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Sazetak

Forenzicka mikrobiologija

Iva Busié

Forenzicka mikrobiologija spada u novije grane forenzike, a bavi se utvrdivanjem
mikroorganizama i njihovih toksina, te povezivanjem istih s odredenom osobom ili
skupinom u kazneno-pravnim slu¢ajevima. To su prvenstveno bioloski zlo€ini i
bioterorizam, ali i mnogi drugi slu€ajevi, poput seksualnog napada, lijeCnicke
pogreske ili nehoti¢nog Sirenja zaraze. Uslijed pojave sve preciznijih metoda analize
mikroorganizama, forenzi¢ka mikrobiologija u suvremenom smislu pocinje djelovati
od 1990-ih godina. Svijest o vaznosti ovog podrucja podize se nakon bioteroristickog
napada sporama bakterije Bacillus anthracis u Sjedinjenim Americkim Drzavama.
ForenziCka mikrobiologija ima velik zna€aj u postmortalnim analizama, primjerice u
utvrdivanju uzroka smrti ili utvrdivanju vremena smrti, odnosno postmortalnog
intervala (engl. post-mortem interval, PMI) pri obdukciji. Za identifikaciju
mikroorganizama, u forenzi¢koj mikrobiologiji koriste se iste metode i tehnologije kao
i u istrazivackoj i dijagnostickoj mikrobiologiji. Molekularne tehnike sekvenciranja i
genotipizacije, zbog iznimne sposobnosti razlikovanja mikroorganizama na temelju
varijacija u njihovom genomu, danas su neophodne. Buduéi da navedene metode
postaju sve dostupnije i preciznije, oCekuje se unaprjedenje podrucja forenzicke
mikrobiologije. lako javnost ¢esto dozivljava forenziCku znanost kao nepogresiv alat
za rjeSavanje kazneno-pravnih slu€ajeva, valja znati da je forenzi¢ka mikrobiologija
jo$ uvijek u pogetnim fazama razvoja i da nailazi na brojna ograniéenja. Cinjenica je,

medutim, da ovo podrucje ima velik potencijal za daljnji razvoj i primjenu.

Kljuéne rijeci:

bioterorizam, forenzika, genotipizacija, mikrobiologija, obdukcija



Summary

Forensic microbiology

Iva Busic¢

Forensic microbiology is one of the newer branches of forensics, which deals with the
identification of microorganisms and their toxins, and links them to a specific person
or group in criminal cases, primarily in biological crimes and bioterrorism. However, it
is crucial in many other cases, such as sexual assault, medical error or inadvertent
transmission of infectious disease. The emergence of more precise methods of
microorganism analysis marked the beginning of modern forensic microbiology in the
1990s. Awareness of the importance of this discipline has been raised after the
terrorist attack with the Bacillus anthracis spores in the United States. Forensic
microbiology is important in postmortem analyses, for instance in determining the
cause of death or time of death (post-mortem interval, PMI) at autopsy. For
microorganism identification, the methods and technologies used in forensic
microbiology are the same as in research and diagnostic microbiology. Molecular
sequencing and genotyping techniques are nowadays a diagnostic standard, due to
their exceptional ability to differentiate microorganisms based on genome variations.
As these methods become more accessible and accurate, further advances in the
field of forensic microbiology are expected. Although the public often perceives
forensic science as an infallible tool for resolving legal cases, it should be noted that
forensic microbiology is still in the early stages of development and faces a number
of limitations. Nevertheless, this field has great potential for further improvement and

application.

Keywords:

autopsy, bioterrorism, forensics, genotyping, microbiology



POPIS | OBJASNJENJE KRATICA

CDC — Americki centri za kontrolu i prevenciju bolesti (engl. Centers for Disease

Control and Prevention)

cm — centimetar

CSI — Ocevid, kratica naziva televizijske serije (engl. Crime Scene Investigation)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ECL - elektrokemiluminiscencija (engl. electrochemiluminescence)

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

ESCMID — Europsko drustvo za mikrobiologiju i zarazne bolesti (engl. European

Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases)

ESGFOR - Istrazivacka skupina za forenziku i postmortalnu mikrobiologiju (engl.

ESCMID Study Group of Forensic and Post-mortem Microbiology)

ESP — Europsko drustvo za patologiju (engl. European Society of Pathology)

FBI — Americki savezni istrazni ured (engl. Federal Bureau of Investigation)

HCV — virus hepatitisa C (engl. hepatitis C virus)

HIV — virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency viruses)
HMRU — Jedinica za opasne materijale (engl. Hazardous Materials Response Unit)

MALDI-TOF — laserska tehnika ionizacije u masenoj spektrometriji (engl. matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-flight)

MLVA — multilokusna analiza tandemskih ponavljanja promjenjivog broja (engl.

multiple locus variable-number tandem repeat analysis)
MPS — masivno paralelno sekvenciranje (engl. massively parallel sequencing)

NCBI — Nacionalni centar za biotehnoloSke informacije (engl. National Center for

Biotechnology Information)

NGS - sekvenciranje nove generacije (engl. next-generation sequencing)



PCR - polimerazna lan¢ana reakcija (engl. polymerase chain reaction)
PMI — postmortalni interval (engl. post-mortem interval)

gPCR — kvantitativnha polimerazna lan¢ana reakcija (engl. quantitative polymerase

chain reaction)

RFLP — polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment

length polymorphism)

RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

SARS - teski akutni respiratorni sindrom (engl. severe acute respiratory syndrome)
SIDS - sindrom iznenadne dojenacke smrti (engl. sudden infant death syndrome)
SMS - sekvenciranje jedne molekule (engl. single molecule sequencing)

SNP — polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms)
spp. — vrste, unutar roda (lat. species)

STR — kratka tandemska ponavljanja (engl. short tandem repeats)

SUDI — sindrom iznenadne i neoCekivane smrti malog djeteta (engl. sudden

unexpected death in infancy)

VNTR - tandemska ponavljanja promjenjivog broja (engl. variable number tandem

repeat)

WGS - sekvenciranje cijelog genoma (engl. whole genome sequencing)



1. Uvod

1.1. Forenzika i forenzicka mikrobiologija

Forenzika je znanstvena disciplina koja nastoji primjenom biokemijskih i/ili drugih
znanstvenih metoda utvrditi uzrok smrti ili pronaci osobu ili skupinu koja je pocinila
zlo€in (Lehman, 2012; Blondeau i sur., 2019). lako je zbog opseznosti teSko navesti
sva podrucja koja forenzika proucava ili s kojima suraduje, moze se podijeliti na 4
velike skupine. To su uvidaj na terenu i prikupljanje dokaza, digitalna forenzika,
laboratorijska forenzika (uklju€uje, primjerice, kemiju, biologiju i toksikologiju), te
sudska medicina (ukljuCuje, primjerice patologiju, psihijatriju i sudskomedicinsku
obdukciju). Forenzi¢ka mikrobiologija uvjetno se moze svrstati u posljednju skupinu.
(Lehman, 2012; Carter i sur., 2017; United States Department of Justice, 2021;
Australia New Zealand Policing Advisory Agency, 2022).

ForenziCka mikrobiologija je znanstvena disciplina koja se bavi prou¢avanjem
dokaza, utvrdivanjem i povezivanjem mikroorganizama i njihovih toksina s osobom ili
skupinom odgovornom za bioteroristiCki €in, bioloski zloCin ili nehoti¢no Sirenje
zaraze (Budowle i sur. 2003; National Research Council, 2014; Lehman, 2012).
Forenzi¢ka mikrobiologija nastoji brzo dati pouzdane informacije na temelju kojih je
zdravlje. Zbog toga je ¢esto neophodna suradnja sa znanstvenicima iz podrucja
genetike, agronomije, ostalih grana mikrobiologije, epidemiologije i drugih podrucja
(NRC, 2014; Carter i sur., 2017). lako je forenzi¢ka mikrobiologija u mnogome sli¢na
molekularnoj epidemiologiji, koja se bavi pra¢enjem izbijanja zaraznih bolesti,
razlikuju se u namjeni. Naime, forenzicka mikrobiologija treba dati dokaze i proizvesti
zaklju€ke koji moraju biti dovoljno snazni, ne samo za znanstvenu zajednicu i javnost,
vec i za pravosude (Carter i sur., 2017). Nadalje, prioriteti forenzi¢ke mikrobiologije
razlikuju se od onih u znanstveno-istrazivackoj ili dijagnosti¢koj mikrobiologiji, no
postupanje s uzorkom i metode identifikacije mikroorganizama su jednake (Blondeau
i sur., 2019). Forenzic¢ka mikrobiologija relativno je novo znanstveno podrucje, koje
se intenzivnije pocCelo razvijati od 2001. godine, kao odgovor na bioteroristicki napad
antraksom u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (Lehman, 2012; Carter i sur., 2017).

Osim $to koristi klasi¢ne metode, kao $to su mikrobioloSka kultura i biokemijski



testovi, ovo podrucje znatno je unaprijedeno novijim tehnologijama — metodama
molekularne biologije, genetike i filogenetike (Lehman, 2012; Carter i sur., 2017).
Upravo je genotipizacija mikroorganizama posljednjih godina zasluzna za
pouzdanost i jednoznacnost zaklju¢aka u najvecem broju istraZivanih sluCajeva
(Lehman, 2012; Carter i sur., 2017; Robinson i sur., 2021).

1.2. Povijest forenzicke mikrobiologije

Suvremena forenzi¢ka mikrobiologija utemeljena je 1990-ih u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama, osnivanjem Jedinice za opasne materijale (engl. Hazardous Materials
Response Unit, HMRU), u sklopu Saveznog istraznog ureda (engl. Federal Bureau of
Investigation, FBI). HMRU je osnovan za istrazivanje sumnjivih ili poznatih sluajeva
bioterorizma. lako je prvotni prioritet bio koristenje znanstvenih metoda kako bi se
zadovoljili sudsko-pravni zahtjevi, FBI je 1996. ostvario suradnju s ameri¢kom
javnozdravstvenim sluzbama — Centrima za kontrolu bolesti i prevenciju (engl.
Centers for Disease Control and Prevention, CDC) koja joS traje (NRC, 2014).

Osim toga, 1990-1992. godine, filogenetska analiza mikroorganizama u forenzici po
prvi put je predstavljena Siroj javnosti kroz slu¢aj navodnog prijenosa virusa humane
imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus, HIV) sa zarazenog
stomatologa iz Floride na njegove pacijente tijekom stomatoloskih zahvata (Smith i
Waterman, 1992.; Robinson i sur., 2021; Bernard i sur., 2007; Schmedes i sur.,
2016). Filogenetskom analizom razrijeSen je i slu¢aj gastroenterologa koji je 1994.
namjerno svojoj djevojci ubrizgao mijeSani uzorak krvi koji je sadrzavao viruse HIV-a i
virus hepatitisa C (HCV) (Schmedes i sur., 2016). Znacajan je i slu€aj Spanjolskog
anesteziologa, koji je zarazio 275 pacijenata virusom hepatitisa C, a §to je naknadno
potvrdeno filogenetskom rekonstrukcijom (Schmedes i sur., 2016). Valja spomenuti
sluc¢aj pracenja i utvrdivanja sliCnosti sojeva bakterije Staphylococcus aureus 2000.-
2001. godine, nadenima na inhalacijskim pomagalima za uzimanje droga, ¢ime je bilo
moguce popratiti mrezu korisnika opojnih droga (Schmedes i sur., 2016).

Forenzicka mikrobiologija dozivjela je najvece promjene i stekla globalno priznanje
nakon slu¢aja Amerithrax, bioteroristickog napada koji se dogodio 2001. godine u

Sjedinjenim Americ¢kim Drzavama. Radilo se o poSiljkama koje su sadrzavale spore



bakterije Bacillus antracis (Federal Bureau of Investigation, 2010; Blondeau i sur.,
2019; Schmedes i sur., 2016).

Jos jedan poznati slu¢aj zaraze sporama Bacillus anthracis, nepovezan s
Amerithraxom, dogodio se 2009. u Skotskoj, gdje se antraks pojavio medu
koristicima heroina (Schmedes i sur., 2016).

Kako forenzi¢ka mikrobiologija ne obuhvaca samo istrazivanje zlo€ina, vec se
ispreplice s istrazivaCkom mikrobiologijom te epidemiologijom, valja spomenuti i neke
sluCajeve nepovezane s kriminalnim radnjama, u kojima je forenziCka mikrobiologija
imala bitnu ulogu (Schmedes i sur., 2016). To su, primjerice, istrazivanje izvora
epidemije kolere 2010. na Haitiju, izvora epidemije soja O104:H4

bakterije Escherichia coli u Njemackoj 2011., istrazivanje izvora i prijenosa virusa
ebole 2014. godine ili identificiranje posmrtnih ostataka koji vjerojatno potjecu iz

Drugog svjetskog rata pomocu analize parvovirusa B19 (Schmedes i sur., 2016).



2. Primjena forenzi¢ke mikrobiologije

2.1. Bioterorizam i bioloski zloé¢in

Pojam bioterorizam podrazumijeva zlo€in u kojem pojedinac ili skupina prijeti ili se
koristi Stetnim bioloskim agensom u svrhu postizanja politiCkih, vjerskih, ekoloskih ili
drugih ideoloskih cilieva (NRC, 2014; Jansen i sur., 2014). Medutim, proucavajuci
brojne slu€ajeve u kojima su koriSteni Stetni bioloSki agensi, zaklju€eno je da se u
vecini sluCajeva radilo ipak o ,tradicionalnim® zloCinackim motivima, kao $to su
iznuda, osveta, uznemiravanje ili ubojstvo. Zbog toga, treba razdvoijiti te, ostale
bioloSke zlocine, od onih ideoloski potaknutih (NRC, 2014). Dakle, i u bioterorizmu i u
bioloSkom zlo€inu kao oruzje koristi se Stetni bioloSki agens koji moze narusiti
zdravlje pojedinca ili skupine, ali razlikuju se u krajnjem cilju (Jansen i sur., 2014).
Stetni biologki agens, odnosno biologko oruzje, prema ameri¢kom Nacionalnom
centru za biotehnoloSke informacije (NCBI) moze biti sam mikroorganizam ili toksin
kojega proizvodi mikroorganizam ili neki drugi organizam (Carter i sur., 2017; Jansen
i sur., 2014). Opcenito, za stvaranje bioloskog oruzja potrebno je malo ili nimalo
poznavanja mikrobiologije. Uglavnom ne zahtijeva veliki prostor ili resurse. Osim
toga, za uznemiravanje javnosti ne trebaju ni velike koli€ine uzro¢nika, vec¢ je
dovoljno tek nekoliko slu€ajeva zaraze. (Henderson, 1999). BioloSki zlo€ini mogu
ugrozavati neposredno pojedince i skupine ljudi, ili posredno,

ostecujuéi poljoprivredu i vodoopskrbu (agroterorizam) (Carter i sur., 2017). Postoji
velik broj patogena i njihovih produkata koji bi se mogli iskoristiti kao bioloSko oruzje.
Americki CDC je stoga sastavio popis uzro¢nika i toksina koji imaju potencijal za
pokretanje bioloskih zlo€ina. Mnogi od tih uzro€nika neuobicCajeni su izolati u
laboratorijima klinicke mikrobiologije, dok oni uobi€ajeni uzrocnici trebaju pobuditi
sumnju tek ako zaraza poraste iznad endemskih razina (CDC, 2022; American
Society for Microbiology, 2022; Lehman, 2012).

Prvi bioloski zlo€in koji je dokazan pomoc¢u molekularnih metoda ve¢ spomenuti je
slucaj iz 1994. kada je gastroenterolog iz Louisiane svojoj djevojci namjerno ubrizgao
mijeSani uzorak krvi koji je sadrzavao viruse HIV-a i hepatitisa C, dok je njoj rekao da
joj daje vitamin B. Godine 1995. Zrtva je bila pozitivna na HIV, iako je bila HIV
negativna do 1994. godine, ¢ime je je pokrenuta istraga. Svi prethodni seksualni

partneri Zrtve pokazali su se HIV-negativnima na testiranju. K tome, nije bio



evidentiran nijedan incident koji je mogao dovesti do zaraze. No, kako je
dokumentacija koju je vodio gastroenterolog ukazivala da je vadio krv HIV-pozitivnoj
osobi 1994., istrazitelji su zatrazili krv te osobe, zrtve i uzorke krvi drugih HIV-
pozitivnih osoba na tom podrucju u svrhu filogenetske analize virusa. Pokazalo se da
su sojevi HIV-pozitivhe osobe i zrtve bili dovoljno sli¢ni da se zaklju€i povezanost, te
da lije¢nik bude optuzen za poku$aj ubojstva (Metzker i sur., 2002.; Carter i sur.,
2017). Za forenziCku mikrobiologiju vrlo znac€ajan bioteroristi¢ki napad, Amerithrax,
dogodio se u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama 2001. godine. Tada nepoznata
osoba putem poste slala je pisma dvojici senatora i nekim medijskim ku¢ama. Pisma
su sadrzavala spore bakterije B. anthracis, koje uzrokuju bolest antraks (Higgins i
sur., 2003; Lehman, 2012; FBI, 2010; Carter i sur., 2017). U tom napadu zarazene su
22 osobe, od kojih je 11 osoba razvilo inhalacijski oblik antraksa, a 5 i umrlo od
posljedica bolesti. Ostalih 11 razvilo je kozni oblik antraksa. Uzorci patogena
obradeni su pomoc¢u multilokusne analize varijabilnog broja tandemskih ponavljanja
(engl. Multilocus Variable-Number Tandem Repeat Analysis, MLVA) (Keim i sur.,
2000; Lehman, 2012) i metodom polimorfizama jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphism, SNP) (Carter i sur., 2017), te najzad sekvenciranje cijelog
genoma (engl. whole genome sequencing, WGS) (NRC, 2014) poznatih
laboratorijskih sojeva, sto je identificiralo laboratorijski soj Ames bakterije Bacillus
anthracis (Higgins i sur., 2003; Van Ert i sur., 2007; Lehman, 2012). Nakon tog
otkri¢a, iako FBI time nije mogao precizno odrediti to€an izvorni laboratorij,
kombinacijom ostalih ¢imbenika, osumnijiCen je laboratorijski radnik, dr. B.

lvins (Carter i sur., 2017; FBI, 2010). Osim §to je ovaj slu¢aj doveo do vece
osvijeStenosti o bioloskim zloCinima, bitan je i sa znanstvenog stajalista. Prije
Amerithraxa, forenziCka mikrobiologija oslanjala se na metode genotipizacije
mikroorganizama temeljene tek na dijelu genomskih sekvenci. Medutim, u ovoj istrazi
primijenjen je WGS te je ukljuéena komparativha genomika u svrhu utvrdivanja
kljuénih znacajki genoma soja Ames bakterije B. anthracis (Rasko i sur., 2011).

Radi zastite od bioteroristickih ili drugih mikrobiolo$kih prijetnji, kao $to su epidemije,
neki autori istiCu vaznost razvijanja biosenzora i drugih mehanizama bionadzora
(Blondeau i sur., 2019; NRC, 2014; Bokhari, 2018). Takoder, poznato je nekoliko
drugih slu€ajeva zaraze HIV-om putem seksualnog kontakta, a gdje je krivnja
dokazana upravo filogenetskom analizom (Lehman, 2012; Huber i Crawford, 2009).

Zanimljiv slu€aj koji pokazuje sinergiju znanosti i prava je slu¢aj HIV pozitivhog



muskarca iz Teksasa, koji je napao policijskog sluzbenika — slinom. lako se HIV ne
prenosi slinom, muskarcu je dodijeljena zatvorska kazna zbog namjere da osteti

zdravlje sluzbenika (Lehman, 2012).

2.1.1. Forenzi¢ka mikrobiologija u ostalim kaznenim djelima

Osim bioloskih zlo€ina, u kojima je sredstvo napada mikroorganizam ili toksicni
produkt (NRC, 2014; Jansen i sur., 2014), forenzi¢ka mikrobiologija moze biti klju€na
i u ostalim kaznenim djelima (Schmedes i Budowle, 2019). Kako bi uzorak mogao
dati ispravne podatke o odredenom mikrobioloSkom tragu, pravilno uzimanje
uzoraka, transport, oznaCavanje uzoraka jedinstvenim identifikatorima te
pravovremena i stru¢na obrada iznimno su vazni (Blondeau i sur., 2019).

U slu€ajevima seksualnog napada, valja sakupiti briseve ili uzorke tjelesnih tekucina,
odjecu, dlake i predmete sa mjesta napada i ispitati ih tradicionalnim i/ili
molekularnim testovima, a osobe testirati na spolno prenosive bolesti (Carter i sur.,
2017; Frieden i sur., 2015; Jaureguy i sur., 2016). U jednom slu¢aju seksualnog
napada, silovatelj je osuden, izmedu ostalog, pomoc¢u mikoloSih profila analizom
uzoraka s odjeCe i obuce (Hawksworth i Wiltshire, 2011). lako testiranje na spolno
prenosive bolesti primarno sluzi za provjeru zdravlja zrtava i umanjivanje zabrinutosti,
moze postati forenziCki znacajno.

U slu€ajevima bolni€kih infekcija, ovisno o uzro€niku, ponekad je vazno istraZiti uzrok
izbijanja i utvrditi potencijalno nesavjesno medicinsko postupanje. Tako je

2011., zbog izbijanja nozokomijalne transmisije karbapenem-rezistentne

bakterije Klebsiella pneumoniae, pomoc¢u genomske analize (WGS) dokazano da je
zaraza izbila usprkos pravilnom provodenju dezinfekcije (Snitkin i sur., 2012; Carter i
sur., 2017).

Sekvenciranje se ponekad koristi i za ispitivanje autenti¢nosti proizvoda na trzistu.
Zahvaljujuci sekvenciranju, otkrio se, primjerice, velik broj krivotvorenih kontaktnih
leca, na kojima su nadeni uzro¢nici poput Pseudomonas aeruginosa i drugih (Land i
sur, 2018; Blondeau i sur., 2019). Jo$ jedan slucaj krivotvorenja, veéih razmjera,
dogodio se 2007. sa vjerojatno krivotvorenim zubnim pastama, u kojima je
pronadeno viSe bakterijskih vrsta, poput Pseudomonas, Serratia i Klebsiella u

visokim koncentracijama. Ta znaCajna kontaminacija potvrdena je mikroskopiranjem i



biokemijskim metodama, te je otprilike 200 000 proizvoda povuceno s trzista
(Brzezinski i Craft, 2012; Blondeau i sur., 2019).

2.2. Postmortem analize

Mikroorganizmi su sveprisutni, ali i svojstveni za odredeni okoli$ ili Ziva bica (Metcalf,
2019; Carter i sur., 2017). Daljnjim prou¢avanjem mikrobnih zajednica, te pojavom
sekvenciranja sljedece generacije (engl. next generation sequencing, NGS),
postalo je jasno da mikroorganizmi, kao pokreta¢ postmortalne razgradnje

leSa, mogu biti visestruko korisni u postmoralnim analizama (Gunn i Pitt, 2012;
Lauber i sur., 2014, Carter i sur., 2017). Dinamika mikroorganizama moze pomoci u
odredivanju vremena smrti (Metcalf, 2019; Carter i sur., 2017; ZeCevic¢ i sur., 2018),
uzroka smrti te dovesti do razjasnjenja brojnih drugih okolnosti vezanih uz smrt.
Sudsko-medicinske procjene vremena smrti ili postmortalnog intervala (engl. post-
mortem interval, PMI) (Gelderman i sur., 2018) osnivaju se prvenstveno na
znakovima smrti i promjenama na leSu nakon smrti, ali i znakovima u okolici leSa te
drugim znakovima (Carter i sur., 2017; Zecevic¢ i sur., 2018). Precizna procjena PMI
iznimno je bitna u istragama, a naj¢escée se procjenjuje kombinacijom $to viSe
Cimbenika kako bi se ,prozor® - vremenski razmak u kojemu se smrt vjerojatno
dogodila — Sto viSe suzio (Carter i sur., 2017; ZecCevic i sur., 2018). lako znakovi smrti
i postmortalne promjene pokazuju vremenske zakonitosti (Zec€evi¢ i sur., 2018),
C¢imbenici kao Sto su temperatura okoliSa, vlaga, dostupnost kisika, izlaganje
Suncevoj svjetlosti, ukop u zemlji, grada i polozaj pokojnika i na¢in smrti mogu
znatno utjecati na brzinu tih procesa (Carter i sur., 2007). To ovisi 0 pogodnosti
okoliSa za mikroorganizme. Naime, truljenje je najbrze pri srednjoj vlaznosti okoliSa,
uz temperaturu okolisa od 25°C do 30°C, odnosno uz tjelesnu temperaturu koju su
navikli nastanjivati zbog optimalne enzimatske aktivnosti (Janaway i sur., 2009;
ZecCevi€ i sur., 2018). Sekvenciranjem mikrobnih zajednica mogu se utvrditi
zakonitosti koje bi Cinile ,mikrobni sat“ (engl. microbial clock), €ije bi ponasanje bilo
vremenski odredeno, kao Sto su ostale metode procjene (Metcalf i sur., 2013;
Kupferschmidt, 2016). Studija na miSevima pokazala je da bi se PMI mogao
odredivati do 25 dana od smirti, s pogreSkom do 3 dana (Metcalf i sur., 2013). Ove



metode se, ipak, joS ne koriste u svakodnevnoj praksi (National Institute of Justice,
2021; Blondeau i sur., 2019).

U razgradnji leSa sudjeluju i eukarioti prisutni oko leSa, na povrsini i unutar leSa.
(Janaway i sur., 2009; Carter i sur., 2017). Usto, poslije smrti, imunoloski sustav
prestaje djelovati (Janaway i sur., 2009; Carter i sur., 2017). Mikroorganizmi se
postmortalno sele iz organa i tkiva koja su prvotno kolonizirali u velikom broju
(napose crijeva) u druga, do tada mikrobioloski nenastanjena podrucja (Janaway i
sur., 2009.). Taj proces naziva se postmortalna translokacija mikroorganizama
(Gates i sur., 2021).

2.2.1. Utvrdivanje uzroka smrti

Kada osoba umre, klju¢no je utvrditi uzrok (stanje koje je neposredno dovelo do
smrti) i nacin smrti (opisuje nastanak uzroka; nasilan ili prirodan) (Carter i sur., 2017;
ZecCevic¢ i sur., 2018). U svrhu utvrdivanja uzroka, a ponekad i na¢ina smrti, uz
obdukciju mogu se koristiti mikrobioloSke analize. Tako se, primjerice, moze
razlikovati je li osoba umrla prirodno, uslijed bolesti ili nasilno, primjerice trovanjem
(Gunn i Pitt, 2012; Carter i sur., 2017). Kako je ve¢ naglaseno, ove analize nisu
isklju€ivo u domeni forenziCke, vec i istrazivacke i kliniCke mikrobiologije (Blondeau i
sur., 2019).

Pri smrtima nepoznatog uzroka, vazno je iskljuciti infektivni uzrok. Primjerice, ukoliko
se smrt dogodila u bolnickom okruzZenju, kliniCko-patoloSkom obdukcijom te
seroloskim ili genskim pretragama valja pronaci eventualnog uzroCnika ili ostecenje
organa (Rodriguez i sur., 2005; Carter i sur., 2017; ZecCevic i sur., 2018). Navedeno
moze biti znacajno i za lijeCenje drugih bolnickih pacijenata. Ako je uzrok smrti bilo
kojeg pokojnika infekcija, valja utvrditi patogen, radi poduzimanja eventualnih mjera
prevencije (primjerice, ako se radilo o kontaminiranoj hrani) (Carter i sur., 2017).
Vrlo bitan primjer utvrdivanja uzroka smrti je sindrom iznenadne smrti dojenceta
(engl. Sudden Infant Death Syndrome, SIDS), najesc¢i uzrok smrti djece do godinu
dana starosti (Ze€evi¢ i sur., 2018; Carter i sur., 2017). SIDS je obuhvacéen Sirim
pojmom sindroma iznenadne i neoCekivane smrti male djece (engl. sudden
unexpected death in infancy, SUDI), koji, izmedu ostalog, obuhvac¢a smrti male djece
uslijed infekcije i drugih poznatih uzroka. (Collados-Ros i sur., 2021) lako je poznato

nekoliko rizi¢nih ¢imbenika, to€an mehanizam pojave SIDS-a nije poznat. (ZeCevi€ i



sur., 2018). Neki autori navode da bi mikroorganizmi mogli imati ulogu u nekim
slu€ajevima SIDS-a (Gleeson i Cripps, 2004; Carter i sur., 2017). Tako su, primjerice,
u slu€ajevima SIDS-a u tkivima umrle dojenc¢adi nadeni humani herpesvirus-6 (HHV-
6) | Epstein-Bairr virus (EBV), koji su bili statistiCki znaCajno zastupljeniji u
slu€ajevima SIDS-a u odnosu na tkiva dojencadi umrle od drugih (poznatih) uzroka
(Alvarez-Lafuente i sur., 2008, Collados-Ros i sur., 2021). Takoder je nadena i
statistiCki znac¢ajna razlika u detekciji odredenih antigena Helicobacter pylori u
slu€ajevima SIDS-a u odnosu na Zivu dojen¢ad (Stray-Pedersen i sur., 2008;
Collados-Ros i sur., 2021). Nadalje, odredeni serotipovi E. coli, napose oni povezani
s izvancrijevnim infekcijama, bili su ¢es¢i kod SIDS-a nego u zdrave dojencadi
(Pearce i sur., 2010; Collados-Ros i sur., 2021). Nalaz S. aureus i njegovih toksina
pokazao se znacajno zastupljenijim u uzorcima fecesa u slu¢ajevima SIDS-a u
odnosu na kontrolne uzorke fecesa dojencadi Ciji su uzorci bili negativni na rutinski
testirane patogene (Highet i Goldwater, 2009). Kasnije istrazivanje (Highet i sur.,
2014) uzoraka fecesa dojenc¢adi u slu¢ajevima SIDS-a pokazalo je zna¢ajno vecu
zastupljenost Clostridium difficile, Clostridium innocuum, Bacteroides
thetaiotaomicron te Clostridium perfrigens (Collados-Ros i sur., 2021). Navedeno
istrazivanje je pokazalo i znaCajno vecu zastupljenost S. aureus u dojencadi koja je
spavala na trbuhu u slu¢ajevima SIDS-a nego u dojencadi koja je spavala u drugim
polozajima, a pritom valja reéi da je spavanje na trbuhu prepoznat rizi¢ni Cimbenik za
SIDS (Collados-Ros i sur., 2021; Zecevic i sur., 2018).

|z leSeva u slu€ajevima SIDS-a Cesto su izolirane i bakterije Neisseria, Haemophilus,
Streptococcus pneumoniae te Bordetella pertussis (Speruda i sur., 2022).
Dokazivanje infekcije u slu€ajevima SIDS-a moze pomoci ozaloS¢enima u procesu
tugovanja (Carter i sur., 2017). Ipak, nalaz odredenog mikroorganizma se smije se
izjednaciti s uzrokom smrti vec€ je potrebna detaljna analiza oStec¢enja organa i drugih
okolnosti (Carter i sur., 2017; ZeCevi¢ i sur., 2018).

Uostalom, ve¢ spomenuta mikrobna postmortalna translokacija ili kontaminacija iz
okoliSa mogu dovesti do pogre$nog dijagnosticiranja infekcije kao uzroka smrti
(Janaway i sur., 2009; Carter i sur., 2017).

Kod slu€ajeva iznenadne smrti odraslih, koja je ¢esto popra¢ena obdukcijom, neki
autori naglasavaju znacajan udio infektivnih uzroka u ukupnom broju slu€ajeva
iznenadnih smrti.Tako je u jednoj studiji od 56 iznenadnih smrti potvrdeno 20

slu€ajeva miokarditisa, 18 slu€ajeva bronhopneumonije, 5 meningokokcemija, te 4



virusne pneumonije. U drugoj su kao vodeci infektivni uzroci istaknuti pneumonija,
sepsa, meningitis, peritonitis te apendicitis kompliciran perforacijom (Morentin i sur,
2012; Christoffersen, 2015; Blondeau i sur., 2019).

Pri pronalasku utopljenika, dijagnoza uzroka Cesto je komplicirana, jer patoloski
znakovi, kada postoje, uglavnom mogu ukazati samo na nasilnu smrt. Analizom
elektrolita se ponekad moze grubo odrediti PMI. KarakteristiCha pretraga pri nalasku
utopljenika je testiranje na alge kremenjasice — dijatomeje, koje se nalaze u vodama,
ali i drugdje (ZecCevicC i sur., 2018; Lehman i sur., 2012). Ako se dijatomeje nadu u
tkivu (primjerice, plu¢ima), valja ih usporediti s dijatomejama u vodi u kojoj je le$
pronaden (Zecevic¢ i sur., 2018; Lehman i sur., 2012). Kako dijatomeja ima i u tlu,
zraku i drugdje, a negativan nalaz nema velik znacaj, razli€iti su stavovi glede uloge
ovog testiranja, pa se predlaze nadopuna lan¢anom reakcijom polimeraze (engl.
polymerase chain reaction, PCR). Medutim, to bi moglo dovesti do lazno pozitivnih
rezultata (ZeCevi¢ i sur., 2018; Lehman i sur., 2012). Osim navedenog, razmatrana je
i analiza bakterioplanktona (Kakizaki i sur., 2011a, b). Testiranje na bakterioplankton
moze biti od pomoci kada su rezultati testa dijatomeja neodredeni (Lehman, 2012).
Neki autori razmatrali su ulogu fekalnih bakterija u dijagnozi utapanja (Lucci i sur.,
2008; Lehman i sur., 2012; Carter i sur., 2017).

Odredivanje uzroka smrti dodatno je otezano varijabilno$c¢u tanatomikrobioma. Stoga
je potrebno nastaviti proucavati dinamiku mikroorganizama koji se mogu naci na ili u
leSu i u njegovoj blizini. Mnoge bakterije i gljive mogu utjecati na toksikoloSke nalaze
(primjerice, razgradnjom ksenobiotika ili stvaranjem alkohola i drugih derivata) te
mogu poremetiti otkrivanje brojnih neinfektivnih uzroka smrti (Speruda i sur., 2022;
Carter i sur., 2017).

K tome, mikroorganizmi su u medusobnoj interakciji, $to utjeCe na sastav
tanatomikrobioma — prisustvo odredenih mikroorganizama pri obdukciji moze biti
uvjetovano prisustvom drugih mikroorganizama (Speruda i sur., 2022; Carter i sur.,
2017).
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2.3. Istrazivanje prijenosa infektivnih uzro€nika

Da bi se objasnilo Sirenje odredene zarazne bolesti, Cesto je potrebno pronaci izvor
zaraze. Stoga je kljuéno odrediti mikrobni potpis, to jest, ,otisak prsta“ (engl.
microbial fingerprint) u mikrobioloSkom uzorku (Lehman, 2012; Blondeau i sur., 2019;
Interstate Technology Regulatory Council, 2011). Fingerprinting razlikuje
mikroorganizme ili skupine mikroorganizama na temelju slicnih karakteristika —
genskog materijala ili dijela biomolekule (kao Sto su fosfolipidi, DNA ili RNA)
(Lehman, 2012). Treba naglasiti da se mikrobnim ,otiskom prsta“ moze postici
precizna usporedba s referentnim genomom i pracenje mikroorganizama sve do
njihova izvora (primjerice, ako su prouc¢avani i referentni mikroorganizmi genetski
dovoljno sli¢ni da se zakljuci da su iz istog izvora) (Lehman, 2012). Ovaj princip, osim
u gotovo svim suvremenim forenzi¢ko-mikrobioloskim slu€ajevima, koristi se
ponekad i u istragama izvora epidemije (ITRC, 2011; Blondeau i sur., 2019).
Sposobnost retrogradnog pracenja prijenosa mikroorganizama do njihova izvora
moze se ilustrirati izbijanjem antraksa medu korisnicima heroina u Skotskoj 2009.—
2010. godine, koji su se prosSirili na Njemacku i Ujedinjeno Kraljevstvo. Kako bi se
utvrdilo porijeklo zaraze, koristeni su otprije utvrdeni genetski mikrobni potpisi
(polimorfizmi jednog nukleotida) kako bi se utvrdilo podrijetlo istrazivanog soja B.
anthracis. Svi bolesnici u kojih je potvrden B. anthracis dijelili su isti polimorfizam. Po
filogeografskoj analizi, istraZivani soj bio je usko povezan sa sojevima iz Turske, pa
je zakljueno da se radilo o slu€ajnoj kontaminaciji duz rute krijumcarenja heroina u
Europu (Price i sur, 2012; NRC, 2014).
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3. Tehnike koje se koriste u forenzickoj mikrobiologiji

3.1. Tradicionalne i suvremene metode

U forenzickoj mikrobiologiji koriste se tradicionalne (klasicne) i suvremene
(molekularne) metode mikrobioloSke analize, koje su jednake kao i u ostalim
podrucjima mikrobiologije (Blondeau i sur., 2019; Carter i sur., 2017; Sibley i sur.,
2012; Lehman, 2012).

Osnovna tradicionalna metoda je uzgoj mikroorganizama u kulturi, na razli€itim
hranjivim podlogama. Nakon rasta u kulturi, mikroorganizam se moze proucavati
prema fenotipu i genotipu (Lagier i sur., 2015; Carter i sur., 2017).

Tradicionalne metode zasnovane su na proucavanju fenotipa (bilo rastom na
specificnim podlogama, bojenjem i mikroskopiranjem ili biokemijskim testovima)
(Laupland i Valiquette, 2013). Medutim, fenotipske karakteristike nisu pouzdane za
identifikaciju, posSto se mogu mijenjati ovisno o okolini. Suvremene metode se, stoga,
temelje na genotipu, to jest, jedinstvenim varijacijama genoma (Lehman,

2012). Molekularne metode imaju brojne prednosti i sve viSe zamjenjuju tradicionalne
(Adzitey i sur., 2013; Laupland i Valiquette, 2013; Ellington i sur., 2017).

U nastavku su opisani osnovni principi i primjeri molekularnih metoda, odnosno

genotipizacije mikroorganizama.

3.1.1. Genotipizacija

Metode genotipizacije su sredstvo provodenja prethodno spomenute

(DNA) fingerprinting analize. DNA "otisak prsta” ili DNA profiliranje, temelji se na
jedinstvenim polimorfizmima mikrobnog genoma (Schurch i sur., 2018). Ponavljajuci
genetski elementi uklju€uju mikrosatelite ili kratka tandemska ponavljanja (engl. short
tandem repeats, STR), minisatelite ili promjenijivi broj tandemskih ponavljanja (engl.
variable number tandem repeat, VNTR), a razlikuju se prvenstveno na temelju
veli€ine i obrasca ponavljanja. Za preciznu identifikaciju bakterija, presudni su
polimorfizmi jednog nukleotida (Medicine Encyclopedia, 2022). Jedna od ranijih
tehnologija pribavljanja podataka o genomu bila je metoda amplifikacije nukleinske

kiseline — PCR. Princip rada PCR je izdvajanje, zatim umnozavanje fragmenata
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nukleinske kiseline (DNA). Postoji nekoliko varijanti PCR, kao Sto su multiplex PCR
(umnozava vise DNA sekvenci istovremeno) i real-time kvantitativni PCR (QPCR)
(mijeri koli€inu sekvenci koje se umnoZzavaju u stvarnom vremenu). Real-time gPCR
je brza i osjetljiva tehnologija koja se pokazala u€inkovitom za utvrdivanje mikrobnog
,otiska prsta“ u forenzickoj mikrobiologiji (NRC, 2014).

Jedna od metoda kojoj je temelj PCR je i spomenuta MLVA (engl. multi-locus VNTR
analysis), koja analizira polimorfizme putem VNTR. lako je manje specificna od SNP,
uvelike je pomogla u istragama. Za detekciju SNP moze se koristiti tehnika
mikronizova (microarray) (CDC, 2016; Schmedes i Budowle, 2019; LaFramboise,
2009). PCR ima ogranic¢enja, poput visoke osjetljivosti na kontaminaciju uzorka ili
nemogucnosti utvrdivanja prethodno nepoznatog genetskog materijala. Ipak, PCR, to
jest korak amplifikacije, sastavna je komponenta naprednijih metoda sekvenciranja
(Garibyan i Avashia, 2013; CDC, 2022).

Gensko sekvenciranje omogucéava detekciju ciljanog gena, ali i cijeloga genoma
mikroorganizma. Prvotno se sekvenciranje izvodilo na mikroorganizmima uzgojenima
u kulturi. U prirodi, medutim, rijetko se nalaze izolirani mikroorganizmi, posto vecina
mikroorganizama zivi u mikrobnim zajednicama (Carter i sur., 2017). Analiza tih
zajednica, u sastavu u kojem ih nalazimo u okoliSu, moguca je uz NGS (Carter i sur.,
2017). Ovakvo sekvenciranje ima mnoge prednosti. Prva prednost je $to ne zahtijeva
uzgoj pa uvelike skracuje vrijeme potrebno za identifikaciju te olakSava identifikaciju
mikroorganizama koje je teSko uzgojiti ili se ne mogu uzgojiti (primjerice anaerobi ili
Nocardia spp.) (Persing i sur., 2016). Nadalje, sekvenciranjem se mogu identificirati i
Zivi i mrtvi organizmi, i to na razini soja (Carter i sur., 2017; Schmedes i Budowle,
2019; Laupland i Valiquette, 2013). Glavni napredak sekvenciranja u odnosu na PCR
je Sto se sekvenciranjem moze odrediti nepoznati nukleotidni slijed uzroka DNA, a ne
samo pozitivan ili negativan rezultat trazenja odredenog fragmenta (Garibyan i
Avashia, 2013; Schmedes i Budowle, 2019; Carter i sur., 2017; Heather i Chain,
2016). U skladu s time, sekvenciranjem je omogucena istovremena identifikacija
uzro¢nika polimikrobnih infekcija. Osjetljivost sekvenciranja moze se iskoristiti u
pracenju djelovanja antibiotika (Persing i sur., 2016). Prva revolucionarna metoda
(prve generacije sekvenciranja) bila je Sangerova metoda ,prekinutih lanaca“ (DNA),
a uz konstantna unaprijedenja razvila se i druga generacija sekvenciranja (NGS),
koja se od prve razlikuje po mogucénosti masovnog sekvenciranja velikih koliina

DNA istovremeno (Persing i sur., 2016).
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Postoji i tre¢a generacija, koja se ne razlikuje znatno od druge, ali se navodi
mogucnost sekvenciranja jedne molekule (engl. single molecule sequencing, SMS) i
odvijanja procesa u stvarnom vremenu. Unutar svake generacije postoje brojne
razliCite tehnike, no u ovom radu navode se samo najces¢e primjenjivanje u
forenzickoj mikrobiologiji (Heather i Chain, 2016).

Danas se u svrhu genotipizacije uglavnom koriste tehnike sekvenciranja sljedece
generacije (NGS) koje se joS naziva i masivno paralelno sekvenciranje (engl.
massive parallel sequencing, MPS) (Schmedes i Budowle, 2019). Jedna takva Cesto
koriStena tehnika je i 16S ili 18S ribosomsko (rRNA) sekvenciranje za identifikaciju
bakterija na temelju kratkog nukleotidnog slijeda gena 16S rRNA, o€uvanog medu
gotovo svim bakterijskim rodovima i vecini vrsta, pa sluzi za filogenetsku analizu.
JoS neke tehnike su polimorfizam jednog nukleotida (SNP) za detekciju sojeva unutar
vrste bakterija te sekvenciranje cijelog genoma (WGS) koje sluzi za sastavljanje
cjelovitog genoma (Muhamad Rizal i sur., 2020; Carter i sur., 2017; Blondeau i sur.,
2019; CDC, 2022; Schmedes i Budowle, 2019).

Vjerojatno je da ¢e suvremene metode, naroCito NGS i WGS, uskoro imati joS vecu

ulogu forenzi¢koj mikrobiologiji (Blondeau i sur., 2019), posto su brze, osjetljive i
specificne. Danasnja ogranicenja ovih metoda su, osim cijene, to $to zahtijevaju
striktnu kontrolu kvalitete kako ne bi do$lo do pogresnih ocditavanja i Sto ne razlikuju
nevijabilne od vijabilnih organizama. Tako pogresna interpretacija nalaza
sekvenciranja moze proizaci upravo iz velike osjetljivosti metode — postoji rizik
zamjene infekcije kontaminacije uzorka s uzro¢nikom infekcije (recimo, pri nalazu
Propionibacterium acnes ili koagulaza-negativnih stafilokoka) (Persing i sur.,
2016).Zbog toga, laboratorij koji obavlja sekvenciranje treba procijeniti relevantnost
nalaza uz pomoc¢ drugih metoda ili klinickih pokazatelja. Ove suvremene metode
sekvenciranja zahtijevaju posebne vjestine analitiCara, kao $to je poznavanje

bioinformatike (Carter i sur., 2017; Robinson i sur., 2021).

3.1.2. Ostale molekularne metode

lako se zasnivaju na bazi fenotipa, neke molekularne metode ipak prednjace nad
metodama koje analiziraju genom — no razlog nije manjak sofisticiranosti metode, veé
sastav i svojstva molekula (NRC, 2014). Medu te fenotipske metode mogu se ubrojiti
one koje izvode detekciju proteina, protutijela ili antigena, kao $to je

14



elektrokemiluminiscencija (engl. electrochemiluminescence, ECL), koja se koristi u
otkrivanju proteinskih toksina, primjerice, botulinum-toksina ili ricina (Schaudies,
2014; NRC, 2014). Druga metoda za detekciju spojeva koji nisu nukleinske kiseline je
masena spektrometrija, a rabi se u prou€avanju kemijskih procesa i sastava
mikroorganizama (Seng i sur., 2009; Carter i sur., 2017). Tehnika masene
spektometrije MALDI-TOF (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization; MALDI-
time of flight), posluzila je CDC-u u svrhu identifikacije proteinskih toksina B.
anthracis i C. botulinum te terapijske primjene imunoglobulina u oboljelih (Boyer i
sur., 2011; Kalb i sur., 2011; NRC, 2014; Blondeau i sur., 2019). Postoje i metode
kombinirane analize nukleinskih kiselina i drugih molekula, primjerice, masena
spektrometrija zajedno s PCR-om (NRC, 2014).

3.2. Forenzicki relevantni mikroorganizmi

Mikroorganizmi se, napose nakon brojnih istrazivanja njihove ekologije, smatraju
vrstom fizickog dokaza u forenzici. Naime, mikroorganizmi su posvuda, ali uz
odredene zakonitosti. Kako u razliCitim stanistima mozemo naci razliCite mikrobne
zajednice, €ime je moguce odrediti geolokaciju, tako je moguca i identifikacija ljudi na
temelju njihova mikrobioma (Fierer i sur., 2010; Nagasawa i sur., 2013; Song i sur.,
2013; Lax i sur., 2014; Tridico i sur., 2014; Bouslimani i sur., 2015; Lax i sur., 2015;
Carter i sur., 2017). No, zajednice mikroorganizama se mijenjaju, a uz iznimnu mo¢
prilagodbe na nove ili nepovoljne uvjete, identifikacija moze biti otezana (Wilkins i
sur., 2017; Carter i sur., 2017).

Uz prethodno navedene molekularne metode i dosadasnje primjere, jasno je da
gotovo svaki mikroorganizam ili njihov produkt moZze postati predmetom interesa
forenziCke mikrobiologije. Ipak, najvise prouavane su zajednice bakterija (NRC,
2014; Carter i sur., 2017; Schmedes i Budowle, 2019).

3.2.1. Bakterije

Forenzi€ki najznagajnije bakterije mogu se podijeliti u 3 velike skupine (phyla). To

su Actinomycetota (ranije Actinobacteria), Bacillota (ranije

15



Firmicutes) i Pseudomonadota (ranije Proteobacteria) (Carter i sur., 2017; Oren i
Garrity, 2021). Unutar tih skupina, osim taksonomski, bakterije mogu biti podijeljene
prema obliku, metabolizmu ili funkciji. U ovom radu su, medutim, istaknuti forenzicki i
kliniCki najbitniji rodovi.

Actinomycetota uklju€uje vec¢inom Gram pozitivhe bakterije, razli€itih afiniteta za
kisik, koji nastanjuju tlo, vodu i kozu. Mnogi poznati rodovi pripadnici su

reda Actinobacteriales — primjerice Corynebacterium spp., Micrococcus spp.

i Mycobacterium spp. (Brown, 2015; Carter i sur., 2017). Neke od bakterija ove
skupine zanimljive su u forenzici zbog uocene dosljednosti u broju u procesima
raspadanja (Carter i sur., 2014; Carter i sur., 2017). U ovoj skupini valja istaknuti

i Propionibacterium spp.

U skupinu Bacillota ubrajaju se Gram pozitivne, heterotrofne aerobne, anaerobne i
aerotolerantne bakterije zastupljene u tlu, kozi i sluznicama (posebno
gastrointestinalnog trakta) (Magne i sur., 2020; Carter i sur., 2017). U

razred Bacilli spadaju neki forenzi¢ki znac¢ajni rodovi. Jedan je Lactobacillus spp., koji
mozZe biti od velike vaznosti pri utvrdivanju spolnog kontakta ili identifikacije
vaginalnog sekreta (Fleming i Harbison, 2010; Tridico i sur., 2014; Williams i Gibson,
2019; Gouello i sur., 2021; Carter i sur., 2017). Drugi rod je Bacillus spp., aerobne
bakterije sa sposobno$¢u stvaranja endospora, gdje spada i znacajni Bacillus
anthracis. Od anaeroba koji stvaraju endospore, valja navesti Clostridium spp.
(Carter i sur.,2017), buduéi da su ove bakterije redovito dio postmortalnih procesa
(Pechal i sur., 2014; Metcalf i sur., 2016; Carter i sur., 2017; Robinson i sur., 2021).
Usto, mnoge vrste unutar roda Clostridium, primjerice C. botulinum, mogu imati
medicinski i pravni zna¢aj (Carter i sur., 2017; Bai i sur., 2018).

Skupina Bacillota uklju€uje i razred koka, s rodovima kao Sto

su Streptococcus, Enterococcus i Staphylococcus (Integrated Taxonomic Information
System, 2022; Carter i sur., 2017).

Najraznovrsnija je skupina Pseudomonadota, kako zbog stanista (nastanjuju tlo,
vode i Zivotinje), tako i zbog velike metaboli¢ke raznolikosti. Zajedni¢ko ovim vrstama
jest da su Gram negativne. Kako ovaj phylum uklju€uje brojne vrste sa Sirokim
spektrom karakteristika, klasifikacija nije jednostavna (Carter i sur., 2017; Integrated
Taxonomic Information System, 2022; Rizzatti i sur., 2017). Forenzicki najznacajniji
rodovi su Escherichia spp. (vazan dio mikrobioma gastrointestinalnog

sustava) (Martinson i Walk, 2020), Proteus spp. (sudjeluje u privliacenju insekata u
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procesu postmortalne razgradnje) (Zheng i sur., 2013) te Pseudomonas

spp., Campylobacter spp. i Salmonella spp.

Mnoge su bakterije ove skupine (primjerice, nitrificirajuce) rasirene oko grobnog tla
(Anderson i sur., 2013; Carter i sur., 2017). Stovi$e, upravo su se bakterije iz
skupine Pseudomonadota pokazale korisnima za primjenu ,mikrobnog sata“, posto
su tijekom procesa postmortalne razgradnje s vremenom postale dominantna

skupina u uzorku, dok je broj bakterija druge dvije skupine opadao (Guo i sur., 2016).

3.2.2. Ostali mikroorganizmi

Medu ostalim forenzi¢ki relevantnim organizmima, gljive su naj¢esce istrazivane zbog
uloge u procesu raspada tijela gdje mogu posluziti kao dokaz (Carter i sur., 2017;
Chimutsa i sur., 2015; Olakanye i sur., 2015; Metcalf i sur., 2016; Hawksworth i
Wiltshire, 2011; Wiltshire i sur., 2014; Young i sur., 2015).

Osim mikroorganizama, za forenziku su bitni i eukarioti, kao $to su ve¢ spomenute
dijatomeje. Iznimno vazne su i zivotinje, primjerice insekti, drugi ¢lankonosci i njihove
licinke, kojima se bavi se forenzi¢ka entomologija (Matuszewski, 2021; Aubernon i
sur., 2018; Amendt i sur., 2011; Joseph i sur., 2011; Carter i sur., 2017; ZecCevicC i
sur., 2018).

3.3. Obdukcijska mikrobiologija

U forenzici, da bi dokaz bio valjan i pogodan za koristenje u kazneno-pravnim
postupcima, mora se ispostovati lanac skrbnidtva. Lanac skrbnista (engl. chain of
custody) podrazumijeva adekvatno Cuvanje, transport, analizu i kontrolu dokaza,
uz pazljivo i kronoloski to€no dokumentiranje. Neizmjerna je i vaznost ispravne
identifikacije uzorka, odnosno povezivanje s ispravhom osobom ili slu¢ajem
(Lehman, 2012; Blondeau i sur., 2019; Badiye i sur., 2022). Posto se mikrobiolosKki
uzorci i u kliniCko-patoloskoj i u sudskoj-medicinskoj obdukciji tretiraju jednako u
pogledu mikrobioloske analize, u prikupljanju uzoraka mogu se primijeniti smjernice
Europskog drustva za mikrobiologiju i zarazne bolesti (engl. European Society of

Clinical Microbiology and Infectious Diseases, ESCMID), koje su nastale u suradnji s
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Istrazivackom skupinom za forenziku i postmortalnu mikrobiologiju (engl. Study
Group for Forensic and Post-mortem Microbiology, ESGFOR) te Europskim drustvom
za patologiju (engl. European Society of Pathology, ESP) (Fernandez-Rodriguez i
sur., 2019). Valja napomenuti da se u nastavku opisane mikrobioloSke analize vrse
ako za to postoje indikacije, to jest ako sumnjamo na odredeni uzrok (primjerice,
infekciju). Ove metode ne preporuca se izvoditi rutinski pri svakoj obdukciji, posto
sam pronalazak uzro€nika bez drugih pokazatelja ne doprinosi puno konacnom
nalazu (Riedel, 2014). Tako se primjerice pri procjeni PMI preporuc¢a uzeti bris
povrsine leSa te bris nosa i usiju, pohranjene u odgovarajuc¢im teku¢im medijima
(Fernandez-Rodriguez i sur., 2019). Uzorke tkiva i organa treba uzeti u obliku
komada volumena 1 cm? i zatim ih pohraniti zasebno u sterilne posude. Uzorci krvi
uzimaju se iz srca i femoralne vene, a pohranjuju u epruvetama s dodatkom EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina) (Fernandez-Rodriguez i sur., 2019). Takoder treba
uzeti uzorak zemlje do 5 cm dubine, za usporedbu, i pohraniti u sterilnu posudu. Sve
ove uzorke valja poslati na molekularnu analizu. Kod sumnje na smrt zbog ili
istovremeno s infekcijom, brisevi te uzorci krvi i tkiva se, uz odredene specifiCnosti,
uzimaju na slic¢an nacin kako je opisano za PMI. Analize su nesto iscrpnije; radi se
uzgoj u kulturi, serolo$ki i antigenski testovi te molekularne analize (Fernandez-
Rodriguez i sur., 2019). Kod sumnje na sepsu, prije zapocete obdukcije uzimaju se
krv, cerebrospinalni likvor, urin i brisevi Zdrijela u sterilne epruvete, a zatim je
postupak za uzimanje tkiva sli¢an kao u prethodnom primjeru, uz dodatne uzorke
visceralnih organa koje treba pohraniti u formalinu za histopatolo$ku analizu
(Fernandez-Rodriguez i sur., 2019). Ovdje se takoder provode postupci uzgoja u
kulturi, seroloSke analize, antigenski testovi i primjenjuju molekularne metode.
Postoje zasebne upute za druge slu€ajeve (SIDS, sluajeve seksualnog napada i
drugo) (Carter i sur., 2017; Fernandez-Rodriguez i sur., 2019).

Za forenzi¢ko-mikrobioloSka istrazivanja razgradnje ljudskog leSa, uglavnom se
danas koriste Zivotinjski modeli, kao Sto su Stakori, ribe ili svinje, ali u Sjedinjenim
Americkim Drzavama i Australiji postoje programi darivanja leSeva u tu

svrhu (Robinson i sur., 2021; Carter i sur., 2017; NRC, 2014; Lehman, 2012).
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4. Postmortalna translokacija mikroorganizama

Tumacenje postmortalnih kultura moze biti komplicirano, posto nalaz odredenog
mikroorganizma ne mora znaciti zarazu ili uzrok smrti. Tako i izolacija
mikroorganizama sa (za zZivota) sterilnih tjelesnih odjeljaka moze biti posljedica
postmortalne translokacije (Lehman, 2012; Carter i sur., 2017).

Taj fenomen, nazvan i postmortalna transmigracija, oznaCava kretanje bakterija sa
sluznica i tkiva u krvotok nakon prestanka cirkulacije, odnosno smrti. Tkiva iz kojih se
dogada translokacija, pritom, ne moraju biti vidno ostec¢ena — dokazana je
translokacija i uz cjelovitu stijenku crijeva, no pretpostavlja se da tome doprinose
ishemija, poveéana propusnost stijenke i drugi ¢imbenici (Riedel, 2014; Lehman,
2012; Carter i sur., 2017). Bakterijska translokacija detaljno je opisana pojava u Zivih
(primjerice postoperativno) (Doudakmanis i sur., 2021), ali je jo$ uvijek nerazjasSnjena
kao postmortalni proces.

Postmortalnu translokaciju bitno je uzeti u obzir pri obdukciji. Naime, zbog velike
vjerojatnosti dobivanja nalaza pozitivnih hemokultura postmortalno, treba ih uzimati
selektivno, pri sumnji na zarazu (Riedel, 2014). U slu€aju sumnje na infektivhog
uzroCnika, uzimanju uzorka valja pristupiti to prije i pritom primijeniti sterilnu

tehniku (Riedel, 2014; Carter i sur., 2017; Fernandez-Rodriguez i sur., 2019). Usto,
translocirane bakterije mogu potencijalno ugroziti obducenta ili Cak primatelja organa
(ako se s leSa eksplantira organ), ako se ne poduzimaju prikladne mjere opreza
(Carter i sur., 2017).
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5. Zaklju€ak

ForenziCka znanost koristi se znanstvenim pristupom pri prikupljanju i analizi dokaza,
te doprinosi u rjieSavanju kazneno-pravnih pitanja (NRC, 2014). Forenzicka
mikrobiologija je grana forenzike zaduzena za one slu€ajeve u kojima mikroorganizmi
mogu predstavljati fiziCki dokaz (Carter i sur., 2017; Robinson i sur., 2021). Brojni su
takvi slucajevi vec otkriveni, a primjene forenzicke mikrobiologije sve su razliCitije —
mikroorganizmi se pokazuju kao sve pouzdaniji i informativniji trag (Schmedes i
Budowle, 2019; Alan i Sarah, 2012; Carter i sur., 2017). Naime, pretpostavlja se da
covjeka nastanjuje jednako ili viSe mikroorganizama nego Sto ima tjelesnih

stanica. Osim ljudi, mikrobne zajednice nastanjuju sva ostala Ziva bi¢a i stanista, te
su Cesto specifiCne za svoje staniste (Carter i sur., 2017; Robinson i sur., 2021;
Gilbert i sur., 2018; Blondeau i sur., 2019). Usto, prijenos mikroorganizama na
objekte puno je efikasniji nego $to je prijenos ljudske DNA, koji je Cesto minimalan.
To je u srazu s vjerovanjem javnosti, poznatim i kao CSI (engl. Crime Scene
Investigation) efekt, da je tragove ljudske DNA moguce naci svugdje te da je rezultat
lako pridruziti nekoj osobi (Cole, 2018; Blondeau i sur., 2019). Moze se, dakle, reci
da mikroorganizmi imaju vlastiti ,potpis®, ili ,otisak prsta“ kojeg treba odrediti u uzorku
(Blondeau i sur., 2019). Pojava suvremenih metoda sekvenciranja te genotipizacije
uvelike je unaprijedila razvoj forenzicke mikrobiologije, pa je genetski materijal
mikroorganizama takoder moguce povezati s identitetom osobe ili geolokacijom, ali i
pronaci izvor odredenog patogena u slu€aju bioterorizma, bioloskih zloCina ili
prirodnog izbijanja epidemije te ostalih zlo¢ina (Robinson i sur., 2021). Osim samog
otkrivanja pocinjenih bioloskih ili drugih zlo€ina, potrebno je nastaviti razvijati
mehanizme nadzora nad biolo$kim prijetnjama (NRC, 2014). Pomoc¢u ponasanja
mikrobnih zajednica (uz molekularne metode) moze se utvrditi vrijeme i uzrok smrti
(Schmedes i sur., 2016; Blondeau i sur., 2019; Robinson i sur., 2021; Carter i sur.,
2017). Postoje mnoge druge primjene, a sve je vise obecavajucih istrazivanja u ovom
podrucju. Usprkos tome, zbog sloZzenosti uzorkovanja i analize, velik dio ovih metoda
jo$ se ne radi rutinski (Robinson i sur., 2021; Carter i sur., 2017). Uz tehnicka
ograni¢enja, postoje i odredene nedoumice oko interpretacije forenzi¢ko-
mikrobioloskih nalaza, posto trenutno ne postoje univerzalne i cjelovite smjernice
(Schmedes i Budowle, 2019, Blondeau i sur., 2019). Vecina mikrobiologa bavi se

znanstveno-istrazivackim ili kliniCkim radom te uglavnom nisu dovoljno upoznati sa
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sudsko-medicinskim nacelima, stoga ih je vazno educirati o postupanju s uzorcima
od pravnog znacaja i zastiti javnog zdravlja u slucaju epidemije, napada bioloSkim
agensima i sli¢no (Lee i sur., 2020; CDC, 2018; Schmedes i Budowle, 2019).
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