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ABSTRACT. This long-term study of genetic diversity and epidemiology of the alpha-proteobacterium Bartonella in
wild rodents from forest (Myodes glareolus and Apodemus flavicollis) and abandoned farmland (Microtus arvalis and
Mi. oeconomus) was carried out in the years 2007–2009 in the Mazury Lakes District. In total, 1193 rodents were
marked and recaptured, and 2226 blood samples were collected. The highest Bartonella prevalence was found in
A. flavicollis (43.5%), the lowest in Mi. oeconomus (9.4%), while prevalence in My. glareolus and Mi. arvalis was,
respectively, 13.2% and 11.8% (PCR of citrate synthase gltA gene fragment). Prevalence varied according to year and
season, as well as sex of rodents. For woodland animals, a rapid decrease of prevalence was observed in late 2008, due
to the dilution effect. Multiple (different species/genotypes of Bartonella in successive months) and mixed infections
(more than one bacteria genotype in the same blood sample) were also diagnosed. Between 2835 and 4800000 colony
forming units (CFU) per ml blood were recorded, with, for B. taylorii, significant differences between isolates from
hosts belonging to different host families. Sequence analysis of 147 isolates revealed 37 gltA variants. In all four
rodents, B. taylorii was the most prevalent, and could be divided into three main clades. One clade of B. grahamii was
present in My. glareolus, A. flavicollis and Mi. arvalis, and both Microtus species were infected with a single clade of
B. doshiae. A single isolate of B. birtlesii from A. flavicollis was collected, while two isolates could not be assigned to
any known species. Nested clade analysis showed host specificity of 1st step clades (connected with rodent species) and
2nd step clades (connected with rodent family). Analysis was then extended to other housekeeping genes (cell division
protein ftsZ, heat shock protein groEl, riboflavin synthase ribC, beta subunit RNA polymerase rpoB) and gene encoding
16S rRNA. Comparison of alleles of these genes in 27 isolates revealed numerous recombinant events, primarily
involving groEl and 16S rRNA genes. Moreover, genetic recombination within housekeeping genes was also identified,
and one of the unidentified Bartonella isolates was found to involve recombination within gltA between B. grahamii
and B. taylorii. Examination of two T4SS pathogenicity genes (virB5 and bepA), revealed a similar pattern of extensive
recombination. BepA from 17 isolates showed little diversity, concomitant with its role as an intra-cellular messenger.
The virB5 gene (encoding a putative extra-cellular adhesin) from 22 isolates from voles (Arvicolidae) and A. flavicollis
was distinctively different in sequence and putative structure, and showed a clear signature of horizontal gene transfer.
Moreover, these recombinant events were often identified in the same isolates in which recombination of groEl or
16S rRNA was observed, suggesting that selection for this pathogenicity gene is important in the microevolution of
Bartonella within rodents. In particular, Microtus spp. was central in the appearance of novel Bartonella isolates.
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Wśród bak te rii z ro dza ju Bar to nel la (α-Pro teo -
bac te ria) znaj du ją się ga tun ki uzna wa ne za pa to gen -
ne w sto sun ku do czło wie ka, jed nak zna ko mi ta ich
więk szość to pa so ży ty gry zo ni, a przy pad ki ich
trans mi sji do lu dzi za po śred nic twem krwio pij nych
sta wo no gów spra wia ją, że bar to nel lo za za li cza -
na jest do cho rób roz prze strze nia ją cych się (emer -
ging in fec tio us di se ases). Ba da nia zwią za ne z ró -
żno rod no ścią ge ne tycz ną i epi de mio lo gią Bar to nel -
la spp. pro wa dzo no w po pu la cjach wol no ży ją cych
gry zo ni le śnych (nor ni ca ru da My odes gla re olus
i mysz wiel ko oka le śna Apo de mus fla vi col lis) i po -
lnych (nor nik zwy czaj ny Mi cro tus arva lis i nor nik
pół noc ny Mi. oeco no mus). 

W cza sie trwa nia pro jek tu, w la tach 2007–2009,
na te re nie Po je zie rza Ma zur skie go, w co mie sięcz -
nych se sjach odło wio no i wy zna ko wa no łącz nie
1193 gry zo nie i po bra no od nich 2226 prób krwi
(me to da po wtór nych odło wów). Wszyst kie pró by
krwi prze ana li zo wa no pod ką tem obec no ści DNA
Bar to nel la wy ko rzy stu jąc frag ment ge nu syn ta zy
cy try nia no wej (gltA). Naj wy ższą eks ten syw ność za -
ka że nia bak te rią za ob ser wo wa no w przy pad ku
A. fla vi col lis (43.5%), naj ni ższą – w przy pad ku
Mi. oeco no mus (9.4%). Dla My. gla re olus
i Mi. arva lis od se tek za ka żo nych osob ni ków wy -
niósł od po wied nio 13.2% i 11.8%. Stwier dzo no ró -
żni ce w eks ten syw no ści za ka że nia Bar to nel la spp.
w za le żno ści od ro ku i se zo nu ba dań, a ta kże płci
gry zo ni. W przy pad ku zwie rząt le śnych za ob ser wo -
wa no gwał tow ny spa dek pre wa len cji póź nym la tem
i je sie nią 2008 ro ku, co by ło zwią za ne z tzw. efek -
tem roz cień cze nia. Wśród zwie rząt odła wia nych
kil ka krot nie w ko lej nych mie sią cach ob ser wo wa no
wie lo krot ne za ka że nia Bar to nel la (ró żny mi ga tun -
ka mi/ge no ty pa mi bak te rii) oraz in fek cje mie sza ne
(wię cej niż jed nym ge no ty pem bak te rii). 

Ana li za 147 izo la tów bak te rii wy ka za ła obec -
ność 37 wa rian tów ge nu gltA. We wszyst kich ba da -
nych po pu la cjach zwie rząt do mi no wa ły in fek cje
wy wo ły wa ne przez B. tay lo rii, w przy pad ku My.
gla re olus, A. fla vi col lis i Mi. arva lis stwier dza no ta -
kże za ka że nie B. gra ha mii, a u oby dwu ga tun ków
nor ni ków dia gno zo wa no rów nież in fek cje B. do -
shiae. U jed ne go osob ni ka A. fla vi col lis stwier dzo -
no za ka że nie B. bir tle sii, a ko lej nych dwóch izo la -
tów Bar to nel la nie mo żna by ło przy pi sać do żad ne -

go ze zna nych ga tun ków bak te rii. Ana li za me to dą
kla dów za gnie żdżo nych wy ka za ła spe cy ficz ność
ży wi ciel ską zwią za ną z ga tun kiem ży wi cie la na po -
zio mie kla dów I stop nia oraz spe cy ficz ność zwią za -
ną z ro dzi ną ży wi cie la na po zio mie kla dów II stop -
nia. Prze ana li zo wa no rów nież in ne ge ny me ta bo li -
zmu pod sta wo we go ko mór ki (biał ka po dzia łu ko -
mór ko we go ftsZ, biał ka opie kuń cze go gro El, syn ta -
zy ry bo fla wi no wej ribC, pod jed nost ki be ta po li me -
ra zy RNA rpoB) oraz ge nu ko du ją ce go 16S rRNA.
Po rów na nie wa rian tów tych ge nów w 27 izo la tach
umo żli wi ło iden ty fi ka cję licz nych przy pad ków re -
kom bi na cji ge nów gro El i 16S rRNA. Stwier dzo no
też re kom bi na cję w ob rę bie ge nów me ta bo li zmu
pod sta wo we go, np. w przy pad ku jed ne go z nie zi -
den ty fi ko wa nych izo la tów Bar to nel la by ła to re -
kom bi na cja ge nu gltA po mię dzy B. gra ha mii
i B. tay lo rii. 

Ana li za dwóch ge nów zwią za nych z in wa zyj no -
ścią bak te rii w sto sun ku do ży wi cie la (vir B5 i be -
pA), wcho dzą cych w skład sys te mu se kre cji ty pu
IV rów nież wy ka za ła ich eks ten syw ną re kom bi na -
cję. Se kwen cje frag men tu ge nu ko du ją ce go biał ko
Be pA 17 izo la tów nie ró żni ły się od sie bie istot nie,
co praw do po dob nie zwią za ne jest z fak tem, że jest
to biał ko wy dzie la ne do wnę trza ko mó rek ży wi cie -
la i zmie nia ich fi zjo lo gię. Gen vir B5 (ko du ją cy
biał ko umo żli wia ją ce ad he zję do ko mó rek ży wi cie -
la) ana li zo wa no dla 22 izo la tów i stwier dzo no istot -
ne ró żni ce za rów no w skła dzie se kwen cji, jak i jej
dłu go ści po mię dzy wa rian ta mi te go ge nu wy stę pu -
ją cy mi u nor ni ko wa tych (Arvi co li dae) i u A. fla vi -
col lis. Za rów no dla ge nu be pA, jak i vir B5 stwier -
dzo no przy pad ki re kom bi na cji; czę sto do ty czy ły
one tych sa mych izo la tów, dla któ rych wcze śniej
za ob ser wo wa no re kom bi na cję ge nów gro El lub
16S rRNA, co mo że ozna czać, że se lek cja zwią za -
na z ge na mi wi ru len cji ma istot ny wpływ na ewo lu -
cję Bar to nel la spp. za ka ża ją cych gry zo nie. Naj czę -
ściej ho ry zon tal ny trans fer ge nów do ty czył izo la tów
po cho dzą cych od Mi cro tus spp., co su ge ru je istot ną
ro lę nor ni ków w po ja wia niu się no wych ge no ty pów
bak te rii.
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