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Bevezetés

A tuberkuloézis (tbc) az egyik legrégebbi fert6zé betegség, a megbetegedések
szama napjainkban is nagy méreteket O6lt (Ortner, 2003; Gutierrez et al, 2005;
Hershkovitz et al, 2008; Donoghue, 2009; Baker et al, 2015; Donoghue et al, 2015;
Palfi et al, 2015). A tuberkulézis pandémias megjelenésti, a Fold lakossaganak
egyharmada latens Mycobacterium tuberculosis hordozé lehet, ami tovabb ndveli a thc

kutatas jelentOségét.

Sokaig ugy tartottak, hogy a M. tuberculosis a Mycobacterium bovis-b6l alakult
ki, a szarvasmarhafélék domesztikacidja révén, s fertdzte meg az emberi populdciokat
(pl.: Cockburn, 1963; Ortner, 1999). Ez a hipotézis egészen a kétezres évek elejéig
tartotta magat, ckkor a molekularis genetikai kutatdsok tobb tanulmanyban is
ravilagitottak arra, hogy a Mycobacterium tuberculosis 6sibb valtozat, mint a M. bovis
(pl.: Brosch, 2002; Filliol et al, 2006; Hershberg et al, 2008). Az is valdszintsithetd,
hogy a Mycobacterium tuberculosis komplex (MTBC) tagjai egy kozos 06stdl, a
Mycobacterium prototuberculosis-tol szarmaznak (Brosch et al, 2002), amely egyiitt
evolvalodhatott az emberiséggel (Camus et al, 2002; Gutierrez et al, 2005; Brisse et al,
2006; Wirth et al, 2008; Weber doktori disszertacid, 2013; Comas et al, 2013; Bos et al,
2014; Boritsch et al, 2014; Donoghue, 2017).

A human tuberkuldzis paleopatologiai kutatasa gazdag el6zményekre
tamaszkodik: a mult szdzadban nagy szamban irtdk le a betegség tipikus
megnyilvanulasait régi emberi csontokon (pl.: Bartels, 1907; Steinbock, 1976; Ortner,
1999, 2003; Palfi et al, 1999). Az elsé tanulmanyt, amely DNS-alapi molekularis
(paleomikrobiologiai) alapon, archaikus csontmaradvanyokbdl mutatta ki a M.
tuberculosis-t, 1993-ban publikaltak (Spiegelman és Lemma, 1993), melyet nagyszamu
tovabbi publikacio kovetett (pl.: Nerlich et al, 1997; Zink et al, 2001; Donoghue et al,
2009, 2017). Az utdbbi évtizedekben morfoldgiai alapon tobb “korai” vagy “atipusos”
tbe fertézési format azonositottak, az archaikus DNS-vizsgalatok pozitiv eredményei
pedig bizonyitottak, hogy a paleomikrobiologai diagnosztika az ilyen esetek

azonositasara is megbizhatoan hasznalhat6 (Haas et al, 2000).

Az elmult két évtizedben kiilonb6z6 emberi maradvanyokat hasznaltak mintaként
a MTB archaikus DNS kutatasa sordn. Az Gjabb kutatasok azt igazoltédk, hogy a hosszu

csontok kompakt szovete mellett a fogak is alkalmasak lehetnek a paleomikrobiologiai




vizsgélathoz, mivel — intakt fog esetében —, a fogbélben talalhaté DNS maradvanyt jol

védik a fog kiilsé rétegei (Nguyen Hieu et al. 2011).

Célkitiizések
Az archeogenetikai kutatasok Magyarorszagon jelentds multtal rendelkeznek,
azonban a bakterialis DNS detektalasa human maradvanyokbol eddig nem volt jelen a

magyarorszagi vizsgalatok palettajan. Erre eddig csak kiilfoldi laboratériumok és

kizarolag kiilfoldi szakértok bevonasaval volt lehetdség.

Mivel Magyarorszagon nem csekély a morfologiailag azonositott glimokorral
fert6zott régi esetek szama (pl.: Palfi et al, 1999; Palfi, 2002; Palfi és Ardagna, 2002),

fontossa valt, hogy ijabb molekularis vizsgalatokkal is alatimasszuk ezen adatokat.

Doktori kutatdsaimban célul tliztem ki:

— a Mycobacterium tuberculosis komplex aDNS kinyerési és elemzési technikak
elsajatitasat kiilfoldi partnerlaboratériumban, és azok gyakorlati alkalmazéasat hazai

embertani maradvanyok esetében;

— a baktérium aDNS kinyerése szempontjabol optimalis anatomiai lokalizaciok
meghatarozasat az archaikus csontmaradvanyokban, elsdsorban hossziicsontok €s fogak

alkalmazasaval;

— a Karpat-medence tobb torténeti-régészeti korszakaban — kiilondsen a tbe
paleoepidemiologidja és demografiai hatdsa szempontjabol kiemelt korszakok esetén —
igazolni kivantam a mycobacteridlis fertézések jelenlétét molekularis biologiai
eredményekkel, hogy komplementer vizsgalatként alatdmasszam a korabbi morfologiai

vizsgélatok eredményeit, és elOsegitsem a régi népességeink komplex biologiai-

crer

— az archaikus mycobacterialis fertézések molekularis hatterli azonositasanak
elokészitését Magyarorszagon, annak érdekében, hogy a késébbiekben hazai
koriilmények kozott is validalni lehessen a kiilfoldon elsajatitott korszeri vizsgalati
modszereket, €s hogy késobb azokat rutinszerlien alkalmazni lehessen magyarorszagi

mintak esetében.




Anyagok és médszerek

Paleomikrobiologiai kutatasaimba a tuberkuldzis evolucidja, ill. hazai

jarvanytorténete szempontjabol fontos, kiillonbozd régészeti korszakokbol szadrmazo

emberi maradvanyokat vontam be. Az Gsszesen hat korszak és az érintett lelohelyek

attekintése nélkiill az eredményeink nem értelmezhetéek, igy eldbbieket roviden itt

ismertetem:

Alsonyék-Bataszék 2006-2009 kozott feltart prehisztorikus temetdjének
jelent6ségét az adja, hogy az az egyik legrégebbi és legnagyobb Kozép-
eurdépai neolitkori telepiiléshez tartozik. A 2359 temetkezés a Késo
Neolit/Korai Rézkorbol szdrmazik (Kr. e. 5000). Az Alsonyék-Bataszék
leléhelykomplexum része a Lengyel kultirabdl szarmazd Alsonyék-Kanizsa
dils, ahol 862 sirt tartak fel (Zalai-Gaal, 2008; Zalai-Gaal és Osztas, 2009).
Paleomikrobioldgiai vizsgalataimba ez utdbbi széria csontmintdit vontam be.
A masik tanulmanyozott neolit temet6 — Vészt6-Magori domb — a Tiszai
kultarabol szarmazik, ugyanazon kronologiai 1ddszakbol. Az eldzetes
morfologiai vizsgalatok mindkét lelohelyrdl valdszintsithetd tbe-eldfordulast
jeleztek (Spekker et al, 2012; Kohler et al, 2013).

Tapé-Széntéglaégetd leldhely egy 1960-1966 kozott feltart, 686 siros késd
bronzkori temetd, az innen eldkeriilt emberi maradvanyok a Kr. e. 14-13.
szazadbol szarmaznak. Az antropologiai vizsgalatok eredményeit 1971-ben
Farkas L. Gyula és Liptak Pal k6zolték, az embertani vizsgalatokba Osszesen
579 leletet vontak be (Farkas és Liptak, 1971). Az SZTE Embertani
Tanszékén a kozelmultban megkezdett paleopatologiai vizsgélatok soran hét
egyén esetében bukkantak tbc-vel 0sszefliggésbe hozhaté atipusos tiinetekre.
Molekularis vizsgélataim szdmara ez a hét eset szolgaltatott mintat.

A Szeged-Kiskundorozsma Kettéshatar I1. avar kori széria paleopatologiai
vizsgélata soran a 263-as sirbol szarmazo6 csontmaradvanyokon atipusos tbe-re
utald elvaltozasokat észleltek az SZTE Embertani Tanszék munkatarsai.
Paleomikrobioldgiai kutatasaim lehetdséget teremtettek ennek az esetnek az
elemzésére is, hasonldoan egy masik, szintén avar kori, szintén atipusos tbc-S
vazmaradvany mintdjdhoz, Csardaszallas-Hanzélytanya lel6helyrdl.

Az 1970 és 1973 kozott Gydr-Posdomb lelShelyen feltart Arpad-kori temetd

187-es sirszamu Pott-gibbus-os esetét vizsgaltuk molekularis biologiai




modszerekkel, a csontvazon megfigyelt stlyos morfologiai elvaltozasok
igazolésara.

- Kutatasaim fontos anyagit jelentette a Bacsalmas-Oalmas régészeti
leléhelyrdl szarmazo (16-17. szazad), 1993-2003 kozott harom fazisban feltart
embertani anyag (Wicker, 2006). A késd-kozépkori népcsoport balkani
eredetil, vallasi okbdl viszonylag endogam kozosséget alkottak (Wicker et al,
1999). A feltardsok soran Osszesen 481 egyén jO megtartdsi allapota,
csontvazmaradvanyai keriiltek elé (Lovasz, 2005a, 2009, 2013). A szériaban
megfigyelt nagyszdmu tbc-re utaldé morfologiai elvaltozés orientdlta a
paleomikrobiologiai mintavételt.

- Kutatdsaim egyetlen jkori alanya mumifikdlodott emberi maradvany volt. A
vaci Fehérek temploma 1994-es restauralasakor bukkantak az Eurdpaban is
egyediilallo természetesen mumifikalodott emberi maradvanyokra: a
domonkos rendi altemplomban 265 diszes koporsokban eltemetett, részben
vagy teljesen mumifikalodott holttestre bukkantak (Pap et al, 1997). A széria
korabbi vizsgalatai magas fokl tbe-fert6zottséget jeleztek (Fletcher et al,
2003). Munkank soran a Sandor Terézia mumifikalodott holttestén végeztiink
molekularis biologiai vizsgalatokat Mycobacterium tuberculosis aDNS

kimutatasa érdekében.

Célkitlizéseim kozott szerepelt, hogy régi csontmintdkbol minél nagyobb
hatékonysaggal mutassam ki a tuberkulozis agensének jelenlétét, ezért olyan
modszereket alkalmaztam, a vonatkoz6 szakirodalmi adatok figyelembevételével, ahol a
DNS meg6rzddése a legnagyobb mértékil és a detektalas sikeressége maximalizalhato.
Kezdetben fenol-kloroformos DNS-izolalassal (Hochmeister et al, 1991) igyekeztiink
elérni a kivant hatékonysagot, de ez csekélyebb DNS-hozammal birt, igy késébb a
hatékonyabb, szilika-alapi DNS-kinyerési modszerre (Rohland et al, 2009) tértiink at.

A korabban elterjedtebben hasznalt szivacsos csontok mellett hosszucsontokat,
tovabba fogakat is bevontunk a vizsgélatainkba, annak bizonyitasara, hogy az aDNS-
kinyerés nagyobb mértékii ezekrdl a helyekrdl. Ez utdbbi két minta-tipus felhasznalasa

csokkenti a kontaminacio esélyét is.




A DNS extrakciot kovetden ellendriztiik, hogy sikeresen végbement-e a kivonas
¢s rendelkezésiinkre all-e az 6si DNS. Ezt PCR analizissel végeztik el, IS6110R,
IS6110F és IS6110intR, 1S6110intF primereket alkalmaztuk, amelyek a
legaltalanosabban alkalmazott primerek a Mycobacterium aDNS vizsgalata soran
(Eisenach et al, 1990; Taylor et al, 1996). A paleomikrobioldgia eszkdztarabol tobb
esetben hasznaltuk még a spoligotyping eljarast (Kamerbeek et al, 1997; Zink et al,
2003).

Eredmények és diszkusszio

A célkitizéseknek megfeleléen kutatasaim sordn hazai embertani szériakbol
potencialis tbe-fert6zott maradvanyokbol mintakat vételeztem, és azok felhasznalasaval
az EURAC Institute for Mummies and Iceman (Bolzano, Olaszorszag) aDNS
laboratoriumaban MTBC aDNS kimutatast végeztem. Kutatdsaim elsé felében
valamennyi fazisra az olaszorszagi kutatohelyen kertilt sor, mig a doktori munkdim
masodik felében, a paleomikrobioldgiai kutatasok hazai meghonositasa érdekében, mar
bizonyos részfeladatokat magyarorszagi laboratériumban, az MTA BTK, Régészeti

Intézet Archeogenetikai Laboratdériumdban végeztem el.

A kutatasaim metodikai jellegli eredményei koziil ki kell emelnem annak
igazolasat, hogy az archaikus tuberkul6zis kimutatdsdhoz sziikséges mintavételre a
szokasos, csigolyabol vagy bordakbdl torténd mintavétel mellett, a fogak is alkalmasak.
Eredményeink igazoltdk, hogy a fogpulpa belsd, zart liregében valdban jelentds az
aDNS prezervacio valoszinisége (Posa et al, 2012), MTBC esetén is. A
hosszlicsontokbdl  torténé  mintavételekbdl — szarmazd  vizsgdlataim  szintén

eredményesnek bizonyultak.

Az alsonyé€ki neolit széria esetében a molekularis vizsgalatokba egy kozepes
méretil sircsoport szinte Gsszes csontvazat bevontuk. A vizsgalatok alapjan 6t egyénnél
kaptunk a fogakbol és/vagy hosszlcsontokbdl pozitiv eredményt baktérium DNS
vizsgalatara (Posa et al, 2015a, Pésa et al, 2016a). Az eredmények, a molekularis
biologiai kutatdsokkal parhuzamosan végzett morfologiai vizsgalati eredményekkel
(Kohler doktori disszertacio, 2012; Kohler et al, 2013) 6sszhangban jelzik, hogy a

Mycobacterium tuberculosis jelen volt az alsonyéki prehisztorikus populacio altalunk




tanulmanyozott sircsoportjanak maradvanyaiban. Eredményeim aldtamasztjak Masson
és munkatarsai altal kozolt magyarorszagi neolit kori tuberkulozis-eléfordulassal
kapcsolatos, kdzelmultban kozolt adatokat (Masson et al, 2013, 2015), és szamos Uj
esettel kiegészitve konfirmaljak a MTBC jelenlétét és humanpatogén mivoltat, a
mintegy 7000 évvel ezeldtti Karpat-medencében. A Tiszai kulturdbdl szarmazé Vésztd
Magori-domb lel6helyrél szarmazo maradvanyok esetében egy esetben igazoltuk a thc-

baktérium jelenlétét, ezzel bizonyitva a lelet mycobacterialis fertdzését.

Tapé-Széntéglaégetd lelohely, késd bronzkori temetd esetében az antropoldgiai
vizsgalatok soran hét egyén esetében bukkantak tbc-vel 0sszefiiggésbe hozato atipikus
tiinetekre, azonban molekuldris biologiai modszerekkel nem sikeriilt megerdsiteni a

korokozé jelenlétét.

A két avar kori leléhely (Kiskundorozsma Kettdshatar és Csardaszallas-
Hanzélytanya) esetében a csontokon korai tbc elvaltozassal Osszefliggésbe hozhato
tiineteket figyeltek meg az antropologusok, azonban az altalam hasznélt molekularis
modszerekkel nem volt bizonyithatod a tbe-fertézés. Ez ramutat arra, hogy miért lenne
sziikséges a jovOben Ujabb technoldgiak — koztiik az Gjgeneracids szekvenalasi eljarasok

—bevonasa a vizsgalatokba.

Az Arpad-kori temetd esetében a fertdzés a csontokon tipikus elvéaltozasokkal jart
(bordak, combcesontok, csigolyak érintettsége, jellegzetes Pott-gibbus jelenléte), emellett
a mycobacterialis DNS jelenléte is igazolhatd volt a hosszicsontokbdl vett mintak

esetében (Posa et al, 2016b, megjelenés alatt).

A makromorfologiai adatok alapjan a Bacsalmas-Oalmaési temeté egyedeinél a
vizsgalt 481 csontvazbol 283 lehetséges tbe-fert6zott esetet jegyeztek fel az
antropologusok, melyek magukba foglaljak a tipikus és az atipikus elvaltozasokat is,
2015). A molekularis biologiai vizsgalatba bevont 18 egyénbdl hét egyénnél volt
igazolhat6 a M. tuberculosis jelenléte 1S6110 régidjara (Posa et al, 2013; Posa et al,
2015b). A teljes széria molekularis vizsgalatat, annak rendkiviili koltség-, és id6igénye
miatt nem végezhettiik el, de a populacié magas tbc-fertdzottségi rataja igy is igazolast
nyert. Uj eredményeink alatimasztjak tobb korabbi tanulmany adatait, melyek mar a

bacsalmasi széria magas tbc prevalenciajat sejtették (Palfi és Ardagna, 2002; Zink et al,




2007). A spoligotyping kiilonbozd tipusat MTBC fert6zéseket jelzett a széridban, de a
fokozott degradaltsag miatt pontos Mycobacterium fajmeghatarozast (M. bovis, M.

tuberculosis) nem tett lehet6vé, igy azt csak megerdsitd vizsgalatként kezelhettiik.

A véici mumia vizsgalata szintén pozitiv eredményt adott, amivel tovabb
gazdagitottuk a korabban publikalt eredményeket (Fletcher et al, 2003): Sandor Terézia

maradvanyaibdl sikerrel izolaltunk Mycobacterium tuberculosis DNS-t.

Eredmények értékelése

Kutatasi programunk soran eredményesen alkalmaztuk hazai mintdkon a
nemzetkdzi gyakorlatban bevalt paleomikrobioldgiai technikdkat, négy kiilonbozd

korszakban is bizonyitottuk a tuberkuldzis fert6zottséget.

Vizsgélataink ravildgitottak arra is, hogy a mycobacteridlis DNS megd6rzddése
valamivel jobb a hosszlcsontok és a fogak esetében, mint a csigolydkban vagy a
borddkban. Eredményeink jelzik, hogy fontos a megfeleld mintdk kivalasztasa,
ugyanazon egyén esetében a hosszucsontok és fogak parhuzamos alkalmazasa a

molekularis vizsgéalatok soran.

Az Alsonyék-Kanizsa diild leldhely jelentdsége abban all, hogy a radiokarbon
adatok szerint a lel6helyen relativ rovid ideig jelentds népesség élt. A temetkezések és
telepiilési  jelenségek megsziinésének hatterében demografiai  kollapszus s
feltételezhetd, amiben a tbc, még ha nem is elsddleges okként, de jelentOs szerepet

jatszhatott.

A bacsalmés-6almasi lelohely esetében a bakteridlis DNS jelenlétének
megerdsitése az oszteolodgiai széria nagyszdmu, tuberkuldzisra utald morfologiai
elvaltozasat igazolta vissza. A populacido korabbi régészeti és paleopatologiai
vizsgalatok altal vélelmezett endogam volta (Wicker et al, 1999; Lovasz, 2015) a

betegség népességen beliili magas incidenciajaval is 0sszefiigghetett.

A jovoben tovabbi vizsgalatokra, az alkalmazott modszerek bovitésére - koztiik 1
generacids szekvenalasi technikdk bevondsara - lesz sziikség, hogy pontosabb képet

kaphassunk az eddig vizsgalt széridk és a késobbiekben tanulmanyozni kivant lelet-




egyiittesek tbc-érintetteségérél. Az ujabb modszerekkel tovabb csokkenthetd lesz a
kontaminaci6 veszélye, megvalosulhat a talajban 1évé mycobacteriumok és a
humanpatogén Mycobacterium fajok pontosabb elkiilonitése, valamint, az egykori
tuberkulozis DNS jelenlétének konfirmaldsan tul, lehetdség nyilik az 6si torzsek

karakterizalasara és evolicios kérdéseik tisztazasara is.
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