèse seule pour délimiter les voies de
transmission locales de sérotypes de Salmonella provenant d’un
même clone, comme Enteritidis, et probablement Heidelberg.  

L’association d’un tel sérotype avec des hôtes aviaires et des
œufs est connue depuis longtemps. Lors d’une étude menée en
1991 dans des élevages de poules pondeuses, S. Heidelberg
était le sérotype dominant dans des échantillons d’ovaires. Sa
capacité à pénétrer à l’intérieur des œufs de poule et à s’y déve-
lopper a déjà été décrite (3,15). De plus, la prévalence élevée
de la résistance à l’acide nalidixique dans les souches de S. Hei-
delberg, un sérotype zoonotique étroitement lié aux poulets et
aux dindes, pourrait être liée à leur niche écologique. En effet,
l’utilisation de fluoroquinolones est courante dans les élevages
de poulets, et son association temporelle à l’augmentation des
fréquences de résistance dans plusieurs sérotypes de Salmo-
nella, dont Enteritidis est forte (16,17).  

La diffusion clonale de génotypes prédominants est peut-être
plus répandue qu’il n’est reconnu actuellement et implique peut-
être d’autres sérotypes que Enteritidis et Typhimurium DT104.
Ainsi en Italie, le sérotype Heidelberg est capable, apparem-
ment, d’une dissémination clonale à l’échelle nationale par le
biais de la volaille. Une étude plus large qui inclurait un échan-
tillonnage plus représentatif de souches présentes en Italie et,
si possible, dans d’autres pays européens, contribuerait à éva-
luer de façon plus fiable les caractéristiques épidémiologiques
de ce sérotype de Salmonella.  La surveillance épidémiologique
moléculaire devrait être un outil de routine pour la détection et
l’évaluation quantitative d’incidents inattendus liés aux sérotypes
zoonotiques. ■
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