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MOLEKULARGENETISCHE DETEKTION VON
KRANKHEITSERREGERN AN ARCHAOLOGISCHEM
SKELETTMATERIAL AM BEISPIEL VON YERSINIA PESTIS

ZUSAMMENFASSUNG

Pandemien, wie die Pest, prigten den Verlauf der Menschheitsgeschichte. Allerdings wird bis
heute der Ausloser dieser Pandemien kontrovers diskutiert. So ist umstritten, ob das Bakterium Yersinia
pestis, der Erreger der Pest, fiir die sogenannte Justinianische Pest oder den Schwarzen Tod verant-
wortlich war. In den hier vorgestellten Studien wurden sowohl Individuen von einer friihmittelalterli-
chen Grablege (Aschheim, Bayern, Deutschland) als auch aus einem mittelalterlichen Massengrab
(Manching-Pichl, Bayern, Deutschland) untersucht, bei denen aufgrund der Fundumstinde die Ver-
mutung bestand, dass es sich um mégliche Pestopfer gehandelt haben kénnte. Um dies zu tiberpriifen,
wurde versucht, Yersinia-pestis-spezifische DNA-Fragmente wiederzugewinnen und zu analysieren.
Genau wie die DNA des Individuums selbst, kann sich die DNA des Bakteriums, welches sich zum Ze-
itpunkt des Todes in der Blutbahn des Opfers befunden hat, in den skeletalen Uberresten seines Opfers
erhalten. Der Nachweis Y. pestis spezifischer DNA gelang bei Individuen beider Fundorte. Hierdurch
ist zum einen die Todesursache der entsprechenden Individuen eindeutig bestimmt, zum anderen ist die
Erkrankung fiir die jeweilige Bevolkerung nachgewiesen. Im Falle der Pestdetektion bei Individuen des
Grdberfeldes Aschheim-Bajuwarenring handelt es sich dabei um den bis heute einzigen bekannten Hin-
weis, dass sich die Justinianische Pest auch nordlich der Alpen ausgebreitet hat. So bestdtigt die Detek-
tion von Y. pestis-DNA in Skelettmaterial aus den Zeiten der Justinianischen Pest und des Schwarzen
Todes nicht nur, dass es sich bei diesen Pandemien hochstwahrscheinlich um die Pest gehandelt hat,
sondern hilft auch, die Verbreitung der friihmittelalterlichen Pandemie zu bestimmen.

KEY woRrps: PEST, YERSINIA PESTIS, ALTE DNA, MOLEKULARGENETISCHE PALAOPATHOLOGIE,
PALAOMIKROBIOLOGIE, SCHWARZER ToD

EINLEITUNG:

Infektionskrankheiten fiihren heute noch
die Liste der Todesursachen weltweit an (WHO
Statistik). Diese Erkrankungen werden héaufig
durch bakterielle Erreger verursacht, die schon
seit Jahrhunderten existieren: Ausbriiche von Pest,

Typhus oder Cholera prigten in vorantibiotischen
Zeiten den Verlauf der Menschheitsgeschichte
(Ubersichten bei Vasold 2008).

Aufgrund der nur ungenauen Beschreibung
des Krankheitsbildes in historischen Quellen ist
allerdings oft unklar, welches Bakterium der Aus-
l6ser fiir eine bestimmte historisch iiberlieferte
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Epidemie war. Weiterhin ist die Feststellung ei-
nes Seuchengeschehens in einzelnen historischen
Populationen mit groBen Schwierigkeiten verbun-
den, da die historische Quellenlage haufig nicht
vollstindig ist. Problematisch sind aber insbeson-
dere Zeitrdume oder Regionen fiir die historische
Uberlieferungen fehlen. Im archiiologischen Be-
fund konnen zwar z. B. Massengriber Hinweise
auf Epidemien geben, deren Ursache kann aller-
dings nicht genauer eingegrenzt werden.

Einen weiteren und den einzigen direkten
Zugang zur Aufkldrung historischer Epidemien
stellen skeletale Uberreste von Lebewesen dar.
Doch die wenigsten Infektionskrankheiten lassen
sich morphologisch detektieren, so hinterlassen z.
B. Pest oder Typhus keine sichtbaren Spuren am
Skelett. Allerdings kann sich die DNA bakterieller
Erreger von Infektionskrankheiten im Knochen-
oder Zahnmaterial ihrer Opfer erhalten haben. Die
Analyse dieser ,,alten DNA*“ (aDNA) aus histo-
rischen Skelettfunden bietet somit einen neuen
Zugang zur Erforschung der Epidemiologie von
Infektionskrankheiten in vergangenen Zeiten und
historischen Bevolkerungen. Der Nachweis von
Erkrankungen mittels Detektion von Erreger-DNA
aus historischem Knochenmaterial (molekularge-
netische Paldopathologie, Paliomikrobiologie) ist
ein relativ junges und sich aktuell stark entwik-
kelndes forschungsgebiet. Die aktuelle Datenlage
zeigt, dass Wirt-assoziierte mikrobielle DNA fiir
bis zu 20 000 Jahren erhalten bleiben kann (Uber-
sicht bei Drancourt and Raoult 2005: 23-35). Bis
heute konnten so zum Beispiel folgende Infekti-
onskrankheiten an historischem humanen Skelett-
material molekulargenetisch nachgewiesen wer-
den: Tuberkulose (Ubersicht bei Donoghue et al.
2004: 584-592, Stone et al. 2009: 66-94), Lepra
(z. B. Donoghue et al. 2001: 177-182), Syphilis
(z. B. Kolman et al. 1999: 2060-2063), Malaria
(Sallares and Gomzi 2001: 195-213) und Typhus
(Papagrigorakis et al. 2006: 206-214).

In dem vorliegenden Manuskript werden
Ergebnisse aus vorherigen Studien zur Pest aus

unserer Arbeitsgruppe (Garrelt and Wiechmann
2003: 247-254, Wiechmann and Grupe 2005: 48-
55, Wiechmann et al. 2010: 1806) zusammenge-
fasst, um die Moglichkeit des Nachweises darzu-
stellen. Die Implikationen der Ergebnisse dieser
Studien hinsichtlich der Erforschung der Pest
werden anschlieend unter Betrachtung weiterer
molekulargenetischer Studien diskutiert.

Der Pesterreger, seine Okologie und das
induzierte Krankheitsbild

Verursacht wird die Infektionskrankheit
Pest durch das Bakterium Yersinia pestis, einem
gramnegativen, fakultativ anaerobem Stdbchen-
bakterium, das zur Familie der Enterobacte-
riaceae gehort.

Die Pest ist eine Zoonose, die hauptsich-
lich bei wild lebenden Nagetieren auch heute noch
in den USA, Teilen Siidamerikas, Siidafrikas,
Siidostasiens und Madagaskars vorkommt (Gage
and Kosoy 2005: 507). Yersinia pestis existiert in
diesen Reservoirs in sogenannten enzootischen
Zyklen, bei denen die Ubertragung zwischen den
Tieren, die teilresistent gegen die Erkrankung
sind, durch Flohe vermittelt wird. Gelegentlich
kommt es zu der Ubertragung auf einen gegen die
Krankheit empfindlicheren Wirt auerhalb dieses
enzootischen Zyklus, was zu einer hohen Sterb-
lichkeit unten diesen fiihrt (epizootischer Zyklus)
(Ubersicht bei Gage und Kosoy 2005: 507-509).

Pestepidemien in menschlichen Populatio-
nen treten in der Regel dann auf, wenn der Pester-
reger in Rattenpopulationen einbricht, die nahe
dem Menschen leben (insbesondere im Falle der
Hausratte Rattus rattus) Die infizierten Rattenflo-
he (Xenopsylla cheopis) befallen nach dem Mas-
sensterben ihres Primirwirtes - der Ratte - auch
den Menschen (Klassischer Pestzyklus).

Bei einer Erkrankung des Menschen wer-
den mehrere Formen der Pest unterschieden (nach
Poland and Dennis 1999: 43-54). Die klassische
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Erkrankung beim Menschen ist die Beulenpest,
die durch den Stich eines infizierten Flohs aus-
geldst wird. Nach einer Inkubationszeit von zwei
bis sechs Tagen werden die namensgebenden
Schwellungen der Lymphknoten (je nach Ein-
stichstelle im Leisten-, Achsel- oder Halsbereich)
sichtbar und weitere Symptome wie Fieber, Matt-
heit, Bewusstseinsverwirrung etc. zeigen sich.
Neben dieser Hauptform tritt noch die Pestsepsis
als Infektion des Blutes, sowie die Lungenpest
auf. Letztere kann sich durch Streuung des Erre-
gers in die Lungen aus der Beulenpest entwickeln
(sekundére Lungenpest). Bei dieser Form kann
dann das Pestbakterium durch Tropfcheninfektion
auch von Mensch zu Mensch iibertragen werden
(primére Lungenpest). Generell variiert die Sterb-
lichkeitsrate bei einer Pesterkrankung von 30%
bis 100% (letztere bei der primédren Lungenpest,
Stenseth et al. 2008: 0011).

Historische Pestepidemien

Die Pest und damit Yersinia pestis als ihr
Verursacher wird mit mehreren historisch bekann-
ten Pandemien in der Geschichte der Menschheit
in Verbindung gebracht. Als einzig gesicherte
Pestpandemie kann allerdings nur der jlingste
weltweite Ausbruch der Pest im neunzehnten
Jahrhundert gelten, da erst hier der Erreger Yer-
sinia pestis durch Alexandre Yersin (Yersin 1894:
662-557) entdeckt und somit zweifelsfrei als Ver-
ursacher nachgewiesen werden konnte. Aufgrund
tiberlieferter Beschreibungen von Pestepidemien
der Vergangenheit, also aus der Zeit vor 1894,
kann man lediglich von der Wahrscheinlichkeit
ausgehen, dass diese durch den Erreger Yersinia
pestis verursacht wurden.

Aus der Seuchenbeschreibung in der An-
tike lassen sich kaum sichere Diagnosen ablei-
ten. Neben der ,,Pest™ von Athen im Jahre 430 v.
Chr., bei der Perikles stirbt, sind mehrere Seuchen
aus der Zeit des romischen Reiches bekannt. Die

schwerste Epidemie war die der Antoninischen
,»Pest”, die das gesamte romische Reich zwischen
169 und 194 erfasste und zum Tod von Marcus
Aurelius fiihrte. Auch zwischen 254 und 266 wur-
de das Empire wiederum von einer Seuche getrof-
fen, die dhnliche AusmaBe hatte (Ubersicht bei
Retief and Cilliers 2000: 267-272).

Die erste Pestpandemie, die weite Teile Eu-
ropas betraf und als deren wahrscheinlichster Ver-
ursacher Y. pestis gilt, ist allerdings die sogenann-
te Justinianische Pest, die zum ersten Mal zur Zeit
des ostromischen Kaisers Justinian I (527-565)
ausbrach. Die ,,Pest des Justinian“ i. €. S. herrsch-
te in den Jahren 541 — 544. Auch die durch sie
verursachten (die Pest blieb endemisch erhalten)
nachfolgenden kleineren Epidemien werden zu
der Justinianischen Pest in Abgrenzung zur mittel-
alterlichen Pest (Schwarzer Tod) gezéhlt. Der geo-
graphische Ursprung der Justinianischen Pest ist
nicht eindeutig, auch weil er von den historischen
Quellen unterschiedlich benannt wird (Diskussion
bei Sarris 2002: 169-182). Viele Schreiber doku-
mentierten diese Periode, die drei Hauptquellen
stammen jedoch von John von Ephesus, Evagri-
us Scholasticus und im speziellen Procopius, der
in seiner Geschichte des Krieges (publiziert 550
nach Chr.) die Symptome und Auswirkungen be-
schreibt. Procopius gibt einen Ursprung der Pest
in Agypten, nahe Pelusium, an wihrend Evagri-
us als Ursprung Axum (Athiopien) angibt. Popu-
lationsgenetische Analysen rezenter Pesterreger
legen allerdings einen Ursprung in Asien nahe
(Morelli et al. 2010: 1143). Von diesem Ursprung
verbreitete sich die Pest iiber die romische Welt,
wobei ihre Verbreitung von Handelswegen und
Truppenbewegungen durch Justinian gefordert
wurde. Sie trat nach den historischen Quellen in
jedem Fall in Agypten im Jahr 541 auf, um 543 er-
reichte sie Italien und im gleichen Jahr Syrien und
Paldstina, von wo sie sich nach Persien ausbreite-
te. Gregor von Tours beschreibt wie die Bewohner
von Clermont-Ferrand in Gallien vom heiligen St.
Gallen im Jahr 543 vor der Pest gerettet wurden.
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Die Opfer dieser Pandemie konnen nur geschétzt
werden. Procopius gab an, dass 10000 Menschen
tiglich in Konstantinopel starben (Ubersicht bei
Little 2007: 1-32). Sicher ist, dass der Einfluss
dieser Pandemie auf die romische Welt betrdcht-
lich gewesen sein muss. Nach Bergdolt (2006)
beeinflusste nie wieder eine Seuche so umfassend
und nachhaltig die politische und kulturelle Ent-
wicklung einer Epoche wie die Pest zur Zeit der
Volkerwanderung. Inwieweit sie das Ostliche Im-
perium schwichte und zu dessen Untergang bei-
trug, wird diskutiert (Sarris 2002: 169-182). Wah-
rend der Kaiser die Pest 544 fiir das byzantinische
Reich offiziell fiir erloschen erklérte, flackerte sie
577 wieder auf und blieb etwa 200 Jahre ende-
misch (Bergdolt 2006).

Die am besten greifbare historische Pande-
mie ist jedoch die des Schwarzen Todes im Mit-
telalter (1347-1353). Diese Pandemie nahm, den
geschichtlichen Schilderungen und auch moleku-
largenetischen Daten zufolge, ihren Ausgang in
China (Morelli et al. 2010: 1140-1143) und for-
derte in Europa bis zu 25 Millionen Todesopfer.
Von der Zeit des Schwarzen Todes an traten im-
mer wieder einzelne Pestepidemien bis zum Be-
ginn des 18. Jahrhunderts auf (die hier, nicht ganz
treffend, als mittelalterliche Pest zusammenge-
fasst werden). Der letzte grofle Pestausbruch er-
folgte 1720-1722 in Marseille (z.B. Vasold 2008).
Nach Bergdolt (2006) stellt diese Pandemie und
die darauffolgenden Epidemien einen der grofien,
europdischen Erinnerungsorte dar. Seit Jahrhun-
derten verbindet man mit der Pest Leiden, Ver-
zweiflung, ein einsames und qualvolles Sterben,
die Auflosung gesellschaftlicher Bindungen, den
Verlust religioser oder weltanschaulicher Sicher-
heit und einen menschlichen Ausnahmezustand.
Der schwarze Tod hatte enorme Auswirkungen
in allen Bereichen der Gesellschaft. So werden
beispielsweise die mittelalterlichen Judenmor-
de und GeiBlerzlige mit der Angst vor der Pest
begriindet, verschiedene Versorgungskrisen und
wirtschaftliche Krisen durch den Bevolkerungs-

riickgang verursacht, spezielle Schutzpatrone
gegen die Pest etabliert und die Pest als Thema
der bildenden Kunst spétestens ab der Barock-
zeit etabliert (Bergdolt 2006, Achilles-Syndram
1995: 94-122, Dormeier 1995: 54-94, Wilderot-
ter 1995: 12-53).

Wirklich die Pest?

Das Wissen um die Art der Erkrankung,
die in einer Bevolkerung grassiert, ist zentrales
Thema der Geschichte. Nur so wird ermdglicht,
das Auftreten und die Verbreitung einer historisch
bekannten Epidemie mit ihren sozialen und phy-
sischen Umwelten und der Alltagserfahrung der
Menschen in Verbindung zu bringen. Krankheiten
sind sicherlich zum Teil ein kulturelles Konstrukt
und die moderne Pesterfahrung ldsst sich nicht
in allen Punkten mit der vorantibiotischen histo-
rischen Pesterfahrung vergleichen (siche hierzu
Cunningham 1992: 209-244). Allerdings liegt
einer Erkrankung eine pathologische Realitdt zu-
grunde. Die Kenntnis der Ursache einer Erkran-
kung fiihrt nicht nur dazu das individuelle Leiden
der Erkrankten nachzuzeichnen, sondern auch
Fragen beziiglich der Umweltbedingungen, die ei-
nen Ausbruch und die Verbreitung der Krankheit
erlaubt haben, zu beantworten.

Die Diagnose Pest ist insbesondere fiir die
antiken Epidemien bis zum dritten Jahrhundert in
Frage zu stellen. So werden, aufgrund der histo-
rischen Beschreibung des Krankheitsbildes, als
Verursacher fir die ,,Pest von Athen (430-426
v.Chr.) eher die Pocken angenommen (Retief and
Cilliers 1998: 52-53), molekulargenetische Un-
tersuchungen weisen allerdings auf Typhus hin
(Papagrigorakis et al. 2006: 214). Ebenso wird fiir
die frithen Pandemien im Romischen Reich eher
eine Pocken-, Masern-, Hautleishmaniose- oder
auch Malaria- Infektion als die eigentliche Pest
angenommen (Ubersicht bei Retief and Cilliers
2000: 267-272).
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Kontrovers diskutiert wird ebenfalls, ob
es sich bei den durch historische Quellen besser
erfassbaren Epidemien des Justinianischen Zeit-
alters und des Schwarzen Todes wirklich um die
durch Y. pestis verursachte Infektionskrankheit
Pest handelt (Ubersicht bei Benedictow 2011).
Gegen die Diagnose Pest spricht, dass das epide-
miologische Geschehen im Mittelalter zum Teil
von der Pandemie im 19ten Jahrhundert abweicht
und sich hédufig nicht schliissig durch den klassi-
schen Pestzyklus Hausratte — Rattenfloh — Mensch
erkliren lisst (Ubersicht bei Vasold 2003, 2008).
Als Alternative zu der von Y. pestis verursachten
Pest werden fiir diese Pandemien andere Infek-
tionen wie Anthrax (Twigg 1984) und ein hdmor-
rhagisches Fieber (Duncan und Scott 2005: 319)
postuliert.

Die Untersuchung von archdologischem
Material auf die DNA des Pesterregers kann also
nicht nur dazu dienen die Krankheit in der je-
weiligen untersuchten Population nachzuweisen,
sondern auch dazu beitragen, diese Diskussion
um den Erreger historischer ,,Pest““-Pandemien zu
beenden.

DAS ARCHAOLOGISCHE
MATERIAL

In den hier vorgestellten Studien wurde
von zwei verschiedenen Fundorten, die in den
Zeitraum der zwei groen historischen Pestpande-
mien fallen, archdologisches Skelettmaterial auf
die Anwesenheit des Erregers Y. pestis untersucht.

Frahmittelalterliches Graberfeld
Aschheim — Bajuwarenring

Auf dem Gebiet der heutigen Gemeinde
Aschheim kamen an mehreren Stellen bajuwa-
rische Griaber zu Tage. Die Nekropole der friih-
mittelalterlichen Siedlung (Aschheim-Bajuwa-

renring, Lkr. Miinchen, Bayern, Deutschland)
wurde schlie8lich in den Jahren 1997 und 1998
geborgen, sie datiert in die Zeit des 6. und 7. Jahr-
hunderts nach Christus. Insgesamt enthilt das
Griéberfeld 402 Korpergriaber mit insgesamt 444
Bestatteten. Aufgrund der Bestattungsanzahl und
der Belegungsdauer der Nekropole kann auf eine
durchschnittliche Grofle der dazugehorigen Sied-
lung von nur geschétzten 66 Individuen geschlos-
sen werden (Staskiewicz 2007: 41), so dass davon
ausgegangen werden kann, dass hier eine kleine
landliche Gemeinschaft vorlag. Ein auffallendes
Merkmal des Gréberfeldes Aschheim-Bajuwaren-
ring sind die vielen Doppel- und Mehrfachbestat-
tungen (insgesamt acht Prozent der Gréber). Diese
sind nicht gleichméBig iiber den Belegungszeit-
raum verteilt, sondern konzentrieren sich im We-
sentlichen auf zwei Zeitabschnitte: Zum einen in
das mittlere Drittel des 6. Jahrhunderts, zum ande-
ren an das Ende des 6. Jahrhunderts. (GutsmiedI-
Schiimann 2010). Dies fiihrte zu der Vermutung
eines Zusammenhangs dieser Mehrfachbestattun-
gen mit der Justinianischen Pest, die zu dieser Zeit
weiter siidlich in Italien geherrscht haben diirfte.

Aus dieser Uberlegung heraus wurden
zwei Individuen (166 und 167) eines der Doppel-
graber molekulargenetisch auf Y. pestis untersucht
(Wiechmann and Grupe 2005: 48). Diese waren
mit einem reichen Beigabenensemble ausge-
stattet. Insbesondere fiel auf, dass zwischen den
Oberschenkeln der beiden Bestatteten je eine Fi-
bel eines Biigelfibelpaares vom nordischen Typ
lag (Gutsmiedl-Schiimann 2005, siche Abbildung
1) Eine der beiden hier bestatteten Frauen starb
juvenil (13-16 Jahre), wihrend die andere ein
spatadultes Alter (ca. 48 Jahre) erreichte (Staskie-
wicz 2007: 51). Die Bestattungssituation fiihrte
dementsprechend zu der Vermutung, dass es sich
bei diesen beiden Individuen um Verwandte ge-
handelt haben konnte, was ebenfalls molekularge-
netisch liberpriift werden sollte.
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Abbildung 1:

Links: Doppelgrablege mit Individuen 166 und 167 aus dem frithmittelalterlichen Gréberfeld Aschheim-
Bajuwarenring (Bayern, Deutschland). Rechts: Je eine Fibel eines Biigelfibelpaares vom nordischen
Typ, welche bei jedem Individuum zwischen den Oberschenkeln lag (Nr. 7 bei Individuen 167, Nr. 9
bei Individuum 166). Abbildung aus Gutsmiedl-Schiimann 2005.

Mittelalterliches Massengrab
Manching-Pichl

Wihrend einer im Jahr 1984 stattgefun-
denen Renovierung der katholischen Pfarrkirche
St. Leonhard im Ort Pichl, Gemeinde Manching,
Landkreis Pfaffenhofen an der Ilm (Bayern,
Deutschland), wurden im Erdreich unterhalb der
Sakristei zahlreiche Skelettfunde freigelegt. Der
archdologische Befund ergab 75 Skelette sowie
einige Sammelfunde. Im Vergleich zum {iiblichen
Aussehen eines mittelalterlichen Dorffriedhofes
handelte es sich bei der vorgefundenen Grabstitte
um einen ungewdhnlichen Fund: Die Skelettin-
dividuen lagen dicht gedringt in vier Schichten
iibereinander (Abbildung 2). Einzelne Grabgru-
ben, also zeitlich getrennte Aushebungen, konn-

ten nicht festgestellt werden. Fiir die Toten wurde
augenscheinlich kaum eine Grube ausgehoben;
die Toten wurden vielmehr beinahe ebenerdig nie-
dergelegt und schichtweise mit Sediment bedeckt.
All diese Details zeigen, dass es sich bei den auf-
gefundenen Skelettfunden um ein Massengrab
handelt. Da keine Grabbeigaben vorlagen, konnte
eine zeitliche Zuordnung der Skelette nur anhand
begleitender Bauelemente erfolgen. Baubefund
und Baumaterialien fiihrten zu der Hypothese,
dass es sich bei dem Fund um ein Massengrab
handeln konnte, in dem die Opfer einer Pestwelle
der groBBen Pandemie des ,,Schwarzen Todes™ des
14. Jahrhunderts bestattet worden waren. (Garrelt
and Wiechmann 2003: 247) Fiir die Uberpriifung
der Funde auf Y. pestis wurden 33 Individuen aus-
gewidhlt.
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Abbildung 2:
Mittelalterliches Massengrab unterhalb der Sakristei der Pfarrkirche St. Leonhard (Manching-Pichl,
Bayern, Deutschland), mit freundlicher Genehmigung des Bayerischen Landesamtes fiir Denkmalpflege.

METHODEN

Der Nachweis bakterieller Erreger von In-
fektionskrankheiten in archiologischem Skelett-
material gelingt iber die Detektion spezifischer
Abschnitte der DNA des Erregers. So kann sich
z. B. im Falle der Pest der Erreger Y. pestis zum
Zeitpunkt des Todes des Individuums in seiner
Blutbahn befinden. Auch nach dem Tode und der
Skelettierung konnen daher nicht nur DNA-Reste
des Individuums selbst, sondern auch von Y. pestis
in den Uberresten des Pestopfers vorhanden sein.

Generelle Betrachtung zur Analyse alter DNA

Die Analyse von alter DNA stellt besonde-
re methodische Anforderungen, verursacht durch
die Instabilitdt von Nukleinsduren nach dem Tod
des Individuums. In toten Geweben sammeln sich

DNA-Schidden aufgrund spontaner Hydrolyse
und Oxidation an, was dazu fiihrt, dass viele ar-
chéologische Proben keine DNA mehr enthalten.
Ist noch Erbinformation vorhanden, ist sie durch
Strangbriiche, Basenverluste, fehlkodierende La-
sionen und Quervernetzungen gekennzeichnet. So
resultieren erhohte methodische Anforderungen
bei der Analyse von alter DNA und es lassen sich
iiberwiegend nur kleine Fragmente wiedergewin-
nen. (Willerslev and Cooper 2005: 5-6).

Bei dem meist unumginglichen Einsatz
des Verfahrens der Polymerasekettenreaktion
(PCR) werden zudem bevorzugt unbeschidigte
Nukleinsduren vervielfaltigt, was die Gefahr von
Kontaminationen stark erhoht (Willerslev und
Cooper 2005: 6). Daher sind viele molekularge-
netische Nachweise von Erreger-DNA umstritten
(z. B. Barnes and Thomas 2006: 651; Gilbert et
al. 2004: 342). Die Ursache hierfiir liegt in der
unzureichenden Sicherung der Authentizitdt der
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gewonnenen Daten (Roberts and Ingham 2008:
609). Die Problematik besteht in noch stiarkerem
Ausmal bei der Analyse von menschlicher DNA,
da sich hier ungleich grofere Kontaminations-
moglichkeiten z. B. mit der DNA der archéolo-
gischen und anthropologischen Bearbeiter bieten.
So bestehen fiir die Analyse von aDNA besondere
Richtlinien (z.B. Gilbert et al. 2005: 541), welche
die Authentizitdt der gewonnenen aDNA-Ergeb-
nisse sichern sollen. Unter anderem ist ein spezi-
ell fiir diese Anforderungen ausgestatteter Reinst-
raum notwendig, in dem ausschlieBlich mit alter
DNA gearbeitet wird, um Kontaminationen mit
modernem Probenmaterial zu vermeiden. Hier
wird die DNA aus dem Skelettmaterial extrahiert
und es werden Analyseschritte vor der Vervielfil-
tigung durchgefiihrt. Um Kontaminationen mit
schon vervielfdltigter DNA (Amplifikate) aus
vorherigen Studien zu vermeiden, sollte dieser
Reinstraum vollstindig rdumlich und logistisch
getrennt von allen Analyseschritten sein, bei de-
nen mit mittels PCR vervielfaltigter DNA gear-
beitet wird.

Molekulargenetische Detektion von Y. pestis

Fiir die DNA-Analyse wurden ausschlief3-
lich Zahne verwendet, da hier sowohl die Quanti-
tat als auch die Qualitdt der DNA erfahrungsge-
mafB hoher ist. Es wurden weiterhin sogenannte
Negativkontrollen sowohl bei der Extraktion als
auch bei den PCRs mitgefiihrt; diese sollen eine
ggf. eingeschleppte Kontamination wéhrend des
Analyseprozesses detektieren. Verwendete Ar-
beitsgerite sowie Arbeitsflichen wurden — je nach
Materialbeschaffenheit — mit Natriumhypochlorit
(NaOCI) bzw. Aceton gereinigt sowie UV-be-
strahlt, weiterhin wurden nur als DNA-frei dekla-
rierte Chemikalien zur Analyse verwendet.

Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht iiber den
im Folgenden beschriebenen Arbeitsablauf:

Nach dem Reinigen der Proben (Details
sieche bei Wiechmann and Grupe 2005: 49), wer-
den diese mittels Kugelschwingmiihle homogeni-
siert. Aus dem entstehenden Knochenmehl wird
die DNA nach einem Protokoll basierend auf
dem von Yang et al. (1998: 540) extrahiert. An-
schlieend werden fiir Y. pestis spezifische DNA-

Abbildung 3:

Arbeitsablauf der Analyse von alter DNA (Fotos Lisa Seifert). 1: Reinigen und Homogenisieren
des Zahnmaterials, 2: Extraktion der DNA, 3: Vervielfaltigung definierter DNA-Fragmente mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR), 4: Uberpriifung des PCR-Erfolges mittels Gelelektrophorese,

5: Sequenzierung und Auswertung
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Fragmente gezielt mittels des Verfahrens der PCR
amplifiziert. Dabei handelt es sich um Abschnitte
eines Plasmids des Bakteriums (pPCP1), das im
Gegensatz zur chromosomalen DNA in erhohter
Kopienzahl vorliegt und so zur Analyse beson-
ders geeignet ist (Parkhill et al. 2001: 523). Als
Referenz diente die in GenBank verdffentlich-
te Nukleotidsequenz des Plasmids pPCP1 von
Y. pestis Stamm CO92 (GenBank accession no.
AL109969.1).

Bei allen Individuen wurde versucht den
Sequenzabschnitt 7116 — 7263 (148 bp) des auf
dem Plasmid pPCP1 lokalisierten pla-Gens (pla-
Region 1) zu amplifizieren (Abbildung 4). Dafiir
wurde das zuvor von Raoult et al. (2000: 12801)
beschriebene Pimerpaar YP12D/YP11R genutzt.
Bei einigen Individuen wurde dariiber hinaus
das ebenfalls von Raoult et al. (2000: 12801) be-
schriebene Primerpaar YP11D/YP10R eingesetzt
(pla-Region 2, Position 7242 — 7389).

Ein weiterer Sequenzabschnitt (130 bp) des
pla-Gens liel sich mit dem Primerpaar YP14F/
YP13R amplifizieren (pla-Region 3, Position
6953 — 7082). Zum Einsatz kamen ferner das

i 5500 bp

‘i
!
III

Abbildung 4:

PRV L A

5000 bp

R

Primerpaar pst-F/pst-R, mit dem ein Sequenzab-
schnitt (129 bp) des pst-Gens (Abb. 4) amplifiziert
werden kann (Position 5026 — 5154), sowie das
Primerpaar PCP-F/PCP-R, mit dem ein weiterer,
130 bp langer Sequenzabschnitt (Position 8428
— 8557) auf dem Plasmid vervielfiltigt werden
kann. Die Primersequenzen und PCR-Bedingun-
gen entnehme man Wiechmann and Grupe (2005:
49-50) sowie Wiechmann et al. (2010: 1806).

Um festzustellen, ob die entsprechenden
Fragmente erfolgreich amplifziert werden konn-
ten, wurden die PCR-Produkte anschlieflend
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Mit diesem Ver-
fahren lassen sich die gewonnenen Amplifkate
nach ihrer Grofe auftrennen. Gleiche Molekiile
laufen in diskreten Zonen (Banden) bei Anlegen
eines elektrischen Feldes durch das Gel. Die DNA
wird durch Silberfarbung (Protokoll siche Wiech-
mann and Grupe 2005: 50) sichtbar gemacht und
die GroBe der DNA-Fragmente kann durch Ab-
gleich mit einem mitlaufenden Standard (DNA-
Leiter) abgeschitzt werden.

Konnte eine Bande der erwarteten Frag-
mentlédnge auf dem Gel nachgewiesen werden,

mup:
™,

aoimp
.
L
!

Plasmid pPCP1 von Y. pestis. Roter Pfeil: pla-Gen, blauer Pfeil: pst-Gen.
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wurde das Amplifikat anschlieBend sequenziert
(mittels Sanger-Sequenzierung, Protokolle siche
Wiechmann and Grupe 2005: 51, Wiechmann et
al. 2010: 1806), d.h. die Basen-Abfolge des er-
haltenen DNA-Molekiils (Sequenz) wurde dar-
gestellt.

Verwandtschaftsanalyse

Der prinzipielle Ablauf einer Verwandt-
schaftsanalyse bei alter DNA entspricht dem der
molekulargenetischen Detektion von Y. pestis
(Abbildung 3).

Dabei werden bestimmte Abschnitte der
DNA des Individuums mittels PCR vervielfiltigt,
die dazu geeignet sind Auskunft {iber verwandt-
schaftliche Beziehungen zu geben. Hierbei han-
delt es sich z. B. um die Hypervariable Region |
(HVRI) der mitochondrialen DNA. Mitochond-
rien befinden sich beim Menschen zusétzlich zur
chromosomalen DNA in der Zelle und liegen im
Gegensatz zu dieser in erhohter Kopienzahl vor.
Dementsprechend ist ihre Erhaltungswahrschein-
lichkeit gegeniiber der chromosomalen DNA
(ebenso wie bei den Plasmiden von Y. pestis) er-
hoht. Mitochondriale DNA wird ausschlieBlich
miitterlich vererbt, abgesehen von Mutationen
stimmt also die mtDNA jeder Person mit jener ih-
rer Mutter, ihrer Geschwister und ihrer Verwand-
ten der miitterlichen Linie iiberein. Diese beiden
Eigenschaften (gute Erhaltungswahrscheinlich-
keit, nur miitterliche Vererbung) machen die mi-
tochondriale DNA so gut geeignet fiir genealogi-
sche Untersuchungen von skeletalen Uberresten.

Eine Verwandtschaftsanalyse wurde fiir
die zwei frilhmittelalterlichen Individuen aus As-
chheim durchgefiihrt. Der amplifizierte mtDNA-
Sequenzbereich umfasste unter Einbeziehung
von zwei Uberlappenden Amplifikationsproduk-
ten insgesamt 354 bp (Position 16056 bis 16409,
Nummerierung nach rCRS, Andrews et al. 1999).
Primerpaare und PCR-Bedingungen entnehme
man Wiechmann and Grupe (2005: 49-50). Die
erhaltenen Amplifikate wurden wiederum mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und bei erfolg-
reicher Signaldarstellung sequenziert. Die erhalte-
nen Sequenzen wurden anschlieend miteinander

verglichen, um eine miitterliche Verwandtschaft
der Individuen zu {iberpriifen. Chromosomale
DNA war leider nicht ausreichend erhalten, um
eine Aussage zur Verwandtschaft der beiden Indi-
viduen zuzulassen, so dass die Darstellung dieser
Analysen hier ausgespart bleibt (vgl. Wiechmann
and Grupe 2005: 52).

ERGEBNISSE

Es gelang bei Individuen beider Grab-
gruppen Y. pestis-spezifische DNA-Abschnitte
nachzuweisen. In beiden Studien blieben alle mit-
gefiihrten Negativkontrollen (Extraktions- und
PCR-Kontrollen) ohne Befund. Die Standards fiir
die Analyse alter DNA wurden eingehalten. Daher
ist davon auszugehen, dass die im Folgenden vor-
gestellten Ergebnisse authentisch sind.

Framittelalterliches Doppelbegrabnis
Aschheim-Bajuwarenring

Fiir beide Individuen konnten Y. pestis-
spezifische Fragmente der pla-Region 1 (siehe
Methoden) gewonnen werden. Die Sequenzresul-
tate der Amplifikate ergaben eine 99% - 100%ige
Ubereinstimmung mit der in GenBank (Accession
no. AL109969.1) veroffentlichten Nukleotidse-
quenz (Nukleotide 7136-7241) des auf dem Y.
pestis-spezifischen Plasmids pPCP1 lokalisierten
pla-Gens (Parkhill et al. 2001).

Es gelang von beiden Individuen der Dop-
pelgrablege mitochondriale DNA-Fragmente der
HVRI — Region zu gewinnen. Beide Individuen
weisen die gleichen Abweichungen von der Ref-
erenzsequenz rCRS auf: 16069 T, 16126 C, 16145
A, 16231 C, 16261 T.

Daraus lasst sich eine mogliche Zuordnung
zur mitochondrialen Haplogruppe J vermuten,
welche héufig in Europa und dem Nahen Osten
vorkommt (nach van Oven und Kayser 2009),
eine sichere Zuordnung wiére allerdings nur durch
die Einbeziehung weiterer Regionen moglich.

Der vorgefundene Haplotyp weist in der
Empop-Datenbank (http://empop.org/, Version
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2.1, Release 5) eine Haufigkeit von 2.007¢? auf,
d.h. nur 21 von 10261 untersuchten Individuen in
dieser Datenbank weisen diese spezifische HVR
I — Sequenz auf. Eine Verwandtschaft der beiden
Individuen iiber die miitterliche Linie ist damit
relativ sicher anzunehmen.

Mittelalterliches Massengrab
Manching-Pichl

Bei den Individuen des Massengrabes von
Manchig-Pichl konnten bei 10 von 33 untersuch-
ten Individuen positive Signale bei Amplifizie-
rung der pla-Region 1 erzielt werden (Garrelt and
Wiechmann 2003: 252). Um zu iiberpriifen, ob die
erhaltenen Amplifikate tatséchlich den gesuchten
Y. pestis-spezifischen DNA-Sequenzabschnitt
aufweisen, wurden Amplifikationsprodukte von
fiinf Individuen sequenziert. Die Sequenzresulta-
te ergaben eine 94% — 100%ige Ubereinstimmung
mit der in GenBank veroffentlichten Referenzse-
quenz (GenBank accession no. AL109969.1). Die

Abbildung 5:

Silbergefirbtes Polyacrylamidgel, das aus al-
ter DNA amplifizierte Y. pestis pla-Fragmente
(130 bp) aufzeigt (Spuren 3 und 6). Spuren 1
— 6: DNA-Extrakte menschlicher Zahnproben
(Manching-Pichl, Bayern), Spur 7: Extraktions-
kontrolle, Spur 8: PCR-Negativkontrolle, Spur 9:
20 bp DNA-Leiter, Spur 10: 50 bp DNA-Leiter,
Spuren 11 und 12: Amelogenin-Marker zur Ge-
schlechtsbestimmung.

beobachteten Sequenzabweichungen beruhen
hochstwahrscheinlich auf Degradationsprozessen
in der DNA wihrend der Liegezeit. Degradations-
bedingte Sequenzartefakte kommen in alter DNA
hiufig vor und erkldren sich durch Desaminierung
bedingte Modifikationen in der template DNA
(Hofreiter et al. 2001: 4797).

Das Ausbleiben eines Amplifikationser-
folges bei 23 der 33 untersuchten Individuen ist
indes nicht als Negativbefund zu bewerten. Das
Ausbleiben eines positiven Signals kann, neben
methodischen Griinden, vielerlei Ursachen haben,
z. B., dass der Erreger sich nicht in die Blutbahn
des Individuums ausgebreitet hatte, die Erreger-
DNA nicht erhalten geblieben ist oder das entspre-
chende Individuum tatséchlich nicht mit Y. pestis
infiziert war. Daher sind Negativbefunde bei dem
Versuch molekulargenetisch Erreger-DNA nach-
zuweisen prinzipiell nicht aussagekriftig.

Die weiterfilhrenden Analysen konzen-
trierten sich auf sechs Individuen des Massengra-
bes von Manchig-Pichl, deren DNA-Extrakte fiir
die pla-Region 1 bereits positiv getestet werden
konnten. In Abbildung 5 ist beispielhaft ein sil-
bergefiarbtes Polyacrylamidgel mit entsprechend
angefarbten DNA-Amplifikaten der p/a-Region 3
zu sehen.

Eine Zusammenstellung aller bei Individu-
en aus Manching-Pichl hinsichtlich Y. pestis-DNA
bislang erfolgten Analysen ist in Tabelle 1 darge-
stellt. In dieser Tabelle ist auch zu ersehen, dass es
nur bei drei der zehn fiir die pla-Region 1 positiv
getesteten Individuen gelang den Befund héufig
zu reproduzieren.

Die Ursache hierfiir mag darin liegen, dass
die Quantitdt der DNA in den nur vereinzelt am-
plifizierbaren Proben am Detektionslimit der ver-
wendeten PCR lag, so dass es vom Zufall abhing,
ob geniigend Matrizen fiir eine Vervielfaltigung
in die PCR-Reaktion eingesetzt werden konnten.
Wie man in Tabelle 1 erkennt, ist es aber auch
nur bei den drei haufig reproduzierbar amplifzier-
baren Proben gelungen, weitere Abschnitte des
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Individuum/ | Sterbealter/ | Geschlecht/ | YP12D/ | YP1ID/ | YPI14F/ pst-F/ PCP-F/
individual | age at death sex YP1IR | YPIOR | YPI3R pst-R PCP-R
1-1 adult w 0'/42
2 adult m 0/4
5-1 25-30 m 0/4
15-1 ~8 m 0/4
17-1 ~11 m 2/10 0/1 0/2 0/1 0/1
22 20-22 W 1/6 0/1
26-1 adult m 1/4
28-1 ~8 m 0/4
34-1 adult W 6/6 1/1 1/1
40 20-25 m 0/4
44-111 ~5 W 1/4
49-1 matur m 0/4
50 adult w 0/4
64-1 matur W 0/4
67-11 matur m 0/4
73-1 20-25 m 3/10 0/2 0/2
74 adult W 0/4
S1-1 ~8 m 6/6 4/4 1/1 1/1
S2-11 adult m 0/4
S3-1IX 12-14 m 1/4
S3-IX 11-13 ? 0/4
S4-111 adult w 0/4
S4-1vV adult W 0/4
S4-VI ~10 m 1/4
S4-XX ~15 w 9/10 2/2 2/2 3/3 2/3
S8-I11 matur w 0/4
S8-VII 20-25 W 0/4
S11-11 adult w 0/4
SI11-1V matur m 0/4
S13-1 20-25 w 0/4
S13-IX matur m 0/4
S14-1 15-16 m 0/4
S15-1 matur m 0/4
Tabelle 1:

Zusammenfassung der erhaltenen Amplifikationsresultate fiir die getesteten Individuen aus der St.
Leonhard-Kirche in Manching-Pichl. Diverse, auf Y. pestis-DNA ausgerichtete, Primerpaare wurden
eingesetzt.

1 = Anzahl erfolgreicher Amplifikationen;
ménnlich; w = weiblich

2 = Anzahl der Amplifikationsreaktionen (PCRs), m =
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Plasmids pPCP1 zu vervielfdltigen. Sequenzierte
Amplifikate der pla-Region 2 resultierten in ei-
ner 96% - 100%igen Ubereinstimmung mit der
Referenzsequenz, wobei auch hier die beobach-
teten Sequenzabweichungen voraussichtlich auf
durch Desaminierung bedingte Modifikationen
in der template DNA zuriickzufiihren sind. Die
Sequenzabschnitte der pla-Region 3 und des pst
entsprachen der Referenzsequenz (GenBank ac-
cession no. AL109969.1) zu 100%.

Abweichungen zu dieser Referenzsequenz
wurden jedoch nach Sequenzierung der mit dem
Primerpaar PCP-F/PCP-R erhaltenen Amplifikate
beobachtet. So weisen die Sequenzen der unter-
suchten Individuen an den Nukleotidpositionen
8528-8532 nur 3 T auf, wihrend die Referenz-
sequenz (Y. pestis strain CO92, plasmid pPCP1,
GenBank accession no. AL109969.1) an diesen
Nukleotidpositionen 5 T zeigt (Wiechmann et al.
2010: 1807).

DISKUSSION

Im Falle der frithmittelalterlichen Doppel-
grablege konnte der Erreger in beiden Individuen
nachgewiesen werden. Damit ist als Todesursache
dieser Frauen die Pest anzunehmen. Zusétzlich
konnte eine Verwandtschaft der Individuen tiber
die miitterliche Seite gezeigt werden. Die Art der
Verwandtschaft kann allerdings nicht néher ein-
gegrenzt werden, Abbildung 6 zeigt ein Schema
der Vererbung der mitochondrialen DNA — wie
man sieht, kommen sowohl ein Mutter/Tochter-
Verhiltnis, als auch z.B. Grofmutter/Enkelin,
Cousinen oder Tante/Nichte — Interpretationen in
Frage. Ein enges Verwandtschaftsverhéltnis er-
scheint allerdings nicht nur aufgrund der Bestat-
tungssituation wahrscheinlich, sondern wird auch
von den archdologischen Funden unterstiitzt — die
beiden Individuen teilen sich ein identisches Bii-
gelfibelpaar (siche Abbildung 1), welches als re-

Abbildung 6:

Miitterliche Vererbung der mitochondrialen DNA fiir 21 Individuen in einem hypothetischen
Stammbaum. Quadrate repriasentieren Ménner, Kreise Frauen. Jeder mtDNA-Typ (Haplotyp) wird

durch ein unterschiedliches Muster reprisentiert.
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lativ wertvoll eingeschétzt werden darf und wahr-
scheinlich in der Familie vererbt wurde (Reimann
et al. 2000: 84-85). Betrachtet man das Sterbealter
der gemeinsam bestatteten Frauen — eine verstarb
juvenil, die andere spétadult - erscheint daher eine
Mutter/Tochter-Interpretation, am plausibelsten.

Im Falle des mittelalterlichen Massengra-
bes gelang es gut reproduzierbar nur bei 9% der
untersuchten Individuen den Erreger Y. pestis
nachzuweisen. Dieses Ergebnis entspricht den
Studien anderer Arbeitsgruppen (z. B. Haensch
et al. 2010: 2) und verdeutlicht die Schwierigkei-
ten bei der Gewinnung alter DNA aus skeletalen
Uberresten. In einigen Fillen konnten nur einige
Regionen des untersuchten Plasmides amplifiziert
werden, was wiederum den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen (z.B. Haensch et al. 2010: 2) ent-
spricht und auf degradationsbedingte Schiden der
DNA zuriickzufiihren ist.

Auch wenn bislang nur fiir drei Individuen
aus dem Massengrab sicher nachgewiesen werden
konnte, dass sie Opfer der Pest waren, sprechen
die Fundumstidnde dafiir (siche oben), dass dies
wahrscheinlich auch filir die anderen Individuen
der Grablege zutrifft.

Die wahrscheinlichste Erklarung fiir den
Fund des Massengrabes unter der Sakristei ist
dementsprechend eine Pestwelle im mittelalter-
lichen Manching-Pichl, die zu so einer hohen
Anzahl von Opfern fiihrte, dass ein Massengrab
angelegt werden musste.

Yersinia pestis und der
Schwarze Tod des Mittelalters

Unsere Ergebnisse zum mittelalterlichen
Massengrab von Manching-Pichl reihen sich in
eine Reihe von weiteren Studien ein, die Y. pestis
in mittelalterlichen Grébern nachweisen konnten
(Abbildung 7). Der molekulargenetische Nach-
weis von Y. pestis wurde zunéchst fiir drei Skelett-
funde einer Mehrfachbestattung aus dem 14. Jh.
in Montpellier (Raoult et al. 2000: 12800-12803),

fiir zwei Skelettfunde aus einem Massengrab des
Jahres 1722 in Marseille sowie fiir zwei Skelett-
funde aus einem Massengrab des Jahres 1590 im
stidfranzdsischen Dorf Lambesc (Drancourt et al.
1998) beschrieben. Des Weiteren wurden Nach-
weise beschrieben von Drancourt et al. (2004:
1585-1592, 2007: 332-333), Fundorte Martigues
sowie Dreux in Frankreich, Pusch et al. (2004:
485), Beinhaus in Stuttgart, Tran et al. (2011),
Fundort Venedig, im Rahmen einer von Haensch
et al. (2010) durchgefiihrten Studie (Fundorte
Saint-Laurent-de-la-Cabrerisse, Frankreich, Ber-
gen op Zoom, Niederlande und Hereford, Eng-
land), sowie von Schuenemann et al. (2011) fiir
das Londoner ,,East Smithfield* Massengrab.

Neben dem reinen Nachweis von Y. pestis-
DNA in archiologischen Uberresten ist es bei ent-
sprechendem DNA-Erhalt auch méglich chromo-
somale Marker des Bakteriums zu untersuchen,
die Aufschluss iiber die spezifische Variante von
Y. pestis geben, welche die jeweilige Pestepide-
mie ausgeldst hat. Damit konnen Ausbreitungs-
wege der Pestepidemien nachgezeichnet und die
evolutive Entwicklung des Erregers aufgeklart
werden (sieche Haensch et al. 2010: 3).

Allerdings findet sich hier eine Diskrepanz
bei den bisherigen Studien, in denen es gelungen
ist diese Marker zu typisieren. Wihrend Haensch
et al. (2010: 5) und Schuenemann et al. (2011:
6) Erregerstimme in Skelettmaterial der zweiten
Pandemie typisieren konnten, die in bestimmten
Markern keinem der modernen Y. pestis-Varian-
ten entsprechen, sondern ,,Vorldufertypen* dar-
stellen, finden Drancourt et al. (2007: 333) in
Skelettmaterial der ersten und zweiten Pandemie
molekulargenetische Hinweise, dass es sich bei
dem gefundenen Erreger um Stdmme des Typus
1. ORI (vgl. Haensch et al. 2010: 6) handelt. Da
unterschiedliches Material untersucht wurde, ist
die Moglichkeit nicht auszuschlieBen, dass beide
Erregertypen im Mittelalter in unterschiedlichen
Regionen aktiv waren. Unter Beriicksichtigung
phylogenetischer Aspekte der Evolution von Y.
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Abbildung 7:

Bisherige Pestnachweise an archéologischem Skelettmaterial, Dreiecke = ,,mittelalterliches* Material,
Rauten = frithmittelalterliches Material. Daten aus Drancourt et al. (1998, 2004, 2007), Garrelt and
Wiechmann (2003), Haensch et al. (2010), Pusch et al. (2004), Raoult et al. (2000), Schuenemann et
al. (2011), Tran et al. (2011), Wiechmann and Grupe (2005)

167



Archaeology and Science 6 (2010)

Harbeck et al, Molekulargenetische Detektion (153-176)

pestis ist dies allerdings nicht sehr wahrschein-
lich. Dieser Widerspruch in den bisherigen mo-
lekulargenetischen Daten zu Y. pestis kann nur
durch Analysen an weiteren Y. pestis-Bakterien
aus mittelalterlichem Skelettmaterial auf ihre Va-
riantenzugehorigkeit gelost werden. Momentan
werden dementsprechende Analysen an dem Ma-
terial von Manching-Pichl durchgefiihrt, die da-
mit einen Beitrag zur Beantwortung dieser Frage
leisten sollen.

Insgesamt betrachtet kann man allerdings
aus der vorhandenen und weiter wachsenden
molekulargenetischen Datenlage schlussfolgern,
dass Y. pestis der Verursacher der zweiten Pest-
pandemie war.

Dies wird unterstiitzt durch Ergebnisse
aus immunchromatographischen Untersuchun-
gen, die das pesteigene F1-Kapselprotein durch
Reaktion mit dem Anti-F1-Serum darstellen (z.B.
Kacki et al. 2011: 583-587). Aufgrund mdoglicher
Kreuzreaktionen mit anderen bakteriellen Pro-
teinen sind diese Tests allerdings unspezifischer
bzw. unsicherer als ein DNA-Nachweis (Brandt et
al. 2002: 313-314).

Der Nachweis von Y. pestis steht im schein-
baren Widerspruch dazu, dass die durch histo-
rische Quellen erschlieBbare Epidemiologie der
mittelalterlichen Pest in einigen Fillen zum Teil
nicht jener der gut dokumentierten Pandemie des
19ten Jahrhunderts entspricht, aus der sich der
,.klassische® Ratten-Floh-Mensch-Zyklus ableitet.

Laut Stenseth et al. (2008: 0010), die die
Ergebnisse mehrerer internationaler Konferenzen
zum Thema zusammenfassen, zeigt allerdings die
heutige Erfahrung mit modernen Pestausbriichen,
dass die klassische Pest-Epidemiologie, wie sie
durch den klassischen Zyklus ausgeldst wird, nur
eine von vielen Mdglichkeiten ist. Dies liegt weit-
gehend an der komplexen Okologie des Erregers
(Gage and Kosoy 2005: 505-528) und einer Viel-
zahl von Ubertragungswegen, die ebenfalls vom
klassischen Bild abweichen konnen. Untersuc-
hungen in Gegenden mit modernen Pestreservoirs
zeigen, dass neben dem Ratte-Floh-Mensch-Weg
weitere Moglichkeiten der Tier zu Mensch-Uber-
tragung bestehen, z.B. Bisse von infizierten Tie-
ren, durch den Verzehr von infiziertem Fleisch

oder iiber Tropfcheninfektion durch den Umgang
mit infizierten Haustieren (Ubersicht bei Stenseth
et al. 2008: 0012). Neben der direkten Ubertra-
gung von Mensch zu Mensch durch Tropfchen-
infektion bei der Lungenpest konnen Mensch
zu Mensch-Ubertragungen wahrscheinlich auch
durch den Menschenfloh oder Léause (Ayyadurai
et al. 2010: 892) vorkommen. Abbildung 8 fasst
diese Moglichkeiten zusammen.

All diese Faktoren diirften das epidemiolo-
gische Erscheinungsbild der Erkrankung weiter
komplizieren. Von Drancourt et al. (2006: 239)
werden verschiedene Szenarien aufgefiihrt, die
abhéngig von den dkologischen Bedingungen zu
unterschiedlichen Pestbildern fithren konnen, ei-
nige seien hier exemplarisch genannt:

Sollte der Pesterreger in wilden Nagetier-
populationen vorkommen, aber keine humanen
Ektoparasiten involvieren, kommt es zu spo-
radischen Ausbriichen beim Menschen (durch
den Verzehr von infiziertem Fleisch, Bissen von
Nagern etc.).

Kommt der Pesterreger in wilden Nagetie-
ren und Ratten vor und sind menschliche Ektopar-
asiten (Menschenfloh, Laus) involviert, resultiert
dies in einer sich schnell von Ort zu Ort ausbreit-
enden Epidemie.

Eine reine Rattenpest hingegen ohne die
Einbeziehung menschlicher Ektoparasiten resulti-
ert in vielen menschlichen Opfern (Ubertragung
durch den Rattenfloh), allerdings mit einer be-
grenzten zeitlichen und rdumlichen Ausbreitung.

Zu groBlen Pandemien beim Menschen
kommt es, wenn die Rattenpest in Kombinati-
on mit menschlichen Populationen auftritt, die
schwerwiegend mit menschlichen Ektoparasiten
verseucht sind.

In Anbetracht der Komplexitiat der Pest-
erscheinung, die im Einzelnen nicht vollstindig
geklart ist, erscheint es doch plausibel, dass die
Epidemiologie von historischen Pestausbriichen,
insbesondere in klimatisch bzw. 6kologisch ver-
schiedenen Gebieten, von Ausbruch zu Aus-
bruch unterschiedlich sein diirfte. Ein epidemio-
logisches Geschehen, das nicht allein durch den
Ratte-Floh-Mensch-Zyklus erklart werden kann,
ist dementsprechend kein zwingendes Argument
gegen eine durch Y. pestis verursachte Epidemie.
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Yersinia pestis und die Justinianische Pest

Im Vergleich zum schwarzen Tod des
Mittelalters liegen fiir das Justinianische Pestge-
schehen bislang nur wenige molekulargenetische
Studien an Skelettmaterial vor: Neben der hier
vorgestellten Untersuchung gelang es bisher nur
Drancourt et al. (2004: 1590-1591, 2007: 333)
Y. pestis-DNA bei Skelettfunden aus friihmittel-
alterlichen Massengribern bei den franzdsischen
Stiadten Sens (Stes bis 6tes Jh. n. Chr.) und Vienne
(7tes bis 9tes Jh. n. Chr.) zu detektieren (Abbil-
dung 7).

Diese bisherigen, vereinzelten molekular-
genetischen Detektionen in friihmittelalterlichem
Material sind allerdings als starker Hinweis dafiir
zu werten, dass auch die Justinianische Pest durch
Y. pestis verursacht wurde. Um eine sichere Iden-
tifizierung von Y. pestis als Verursacher der Jus-
tinianischen Pandemie zu gewéhrleisten, miissten
aufgrund der beschriebenen methodischen Schwi-
erigkeiten bei der Analyse von alter DNA und

Eanm sach entwickeln 3uf
may Evobve ta

damit verbundenen Moglichkeit der falsch posi-
tiven Signale (siche oben) allerdings mehr mole-
kulargenetische Daten erhoben werden.

Der hier vorgestellte Nachweis von Y.
pestis in einem frithmittelalterlichen Gréberfeld
Bayerns hat zudem eine grofle Bedeutung hinsi-
chtlich der Ausbreitung der Justinianischen Pest:
Da es keine bekannten historischen Texte gibt, die
implizieren, dass die Justinianische Pest Bayern
erreichte, liegt mit diesem Fund der einzige Nach-
weis dieser Art vor, der die Ausbreitung der Jus-
tinianischen Pest iiber das romische Reich hinaus
in nordlichere Regionen bestitigt.

Die historische Quellenlage lie3 dies
vorher nur vermuten. So existieren Erwdhnun-
gen in keltischen und angelséchsischen Quellen
iiber anndhernd zeitgleich zur Justinianischen
Pest auftretende Seuchenepidemien in Grof3bri-
tannien (Maddicott 2007: 214), die allerdings das
Krankheitsbild nicht ausfiihrlich genug fiir eine
Diagnose beschreiben. Weiterhin besteht Grund
zur Vermutung, dass eine Epidemie, die 544 n.

Humane Flohe, Liuse
muman flaa, lice

" Gr— — T
§ 3 b i
e EleD-LIHL.t.hLH gl it i E Enspotischir Bykbust ?ﬂfﬂ i -L':u:t_
Epdccetic Cyloe e EnmseticCyles =
3 =% Buubznpeect Lungenpest Langstreckeniranspot
Flahstich Triplcheninfektien verrehr Tierbies . vin | R L - z
k 3 e f x =l Bubonic Prewmanic I T i Long distamce
5 L 3 i oo | Animeal hite -
Flea bite Droplet infection Cansumplion ‘e g ; plague plague transpan
Abbildung 8:

Magliche Ubertragungswege von Y. pestis. Schwarze Pfeile deuten den sogenannten klassischen Uber-

tragungsweg Ratte — Rattenfloh — Mensch an.
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Chr. in Irland auftrat (die ebenfalls aufgrund man-
gelnder Beschreibungen nicht eindeutig diagnos-
tiziert werden kann), der letzte Ausliufer der ers-
ten Welle der Justinianischen Pest durch Europa
gewesen sein konnte (Dooley 2007: 228).

AUSBLICK

Die vorgestellte Untersuchung zeigt das
grof3e Potential, das die Anwendung molekularge-
netischer Methoden zur Aufklarung historischer
Epidemien hat. Dieses ist allerdings noch lange
nicht ausgeschopft. Viele Fragen, insbesondere
fiir die Justinianische Pest, sind noch offen: Wie
weit hatte sich die Pest ausgebreitet? Wo ist ihr
Ursprung? Welche Variante von Y. pestis war ihr
Verursacher? Hat sich die Virulenz des Pester-
regers im Verlaufe der Zeit verdndert, wie eini-
ge Autoren vermuten? Wie man in Abbildung 7
erkennen kann, sind die bisherigen Nachweise
des Pesterregers an archdologischem Skelett-
material auf einige westliche Regionen Europas
beschrankt. Systematische molekulargenetische
Analysen an weiterem archéologischem Material
aus den entsprechenden Zeitepochen, die Funde
aus den tibrigen Teilen Europas und Asien mitein-
beziehen, sind notwendig, will man den Verlauf
der Pestepidemien charakterisieren und Informa-
tionen iiber die Evolution des Erregers gewinnen.

Offen ist ebenfalls die Frage nach den Ver-
ursachern der Epidemien der Antike vor der Justi-
nianischen Pest. Auch hier kdnnte eine systemati-
sche molekulargenetische Analyse an geeignetem
Material (z.B. aus Massengribern dieser Zeitstel-
lung) Aufschluss iiber den Erreger bringen.
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REZIME
MOLEKULARNO-GENETSKO
OTKRIVANJE UZROCNIKA
BOLESTI NA ARHEOLOSKOM
SKELETNOM MATERIJALU NA
PRIMERU YERSINIA PESTIS

KLJUCNE RECI: KUGA, YERSINIA PESTISy, STARA
DNK, MOLEKULARNA PALEOPATOLOGIJA, PALEOMI-
KROBIOLOGIJA, CRNA SMRT.

Epidemije prouzrokovane infektivnim bo-
lestima Cesto su oblikovale istoriju covecanstva.
Na osnovu ne ba$ preciznih opisa bolesti iz isto-
rijskih izvora tesko je odrediti koja je tacno bolest
prouzrokovala dalekosezne posledice. Razvila se
¢ak 1 kontroverzna rasprava da li se u slu¢ajevima
srednjevekovne kuge, tzv. crne smrti, i justini-
janske kuge tokom kasne antike i ranog srednjeg
veka, zaista radilo o kugi. Kugu prouzrokuje bak-
terija Yersinia pestis, koju prenose buve, a ¢iji su
pravi domacini zapravo glodari. Epidemija kuge
nastaje kada nosilac kuge dospe u populaciju pa-
cova. Zarazene pacovske buve nakon smrti svog
prvobitnog domacina - pacova - u velikom broju
prelaze na ljude. Sumnja da je Y. pestis uzrocnik
crne smrti i justinijanske kuge obrazlaze se ra-
zlikama u epidemioloskim manifestacijama ovih
istorijskih pandemija u poredenju sa poslednjom
pandemijom kuge u 19. veku. Jedan od pristupa
ovom problemu je analiza DNK uzoraka uzetih
sa pretpostavljenih Zrtava kuge iz pomenutih isto-
rijskih perioda. Naime, DNK bakterije koja je u
trenutku smrti mogla biti sacuvana u krvotoku po-
kojnika, ba$ kao i DNK samog pokojnika, moze
ostati sacuvana u skeletnim ostacima zrtve.

U ovoj studiji su ispitivani ostaci potenci-
jalnih zrtava kuge iz ranosrednjevekovnog groba
(Ashajm-Bajuvarenring, Bavarska, Nemacka) i
iz srednjevekovnog masovnog groba (Manhing-
Pihl, Bavarska, Nemacka). U te svrhe je iz poje-
dinih zuba individua uzet DNK uzorak. Delovi Y.
pestis specificnog plazmida pPCP 1 su polimer-
skom lan¢anom reakcijom amplificirani, a zatim

je niz uporeden sa DNK nizovima savremene Y.
pestis.

Kod individua sa oba lokaliteta su se Y.
pestis- specificni DNK fragmenti u velikoj meri
podudarali sa savremenim nizovima patogena.
Nekoliko uoc¢enih neslaganja se mogu tumaciti
kao proizvodi degradacije. Procenat uspesnosti od
10% podudara se sa onim iz drugih studija starih
DNK. Osim toga, treba imati u vidu da negativan
rezultat ne iskljucuje infekciju putem Y. pestis,
ve¢ se moze objasniti nedovoljnim obimom DNK
uzorka.

Kod obe sahranjene individue potvrdena
je pretpostavka da se radi o Zrtvama justinijanske
kuge, odnosno crne smrti. Zajedno sa malobroj-
nim preostalim dokazima prisutnim na skeletnom
materijalu, a vezanim za Y. pestis, ovo predstav-
lja jasan o dokaz da je kuga zaista bila ta koja
je 1 tokom ranog i punog srednjeg veka odnela
toliko Zzrtava. Protivrecnosti u epidemioloskim
pojavama istorijskih pandemija i pandemija 19.
veka mogu se objasniti kompleksnom ekologi-
jom zacetnika oboljenja. Ispitivanja pojava kuge
u savremenom dobu takode pokazuju da postoji
viSe mehanizama prenoSenja nego §to je to pret-
postavljeno u okviru klasi¢nog modela prenose-
nja. Zato odstupanja u epidemioloskom toku ne
moraju po svaku cenu da znace da se ne radi o
kugi kao uzrocniku istorijskih pandemija. Dokaz
o kugi u ranosrednjevekovnoj sahrani iz AShajma
(Aschheim) je za sada jedini postojeéi dokaz da
je justinijanska kuga prodrla u oblasti severno od
Alpa. Molekularno-genetska istrazivanja skelet-
nog materijala na nosiocima infekcije na taj nacin
mogu da doprinesu odredivanju uzro¢nika smrti
pojedinaca. Ona ne samo da mogu da dokumentu-
ju pojavu epidemija u odredenoj populaciji, ve¢ i
da odrede njihov uzrok i rasprostranjenost. Ipak,
veliki broj pitanja koja se odnose na istorijske
pandemije ostaje i dalje otvoren. Tako, na primer,
do danas nisu razjaSnjeni uzroci pojave kuge u an-
tici, rasprostranjenost justinijanske kuge nije po-
znata do detalja, a geografsko poreklo kuge se jo$
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uvek samo pretpostavlja. Upravo tu mogu biti od
izuzetnog znacaja molekularno-genetske analize
na pogodnom skeletnom materijalu iz odredenih

vremenskih perioda.
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