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Resumen

Se han analizado a nivel molecular cuatro posibles casos de Treponematosis con-
génita en restos esqueléticos neonatales (de 0 a 6 meses de edad), que proceden 
de la excavación realizada durante el proceso de restauración de la Ermita de la 
Soledad (Huelva, España, siglo XVI). El ADN de tres de los cuatro especímenes 
analizados amplificaron para un segmento específico de T. pallidum y mostraron 
la diana de restricción, produciendo los fragmentos de tamaño previsto. Con ello 
se confirma que, al menos, dos recién nacidos de la población onubense inhuma-
da sufrieron y probablemente murieron de sífilis congénita.
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MOLECULAR ANALYSIS OF ANTIQUE SYPHILIS
FROM NEONATAL HUMAN REMAINS 

Abstract

Four possible cases of congenital treponematosis have been submitted to mole-
cular analysis. There remain bones that belonged to individuals between 0 and 
6 months of age and were inhumated in the crypt of “La Ermita de la Soledad” 
(sixteenth century, Huelva, Spain). Three of the analyzed samples showed posi-
tive amplification for the T. Pallidum segment and were subjected to a restriction 
analysis producing the expected fragment size. This study confirms that at least 
two of the buried new born suffered and probably died of congenital syphilis.

Keywords: Ancient DNA, Treponema Pallidum, Congenital Syphilis. 
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Introducción

Actualmente, algunas patologías de origen infeccioso pueden ser analizadas en 
restos antiguos óseos o momificados gracias a la aplicación de técnicas de bio-
logía molecular. Sin embargo, la literatura es relativamente escasa debido a las 
limitaciones propias de la técnica de ADN antiguo, tales como: el alto grado de 
daño molecular, que dificulta la amplificación de fragmentos de tamaño mayor 
a los 300 pares de bases (pb) y la susceptibilidad de contaminación con ADN 
exógeno (Kolman, 1999).

El aislamiento de fragmentos de ADN bacterial en restos antiguos, contribuye al 
esclarecimiento de patologías individuales, a definir la evolución histórica de las 
enfermedades y a desarrollar modelos de migración de las poblaciones humanas; 
entre los agentes infecciosos que se han analizado molecularmente, caben desta-
car: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae y Treponema pallidum.

Spigelman y Lemma (1993), Baron et al. (1996), Campillo (1998), Mays (2001), 
entre otros, han reportado con éxito análisis de ADN de M. tuberculosis en restos 
humanos antiguos. Rafi et al. (1994), amplificaron por medio de nested-PCR dos 
segmentos del ADN de Mycobacterium leprae, aislado en restos óseos que datan 
del siglo VI y XI-XIII; no obstante, la secuencia nucleotídica no pudo ser deter-
minada. Más tarde, en el 2001, Spigelman y Donoghue publican la amplificación 
y secuenciación parcial de un fragmento de ADN del M. leprae, procedente de un 
individuo del período bizantino (300-600 AD).  En el año 2003, Montiel et al., 
informan de dos casos de amplificación y secuenciación de ADN de Mycobacte-
rium leprae en individuos de una necrópolis islámica del siglo XII AD en Sevilla-
España, utilizando también el método de nested-PCR.

En relación al Treponema pallidum, Kolman (1999), presenta el caso de un es-
queleto de 200 años con lesiones óseas consistentes con un diagnóstico de infec-
ción por treponema, en el análisis molecular reportó la amplificación y secuencia 
de un fragmento de 120 pb del ADN de la bacteria.  El T. pallidum,  es  un pa-
rásito humano, agente causal de la sífilis, se trata de una espiroqueta helicoidal 
que posee una membrana plasmática y un flagelo que está situado en el espacio 
periplásmico. El genoma del T. pallidum subespecie pallidum (Nichols), fue se-
cuenciado por primera vez en el Instituto de Investigaciones Genómicas de la 
Universidad de Texas, Houston en el año 1998, consiste en un cromosoma circu-
lar de 1.138.006 pb, con un promedio de G+C del 58.2%, y es uno de los genomas 
procariotas más pequeños (Fraser et al., 1998).
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Hasta el presente, no se han reportado casos de análisis molecular de agentes 
infecciosos en restos arqueológicos infantiles, como son los casos que se  mues-
tran en este estudio. Asimismo, debe tenerse en cuenta que el análisis molecular 
precisa de un primer diagnóstico morfológico y radiológico, para poder enfocar 
el estudio sobre unos restos concretos o susceptibles de detectar la enfermedad, 
siendo más difícil el diagnóstico en individuos infantiles, y en general mal con-
servados.

El objetivo de este trabajo fue el análisis de la eventual presencia del ADN de 
Treponema pallidum en restos antiguos infantiles; de esta manera, esclarecer el 
diagnóstico presuntivo treponematosis congénita. Se trata de cuatro fragmentos 
óseos con condiciones patológicas similares en individuos neonatales de entre 0 
a 6 meses de edad, que proceden de la excavación arqueológica realizada durante 
la restauración de la Ermita de la Soledad (Huelva-España), durante el año 1991. 
Se hallaron restos de un gran número de individuos desconectados y mezclados 
(Safont et al. 1996); la mayoría habían sido enterrados dentro de una cripta. Datos 
históricos indican que la cripta fue construida en la segunda mitad del siglo XVI 
y fue usada hasta finales del  siglo XIX (García y Fernández 1999).

Las cuatro muestras patológicas: un fémur izquierdo (ELS 646), dos húmeros 
izquierdos (ELS 551 y ELS 558) y un hemifrontal derecho (ELS 944), corres-
ponden a un mínimo de dos individuos perinatales (figura 1). Estas muestras 
fueron estudiadas morfológica y radiográficamente por Malgosa et al., en 1996, 
observándose principalmente un elevado grado de osteoporosis, separación de 
la cara externa de la cortical ósea, áreas de osteólisis yuxtametafisial y destruc-
turalización epifisiaria. Mediante un diagnóstico diferencial se estableció como 
patologías más probables una treponematosis congénita o una osteomielitis he-
matógena, entre otras de menor peso diagnóstico. 
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Figura 1 Muestras Patológicas

Materiales y Métodos

La extracción del ADN se realizó siguiendo la metodología utilizada en el La-
boratorio de ADN antiguo de la Unidad de Antropología de la Universitat Au-
tònoma de Barcelona, España, con las condiciones de esterilidad y las medidas 
de precaución adecuadas (Montiel et al. 2001). El proceso consiste en: limpieza 
del área de la lesión de los especímenes donde se tomará la muestra, extracción 
de polvo de hueso, usando micromotor con pieza de mano y fresas redondas de 
tungsteno para uso odontológico (figura 2), lavados con EDTA, digestión con 
proteinasa K, extracción del ADN con fenol-cloroformo, centrifugación, lavado 
y concentración en centricón 30. Un blanco de extracción (KE) que contiene sólo 
los reactivos fue incluido en este procedimiento para el control de la contamina-
ción. Finalmente el ADN en suspensión fue almacenado a 4º C por 4 días, con 
la finalidad de minimizar los efectos de los inhibidores de PCR (Montiel et al., 
1997).
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Fig. 2 Toma de muestras

El ADN del T. pallidum fue amplificado por PCR utilizando primers específicos 
diseñados para tal fin (tabla 1), en cada proceso de amplificación se utilizó un 
control negativo (K-) para el control de la contaminación. Los primers amplifican 
un segmento de 106 pb que contiene una diana de restricción para la enzima NaeI 
(+303), cuyo corte produce dos fragmentos de 22 y 84 pb respectivamente.

Tabla 1. Primers que amplifican un fragmento de ADN del T. pallidum

Tp F284	 5’-GTGATCCTCTGTCATCCCCG-3’
Tp R370	 5’-TCCACCTCACGAGACAAAGG-3’
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Figura 3 Gel de Agarosa de comprobación de los 
fragmentos de restricción con la enzima nael. (+303).
d: Producto de PCR digerido a: El mismo producto de PCR 
que no ha sido sometido a la digestión enzimática.
Marcador: Marcador de peso molecular Recuadro amarillo 
bandas de 84 pb.

 Resultados

Los primers amplifican un fragmento de 106 pb del gen arp, entre las posicio-
nes 284 y 370 que se encuentran incluidos entre los 1000 primeros pb del ADN 
bacteriano donde, según la comparación de secuencia realizada con el programa 
Blast, no existe homología con otras especies, por lo tanto, el fragmento ampli-
ficado es específico del  T. pallidum, como quedó confirmado en el análisis de 
especificidad realizado en un laboratorio externo (General Lab-Barcelona, Espa-
ña), utilizando controles positivos de T. pallidum subespecie pallidum (Nichols), 
cultivado en vivo en testículos de conejo.

Tres de las muestras (ELS 551, ELS 558, ELS 944) amplificaron para el fragmen-
to especifico de Treponema pallidum, las muestras amplificadas fueron sometidas 
al análisis de restricción utilizando la enzima NaeI (GCC^GGC), comprobando 
la restricción positiva en la posición +303 y generando los dos fragmentos del 
tamaño esperados (figura 3).
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Discusión

Los resultados, obtenidos en el estudio molecular, corroboran la hipótesis preli-
minar de sífilis congénita, enfermedad que adquiere el feto durante el embarazo o 
al momento del parto por la transmisión transplacentaria del T. pallidum, se ma-
nifiesta hasta los dos primeros años de vida.  En el caso de que la enfermedad se 
adquiera durante el embarazo las lesiones clínicas se forman a partir de la semana 
16 de vida intrauterina, los nacimientos se  presentan con severas deformidades 
óseas y una alta mortalidad a muy temprana edad (Ávila-Reyes et al., 2001).

Como se ha indicado en párrafos anteriores, la literatura es escasa en referencia al 
análisis molecular de agentes infecciosos en restos antiguo. Sólo Kolman (1999), 
ha reportado amplificación y secuencia del ADN del T. pallidum en un individuo 
adulto, utilizando un fragmento del gen de la lipoproteína de 15-kDa, que contie-
ne el sitio de restricción para la enzima Eco47III, distinto al fragmento analizado 
en nuestro estudio, por tanto nuestro datos no pueden ser comparados con otros 
autores.

En el caso del fémur izquierdo (ELS 646), donde no se obtuvo amplificación del 
fragmento, se planteó una nueva extracción, confirmándose el resultado negativo 
de los primeros análisis. A pesar de ello, no se descarta definitivamente la pre-
sencia del T. pallidum en la muestra debido a las dificultades de conservación del 
ADN en restos antiguos.

Dado que la extracción y análisis por PCR se realizaron en la UAB, donde nunca 
antes se había trabajado con T. pallidum y que los blancos de extracción y ampli-
ficación no  mostraron la presencia de ADN, la posibilidad de contaminación es 
nula, por lo que no hay duda en afirmar la presencia del agente infeccioso en los 
especimenes citados.

Conclusión

Se logró amplificar mediante PCR un fragmento de 106 pb del ADN del T. pa-
llidum en tres restos óseos neonatales (hemifrontal derecho y dos húmeros iz-
quierdos) de la Ermita de La Soledad en Huelva, de los cuatro especímenes que 
habían sido estudiados morfológicamente y diagnosticados como posibles casos 
de treponematosis. Por lo tanto, se confirma el diagnóstico presuntivo de sífilis 
congénita, en al menos dos neonatos de la población onubense inhumada.
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