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RESUMEN

Se determinaron taxondémicamente bacterias en restos 6seos humanos arqueoldgicos
provenientes de Donceles 97 y de la gruta Estacién Poand. Se identificaron Bacteroides fragilis,
Bacillus sp., Enterococcus solitarius, Vibrio parahaemolyticus, Micrococcus sp.,
Campylobacter jejuni subespecie doylei, Veillonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
mucosa y Pseudomonas stutzeri; la mayoria de éstas bacterias son patdgenas para los
manipuladores, lo cual significa un riesgo bioldgico para su salud.
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ABSTRACT

Taxonomically identified bacteria in archaeological human skeletal remains from Donceles 97
and the cave Estacion Poana. Identified Bacteroides fragilis, Bacillus sp. Enterococcus
solitarius, Vibrio parahaemolyticus, Micrococcus sp., Campylobacter jejuni subspecies doylei,
Veillonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri and Neisseria mucosa, most
of these bacteria are pathogens for manipulators, which means a biological risk to their health.
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INTRODUCCION

La Antropologia trata acerca de la diversidad humana y de los procesos histéricos y
culturales que la sustentan (Guerci et al., 2004). Los restos 6seos humanos son la evidencia
material que permite conocer aspectos cualitativos, tales como condiciones generales de vida
de las poblaciones desaparecidas (Molina, 2006). Por ejemplo, si la cerdmica arqueoldgica
tiene un valor por si misma en el sentido de conocer el tipo de materiales utilizados en su
fabricacion, la temperatura y tiempo de cocido, técnicas de elaboracion, etc. (Menacho, 2007);
por su parte, los restos 6éseos arqueoldgicos tienen un valor biolégico intrinseco, ya que
expresan la variabilidad fisica y genética de los individuos dentro de un grupo o poblacién, asi
como la determinacién del sexo y la edad que tenian los individuos al morir (Salado y Rios,
2002).

La informacién bioldgica basica que se obtiene a partir del estudio de los huesos permite
reconstruir aspectos importantes (Molina, 2006) como el crecimiento poblacional y la
estructura estable por edades (Franco et al., 2001).

La Antropologia esta compuesta de otras disciplinas, entre las mas importantes se
encuentran la Arqueologia y la Tafonomia (Terreros-Espinosa, com. pers.). La Tafonomia es
una subdisciplina de la Paleontologia que estudia la historia post-mortem de los restos
organicos hasta la fosilizacion de los mismos (Gonzélez, 2007). La Tafonomia se integra en la
Paleopatologia y la Antropologia Forense, con relaciéon a los restos 0seos, su transformacion,
deterioro, contaminacioén y evolucion después de la muerte (Calderdén, 2004).

El biodeterioro de los restos 6seos es causado por factores ambientales, principalmente
la temperatura y humedad del lugar de custodia, ademas de la manipulacion y la forma de
almacenamiento (Videla et al., 2003). Un control de calidad en la manipulacién,
almacenamiento y preparacion de los restos 6seos es importante, ya que el peor enemigo de
los restos 6seos es la humedad, que propicia el desarrollo de bacterias, algas y hongos,
alterando la consistencia, el aspecto y el color del hueso (Jans et al., 2004); también producen
fisuras y en algunas ocasiones fracturas (Calderén, 2004).

Los huesos estan formados por un material especializado, combinando una fase
organica, compuesta principalmente por colageno y otras proteinas; y una fase mineral
compuesta por hidroxiapatita de calcio, fosfatos y agua (Child, 1995). Cuando el hueso se ve
afectado por la accién de microorganismos como las bacterias, no se pueden distinguir las
pseudopatologias post-mortem de las producidas ante-mortem (Calderén, 2004).

Los microorganismos penetran el hueso utilizando espacios naturales (como vasos
sanguineos y nervios), liberando sus enzimas y depositando aminoacidos (Jackes et al., 2001).
Estos organismos crecen usando los tejidos desmineralizados como fuente de alimento y
excretando metabolitos secundarios (Child, 1995). Los productos del metabolismo microbiano
dependen de su tipo de descomposicion (Collins et al., 2002).

Las bacterias son las principales causantes del deterioro de los restos 6seos, que
utilizan el colageno como sustrato para su crecimiento (Child, 1995). Algunas bacterias son
patdégenas para el hombre, entre las cuales se pueden citar: Escherichia coli, Streptococcus
sp., Staphylococcus sp., Clostridium sp. y Bacillus sp., entre otras (Calderdn, 2004). Las
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bacterias se pueden encontrar en diferentes ambientes y a su vez en distintos sustratos, en los
restos 6seos se pueden encontrar distintas bacterias como: Escherichia coli, Streptococcus sp.,
Staphylococcus sp., Clostridium sp., Bacillus sp., entre otras. (Calderén, 2004).

Las bacterias influyen en el biodeterioro de los restos 0seos arqueoldgicos, ya que
utilizan el colageno de los huesos como alimento, provocando el deterioro de éstos. En México
no existen estudios relacionados sobre la actividad microbiana en restos 60seos humanos
arqueoldgicos por lo que no se tiene una conciencia del riesgo bioldgico que representa la
manipulacion de este tipo de materiales debido a los microorganismos presentes. El objetivo
principal de este trabajo fue identificar el crecimiento bacteriano en restos 6seos humanos.

AREA DE ESTUDIO

La gruta de la estacibn Poana se encuentra en el Municipio Tacoltapa, en la region
serrana de Tabasco (Coordenadas UTM: Coord. X 527655 y Coord. Y 1943946). La gruta
cuenta con diferentes salas cavernosas. Cabe destacar la importancia del paisaje carstico, en
el cual se formo6 una gran cantidad de sistemas cavernosos, aprovechados por el hombre en
numerosas ocasiones y de manera diversa durante el curso de la historia (Terreros-Espinosa,
2006).

El entierro de Donceles 97 (excavacion rectangular) se localiza en la zona arqueoldgica
del Templo Mayor en la Ciudad de México (Coordenadas UTM: Coord. X 486120 y Coord. Y
2148800).

MATERIAL Y METODOS

Se colectaron fragmentos de huesos humanos en un solo muestreo (Septiembre de
2008) en la gruta estacion Poand, Tabasco, México y en la cala ubicada en la calle de
Donceles (No. 97) (un solo muestreo Octubre de 2008) en el Centro Historico de la Ciudad de
México.

Los fragmentos colectados fueron colocados en bolsas de plastico estériles previamente
etiquetadas y transportadas al laboratorio de metodologia cientifica IV en la FESI, UNAM.
Cada uno de los fragmentos fue segmentado (1-4 cm; + 0.2 cm). Se realizaron dos
experimentos, en cada uno de ellos se emple6 aproximadamente la mitad de cada uno de los
fragmentos.

Experimento uno

Se tomé una porcién de cada fragmento, las muestras fueron colocadas en tubos de
ensaye con solucién salina durante 4 minutos (Koneman, 2001). De cada tubo se obtuvieron
muestras de 0.1y 1.0 ml, las cuales se sembraron en placas de conteo estandar (se utilizé la
técnica de vaciado en placa) por 48 horas a 34 °C (Bradshaw, 1976). Finalmente se realizaron
conteos de unidades formadoras de colonias (UFC) (Koneman, 2001).
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Experimento dos

El resto de cada una de las muestras 0seas fueron colocadas de forma individual en
matraces Erlenmeyer de 250 ml con agua peptonada al 1.0% por 4 minutos, cada muestra fue
sonicada durante 4 minutos empleando un sonicador modelo Ultrasonic LC 30H; e incubadas
durante 24 horas a 34 °C (Hurtado-Bocanegra, com. pers.). Se realizaron siembras de cada
muestra en diferentes medios de cultivo: agar MacConkey, agar estafilococos, agar base
chocolate, agar pseudomonas y agar nutritivo (Lennette et al., 1987), y se incubaron a una
temperatura de 34 °C por 24 horas con el fin de promover el crecimiento de las colonias
bacterianas.

Las colonias resultantes fueron aisladas e identificadas por su forma, color, apariencia,
tamafio y elevacion (Koneman, 2001), posteriormente fueron sometidas a un tren de tincion de
Gram para verificar su formay pureza (Flores et al., 2008). Siguiendo con una serie de pruebas
bioquimicas IMVIC (indol, rojo de metilo, Vogues-Proskahuer, Citrato de Simmons y Hierro),
catalasa y ureasa para caracterizarlas (MacFaddin, 2003; Krieg y Holt, 1984).

RESULTADOS
Gruta estacion Poana
Se colectaron 8 fragmentos de huesos humanos: 1 troclea de humero derecho, 3

fragmentos de craneo, 1 vértebra cervical, 1 de peroné y 2 fragmentos de fémur (etiquetados
como hueso largo 1y 2).

Templo Mayor

Se colectaron 4 fragmentos de huesos humanos: 1 vértebra cervical no. 3, 1 pieza
dental (primer molar izquierdo del maxilar superior), 1 hueso del carpo (mufieca de la mano
izquierda), acromen del esternon.

Se identificaron las bacterias en 11 huesos diferentes. Se observaron 10 cepas, dentro
de las cuales se identificaron taxonémicamente 7 especies y una subespecie (Tabla 1). Se
identificaron 9 géneros, 9 familias, 9 o6rdenes, 7 clases y 4 divisiones (Tabla 1).
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Tabla 1. Bacterias encontradas en restos 6seos humanos

FAMILIA
Bacteroidaceae
Veillonellaceae
Enterococcaccae
Bacillaceae
Micrococcaceae
Campylobacteraceae
Neisseriaceae
Vibrionaceae
Pseudomonadaceae

Del hueso del carpo se aislaron Veillonella sp. y Micrococcus sp.

GENERO
Bacteroides
Veillonella
Enterococcus
Bacillus
Micrococcus
Campylobacter
Neisseria
Vibrio
Pseudomonas

ESPECIE

B. fragilis

V. sp.

E. solitarius

B. sp.

M. sp.

C. jejuni subsp. doylei
N. mucosa
V.parahaemolyticus
P. aeruginosa

P. stutzeri

En el primer molar

maxilarizquierdo (superior) se aisl6 Campylobacter jejuni subespecie doylei (Tabla 2). Del
craneo se aislaron Bacteroides fragilis, Vibrio parahaemolyticus y Neisseria mucosa; de los
huesos largos se aislaron Pseudomona aeruginosa, Bacillus sp. y Enterococcus solitarius y del
peroné se aislo Pseudomonas stutzeri (Tabla 2). En la tabla 3 se puede observar el numero de
UFC para las muestras de 0.1 y 1.0 ml (experimento uno).

Tabla 2. Bacterias asociadas a los diferentes huesos

ESPECIE CRANEO
B. fragilis X
Bacillus sp.

E. solitarius

V. parahaemolyticus X
Micrococcus sp.

C. jejuni subsp. Doylei

Veillonella sp.

P.aeruginosa

N. mucosa X

P. stutzeri

PERONE

HUESO
LARGO

CARPO PRIMER
MOLAR
X
X
X
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Tabla 3. Unidades formadoras de colonias observadas en las muestras de 0.1y 1.0 ml

0.1 ml 1.0 ml
HUESO Cuenta estandar Cuenta estandar
Craneo 16 74
Hueso largo 179 12
Hueso largo 23 156
Polvo 90 68
Vértebra 1 11 9
Vértebra 2 20 91

DISCUSION

Las bacterias caracterizadas como Bacillus sp. (Singleton, 1997; Delgado-Iribarren et
al., 1994), V. parahaemolyticus (Delgado-Iribarren et al., 1994), Micrococcus sp. (Bailey, 1991)
y P. aeruginosa (Delgado-Iribarren et al., 1994) habitan en el suelo por lo que es de esperar
gue los huesos se contaminaran con estos microorganismos, sin embargo se sabe que estas
especies provocan infecciones respiratorias, lo cual puede indicar que los huesos pudieron ser
contaminados por los manipuladores. La presencia de Veillonella sp. en los restos 6seos pudo
deberse también a la presencia de los manipuladores ya que ésta bacteria se encuentra en la
saliva (Gutiérrez et al., 2005; Laskin y Lechevalier, 1977); y al igual que N. mucosa forma parte
de la comunidad bacteriana de las vias respiratorias (Silva et al., 2003; Delgado-Iribarren et al.,
1994).

P. aeruginosa vive en ambientes himedos, por lo cual no seria raro encontrarla en los
huesos puesto que éstos se encontraron en lugares himedos (Delgado-Iribarren et al., 1994).

Por otra parte Micrococcus sp., tal vez forma parte de la comunidad bacteriana de los huesos
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desde hace tiempo debido a su capacidad de sobrevivir largos periodos (Bailey, 1991). B.
fragilis, E. solitarius (Notario, 2005), C. jejuni (Singleton y Sainsbury, 1987; Delgado-Iribarren et
al., 1994), P. stutzeri (NUfez et al., 1975) y V. parahaemolyticus (Delgado-Iribarren et al., 1994)
son bacterias que se pueden encontrar en las heces de animales y del hombre; y los huesos
colectados se encontraron junto al guano seco de murciélagos que habitan la cueva (datos no
publicados) lo cual puede explicar la presencia de estas bacterias en los huesos, aunque
existen pocos estudios sobre la diversidad bacteriana en este tipo de desechos.

Child  (1995) encontr6 Pseudomonas sp. en huesos arqueoldgicos,
desafortunadamente no identificd las especies; en este estudio se caracterizaron 2 especies
de Pseudomonas (Tabla 2). Calderén (2004) observo Bacillus sp. en huesos arqueoldgicos,
mientras que Child (1995), Jackes, M. et al. (2001) y Calderdén (2004) observaron Clostridium
en el mismo tipo de huesos. En el presente trabajo no se observé Clostridium. En el hueso
largo 1, vértebra 2 y craneo se contabilizé el mayor nimero de UFC (Tabla 3).

Se puede concluir entonces que: a) Posiblemente B. fragilis, Bacillus sp., E. solitarius, P.
stutzeri, P. aeruginosa, Micrococcus sp. y V. parahaemolyticus, pueden sobrevivir en este tipo
de huesos puesto que las condiciones de los lugares de donde fueron extraidos son himedos,
b) B. fragilis, E. solitarius, C. jejuni doylei y V. parahaemolyticus tal vez son nativas del guano
de murciélago, no obstante pueden sobrevivir en los huesos porque encuentran una fuente
adecuada de nutrientes, sin embargo habria que corroborar lo observado mediante otros
experimentos similares, c) B. fragilis y P. stutzeri son patégenos oportunistas, por lo que no
seria raro que hubieran pasado de los manipuladores a los huesos de estudio o0 que ya
estuvieran establecidos, d) por falta de medidas de bioseguridad, es seguro que C. jejuni
doylei, N. mucosa y Veillonella sp., hayan pasado de los manipuladores a los huesos, €) los
restos 6seos extraidos de la cala de Donceles presentaron menor deterioro superficial que los

extraidos de la gruta Estacion Poana, esto porque los primeros se encontraban resguardados
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de los efectos del ambiente, f) la mayoria de las bacterias observadas en los huesos son

patdgenas para el hombre, por lo que los manipuladores deben contar con mayores medidas
de bioseguridad al manipular restos 0seos para evitar posibles contagios.

No se pudieron determinar los pardmetros ambientales debido a la falta de recursos
econdémicos y por ende de equipo adecuado para tal fin.
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