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1. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1.1. PALEOPATOLOGIA

Prima definitie a paleopatologiei, formulata in anul 1913 de Sir Marc Armand Ruffer,
ramane adecvata si In prezent: ,,stiinta bolilor care pot fi demonstrate pe baza ramasitelor
umane si animale” (citat de Dutour, 2013). Paleopatologia s-a dezvoltat ca sub-domeniu al
bioarheologiei si a constat initial in descrierea anomaliilor descoperite prin observarea
resturilor scheletice. In timp, studiile de paleopatologie s-au diversificat din punct de vedere
metodologic si au permis o abordare cu adevarat multidisciplinara care implica arheologia,
antropologia biologica, biochimia, imagistica si genetica.

De regula, pentru ca o conditie patologicd sa fie diagnosticatd in paleopatologie ea
trebuie sa producd modificari care afecteaza oasele si/sau dintii (Waldron, 2021). Uneori, se
pot pastra tesuturi moi in urma mumificarii naturale (intr-un mediu uscat sau anaerob) sau
artificiale (Fernandez, 2012) dar majoritatea ramasitelor umane studiate in bioarheologie sunt
complet scheletizate, datoritd vechimii.

Ramasitele umane oferd dovezi directe ale stilului de viata si ale experientelor traite de
oamenii respectivi. O multime de informatii cu privire la existenta zilnica a oamenilor si
comunitatilor (care altfel ar fi inaccesibile, nefiind inregistrate in izvoare scrise) pot fi
descoperite atunci cand scheletele lor sunt analizate. Dupa ce ramdsitele umane sunt
descoperite 1n sapaturi arheologice, starea lor ulterioard este influentata (pozitiv sau negativ)
de modul in care sunt manipulate (excavate, transportate si depozitate, analizate). De aici
decurg anumite probleme/considerente etice: toate scheletele umane ar trebui tratate cu
demnitate si respect, dar datoritd importantei lor pentru cunoasterea trecutului ar trebui, de
asemenea, sd fie disponibile cercetdrilor. Avand 1n vedere aceste aspecte, este de dorit sd existe
un echilibru intre procedurile invazive de analizd si preocuparea pentru conservarea cat mai
buna a ramasitelor umane. Aceasta este o problema de care trebuie sa fim constienti in toate
cercetarile asupra scheletelor umane, fiind un subiect care continua sa fie discutat (vezi Larsen
si Walker, 2004; Licata si Monza, 2017; Lambert si Walker, 2019; Buikstra si colab., 2022).

Analiza ADN-ului vechi a devenit o componenta esentiald a studiilor de bioarheologie
deoarece permite abordarea unor teme diverse legate de trecutul istoric si evolutiv. Primele
secvente de ADN vechi au fost obtinute in urma cu peste 30 de ani, iar de atunci metodele de

studiu sunt In continud dezvoltare, atit din punct de vedere metodologic, cét si teoretic. Astfel,



au fost confirmate prin intermediul ADN-ului vechi infectii cu Mycobacterium tuberculosis
(Salo si colab., 1994), Mycobacterium leprae (Rafi si colab., 1994), Yersinia pestis (Drancourt
si colab., 1998; Raoult si colab., 2000), Plasmodium falciparum (Taylor si colab., 1997),
Treponema pallidum (Kolman si colab., 1999). Aceste studii au deschis calea pentru un
diagnostic mai riguros in paleopatologie, chiar si in cazul markerilor scheletali imprecisi.

Proteinele vechi pot fi identificate prin metode imunologice. Metodele imunologie
folosite pentru detectarea proteinelor in paleopatologie au fost sintetizate de Tran si colab.
(2011). In tesuturile intacte, antigenele pot fi vizualizate prin imunohistochimie, iar proteinele
extrase din diverse surse sunt cel mai frecvent analizate prin imunocromatografie sau ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Alte molecule, precum lipidele, se gasesc in cantitdti mai mici In os, si sunt rareori
subiectul studiilor de bioarheologie. O exceptie notabild este identificarea organismelor din
genul Mycobacterium pe baza lipidelor specifice din peretele celular (acizii micolici) (Mark si
colab., 2010; Tran si colab., 2011; Donoghue, 2016; Spigelman si Rubini, 2016; Buzic si
Giuffra, 2020).

1.2. MALARIA

Malaria este o boala infectioasa cauzata de paraziti din genul Plasmodium si transmisa
de tantari din genul Anopheles (Meibalan si Marti, 2017). Patru specii de Plasmodium sunt
paraziti specifici i cauzeaza malaria la oameni: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale, si Plasmodium malariae. Studiile de filogenie moleculara au aratat ca
parazitii Plasmodium au evoluat pe parcursul a milioane de ani ITmpreund cu oamenii si s-au
raspandit out of Africa odatd cu gazdele lor (Conway si colab., 2000; Loy si colab., 2017).
Populatia de Plasmodium s-a extins rapid incepand cu 6000 de ani In urma, datorita unei serii
de schimbari in stilul de viata al oamenilor odata cu aparitia societatilor agricole si a asezarilor
stabile de dimensiuni suficiente pentru a permite transmiterea prin tantari (Joy si colab., 2003;
Hume si colab., 2003; Siddle si Quintana-Murci, 2014).

Studiul malariei In populatiile istorice si metodele utilizate pentru diagnosticarea /
identificarea malariei in paleopatologie au fost revizuite in mod cuprinzator in recenzii de
literatura (Setzer, 2014; Bianucci si colab., 2015; Nerlich, 2016; 2018; Boualam si colab., 2021;
Schats, 2023).



Malaria nu poate fi identificatd exclusiv prin examinarea macroscopica a scheletelor
umane deoarece nu conduce la modificari morfologice specifice ale oaselor, spre deosebire de
alte boli infectioase. Principalul mecanism prin care malaria poate afecta scheletul este anemia
hemolitica cauzata de distrugerea masiva si simultana a hematiilor (Ghosh si Ghosh, 2007;
Sinden, 2016). Cele mai frecvente leziuni ale scheletului asociate cu anemia si, prin urmare,
considerate indicatori ai malariei, sunt cribra orbitalia (aparitia unor porozitdti pe peretele
superior al orbitelor) si cribra cranii (hiperostoza poroticd pe suprafata externd a oaselor cutiei
craniene, In special pe oasele parietale) (Waldron, 2021; Setzer, 2014). Alte leziuni asociate cu
prezenta malariei sunt cribra femora (porozitati pe colul femural) si cribra humeralis
(porozitati pe colul humerusului) (Smith-Guzmaén, 2015).

In majoritatea studiilor de paleopatologie moleculari existi doua abordari consacrate
pentru diagnosticarea malariei. Prima abordare se concentreaza asupra recuperdrii ADN
specific pentru Plasmodium si a analizei sale prin tehnici conventionale PCR sau NGS (Next
Generation Sequencing). A doua abordare este identificarea imunologica a malariei, cel mai
frecvent prin teste de diagnostic rapid.

Prima diagnosticare cu succes a malariei pe baza ADN-ului vechi a fost obtinuta de
Taylor si colab. Tn 1997. Ei au reusit sa identifice o singura secventa de ADN specifica pentu
Plasmodium provenita dintr-o proba cu vechimea de 60 de ani. Recuperarea si analiza
fragmentelor scurte de ADN specifice (folosind diferite amorse, tintind diferite gene) continua
sa fie folosite ca metode de diagnostic pentru malarie. Mai recent, secventele specifice de la
Plasmodium au fost extrase si descrise folosind tehnici HTS (High-Throughput Sequencing).

Fornaciari si colab., 2010a; Fornaciari si colab., 2010b au utilizat teste de diagnostic
rapid la analiza ramasitelor scheletice ale patru membri ai familiei Medici pentru a confirma
diagnosticul de malarie din rapoartele de autopsie. Similar, au fost analizate folosind teste
rapide proteine extrase din specimene osoase din Egiptul antic (Al-Khafif, 2018). In ciuda
faptului ca aplicarea testelor imunologice la probele de proteine vechi degradate s-a dovedit a
fi predispusa la aparitia rezultatelor fals pozitive, aplicarea acestor teste rapide ramane o
metoda de screening pentru cazurile in care infectia cu Plasmodium este probabila.

Un marker alternativ care poate fi folosit pentru identificarea cazurilor de malarie este
hemozoina. Hemozoina este produsd de organismele din genul Plasmodium, dar si de alte
organisme hematofage: Schistosoma mansoni (helminti paraziti) si Rhodnius prolixus (insecte
hematofage) Tn urma digestiei hemoglobinei. Formarea hemozoinei este principala cale de
detoxifiere a hemului la aceste organisme (De Villiers si colab., 2012). In faza intraeritrocitara

a ciclului de viata Plasmodium utilizeaza intre 60-80% din hemoglobina din eritrocite



(Krugliak si colab., 2002; Sun si colab., 2016). Aminoacizii rezultati din degradarea lanturilor
proteice ale hemoglobinei sunt utilizati de parazit. Digestia hemoglobinei elibereaza si hemul.
Parazitul nu are capacitatea de a excreta hemul liber si nu posedd o hem-oxigenaza pentru a
recupera fierul si a detoxifica hemul (Olivier si colab., 2014). Prin urmare, detoxifierea sa se
realizeaza prin bio-cristalizare sub forma de hemozoina.

Faptul ca hemozoina este un produs foarte stabil care se acumuleaza in organismul
uman inseamnd cd ar putea fi un marker potrivit pentru detectia in rdmasite din context
arheologic. Cu toate acestea, au fost raportate foarte putine incercéri de a detecta hemozoina in
ramdsite umane arheologice. Prezenta cristalelor de hemozoind a fost descrisa folosind
spectrometria de masa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of
Flight), ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance - Fourier Transform Infrared Spectroscopy)
si microscopia electronicd SEM (Cox, 2018), printr-o metoda initiata de dr. Jamie Inwood de

la Universitatea Yale (https://news.yale.edu/2015/03/17/creating-malaria-test-ancient-human-

remains). Pana in prezent, aceste rezultate nu au fost publicate in reviste de specialitate.

1.1. MALARIA iN ROMANIA

Malaria a fost prezenta istoric in cea mai mare parte Europei, de la Marea Mediterana
pana la tdrmul sudic al Marii Baltice si din sudul Marii Britanii pand in Rusia europeana
(Huldén, Huldén and Helidvaara, 2005) Tnainte de eradicarea ei in a doua jumatate a secolului
al XX-lea.

Pe teritoriul Roméaniei, malaria a fost prezenta si a facut numeroase victime inainte de
inceperea campaniilor de eradicare si control a malariei. Primele date privind incidenta malariei
pe teritoriul Romaniei au fost nregistrate incepand cu sfarsitul secolului al XIX-lea (Ciuca,
1966 cf. Neghina si colab., 2011). In perioada de dinainte celui de-al doilea Razboi Mondial,
sunt inregistrate aprox. 300.000 de cazuri de malarie anual pentru o populatie de aprox.
19.000.000 locuitori, cu o crestere acceleratd in timpul razboiului, datorita lipsei tratamentelor
anti-malarie. Speciile raportate sunt cele care apar in zona temperata: P. vivax, P. falciparum
si P. malariae (Ciuca, 1956). Studiile lui George Zotta despre habitatul tantarilor Anopheles au
ardtat ca aproximativ 30% din teritoriul Romaniei, inclusiv toatd Dobrogea, prezenta conditii

favorabile pentru malaria endemica (Neghina si colab., 2011). Comisia Malariei a fost fformata

vvvvv



aplicarii programului de eradicare, incepand cu 1962 nu au mai fost cazuri inregistrate indigene
de malarie, astfel incat boala a fost declarata eradicatd in Romania in 1963.

Momentul aparitiei malariei pe teritoriul de azi al Romaniei nu ne este cunoscut, si nici
raspandirea speciilor si vectorilor implicati, dar este evident cd populatiile istorice au fost
expuse acestei boli. Completarea informatiilor istorice cu date de paleopatologie poate
clarifica, la nivel local, cunostintele despre istoria malariei in Europa. In acest context, aceasta
lucrare a fost conceputd pentru a testa ipoteza ca malaria a existat In perioada medievala in
Dobrogea si poate fi diagnosticata pe baza dovezilor arheologice. Aceasta ipoteza este abordata

din perspectiva bioarheologica, prin analiza directa a ramasitelor umane.



2.  SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Scopul general al tezei este studiul malariei in context bioarheologic, prin analiza
ramasitelor umane provenite din doua situri arheologice din S-E Roméniei (Mireasa si
Capidava, jud. Constanta). Concret, am pornit de la ipoteza cd malaria a afectat populatiile
prezente in Dobrogea in perioada medievala si premoderna. Pentru a testa aceastd ipoteza am
analizat material scheletic uman provenit de la 38 de indivizi, urmarind mai multe obiective de
cercetare:

e Datarea probelor cu radiocarbon si stabilirea perioadei de folosire a
necropolelor.

e Observarea markerilor scheletici indicatori pentru anemie.

e Identificarea imunologica a unor proteine specifice genului Plasmodium in
probele analizate.

e Identificarea unor markeri ADN specifici pentru genul Plasmodium.

e Detectia pigmentului specific pentru Plasmodium (hemozoina).

3. MATERIALE SI METODE
3.1. MATERIALE

Probele analizate sunt reprezentate de resturi scheletice umane provenind din doua
situri arheologice din S-E Romaniei (Mireasa, judetul Constanta si Capidava, judetul
Constanta). In total au fost analizate 38 de seturi de ramasite scheletice: 34 din situl de la
Mireasa (33 din necropola medievald, unul din tumulul de Epoca Bronzului) si inca patru din
situl de la Capidava. Situl Mireasa a fost identificat in timpul realizarii parcului eolian Silistea,
in anul 2012. In urma documentirii arheologice au fost identificate 162 de morminte, din care
14 datate In epoca bronzului si 148 datate estimativ in perioada medievala. Resturile scheletice
provenite din necropola asociatd cetdtii Capidava au fost descoperite in urma sadpaturilor
arheologice sistematice efectuate in perioada 2010 — 2014 (sit Sectorul X extramuros). Acestea
au fost datate pe baza inventarului funerar in perioada sec. X-XI (Pinter si colab., 2011). In
plus, un complex funerar din fiecare perioada de timp presupusa (epoca bronzului si medievala
pentru Mireasa; secolul al X-lea pentru Capidava) a fost datat cu radiocarbon folosind serviciul

de datare Beta Analytic, Inc. Tabelul 3.1. contine o sinteza a specimenelor incluse in analize.



Tabel 3.1. Sumarul surselor de tesuturi incluse in analize

Cod identificare Sit Datare Elemente anatomice
M37 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M40 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 femur
M43 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 femur
M44 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti; 1 femur
M47 Mireasa secolul al XVII-lea 4 dinti, 1 femur
M49 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M54 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 humerus
MS56 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
Mé62 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M65 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
Mé67 Mireasa 1635-1670 cal. AD* 4 dinti
M69 Mireasa secolul al XVII-lea 4 dinti; 1 femur
M71 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M72 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 femur
M77 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 femur
M88 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M92 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 humerus
M95 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M96 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M97 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M100 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 femur
M107 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M111 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M112 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M116 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M118 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M126 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M131 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M133 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M134 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti, 1 femur
M142 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M144 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti
M152 Mireasa secolul al XVII-lea 2 dinti

Cap M1 Capidava secolul al X-lea 4 dinti
Cap M4 Capidava 880-990 cal. AD* 4 dinti
Cap M8 Capidava secolul al X-lea 4 dinti
Cap M17 Capidava secolul al X-lea 4 dinti

*datare cu radiocarbon (Beta Analytic Inc.).



3.2. ANALIZA ADN-ULUI VECHI

Prin aceastd metoda a fost purificat ADN vechi de la toti cei 33 de indivizi din situl
Mireasa, secolul al XVII-lea (vezi tabel 3.1.). Pentru purificarea ADN-ului vechi a fost folosita
pulbere obtinutd din tesutul dentar. Aceasta a fost obtinuta din pulpa dentara, accesata prin
capatul radacinilor, cu ajutorul unui burghiu atasat de un micromotor electric, la viteza mica,
pentru a evita degradarea materialului biologic prin incélzire. Purificarea ADN-ului vechi a
fost efectuatd folosind un protocol de recuperare a fragmentelor foarte scurte, degradate, de
ADN vechi (Dabney si colab., 2013).

Pentru a testa prezenta ADN-ului de Plasmodium falciparum in extractele de ADN
vechi, amplificarea PCR a fost efectuata folosind amorse proiectate sa amplifice un fragment
partial (196 pb) al genei AMAI (Apical Membrane Antigen 1), asa cum au fost utilizati cu
succes de Lalremruata si colab. (2013). Pentru a monitoriza posibilele contaminari, a fost
introdusa o proba control PCR (fard ADN) la fiecare 3 probe de ADN vechi amplificat.

Prezenta produsilor de PCR a fost verificata prin electroforeza in gel de agaroza 2%.
Benzile de dimensiunea asteptatd au fost purificate din gel folosind FavorPrep GEL/ PCR
Purification Kit (Favorgen). Fragmentele de ADN obtinute din gelurile de agaroza au fost
inserate Tn plasmide pletl.2 folosind kitul de clonare CloneJet PCR Cloning Kit (Thermo
Fisher Scientific). Plasmidele au fost folosite pentru transformarea prin metoda KCM (Chung
si Miller, 1988) a celulelor competente de E. coli tulpina DH5a. Plasmidele continand produsii
de amplificare AMALI au fost izolate folosind kitul Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Jena
Bioscience). Fiecare produs PCR obtinut a fost clonat si secventializat in serii de cate 6 clone.

Plasmidele obtinute au fost trimise la Macrogen Europe (https://www.macrogen-

europe.com/) pentru secventializare prin metoda Sanger folosind amorsa standard pJET1.2R.
Fisierele de secvente au fost analizate folosind BioEdit (Hall, 1999) si comparate cu secventa
de referintda AMAI (Gene ID: 810891, GenBank). Secventele au fost, de asemenea, aliniate cu
baza de date de nucleotide non-redundante GenBank folosind algoritmul blastn (NCBI BLAST
2.7.0+).

3.3. ANALIZA PROTEINELOR VECHI

Au fost purificate proteinele din pulpa dentara de la 30 de indivizi din situl Mireasa.

Probele au costat in pulbere obtinutda din tesutul dentar. Aceasta a fost obtinutd din pulpa



dentard, accesatd prin capatul raddcinilor, cu ajutorul unui burghiu atasat de un micromotor
electric, la viteza mica, folosind o freza dentara sterilizata, diferita pentru fiecare proba.
Metoda de purificare a proteinelor a fost conceputa pentru acest studiu, pe baza unei
metode de extractie a proteinelor din probele de pulpd dentara (Tran si colab., 2011), care a
fost adaptata pentru a permite recuperarea atat a acizilor nucleici, cét si a proteinelor din aceeasi
proba de pulbere dentara. Deoarece pentru cele 30 de probe analiza ADN-ului vechi era deja
efectuata, 1n aceastd fazd am folosit Intreaga cantitate de proba pentru purificarea proteinelor.
Concentratia proteinelor obtinute a fost determinata prin 2 metode: spectrofotometric

(absorbanta la 280 nm sau Azs0) si colorimetric (metoda Bradford).

3.4. EXTRACTIA SIMULTANA A ADN-ULUI SI PROTEINELOR

In acest studiu au fost incluse patru seturi de rimasite umane din necropola medievala
de la Capidava (probele M1, M4, M8 si M17), unul din tumulul de la Mireasa datat in Epoca
Bronzului (M6) si trei din necropola premodernd de la Mireasa (M47, M67 si M69). Au fost
selectate probe din diferite epoci cu scopul de a testa limita de vechime pentru care se pot
recupera biomoleculele (ADN si proteine) prin metoda propusa, dar si pentru a observa daca
starea de conservare determinatd vizual influenteaza randamentul extractiei. Probele au fost
reprezentate de pulbere dentard obtinutd din dinti, preferabil multiradiculari.

Extractia simultana a fost realizatd prin modificarea unui protocol de extractie a
proteinelor descris de Tran si colab. (2011). Degradarea ADN-ului se poate evita si astfel,
ambele tipuri de biomolecule pot fi recuperate din aceeasi sursd, reducand astfel cantitatea de
elemente anatomice distruse in urma analizelor moleculare.

Pentru a confirma functionarea noii metode de extractie, ADN-ul din probe (dinti)
apartinand acelorasi seturi de ramasite a fost extras independent, folosind coloane pe baza de
silica conform protocolului descris de catre Yang si colab. (1998). Acest protocol a fost adaptat
pentru a se potrivi conditiilor si dotdrilor disponibile in laboratorul de ADN vechi si era
protocolul folosit in mod curent in acel moment. Am verificat daca noua metoda poate fi
aplicatda pentru a accesa informatii codificate in ADN prin amplificarea regiunilor
hipervariabile ale genomului mitocondrial (HVR), unul dintre markerii moleculari cei mai
utilizati in genetica populatiilor. Secventele HVR-I ale genomului mitocondrial au fost obtinute
prin amplificarea a patru segmente suprapuse care acopera aceasta regiune in totalitate si care
variaza de la 126 de perechi de baze (pb) la 170 pb (Gabriel si colab., 2001). Toate fragmentele

amplificate au fost clonate (CloneJet PCR Cloning Kit, Thermo Scientific) si minimum cinci



clone contindnd insertul au fost secventializate (Macrogen), folosind amorsa standard
pJET1.2R. Secventele rezultate au fost aliniate utilizand software-ul BioEdit s1 comparate cu
secventa de referintdi a ADNmt conform revised Cambridge Reference Sequence (rCRS),
GenBank: NC 012920.1.

Dupa validarea metodei pentru extragerea ADN-ului vechi, amorsele AMAT1 au fost
folosite pentru identificarea ADN-ului de Plasmodium in aceleasi probe, folosind protocolul
descris in capitolul 3.2.3. Identificarea Plasmodium prin analiza ADN-ului vechi.

In mod aseminitor, pentru evalua eficientei metodei simultane am folosit doui metode
alternative de purificare a proteinelor. Prima este o metoda descrisd anterior de Schmidt-
Schultz si Schultz (2004) pentru extractia proteinelor din tesut osos provenit din surse
arheologice. A doua metoda alternativa este o solutie de extractie a proteinelor din celule
animale (ProteoJET™, Fermentas). Aceasta a fost folositd conform instructiunilor
producatorului pentru extractia proteinelor din probe de tesut.

Pentru a determina rapid cantitatea de proteine obtinute am masurat Azgo pentru
proteinele obtinute prin toate cele trei metode descrise anterior. De asemenea, metoda Bradford
(Bradford, 1976) a fost utilizatd pentru estimarea mai precisd a concentratiei de proteine.
Ulterior, proteinele obtinute prin toate cele trei metode au fost separate in functie de masa lor

moleculard prin SDS-PAGE intr-un sistem discontinuu (Biometra Minigel — Analytik Jena).

3.5. TESTE DE DIAGNOSTIC RAPID

Toate cele 38 de probe pentru care s-au obtinut proteine totale prin oricare dintre
metodele descrise anterior au fost testate pentru prezenta proteinelor specifice Plasmodium cu
ajutorul a doua teste de diagnostic rapid: BinaxXNOW Malaria (Alere Inc.) si testul SeeNow

Malaria (Camp Medica).

3.6. HEMOZOINA

Hemozoina este un produs al metabolismului parazitilor hematofagi (inclusiv
Plasmodium) care rezultd in urma digestiei hemoglobinei si care este un biomarker al acestor
infectii. Faptul ca hemozoina este un produs foarte stabil care se acumuleazd in organism
inseamna ca ar putea fi un marker potrivit pentru detectia in ramasite din context arheologic.
Pentru a detecta prezenta hemozoinei au fost selectate oase lungi intacte, preferabil osul femur.

Diafiza oaselor lungi a fost deschisa si depunerile de culoare inchisa au fost identificate vizual.



Acolo unde au fost disponibile, depunerile au fost razuite de pe tesutul osos folosind o spatula

de plastic si depozitate pentru investigatii ulterioare.

3.6.1. Microscopie optica

Aspectul nativ al depunerilor colectate din cavitatea maduvei osoase a oaselor lungi a
fost observat cu ajutorul unei lupe binoculare (stereomicroscop) Zeiss Stemi 2000-C, pentru o
confirmare rapida a aspectului specific (depuneri negre pe tesutul osos spongios).

Fragmente mici din aceste depozite au fost montate pe lame de microscop din sticla si
inspectate prin microscopie opticd standard si prin microscopie cu lumind polarizata folosind

un microscop Zeiss Axio Imager M2.

3.6.2. Microscopie electronica cu baleiaj (Scanning Electron Microscopy — SEM) si
Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS sau EDX)

Pentru a investiga aspectul morfologic al depunerilor de hemozoind, precum si
compozitia elementald a probelor, probele prelevate din depozitele din cavitatea maduvei
osoase au fost probele au fost depuse direct, fara prelucrari suplimentare, pe suporti de aluminiu
si metalizate prin pulverizare cu un strat de aur de 10 nm.

1. Analiza SEM a fost efectuatd cu ajutorul unui microscop electronic de inalta

rezolutie Hitachi SU8230.

2. Analiza SEM-EDX a fost efectuata folosind un microscop electronic scanning FEI

Quanta 3D FEG echipat cu un detector EDX Apollo-X SDD.

3.

3.6.3. Microscopie electronica cu transmisie (TEM) si Selected Area Electron Diffraction
(SAED)

Au fost utilizate tehnici de microscopie electronica cu transmisie (TEM) si de difractie
a electronilor pe suprafata selectatd (SAED) pentru a determina morfologia si structura
depozitelor de hemozoina. Pentru a investiga probele prelevate din depozitele din cavitatea
maduvei osoase a fost utilizat un microscop Jeol JEM-1400.

Probele au fost colectate prin razuirea depozitelor negre din tesutul osos Inconjurator.
Ulterior, probele primare au fost macinate cu ajutorul unui mojar cu pistil pand la obtinerea
unei pulberi fine si omogene.

Pentru pregétirea probelor TEM au fost utilizate douad tehnici de rutina:



1. Pulberea cu granulatie fina a fost transferata direct pe grile TEM acoperite cu un strat
de formvar.

2. Pulberea a fost separati prin centrifugare. In primul rand, o suspensie apoasi de
pulbere a fost tratatd cu ultrasunete si centrifugata la 3.000 rpm timp de 1 minut pentru a
dispersa si a elimina fractiunile de dimensiuni mai mari ale probei. Supernatantul a fost apoi
centrifugat la 15.000 rpm timp de 10 minute. O parte din sedimentul obtinut dupa cea de-a
doua centrifugare a fost Incarcata pe o grila TEM.

Probele procesate prin ambele metode au fost vizualizate atat in modul imagine, cat si
in cel de difractie. Imaginile si spectrele de difractie corespunzatoare au fost salvate ca imagini
care au fost analizate si comparate in Adobe Photoshop CC 2019.

Pentru o determinare mai exactd a prezentei hemozoinei, spectrele SAED obtinute au
fost indexate pe baza datelor disponibile (Klonis si colab., 2010). In acest scop, camera TEM
a microscopului Jeol JEM-1400 a fost calibratd cu ajutorul unei folii standard de aur

policristalin.

4. REZULTATE SI DISCUTII

4.1. ANTROPOLOGIE FIZICA

Pentru a stabili perioada de folosire a necropolelor, respectiv vechimea complexelor
funerare, cate o proba/ un complex funerar din fiecare necropola au fost datate cu radiocarbon
(Beta Analytic, Inc.). Astfel, complexul M4 Capidava a fost datat in perioada 880-990 cal. AD,
la fel cum a fost estimat anterior prin analiza inventarului funerar (Pinter si colab., 2011). in
schimb, complexul M67 Mireasa a fost datat la 1635-1670 cal. AD, mai recent decat se
presupunea initial in urma analizei arheologice.

In urma analizei osteologice, au fost inregistrate modificarile osoase cel mai frecvent
asociate cu anemia: cribra orbitalia si cribra cranii. Leziuni de tip cribra orbitalia au fost
observate la 85% dintre craniile analizate, in timp ce leziunile de tip cribra cranii au fost
observate la 70% dintre craniile analizate. Modificarile osoase nu sunt suficiente pentru a fi
siguri de prezenta malariei, dar a fost demonstratd o asociere intre anemia hemoliticd cauzata

de malarie si cribra orbitalia si cribra cranii (Smith-Guzman, 2015). Aceasta, Impreuna cu



faptul ca Dobrogea a fost una din zonele propice pentru malaria endemica in Romania, sustin

ipoteza initiala ca aceste populatii ar putea fi afectate de malarie.

4.2. ADN VECHI

Amplificarea cu ajutorul amorselor AMA1 a produs benzi clare, de dimensiuni
asteptate, pentru 10 din cele 33 de probe. In urma analizei secventelor (identificarea insertului
si a amorselor, alinierea cu secventa AMA1 (NCBI Gene ID: 810891)) am constatat ca
plasmidele contineau secvente inserate cu dimensiuni cuprinse Intre 122 si 202 pb. De
asemenea, am constatat prezenta amorselor folosite, dar printre ampliconi nu a fost fragmentul
AMAL1 de 196 bp asteptat. In schimb, in urma interogirii bazei de date de nucleotide GenBank,

folosind algoritmul blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ampliconii s-au aliniat cu

secvente nespecifice, amplificate din contaminanti (in principal bacterii din sol).

O parte din secvente au constat in mozaicuri de molecule ADN care nu pot fi
identificate cu certitudine (alinieri cu bazele de date pe mai putin de 40% din lungimea
secventei sau alinieri cu mai multe organisme diferite, neinrudite). Majoritatea secventelor care
pot fi identificate (96%) provin de la bacterii din sol. O alta sursa de ADN identificata a fost
reprezentatd de insecte (Coleoptera), provenite probabil din procesele de descompunere.

Deoarece controalele negative PCR au fost intotdeauna curate (fara amplificare),
contaminarea cu material genetic exogen pare improbabila. Aparitia acestor secvente in
amestecul de ADN vechi total recuperat pare a fi in concordantd cu incarcatura bacteriana
descrisa din oase si dinti provenite de la ramasite umane descompuse in sol (Margaryan si
colab., 2018; Kazarina si colab., 2019). Asadar, aceste rezultate ar putea fi avea legdturd mai

degraba cu supravietuirea biomoleculelor din materialul osteologic.

4.3. PROTEINE VECHI

In urma analizei rezultatelor obtinute se observi ca Ass supraestimeazi concentratia de
proteine, comparativ cu metoda Bradford. Raportul mediu observat este de 2,61 ori. O
explicatie plauzibild ar putea fi co-purificarea altor substante care sunt extrase odata cu
proteinele si care prezinta absorbantd la 280nm (peptide, acizi nucleici etc.), dar care nu sunt
detectate prin testul Bradford. Avand in vedere amestecul complex de proteine, este dificil de
stabilit concentratia exactd, ambele metode fiind aproximari raportate la standardul BSA (o

proteina purd, diferitd de amestecul obtinut din pulpa dentara).



4.4. EXTRACTIA SIMULTANA A ADN-ULUI SI PROTEINELOR

Principalul scop pentru care a fost dezvoltata metoda de extractie simultand prezentata
este de a recupera simultan ADN si proteine dintr-o singurd proba arheologica, reducand astfel
distrugerea materialului arheologic, maximizand in acelasi timp informatiile obtinute. Detaliile
metodei si rezultatele obtinute au fost publicate in lucrarea Dual DNA-protein extraction from
human archeological remains (Rusu si colab., 2019).

Au fost obtinute secvente complete HVR pentru toate probele de ADN purificat cu
ajutorul coloanelor de silica (prin metoda alternativad). Secventele HVR obtinute prin metoda
de extractie simultand au fost apoi comparate cu acestea. Modelul de polimorfism molecular
observat in secvente analoge a fost identic pentru aproape toate probele. Singura exceptie este
fragmentul HVR-IA al individului M6 de la Mireasa, cel mai vechi specimen inclus in acest
studiu. Fiind datat din Epoca Bronzului, este foarte posibil ca acest lucru sa se explice prin
conservarea slaba a acizilor nucleici.

In urma incercarilor repetate de identifica ADN specific parazitilor Plasmodium au fost
obtinute amplificari pentru doud dintre probe. Dupa clonare (minim 5 clone/ amplicon) si
secventiere au aparut aceleasi rezultate descrise in capitolul 4.2.: fie amplificari din material
contaminant din sol, fie au fost obtinute secvente care nu pot fi identificate.

Am calculat randamentul tuturor metodelor de extractie a proteinelor (mg proteine / g
tesut) pe baza concentratiilor determinate prin metoda Bradford. Graficul din figura 4.5.

contine o comparatie a cantitatii de proteine obtinute prin toate cele trei metode de extractie.
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Fig. 4.5. Comparatia randamentului celor 3 metode alternative de extractie a proteinelor (RS —
extractie simultand; G — Schimdt-Schultz; F — ProteoJET).



In general, cel mai mare randament a fost observat atunci cand proteinele au fost izolate
prin metoda de extractie simultand propusa. Pentru doud dintre probe, M4 Capidava si M6
Mireasa, randamentul a fost mai mare atunci cand a fost utilizat ProteoJET. Pentru alte doua
probe, M8 Capidava si M17 Capidava, au putut fi extrase proteine numai prin metoda
simultana.

Toate probele contin proteine foarte degradate, iar separarea in SDS-PAGE este
imposibila. Desi toate probele extrase prin toate cele 3 metode contin acelasi pattern de proteine
degradate care apar ca un smear fard benzi specifice, se pot observa in figura 4.7. diferente
intre cele 3 metode alternative: extractia simultand formeaza un smear in toatd gama de
dimensiuni, in timp ce metodele alternative tind sd recupereze predominant fie dimensiunile

mari (Schmidt-Schultz si Schultz, 2004) fie cele mici (kit ProteoJET).

M47 M47

M47 Marker
RS

10-245 kDa

Fig. 4.7. SDS-PAGE: M47 Mireasa (RS — extractie
simultana, G — Schimdt-Schultz, F — ProteoJET)

4.5. TESTE DE DIAGNOSTIC RAPID

Toate cele 38 de probe au fost testate pentru a detecta prezenta proteinelor specifice
pentru genul Plasmodium. Pentru fiecare proba au fost repetate minimum trei teste de
diagnostic rapid. Din cele 38 de probe, 20 (53%) au dat cel putin un rezultat pozitiv la testele
de diagnostic rapid. Testul BinaxNOW Malaria a fost utilizat pentru 14 probe (dintre care 5

pozitive), In timp ce testul SeeNow Malaria a fost utilizat pentru 26 probe (dintre care 16



pozitive). Doud dintre probe au fost testate folosind ambele teste si au prezentat rezultate

congruente: o proba (M88) a fost pozitiva, in timp ce cealaltd (M112) a fost negativa.

4.6. HEMOZOINA

Au fost descoperite depuneri negre (fig. 4.11.), considerate prezumtiv hemozoina, in
oasele lungi ale unor indivizi selectati pentru acest tip de investigatie (vezi tabelul 3.1.). Aceste
depozite negre au fost colectate si analizate In continuare pentru a testa dacd tehnicile de

microscopie sunt adecvate pentru identificarea hemozoinei.

Fig. 4.11. Presupuse depuneri de hemozoina (in interiorul cercului alb) vizibile pe osul spongios al
unui femur (M69)

4.6.1. Microscopie optica

Aspectul nativ al depunerilor a fost observat la stereomicroscop. Acestea sunt formate

din conglomerate de forme neregulate strans asociate cu tesutul osos inconjurator.



Fig. 4.12. Aspectul nativ al depunerilor de hemozoina (negre, marcate cu sdgeti portocalii) asociate cu
tesut osos (alb/galben, marcat cu sdgeti albastre) (marire 50X)

Depunerile prezinta o birefringenta caracteristica la microscopia in lumina polarizata
(Lautenschlager si colab., 2019), asa cum se poate observa in figura 4.13.. Microscopia in
lumind polarizatd pune eficient in evidentd prezenta pigmentului, de aceea este folositd in
identificarea acestor paraziti in probe de sange proaspat incd din anii 1980 (Cho si colab., 2012;

Pirnstill si Coté, 2015).



Lumina alba Lumina polarizata

Fig. 4.13. Fragmente mici din depunerile colectate din oase arheologice sunt refringente in lumina
polarizata (1000 X)



4.6.2. Microscopie electronica cu baleiaj (Scanning Electron Microscopy — SEM) si

Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS sau EDX)

Analiza SEM a depozitelor din maduva osoasa a evidentiat cristale cu o lungime de

100-150 nm (fig. 4.15.) si o latime de aproximativ 30 nm.

LBT 200kV x600k SE 50.0nm

Fig.4.15 . Morfologia unui cristal identificat in depunerile de hemozoina

Compozitia si distributia spatiala a elementelor aratd modul de distributie a fierului si
corelatia sa spatiala cu oxigenul (fig. 4.16.). Compozitia elementald astfel detectatd este
congruentd cu natura chimicd a hemozoinei (Wendt si colab., 2021), un polimer de hem care
contine carbon, oxigen, azot, fier. Calciul si oxigenul, specifice matricei organice, sunt
detectate pe intreaga zona analizatd, asa cum este de asteptat avand in vedere prezenta tesutului

0SO0sS.



Fig. 4.16. Analiza SEM / EDX pentru cartarea elementelor/ distributia spatiala a elementelor

4.6.3. Microscopie electronica cu transmisie (TEM) si Selected Area Electron Diffraction
(SAED)

Probele (pulbere find, obtinutd prin maruntirea mecanica a depunerilor) care au fost
depuse direct pe grila au aratat ca particulele din ambele probe analizate prezintd o
heterogenitate morfologica considerabila (Fig. 4.17.A. si Fig. 4.17.D.). In zonele mai putin
transparente (marcate cu sdgeti rosii) pot fi observate conglomerate de particule aciforme,
precum si particule mai transparente (marcate cu sdgeti albastre) de forme si dimensiuni
neregulate.

Un aspect mai uniform al particulelor a fost observat in cazul in care probele (din
aceeasi sursa) au fost depuse pe grila dupa sonicare si centrifugare (Fig. 4.17.B. si Fig. 4.17.E.).
Morfologia cristalelor este similara in ambele probe investigate. Particulele observate au o
forma de ac de aproximativ 150 nm lungime si 25 nm diametru, dupad cum se poate distinge in

unele zone mai putin dense.



Fig. 4.17. A,D probele depuse direct pe grild; B, E probele ultrasonicate si centrifugate; C,F Modelele
SAED asociate probelor (din Paica si colab., 2023 © Elsevier Inc.)

Aspectul general este comparabil cu descrierile anterioare ale hemozoinei native
produsd de Plasmodium (Noland si colab., 2003; Orban si colab., 2014), dar dimensiunile
particulelor sunt mai mici. In schimb, dimensiunile acestor particule sunt similare cu cele
observate la probele vizualizate prin SEM. Cercetdrile privind caracterizarea structurald si
morfologicd a hemozoinei se limiteaza la probe proaspete (culturi de celule, sdnge, maduva
osoasd), in timp ce pentru probele arheologice nu am identificat niciun fel de date in literatura
de specialitate. Nu se cunoaste modul in care varsta istoricd a probelor, protocoalele de
procesare sau diferitele medii post-mortem afecteaza morfologia cristalelor.

Probele arheologice incluse in analiza TEM si SAED au dat nastere unor modele de
difractie electronica. Aparitia acestor modele constituie dovada ca probele studiate au structura
cristalind. Modelele de difractie ale particulelor de hemozoinad dispersate, formate din inele
concentrice, sunt specifice cristalitelor orientate aleatoriu (Fig. 4.17.C. si Fig. 4.17.F.). Din
cauza faptului ca hemozoina este aderentd pe tesutul osos spongios si nu poate fi separata,
fragmentele de tesut osos apar ca impurititi in imaginile TEM. In plus, hidroxiapatita
criptocristalind din tesutul osos precum si alte impuritati amorfe apar ca fundal amorf in

difractia electronilor.



Prin suprapunerea modelului experimental (Fig. 4.18.A.) cu datele de referinta (Slater
sicolab., 1991 - fig. 4.18.B.; Oliveira si colab., 2005 - fig. 4.18.C.) se poate observa cu usurinta
ca modelul de difractie obtinut coincide atét in functie de pozitiile unghiulare, cat si in functie
de intensitatile liniilor de difractie. In plus, difractograma de raze X (XRD) se aseamini cu

ambele modele de difractie, indiferent de metoda de analiza.
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Fig. 4.18. Sector al unui model de difractie comparat cu datele de referinta:
A. Modelul SAED M44
B. modelul de difractie a razelor X de referintd modif. din (Slater si colab., 1991)
C. difractograma de raze X realizata pe hemozoina, modif. din Oliveira si colab., 2005.



Pentru a furniza informatii suplimentare cu privire la structura cristalelor, au fost
calculate distantele interplanare pentru planurile care corespund celor mai intense varfuri de
difractie electronica, notate dexp. Datele experimentale (dexp) au fost comparate cu distantele
teoretice (dnki) calculate pe baza datelor din Oliveira si colab. (2005), dupa cum se aratd in
tabelul 4.7. Diferentele dintre distantele interplanetare calculate pentru datele noastre
experimentale si cele teoretice sunt neglijabile, prin urmare putem considera cd probele

analizate contin cristale de hemozoina.
Tabel. 4.7. Distantele interplanare calculate pe baza datelor teoretice (du) si a datelor experimentale
(dexp) pentru planurile definite de principalii indici Miller (hkl).

Plan Distanta

interplanari (&)

h k 1 dnki dexp
1 0 O 11.98 11.96
0 2 0 7.28 7.31
1 2 0 5.87 5.85
2 1 1 4.19 4.23
0 3 1 4.11 4.11
I 3 1 3.69 3.71
3 1 0 3.72 3.73
3 1 1 3.23 3.23

Rezultatele indicd faptul ca depozitele ce apar in oasele lungi ale ramasitelor
arheologice ar putea fi utilizate ca metoda alternativa pentru diagnosticarea malariei. In plus,
hemozoina este usor de vizualizat cu ajutorul microscopiei in lumind polarizata fara procesarea
suplimentard a probelor, permitdnd confirmarea prezentei ei in cateva minute. Analiza
elementala calitativa a depozitelor a confirmat, de asemenea, prezenta Fe, C si O, ceea ce este
in concordanti cu compozitia chimica cunoscuti a hemozoinei. In plus, modelele de difractie
a electronilor obtinute pentru probele studiate pot fi atribuite hemozoinei. Astfel, in urma
diferitelor analize de microscopie am adus dovezi convingatoare ca depozitele de hemozoina
supravietuiesc 1n oasele lungi ale resturilor scheletice ale indivizilor afectati de malarie si ca

acestea sunt disponibile pentru prelevare si identificare.



4.7. SUMARUL REZULTATELOR

In total, au fost analizate 38 de seturi de ramasite scheletice, provenite din doui situri
arheologice: patru din situl Capidava si 34 din situl Mireasa (din care unul din tumulul de Epoca
Bronzului si 33 din necropola pre-modernd). Rezultatele obtinute sunt prezentate sumar in
tabelul 4.8..

Pentru toate cele 38 de probe au fost purificate ADN si proteine, fie independent, fie
prin metoda de extractie simultand. ADN-ul si proteinele obtinute au fost folosite In scopul
identificarii unor biomarkeri specifici pentru Plasmodium pentru a evalua prezenta si frecventa
malariei in populatiile studiate.

Rezultatele testelor imunologice au fost pozitive pentru 20 (53%) din probele analizate,
ceea ce sugereaza prezenta malariei. Cu toate acestea, testele de diagnostic sunt concepute
pentru diagnosticul din sadnge proaspat, si rezultatele trebuie privite ca o indicatie mai mult
decat ca un diagnostic precis. Compozitia probelor de proteine extrase din tesuturi arheologice
este necunoscuta si nu pot fi excluse reactii incrucisate cu reziduuri bacteriene sau fungice din
mediul de ingropare sau cu alte substante din sol.

In total au fost obtinute secvente de ADN amplificate cu amorse specifice pentru
Plasmodium pentru 10 din cei 38 de indivizi (26%), dar analiza lor a evidentiat doar prezenta
ADN-ului contaminant din mediu. Rezultatele privind ADN-ul vechi demonstreaza limitele
abordarii bazate pe PCR 1in cercetarea paleopatologicd, impuse de cantitatea minusculd de ADN
al parazitului conservat in ramasitele umane arheologice.

Depunerile de hemozoina au putut fi observate doar pentru o parte din scheletele
analizate, in functie de starea de conservare si de prezenta oaselor lungi intacte. Analizele
referitoare la hemozoina au fost distructive si nu au am considerat ca sunt necesare pentru toti
indivizii, deoarece ele au avut scopul de a demonstra conceptul ca acest biomarker poate fi
identificat in context arheologic. Prezenta depunerilor de hemozoina a fost observatd la 10
indivizi. Opt dintre ei au avut rezultate pozitive la testele imunologice, iar doi au avut rezultate
negative. Aparitia acestor rezultate partial incongruente poate fi explicatd prin diferentele in

conservarea si recuperarea moleculelor biologice.



Tabelul 4.8. Sumarul rezultatelor

N < Teste imunologice ADN Microscopie Mlcrosco-pte
r.crt. Proba . Plasmodium optica electronica
BinaxNOW | SeeNow TEM | SEM
1. M37 + X
2. M40 + nespecific v
3. M43 - X v
4. M44 - nespecific v
5. M47 + nespecific v
6. M49 - X
7. M54 + nespecific v
8. MS56 - X
9. M62 + X
10. Mé65 + nespecific
11. M67 - nespecific
12. M69 + nespecific v v
13. M71 - X
14. M72 + nespecific v v
15. M77 - x
16. MS88 + + X v
17. M92 - nespecific
18. M95 + X
19. M96 + X
20. M97 + X
21. M100 + X v
22. M107 - x
23. M111 + nespecific
24, M112 - - X
25. M116 + X
26. M118 - x
27. M126 + X
28. M131 - X
29. M133 + X v
30. M134 - X
31. M142 + X
32. M144 + X
33. M152 - X
34. M1 Cap - X
35. M4 Cap - X
36. M8 Cap + X
37. M17 Cap - X
38. M6 - X




5. CONCLUZII

In aceasta lucrare am investigat prezenta parazitului Plasmodium sau a reziduurilor sale

in materialul scheletic uman de provenienta arheologica. Abordarea interdisciplinara a temei

s-a dovedit necesard din cauza complexitatii biologiei parazitului, complicatd suplimentar de

starea de degradare inerenta a probelor arheologice.

1y

2)

3)

4)

5)

6)

Cate o proba pentru fiecare necropola inclusa in studiu a fost datatd cu radiocarbon pentru
a stabili cu certitudine vechimea probelor. In timp ce vechimea necropolei medievale de la
Capidava si a tumulului de Epoca Bronzului de la Mireasa sugerate de contextul arheologic
au fost confirmate de datarea cu *C, necropola de la Mireasa este mai recentd decat se
presupunea initial, fiind datata la perioada pre-moderna.

In urma analizei antropologice au fost inregistrate leziuni osoase indicatoare ale anemiei la
majoritatea scheletelor, ceea ce sustine ipoteza ca populatiile studiate ar fi putut fi afectate
de malarie.

Am cautat sa vedem daca existda ADN de Plasmodium spp. intr-o cantitate rezonabild in
probele noastre pentru a putea fi identificat. Desi ADN-ul vechi uman a putut fi recuperat,
incercdrile de a recupera ADN-ul parazitului au fost impiedicate de prezenta ADN-ului
contaminant din sol (bacterii si insecte care apar inevitabil in cazul ramasitelor care au fost
inhumate).

In paralel cu analiza ADN-ului, au fost utilizate si testele de diagnostic rapid pentru
detectarea prezentei proteinelor specifice Plasmodium spp. ale cdror rezultate sugereaza
prezenta parazitului in populatiile studiate.

Cercetarile privind ambele tipuri de molecule (ADN si proteine) au dispus elaborarea si
testarea unei metode originale de izolare a ADN-ului si a proteinelor vechi din aceeasi sursa
de tesut, reducand astfel cantitatea de tesuturi arheologice distruse in scopul analizelor
moleculare. Detaliile acestei metode au fost publicate in lucrarea Rusu I*, Paica I* si colab.,
Dual DNA-protein extraction from human archeological remains. Archaeological and
Anthropological Sciences, 11, 3299-3307 (2019).

Un alt produs al metabolismului produs de Plasmodium, hemozoina, ar putea fi un
biomarker potrivit atunci cand rezultatele analizelor ADN-ului vechi si ale proteinelor sunt
insuficiente sau inconcludente. Detectia hemozoinei in ramasite arheologice este teoretic

posibild, dar nu sunt raportate decat putine incercari de a identifica acest produs de



metabolism, si acelea neconcludente. In cadrul acestor studii am identificat depozite de
hemozoina pe care le-am analizat detaliat prin metode de microscopie optica si electronica,
pe baza unor caracteristici precum birefringenta in lumina polarizata, compozitia
elementald (SEM/EDX) sau modelul specific de difractie a electronilor (TEM/SAED).
Rezultatul acestor cercetari a fost descris in lucrarea Paica si colab., Tentative indicators of
malaria in archaeological skeletal samples, a pilot study testing different methods.

International Journal of Paleopathology, 40, 109-116 (2023).

Rezultatele studiilor subliniazd provocarile si limitele diagnosticului malariei In
paleopatologie pe baza proteinelor si a ADN-ului vechi. In acelasi timp, rezultatele studiului
pilot demonstreaza ca detectia si caracterizarea hemozoinei prin metode de microscopie este o
strategie promitatoare care ar putea fi utilizatd in diagnosticarea malariei, pentru completarea
hemozoinei in probe de oase din contexte arheologice mai diverse (din punct de vedere al
conservarii, varstei, conditiilor de mediu etc.) ar fi utila pentru dezvoltarea viitoare a acestei

strategii de diagnostic in paleopatologie.
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