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Introduzione

Le mummie di Roccapelago (MO) rappresen-

tano un eccezionale ritrovamento archeologi-

co, sia perché costituiscono un raro esempio di 

preservazione naturale dei membri di un’intera 

comunità montana di umile estrazione, vissuti 

in un arco temporale di circa due secoli, sia a 

motivo dell’eccezionale stato di conservazio-

ne degli inumati1. Lo scavo archeologico nella 

cripta della Chiesa della Conversione di S. Paolo 

Apostolo a Roccapelago ha infatti permesso di 

recuperare i resti di oltre 400 individui, di cui 

circa 60 almeno parzialmente mummificati. La 

datazione dei reperti, effettuata sulla base della 

cultura materiale e dei registri parrocchiali, è 

stata circoscritta ad un arco temporale compre-

so tra la fine del XVI e la fine del XVIII secolo2. 

Il processo di mummificazione che ha interessa-

to una parte degli inumati è da attribuire plau-

sibilmente alle peculiari condizioni microclima-

tiche della cripta, caratterizzate dall’aria secca e 

dalla particolare ventilazione, assicurata da due 

piccole finestre aperte sulla vallata3. Le anali-

si preliminari sullo stato di conservazione dei 

tessuti molli mummificati, condotte mediante 

Spettroscopia Infrarossa in Trasformata di Fou-

rier (FTIR) e Microscopia Elettronica a Scansio-

ne (SEM), hanno evidenziato, in generale, una 

buona conservazione delle strutture anatomiche 

e parziali alterazioni dei tessuti, preservati dalle 

condizioni chimico-fisiche dell’ambiente di de-

posizione4. Le analisi antropologiche e paleopa-

tologiche eseguite sui medesimi reperti hanno 

rivelato aspetti interessanti relativi alle caratte-

ristiche fisiche e alle condizioni di vita e di salute 

dell’antica popolazione di Roccapelago, tra cui 

la notevole longevità di numerosi suoi membri, 

nonché il parziale isolamento geografico che ha 

caratterizzato la storia di questa comunità5.

Le peculiari condizioni di conservazione di 

una parte delle mummie di Roccapelago hanno 

permesso di effettuare l’analisi molecolare del 

microbiota umano, cioè delle comunità di mi-

crorganismi presenti in diversi tessuti di alcuni 

individui vissuti tra il XVI e il XVIII secolo. 
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Il corpo umano è costituito infatti dalle proprie 

cellule somatiche, il cui numero è stato stimato 

intorno a 3,7 x 1013 cellule6, ma ospita anche sulla 

superficie cutanea, nel tubo digerente e in altri 

organi una grande varietà di cellule microbiche 

che costituiscono nell’insieme il cosiddetto mi-

crobiota umano. Fino a qualche tempo fa si sti-

mava che il rapporto tra cellule microbiche e cel-

lule umane fosse di 10:1 o addirittura di 100:1, 

ma, secondo una ricerca recente, si è calcolato 

che esso sia approssimativamente di 1:17. Il ter-

mine microbiota è stato introdotto per la prima 

volta nel 20018 per indicare l’insieme dei micror-

ganismi presenti in un determinato ambiente, 

come appunto il corpo umano9, dove essi vivono 

in stretto e mutualistico rapporto. I microrga-

nismi che costituiscono il microbiota umano, 

sono dotati di un’immensa diversità genetica e 

interagiscono direttamente con il metabolismo 

e le funzioni biologiche dell’uomo con profonde 

implicazioni per la salute e per lo sviluppo del-

le malattie10. In particolare il microbiota svolge 

un ruolo cruciale nella biologia umana, avendo 

funzioni chiave nella digestione, nello sviluppo 

e nell’immunità, con ripercussioni anche sul 

comportamento e sull’umore, oltre che in una 

serie di malattie acute e croniche11.

Nel corso dell’evoluzione umana, le differenze 

nei tipi di risorse alimentari disponibili, insieme 

ai cambiamenti nelle pratiche culturali, in parti-

colare conseguenti all’introduzione dell’agricol-

6 Bianconi et al. 2013.
7 Sender et al. 2016.
8 Lederberg, McCray 2001.
9 Marchesi, Ravel 2015. 
10 Qin et al. 2010;  Li et al. 2014.
11 Wang et al. 2017. 
12 Cordain et al. 2005.
13 Carding et al. 2015.
14 De Filippo et al. 2010.
15 Schnorr et al. 2014.

tura, hanno comportato variazioni nella dieta 

nel tempo e fra le diverse popolazioni umane, a 

cui si sono aggiunti, in tempi più recenti, gli ef-

fetti dovuti all’industrializzazione, all’introdu-

zione di pratiche di sanificazione e all’uso di far-

maci, in particolare degli antibiotici12. A questo 

riguardo, recentemente, è stato ipotizzato che la 

microflora intestinale negli uomini delle società 

industrializzate non si trovi in condizioni di 

equilibrio ecologico (disbiosi) e si è anche postu-

lata una possibile relazione tra la composizione 

della microflora intestinale e l’elevata incidenza 

delle cosiddette malattie della civiltà (es. diabete, 

allergie, obesità, asma, malattie infiammatorie 

intestinali e cancro del colon-retto)13. Tuttavia si 

sa ancora molto poco sul cosiddetto microbiota 

intestinale ancestrale, cioè quello di individui 

vissuti nel passato più o meno remoto, su come 

si è modificata la sua composizione nel tempo e 

sul processo di co-evoluzione che esso ha avuto 

con l’ospite. Per poter rispondere a questi inter-

rogativi, risulta di fondamentale importanza, da 

un lato, lo studio del microbiota intestinale nel-

le popolazioni moderne che vivono in ambienti 

rurali non industrializzati14 o che praticano re-

gimi alimentari basati sulla caccia-raccolta (ad 

esempio il popolo Hazda della Tanzania15), e 

dall’altro, l’esame del microbiota in popolazioni 

del passato, mediante l’analisi del DNA antico 

(aDNA), che fornisce un’opportunità unica per 
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far luce sulla sua composizione ancestrale e per 

ricostruirne i processi co-evolutivi. 

Fino ad ora è stata dimostrata la possibilità di 

ricostruire il microbiota intestinale di individui 

appartenenti a popolazioni del passato a parti-

re dall’esame dei coproliti16, mentre l’analisi del 

microbiota da tessuti intestinali mummificati ha 

prodotto risultati incerti e limitati17. Infatti negli 

studi pubblicati, la maggior parte (68,3%-96,2%) 

delle sequenze di DNA recuperate da tessuti inte-

stinali antichi, sono risultate attribuibili a specie 

batteriche del genere Clostridium, a causa della 

contaminazione da parte del suolo, dei proces-

si di decomposizione o della diversa persistenza 

nel tempo del DNA dei differenti batteri18.

Nel presente lavoro vengono presentati i risultati 

preliminari dell’analisi del microbiota condotta 

su campioni di tessuto intestinale prelevati da 10 

mummie, fra le meglio conservate, provenienti 

da Roccapelago. L’analisi del DNA è stata ese-

guita tramite sequenziamento massivo della re-

gione V3 del gene 16S rRNA e ha avuto lo scopo 

di fornire un contributo alla ricostruzione del 

microbiota intestinale ancestrale prima dell’in-

troduzione degli antibiotici e della dieta moder-

na. Per i necessari confronti, nei medesimi indi-

vidui è stata ricostruita la paleodieta mediante 

l’analisi nel tessuto osseo degli isotopi stabili del 

carbonio e dell’azoto (δ13C e δ15N)19.

Più specificamente, gli obiettivi del presente stu-

dio sono stati: 1) testare la possibilità di recupe-

rare dati sulla composizione del microbiota inte-

stinale da campioni mummificati; 2) set up di un 

protocollo mirato di analisi (estrazione del DNA 

antico, amplificazione di una regione del gene 

16 Tito et al. 2008, 2012; Santiago-Rodriguez et al. 2013, 2015; Appelt et al. 2014; Cano et al. 2014.
17 Ubaldi et al. 1998; Rollo, Marota 1999; Rollo et al. 2000, 2006; Cano et al. 2000; Santiago-Rodriguez et al. 

2015.
18 Willerslev et al. 2004.
19 Schwarcz, Schoeninger 2012.

16S rRNA e sequenziamento NGS (Next Gene-

ration Sequencing); 3) screening del microbiota 

intestinale in un campione di individui della 

comunità antica di Roccapelago; 4) evidenziare 

la possibile correlazione fra la composizione del 

microbiota intestinale e la dieta, dedotta dall’a-

nalisi degli isotopi.

Per consentire i necessari confronti, volti a mo-

nitorare sia il livello dei processi di decomposi-

zione dei tessuti stessi, sia l’effetto della conta-

minazione da parte dell’ambiente circostante, 

è stato eseguito in parallelo anche l’esame del 

microbiota presente nel tessuto muscolare e cu-

taneo, nonché quello presente su frammenti di 

vestiti e su campioni di terreno repertati nella 

cripta. 

Poiché l’analisi e la elaborazione dei dati ottenuti 

sono ancora in corso, vengono qui presentati i 

risultati parziali e preliminari finora conseguiti.

 

Materiali e metodi

Il design del campionamento è stato predispo-

sto in modo da includere, oltre ai campioni inte-

stinali, anche altri tipi di tessuti umani, nonché 

frammenti di vestiti e campioni di terreno re-

pertati nella cripta. In totale sono stati prelevati 

ed analizzati 10 campioni di tessuto intestinale, 

10 di pelle e 10 di muscolo prelevati da ciascuna 

delle mummie, nonché 2 frammenti tessili pro-

venienti dal vestiario delle stesse mummie e 2 

campioni di suolo prelevati dalla cripta. Inoltre, 

per l’analisi della paleodieta, sono stati raccolti 

10 campioni di tessuto osseo compatto prelevati 

dalle diafisi femorali dei medesimi inumati.
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L’analisi del DNA in reperti antichi presenta pro-

blematiche connesse principalmente con lo stato 

di conservazione del materiale genetico che con-

sistono, in particolare, nella degradazione e nella 

ridotta concentrazione di DNA endogeno e nella 

possibile contaminazione da DNA esogeno20. Per 

questi motivi le analisi devono essere eseguite 

in laboratori appositamente attrezzati ed esclu-

sivamente dedicati alla manipolazione di DNA 

degradato secondo rigorose procedure all’uopo 

stabilite. Le prime fasi di analisi dei tessuti inte-

stinali prelevati dalle mummie, che consistono 

nella decontaminazione e preparazione dei cam-

pioni, nell’estrazione del DNA e nella prepara-

zione delle reazioni di amplificazione, sono state 

effettuate presso il Laboratorio del DNA antico 

del Dipartimento di Beni Culturali dell’Univer-

sità di Bologna (Campus di Ravenna), nelle aree 

di lavoro esclusivamente dedicate all’analisi del 

DNA antico (clean-lab) e in condizioni di elevata 

sterilità, secondo i rigorosi standard previsti in 

questo settore di ricerca21. I ricercatori che ope-

rano in questi laboratori indossano apposite tute 

con copricapo, sovrammaniche, stivali, guanti, 

mascherina e visiera, al fine di evitare contami-

nazioni da DNA moderno. In ogni fase di lavo-

ro vengono utilizzati materiali sterili, reagenti 

DNA-free, puntali con filtro ed inoltre il piano 

di lavoro e gli strumenti vengono regolarmente 

sterilizzati. Vengono inoltre analizzati in paral-

lelo controlli negativi (provette che contengono 

solo i reagenti utilizzati nelle varie fasi di analisi, 

ma non i materiali biologici o il DNA) sia nelle 

20 Dabney et al. 2013.
21 Cooper, Poinar 2000;  Fulton 2012; Knapp et al. 2011, 2015. 
22 Dabney et al. 2013.
23 Albanese et al. 2015.
24 R Core Team 2013; Langille et al. 2013; Segata et al. 2011.
25 Lugli et al. 2017.

fasi di estrazione che di amplificazione, al fine di 

monitorare eventuali contaminazioni.

I campioni sono stati decontaminati tramite l’e-

sposizione a raggi UVC e l’estrazione del DNA è 

stata effettuata tramite specifiche colonnine con 

membrana di silice che permette di legare gli 

acidi nucleici alla propria matrice, utilizzando 

un protocollo ottimizzato per questa particolare 

applicazione, partendo da un metodo pubblicato 

in letteratura22. 

Le reazioni di amplificazione del DNA (polime-

rase chain reaction o PCR) sono state effettuate 

in triplicato, in un laboratorio post-PCR, loca-

lizzato lontano dalla zona del clean-lab, al fine 

di evitare contaminazioni. Il sequenziamento 

dei prodotti dell’amplificazione è avvenuto su 

piattaforma 454 Life Sciences Genome Sequen-

cer FLX instrument (Roche).

Le reads ottenute dal sequenziamento sono sta-

te processate attraverso la pipeline MICCA23. Le 

analisi sono state effettuate tramite software, 

algoritmi e pacchetti dedicati (es. R, PICRUSt, 

LefSe)24.

Ai fini della ricostruzione della paleodieta sono 

stati analizzati gli isotopi stabili del carbonio 

e dell’azoto (δ13C e δ15N) su campioni di osso 

compatto (150-200 mg) prelevati dai resti sche-

letrici. L’analisi è stata effettuata sulla porzione 

organica dell’osso (collagene) dopo aver separato 

quest’ultima dalla frazione minerale del reper-

to osteologico. L’estrazione del collagene è stata 

eseguita secondo le metodiche standardizzate in 

uso per questo tipo di ricerca25. I campioni sono 

stati quindi analizzati tramite un analizzatore 
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elementale (Carlo Erba EA1110 CHN) accoppia-

to ad uno spettrometro di massa Finnigan Delta 

S, presso il laboratorio di Geochimica Isotopica 

dell’Università di Parma26.

Risultati 

È stato possibile estrarre e amplificare DNA da 

tutti i campioni esaminati e i controlli di estra-

zione e di amplificazione sono risultati negativi 

in tutte le fasi di analisi, confermando l’elevato 

livello di sterilità dei locali, delle procedure e dei 

reagenti utilizzati. Il sequenziamento ha prodot-

to una elevata quantità di sequenze per campio-

ne (in media 24.643 reads), mentre i due con-

trolli di estrazione hanno fornito un risultato, 

in numero di reads, praticamente trascurabile 

(N=28 e N=617).

L’analisi della composizione del microbiota nelle 

varie tipologie di campioni analizzati ha dimo-

strato come i Firmicutes siano il phylum di mi-

crorganismi più rappresentato in tutti i tessuti, 

seguiti da Actinobacteria, Bacteroidetes e Pro-

teobacteria per i quali si registrano percentuali 

diverse nelle varie tipologie di campioni. Le dif-

ferenze tra i vari tessuti sono evidenti soprattut-

to a livello di famiglia.

Dall’analisi della diversità e abbondanza relativa 

dei vari taxa, si apprezzano differenze significa-

tive tra le varie tipologie di campioni analizza-

ti, in particolare tra i campioni di intestino e di 

suolo. Gli indici di biodiversità rivelano un’alta 

variabilità per ciascun gruppo. Il suolo è il cam-

pione con una maggiore biodiversità, mentre il 

tessuto intestinale è, tra quelli umani, quello che 

presenta la più alta variabilità, al contrario della 

pelle che presenta la variabilità minore.

26 Iacumin et al. 2014.
27 Mariat et al. 2009; Voreades et al. 2014.

Al fine di indagare con maggior dettaglio le 

differenze tra questi gruppi, sono state identi-

ficate specifiche Unità Tassonomiche Operative 

(OTU) caratteristiche di ciascun gruppo a vari 

livelli tassonomici. Confrontando ad esempio 

tutti i tessuti umani rispetto al suolo, si indivi-

duano due famiglie microbiche che li distinguo-

no, costituite da Staphylococcaceae (in partico-

lare i generi Salinicoccus e Jeotgalicoccus) e la 

famiglia delle Alcanivoracaceae (in particolare il 

genere Alvanivorax).

Tra i campioni di microbiota intestinale è inol-

tre possibile osservare una chiara discrepanza 

nel rapporto Firmicutes/Bacteroidetes. A questo 

riguardo, in svariati studi incentrati sul micro-

biota27 questo rapporto è solitamente utilizzato 

a causa delle forti implicazioni che l’abbondan-

za relativa di questi due phyla ha con la dieta e 

le condizioni di salute. In particolare, quattro 

campioni sono caratterizzati da una elevata pre-

senza di Bacteroidetes (GM 1, GM 2, GM 4, GM 

5), mentre gli altri mostrano una alta presenza 

di Firmicutes.

L’analisi della paleodieta ha evidenziato che gli 

individui analizzati si differenziano tra loro per 

un diverso apporto di proteine nella dieta e per 

un diverso apporto di alimenti provenienti di-

rettamente o indirettamente da piante C3 e C4. 

In particolare, gli individui GM1 e GM9 presen-

tano una dieta con maggior apporto proteico, 

gli individui GM2, GM6, GM7, GM8, GM10 e 

GM11 si posizionano in una situazione inter-

media, mentre gli individui GM4 e GM5 pre-

sentano un basso intake proteico. A questo ri-

guardo sono in corso analisi approfondite volte 

alla interpretazione delle complesse relazioni tra 

la composizione del microbiota intestinale e la 
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paleodieta che saranno oggetto di una prossima 

pubblicazione scientifica.

Discussione e conclusioni

La presente ricerca sulla composizione del mi-

crobiota nelle mummie di Roccapelago ha por-

tato, innanzitutto, alla messa a punto di un 

protocollo di analisi del microbiota da tessuti 

mummificati antichi, consentendo di ottenere 

dati realisticamente in linea con la composizio-

ne del microbiota nei tessuti omologhi di indivi-

dui viventi. 

Sono emerse significative differenze nei vari tes-

suti analizzati in termini di abbondanza relativa 

di batteri ed inoltre non sono state rilevate con-

taminazioni da parte del suolo o dei microrgani-

smi che intervengono nei processi di decompo-

sizione del cadavere (“thanatomicrobiota”).

La ricostruzione della paleodieta, effettuata me-

diante l’analisi degli isotopi stabili del carbonio 

e dell’azoto, depone per una dieta diversificata, 

con un differente riscontro nei pathways meta-

bolici individuati, tuttavia sarà necessaria una 

indagine più approfondita per meglio correlare 

i dati della paleodieta con la composizione del 

microbiota.

Ai fini di questo tipo di studi, tra i primi finora 

condotti, le mummie di Roccapelago hanno co-

stituito un campione unico e peculiare che, gra-

zie soprattutto alle condizioni di preservazione, 

ha permesso di ritrovare e analizzare la compo-

sizione di un microbiota intestinale ancestrale, 

presente negli individui prima dell’introduzione 

delle terapie farmacologiche e della dieta delle 

società occidentali moderne.
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