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Po6sa A.: Mycobacterium tuberculosis complex ancient DNA demonstration from human bone
remains. Tuberculosis (TB) is one of the oldest diseases and still has a high prevalence nowadays.
The disease is pandemic, according to the estimation of the WHO 30% of total population of the
world may be infected latently by Mycobacterium tuberculosis.

Since the 1990s the identification of Mycobacterium tuberculosis infection has used molecular
methods, too. Paleomicrobial research is also able to identify mycobacterial DNA from ancient
human remains.

In my examination | researched six historical periods for TB infection, the earliest period is
Neolithic, a few samples from Tapé-Széntéglaégetd archaeological site, which is a late Bronze Age
(BC 14th-13rd century) cemetery, Avar Age samples (Szeged-Kiskundorozsma Kettdshatir II.
(Grave No. 263 and Csardaszallas-Hanzélytanya) are from the age of the Arpadian Dynasty. The
skeletal material came from the Bacsalmas-Oalmas archeological site (AD 16th—-17th centuries,
southern Hungary) and the remains of Sandor Terézia from the Dominican church of Vac
(AD 18th-19th centuries).

During our research program we successfully adopted long standing paleomicrobiological
techniques on the indigenous samples, and the TB infection was confirmed in four different ages.
Our studies prove that this disease has accompanied the human population during its history — for
7000 years at least. The presence of tuberculosis has been proved in Hungary since the Neolithic,
that is why it would be an interesting research topic if we could analyse more earlier periods in the
near future. My research has revealed that the preservation of mycobacterial DNA is much more
extensive in the case of long bones and teeth, than in the case of vertebrae or ribs. At the same
time, data gained indicate the importance of the selection of the sample, as well as parallel
sampling individually from long bones and teeth.

Keywords: aDNA; Mycobacterium tuberculosis; Paleomicrobiology.

Bevezetés

A tuberkuldzis (TBC) az egyik legrégebbi fert6z6 betegség, a megbetegedések szdma
napjainkban is nagy méreteket 6lt (Ortner 2003, Gutierrez és mtsai 2005, Hershkovitz és
mtsai 2008, Donoghue 2009, Baker és mtsai 2015, Donoghue és mtsai 2015, Palfi és
mtsai 2015). A tuberkulézis pandémias megjelenésii, a Fold lakossaganak egyharmada
latens Mycobacterium tuberculosis hordoz6 lehet, ami tovabb ndveli a TBC kutatas
jelentdségét.

Sokaig Ugy tartottak, hogy a M. tuberculosis a Mycobacterium bovis-bol alakult ki, a
szarvasmarhafélék domesztikacioja révén, s fertézte meg az emberi populdciokat
(pl.: Cockburn 1963, Ortner 1999). Ez a hipotézis egészen a kétezres évek elejéig tartotta
magat, ekkor a molekuldris genetikai kutatasok tébb tanulmanyban is ravilagitottak arra,
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hogy a Mycobacterium tuberculosis 6ésibb valtozat, mint a M. bovis (pl.: Brosch 2002,
Filliol és mtsai 2006, Hershberg és mtsai 2008). Az is valdszinisithetd, hogy a
Mycobacterium tuberculosis komplex (MTBC) tagjai egy koz0s 6st6l, a Mycobacterium
prototuberculosis-t6l szarmaznak (Brosch és mtsai 2002), amely egyutt evolvalédhatott
az emberiséggel (Camus és mtsai 2002, Gutierrez és mtsai 2005, Brisse és mtsai 2006,
Wirth és mtsai 2008, Comas és mtsai 2013, Weber 2013, Boritsch és mtsai 2014, Bos és
mtsai 2014, Donoghue 2017).

A humén tuberkuldzis paleopatologiai kutatisa gazdag elézményekre tAmaszkodik: a
mult szdzadban nagy szamban irtdk le a betegség tipikus megnyilvanulésait régen élt
népességek emberi csontmaradvanyain (pl.: Bartels 1907, Steinbock 1976, Ortner 1999,
2003, Palfi és mtsai 1999). Az elsé tanulmanyt, amely DNS-alapi molekularis
(paleomikrobioldgiai) alapon, archaikus csontmaradvanyokbdl mutatta ki a M.
tuberculosis-t, 1993-ban publikaltak (Spiegelman és Lemma 1993), amelyet nagyszamu
tovabbi publikacié kovetett (pl.: Nerlich és mtsai 1997, Zink és mtsai 2001, Donoghue
2009, Donoghue és mtsai 2017). Az utébbi évtizedekben morfoldgiai alapon tébb ,,korai”
vagy ,.atipusos” TBC fert6zési format azonositottak, az archaikus DNS-vizsgalatok
pozitiv eredményei pedig bizonyitottak, hogy a paleomikrobioldgai diagnosztika az ilyen
esetek azonositasara is megbizhatéan hasznalhat6 (Haas és mtsai 2000).

Az elmult két évtizedben kiilonb6z6 emberi maradvanyokat hasznaltak mintaként a
MTB archaikus DNS kutatasa soran. Az Ujabb kutatasok azt igazoltdk, hogy a hossz(
csontok kompakt szovete mellett a fogak is alkalmasak lehetnek a paleomikrobiolégiai
vizsgalathoz, mivel — intakt fog esetében — a fogbélben taladlhaté DNS maradvanyt jol
védik a fog kiils6 rétegei (Nguyen Hieu és mtsai 2011).

Célkittizések

Az archeogenetikai kutatasok Magyarorszagon jelentés multtal rendelkeznek,
azonban a bakterialis DNS detektalasa human maradvanyokbdl eddig nem volt jelen a
magyarorszagi vizsgalatok palettdjan. Erre eddig csak kilfoldi laboratoriumok és
kizardlag kiilfoldi szakért6k bevonasaval volt lehetdség.

Mivel Magyarorszdgon nem csekély a morfologiailag azonositott glimdékorral
fert6zott régi esetek szama (pl.: Palfi és mtsai 1999, Palfi 2002, Palfi és Ardagna 2002),
fontossa valt, hogy Ujabb molekularis vizsgalatokkal is alatdmasszuk ezen adatokat.

Doktori kutatasaimban célul tiiztem ki:

— a Mycobacterium tuberculosis komplex aDNS kinyerési és elemzési technikak
elsajatitasat kalfoldi partnerlaboratériumban, és azok gyakorlati alkalmazésat hazai
embertani maradvanyok esetében;

— a baktérium aDNS kinyerése szempontjabdl optimalis anatomiai lokalizaciok
meghatarozasat az archaikus csontmaradvanyokban, elsdsorban hosszicsontok és fogak
alkalmazasaval;

— a Karpat-medence tébb torténeti-régészeti korszakaban - kiilonésen a TBC
paleoepidemioldgiaja és demografiai hatdsa szempontjabél kiemelt korszakok esetén —
igazolni kivantam a mycobacteridlis fert6zések jelenlétét molekularis biologiai
eredményekkel, hogy komplementer vizsgalatként alatdmasszam a korabbi morfolégiai
vizsgalatok eredményeit, és elGsegitsem a régen élt népességeink komplex bioldgiai-
torténelmi rekonstrukcidjat;

— az archaikus mycobacteridlis fertézések molekularis hatteri azonositasanak
elokészitését Magyarorszagon, annak érdekében, hogy a kés6bbiekben hazai
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koriilmények kozott is validalni lehessen a kiilfoldon elsajatitott korszerti vizsgalati
modszereket, és hogy késobb azokat rutinszerien alkalmazni lehessen magyarorszagi
mintak esetében.

Vizsgalati anyag és modszerek

Paleomikrobiol6giai  kutatdsaimba a tuberkulézis evollcidja, ill. hazai
jarvanytorténete szempontjabol fontos, kiilonbozoé régészeti korszakokbdl szarmazod
emberi maradvanyokat vontam be. Az Osszesen hat korszak és az érintett lel6helyek
attekintése nélkiil az eredményeink nem értelmezhetéek, igy elébbieket roviden itt
ismertetem:

— Alsényék-Bataszek 2006-2009 kozott feltart prehisztorikus — temet6jének
jelentéségét az adja, hogy az egyik legrégebbi és legnagyobb kozép-eurdpai neolitkori
telepiiléshez tartozik. A 2359 temetkezés a Késé Neolit/Korai Rézkorbdl szarmazik (Kr.
e. 5000). Az Alsonyék-Bataszék lel6helykomplexum része a Lengyel kultarabol
szarmazo Alsonyék-Kanizsa diild, ahol 862 sirt tartak fel (Zalai-Gaal 2008, Zalai-Gaal és
Osztas 2009). Paleomikrobiolégiai vizsgalataimba ez utobbi széria csontmintait vontam
be. A masik tanulmanyozott neolit temeté — Vészt6-Magori domb — a Tiszai kultdrabol
szarmazik, ugyanazon kronologiai id6szakbol. Az elézetes morfologiai vizsgalatok
mindkét lel6helyr6l valosziniisithetd TBC-el6fordulast jeleztek (Spekker és mtsai 2012,
Kohler és mtsai 2013).

— Tape-Széntéglaégeté lelShely egy 1960-1966 kozott feltart, 686 siros késé
bronzkori temetd, az innen el6keriilt emberi maradvanyok a Kr. e. 14-13. szazadbol
szarmaznak. Az antropolégiai vizsgalatok eredményeit 1971-ben Farkas L. Gyula és
Liptak Pal kozolték, az embertani vizsgalatokba ésszesen 579 leletet vontak be (Farkas és
Liptdk 1971). Az SZTE Embertani Tanszékén a kozelmdltban megkezdett
paleopatoldgiai vizsgalatok soran hét egyén esetében bukkantak TBC-vel dsszefiiggésbe
hozhat6 atipusos tlinetekre. Molekularis vizsgalataim szamara ez a hét eset szolgaltatott
mintat.

— A Szeged-Kiskundorozsma Kettdshatar II. avar kori széria paleopatologiai
vizsgalata soran a 263-as sirb6l szarmazd csontmaradvanyokon atipusos TBC-re utal6
elvaltozasokat észleltek az SZTE Embertani Tanszék munkatarsai. Paleomikrobioldgiai
kutatdsaim lehetdséget teremtettek ennek az esetnek az elemzésére is, hasonloan egy
masik, szintén avar kori, szintén atipusos TBC-s vazmaradvany mintajahoz,
Cséardaszéllas-Hanzélytanya lel6helyrol.

— Az 1970 és 1973 kozott Gydr-Posdomb leldhelyen feltart Arpad-kori temeté 187-es
sirszam0 Pott-gibbus-os esetét vizsgaltuk molekularis biolégiai mddszerekkel, a
csontvazon megfigyelt sulyos morfoldgiai elvaltozasok igazolasara.

— Kutatasaim fontos anyagat jelentette a Bacsalmas-Oalmas régészeti lelhelyrl
szarmazd (16-17. szézad), 1993-2003 kozott harom fazisban feltart embertani anyag
(Wicker 2006). A kés6-kozépkori népcsoport balkani eredetii, vallasi okbol viszonylag
endogam kozosséget alkottak (Wicker 1999). A feltarasok soran ésszesen 481 egyén jé
megtartéasi allapotd, csontvazmaradvanyai keriiltek elé (Lovasz és mtsai 2005, 20009,
2013). A széridban megfigyelt nagyszdm TBC-re utalé morfoldgiai elvaltozas orientalta
a paleomikrobioldgiai mintavételt.

— Kutatasaim egyetlen Gjkori alanya mumifikalédott emberi maradvany volt. A vaci
Fehérek temploma 1994-es restaurdlasakor bukkantak az Eurdpaban is egyedilallo
természetesen mumifikalédott emberi maradvanyokra: a domonkos rendi altemplomban
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265 diszes koporsdkban eltemetett, részben vagy teljesen mumifikalddott holttestet
fedeztek fel (Pap és mtsai 1997). A széria kordbbi vizsgalatai magas foki TBC-
fertézottséget jeleztek (Fletcher és mtsai 2003). Munk&nk soran Séandor Terézia
mumifikalédott holttestén végeztiink molekularis bioldgiai vizsgalatokat Mycobacterium
tuberculosis aDNS kimutatésa érdekében.

Célkitlizéseim kozott szerepelt, hogy régi csontmintdkbdl minél nagyobb
hatékonysaggal mutassam ki a tuberkul6zis 4gensének jelenlétét, ezért olyan modszereket
alkalmaztam, a vonatkozd szakirodalmi adatok figyelembevételével, ahol a DNS
megbrzOdése a legnagyobb mértékii és a detektalas sikeressége maximalizalhatd.
Kezdetben fenol-kloroformos DNS-izolalassal (Hochmeister és mtsai 1991) igyekeztink
elérni a kivant hatékonysagot, de ez csekélyebb DNS-hozammal birt, igy késébb a
hatékonyabb, szilika-alapi DNS-kinyerési modszerre (Rohland és mtsai 2009) tértlink at.

A Kkorébban elterjedtebben hasznalt szivacsos csontok mellett hosszlcsontokat,
tovabba fogakat is bevontunk a vizsgalatainkba, annak bizonyitasara, hogy az aDNS
Kinyerés nagyobb mértékii ezekr6l a helyekrél. Ez utobbi két mintatipus felhasznalasa
csokkenti a kontaminacid esélyét is.

A DNS extrakciot kovetéen ellendriztiik, hogy sikeresen végbement-e a kivonas és
rendelkezésiinkre all-e az 6si DNS. Ezt PCR analizissel végeztiik el, IS6110R, IS6110F
és 1S6110intR, 1S6110intF primereket alkalmaztuk, amelyek a legéltaldnosabban
alkalmazott primerek a Mycobacterium aDNS vizsgélata soran (Eisenach és mtsai 1990,
Taylor és mtsai 1996). A paleomikrobiol6gia eszkdztarabdl tobb esetben hasznéaltuk még
a spoligotyping eljarast (Kamerbeek és mtsai 1997, Zink és mtsai 2003).

Vizsgalati eredmények és értékelésik

A célkitlizéseknek megfeleléen kutatdsaim soran hazai embertani szériakbol
potencialis TBC-fert6zott maradvanyokbdl mintakat vételeztem, és azok felhasznalasaval
az EURAC Institute for Mummies and Iceman (Bolzano, Olaszorszdg) aDNS
laboratériumdban MTBC aDNS kimutatist végeztem. Kutatidsaim elsd felében
valamennyi fazisra az olaszorszagi kutatohelyen keriilt sor, mig a doktori munkaim
maésodik felében, a paleomikrobiolédgiai kutatdsok hazai meghonositasa érdekében, mar
bizonyos részfeladatokat magyarorszagi laboratériumban, az MTA BTK Régészeti
Intézet Archeogenetikai Laboratériumaban végeztem el.

A kutatasaim metodikai jellegli eredményei koziil ki kell emelnem annak igazolasat,
hogy az archaikus tuberkul6zis DNS kimutatdsahoz sziikséges mintavételre a szokasos,
csigolyabol vagy bordakbol torténd mintavétel mellett, a fogak is alkalmasak.
Eredményeink igazoltak, hogy a fogpulpa belsd, zart liregében valdban jelentés az aDNS
prezervacié valoszinilisége (Pdsa és mtsai 2012), MTBC esetén is. A hosszlcsontokbdl
torténd mintavételekbdl szarmazo vizsgalataim szintén eredményesnek bizonyultak.

Az alsényéki neolit széria esetében a molekularis vizsgalatokba egy kdzepes méretli
sircsoport szinte dsszes csontvazat bevontuk. A vizsgéalatok alapjan 6t egyénnél kaptunk a
fogakbol és/vagy hosszlcsontokb6l pozitiv eredményt baktérium DNS vizsgalatara (P6sa
és mtsai 2015a, 2016a). Az eredmények, a molekularis bioldgiai kutatasokkal
parhuzamosan végzett morfoldgiai vizsgalati eredményekkel (Kéhler 2012, Kohler és
mtsai 2013) 0Osszhangban jelzik, hogy a Mycobacterium tuberculosis jelen volt az
alsonyéki  prehisztorikus  populacié  altalunk  tanulmanyozott  sircsoportjanak
maradvanyaiban. Eredményeim alatdmasztjadk Masson és munkatarsai altal kozolt
magyarorszagi neolit kori tuberkuldzis-eléfordulassal kapcsolatos, kozelmultban kozolt
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adatokat (Masson és mtsai 2013, 2015), és szdmos Uj esettel kiegészitve megerdsitik a
MTBC jelenlétét és humanpatogén mivoltat, a mintegy 7000 évvel ezelétti Karpat-
medencében. A Tiszai kultirabol szarmazé Vészté Magori-domb leléhelyrdl szarmazd
maradvanyok esetében egy esetben igazoltuk a TBC baktérium jelenlétét, ezzel
bizonyitva a lelet mycobacterialis fertdzését.

Tapé-Széntéglaégetd leldhely, késé bronzkori temetd esetében az antropoldgiai
vizsgalatok soran hét egyén esetében bukkantak TBC-vel 6sszefiiggésbe hozatd atipikus
tiinetekre, azonban molekularis biologiai modszerekkel nem sikeriilt megerdsiteni a
kérokozo jelenlétét.

A két avar kori lel8hely (Kiskundorozsma Kettdshatar és Csardaszallas Hanzély
tanya) esetében a csontokon korai TBC elvéltozassal dsszefiiggésbe hozhatd tiineteket
figyeltek meg az antropolégusok, azonban az altalam hasznalt molekularis modszerekkel
nem volt bizonyithatd a TBC-fert6ézés. Ez ramutat arra, hogy miért lenne szilkséges a
jOov6ben ujabb technoldgiak — kdztiik az Gjgeneracios szekvenalési eljarasok — bevonasa a
vizsgalatokba.

Az Arpad-kori temeté esetében a fertézés a csontokon tipikus elvaltozasokkal jart
(bordék, combcsontok, csigolyak érintettsége, jellegzetes Pott-gibbus jelenléte), emellett
a mycobacterialis DNS jelenléte is igazolhatd volt a hosszlcsontokbdl vett mintak
esetében (Pdsa és mtsai 2016b).

A makromorfoldgiai adatok alapjan a Bacsalméas-Oalmési temetd egyedeinél a
vizsgalt 481 csontvazbol 283 lehetséges TBC-fert6zott esetet jegyeztek fel az
antropolégusok, melyek magukba foglaljék a tipikus és az atipikus elvaltozasokat is, ezek
részletes kozlése Kajdocsi Lovasz Gabriella disszertaciojaban talalhaté (Lovasz 2015). A
molekularis biologiai vizsgalatba bevont 18 egyénbdl hét egyénnél volt igazolhato a M.
tuberculosis jelenléte 1S6110 régidjara (Posa és mtsai 2013, 2015b). A teljes széria
molekuldris vizsgalatat, annak rendkivili kéltség-, és idéigénye miatt nem végezhettik
el, de a populacié magas TBC-fertézottségi rataja igy is igazolast nyert. Uj eredményeink
alatdmasztjak tébb korabbi tanulmany adatait, amelyek mar a bacsalmasi széria magas
TBC prevalencijat sejtették (Palfi és Ardagna 2002, Zink és mtsai 2007). A
spoligotyping kiilonbozd tipusi MTBC fertdzéseket jelzett a széridban, de a fokozott
degradéaltsag miatt pontos Mycobacterium fajmeghatérozast (M. bovis, M. tuberculosis)
nem tett lehetdvé, igy azt csak megerdsito vizsgalatként kezelhettiik.

A vaci mlmia vizsgalata szintén pozitiv eredményt adott, amivel tovabb
gazdagitottuk a korabban publikalt eredményeket (Fletcher és mtsai 2003): Sandor
Terézia maradvanyaibol sikerrel izolaltunk Mycobacterium tuberculosis DNS-t.

Kovetkeztetések

Kutatéasi programunk soran eredményesen alkalmaztuk hazai mintakon a nemzetkézi
gyakorlatban bevalt paleomikrobiologiai technikakat, négy kiilonbozé korszakban is
bizonyitottuk a tuberkuldzis fert6zottséget.

Vizsgalataink ravilagitottak arra is, hogy a mycobacteridlis DNS megdrzédése
valamivel jobb a hosszlcsontok és a fogak esetében, mint a csigolyakban vagy a
borddkban. Eredményeink jelzik, hogy fontos a megfeleld mintdk kivalasztasa,
ugyanazon egyén esetében a hosszlcsontok és fogak parhuzamos alkalmazéasa a
molekularis vizsgalatok soran.

Az Alsonyék-Kanizsa diil6é lel6hely jelent6sége abban 4ll, hogy a radiokarbon adatok
szerint a lel8helyen relativ rovid ideig jelentds népesség élt. A temetkezések és telepulési
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jelenségek megsziinésének hatterében demografiai kollapszus is feltételezhetd, amiben a
TBC, még ha nem is els6dleges okként, de jelentds szerepet jatszhatott.

A béacsalmés-6almasi lel6hely esetében a bakterialis DNS jelenlétének megerdsitése
az oszteoldgiai széria nagyszamu, tuberkulézisra utal6 morfoldgiai elvaltozasat igazolta
vissza. A populacié korabbi régészeti és paleopatolégiai vizsgalatok altal vélelmezett
endogam volta (Wicker és mtsai 1999, Lovasz 2015) a betegség népességen beliili magas
incidencidjaval is 6sszefiigghetett.

A jovOben tovabbi vizsgalatokra, az alkalmazott modszerek bévitésére — koztlk Uj
generacios szekvendlasi technikdk bevonasara — lesz szilkség, hogy pontosabb képet
kaphassunk az eddig vizsgalt széridk és a késObbiekben tanulmanyozni kivant lelet-
egyittesek TBC-érintettségér6l. Az Gjabb modszerekkel tovabb csokkenthets lesz a
kontaminacié veszélye, megvaldésulhat a talajpban 1évé mycobacteriumok és a
humanpatogén Mycobacterium fajok pontosabb elkilénitése, valamint, az egykori
tuberkul6zis DNS jelenlétének megerdsitésén tal, lehet6ség nyilik az &si torzsek
karakterizlaséra és evollcids kérdéseik tisztdzasara is.
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