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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 glfA 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 fzsZ, 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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Wsréd bakterii z rodzaju Bartonella (a-Proteo-
bacteria) znajduja si¢ gatunki uznawane za patogen-
ne w stosunku do cztowieka, jednak znakomita ich
wigkszo$¢ to pasozyty gryzoni, a przypadki ich
transmisji do ludzi za posrednictwem krwiopijnych
stawonogdw sprawiaja, ze bartonelloza zalicza-
na jest do choréb rozprzestrzeniajacych sie (emer-
ging infectious diseases). Badania zwigzane z ro6-
znorodnoscig genetyczng i epidemiologia Bartonel-
la spp. prowadzono w populacjach wolno zyjacych
gryzoni lesnych (nornica ruda Myodes glareolus
i mysz wielkooka lesna Apodemus flavicollis) i po-
Inych (nornik zwyczajny Microtus arvalis i nornik
pétnocny Mi. oeconomus).

W czasie trwania projektu, w latach 2007-2009,
na terenie Pojezierza Mazurskiego, w comiesig¢cz-
nych sesjach odlowiono i wyznakowano tacznie
1193 gryzonie i pobrano od nich 2226 préb krwi
(metoda powtérnych odlowow). Wszystkie proby
krwi przeanalizowano pod katem obecnosci DNA
Bartonella wykorzystujac fragment genu syntazy
cytrynianowej (gltA). Najwyzszg ekstensywnos¢ za-
kazenia bakterig zaobserwowano w przypadku
A. flavicollis (43.5%), najnizsza — w przypadku
Mi. oeconomus  (9.4%). Dla My. glareolus
i Mi. arvalis odsetek zakazonych osobnikow wy-
ni6st odpowiednio 13.2% i 11.8%. Stwierdzono r6-
znice w ekstensywnosci zakazenia Bartonella spp.
w zaleznosci od roku i sezonu badan, a takze pflci
gryzoni. W przypadku zwierzat lesnych zaobserwo-
wano gwalttowny spadek prewalencji p6Znym latem
i jesienig 2008 roku, co bylo zwigzane z tzw. efek-
tem rozcienczenia. Wsréd zwierzat odtawianych
kilkakrotnie w kolejnych miesigcach obserwowano
wielokrotne zakazenia Bartonella (réznymi gatun-
kami/genotypami bakterii) oraz infekcje mieszane
(wiecej niz jednym genotypem bakterii).

Analiza 147 izolatéw bakterii wykazata obec-
nos¢ 37 wariantéw genu gltA. We wszystkich bada-
nych populacjach zwierzat dominowaly infekcje
wywotywane przez B. taylorii, w przypadku My.
glareolus, A. flavicollis i Mi. arvalis stwierdzano ta-
kze zakazenie B. grahamii, a u obydwu gatunkéw
nornikéw diagnozowano réwniez infekcje B. do-
shiae. U jednego osobnika A. flavicollis stwierdzo-
no zakazenie B. birtlesii, a kolejnych dwoch izola-
tow Bartonella nie mozna byto przypisa¢ do zadne-

go ze znanych gatunkéw bakterii. Analiza metoda
kladéw zagniezdzonych wykazata specyficznosé
zywicielskg zwigzang z gatunkiem zywiciela na po-
ziomie kladéw I stopnia oraz specyficznos¢ zwigza-
ng z rodzing zywiciela na poziomie kladéw II stop-
nia. Przeanalizowano roéwniez inne geny metaboli-
zmu podstawowego komorki (biatka podziatu ko-
morkowego ftsZ, biatka opiekuiiczego groEl, synta-
zy ryboflawinowej ribC, podjednostki beta polime-
razy RNA rpoB) oraz genu kodujacego 16S rRNA.
Poréwnanie wariantéw tych genéw w 27 izolatach
umozliwito identyfikacje¢ licznych przypadkéw re-
kombinacji genéw groEl i 16S rRNA. Stwierdzono
tez rekombinacj¢ w obrebie gendéw metabolizmu
podstawowego, np. w przypadku jednego z niezi-
dentyfikowanych izolatéw Bartonella byta to re-
kombinacja genu gltA pomiedzy B. grahamii
i B. taylorii.

Analiza dwé6ch genéw zwigzanych z inwazyjno-
Scig bakterii w stosunku do zywiciela (virB5 i be-
pA), wchodzacych w skiad systemu sekrecji typu
IV réwniez wykazata ich ekstensywng rekombina-
cje. Sekwencje fragmentu genu kodujacego biatko
BepA 17 izolatéw nie réznity si¢ od siebie istotnie,
co prawdopodobnie zwigzane jest z faktem, ze jest
to biatko wydzielane do wnetrza komérek zywicie-
la i zmienia ich fizjologie. Gen virB5 (kodujacy
biatko umozliwiajace adhezje do komoérek zywicie-
la) analizowano dla 22 izolatéw i stwierdzono istot-
ne réznice zarowno w skladzie sekwencji, jak i jej
dlugosci pomigdzy wariantami tego genu wystepu-
jacymi u nornikowatych (Arvicolidae) i u A. flavi-
collis. Zaréwno dla genu bepA, jak i virB5 stwier-
dzono przypadki rekombinacji; czesto dotyczyly
one tych samych izolatéw, dla ktérych wczesniej
zaobserwowano rekombinacje gendéw groEl lub
16S rRNA, co moze oznaczaé, ze selekcja zwigza-
na z genami wirulencji ma istotny wpltyw na ewolu-
cj¢ Bartonella spp. zakazajacych gryzonie. Najcze-
Sciej horyzontalny transfer genéw dotyczyt izolatow
pochodzacych od Microtus spp., co sugeruje istotng
role nornikéw w pojawianiu si¢ nowych genotypoéw
bakterii.
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