Mikroorganizmi u forenzici

Mamié, Antonija

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:931071

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-08-19

W £,
% £,
S S
é‘? % Repository / Repozitorij:
27% 5—* Repository of the Faculty of Science - University of
2 g Zagreb
9, Nad
% S
O‘Pﬂ/ r‘{\t’*'
0. MaTEMP

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:931071
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:4930
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:4930
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:4930

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO - MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

MIKROORGANIZMI U FORENZICI
MICROORGANISMS IN FORENSIC SCIENCE

SEMINARSKI RAD

Antonija Mami¢
Preddiplomski studij biologije
(Undergraduate Study of Biology)

Mentor: doc. dr. sc. Tomislav Ivankovié

Zagreb, 2018.



SADRZAJ

(LU 1Yo ] TSROSO 2
2. POVIJEST FORENZIKE .....coooviveieeeieeeesseeeeess s ssesses s sasses st s 3
3. PODJELA MIKROORGANIZAMA ......ooovieesieeieseseeeeress st nes s 5
4. BAKTERIJE U FORENZICL......ocooveiieeieeeeeeeeseeeeesee st 6

4.1, ACTINOBACTERIA ....ooveveeeee e sttt 6

B.2. FIRMICUTES ..ottt n st nes s anes s 7

4.3. PROTEOBACTERIA ...t seen sttt 9
5. UTAPANJE | DIJATOMEJE ..ottt 10
6. GLINVE U FORENZICH ... tee et nes st 12
7. PRIKUPLJANJE UZORAKA .......ooovieieieieeesee e esie st 14
8. PROCJENA POST MORTEM INTERVALA .......oooeveieeieeereeeeessesesiess s, 15
9. BIOTERORIZAM .....ooovoeieieeeeeesiee e ses et 17
10, ZAKLIUCAK ..ottt ettt 19
11 LITERATURA ..ottt 20
12. SAZETAK ..ottt ettt 23

13, SUMMARY it 23



1. UVOD

Mikrobiologija proucava organizme tesko vidljive golim okom. Mikroorganizmi ili
mikrobi je skupni naziv za bakterije, arheje, gljive i protiste. Mikroorganizmi se
upotrebljavaju kao fizicki dokazi u forenzi¢nim istrazivanjima. Koriste se pri rekonstruiranju
dogadaja u raznim slucajevima ubojstva, trovanju hranom i bioterorizmu. Razna primjena
mikroorganizama je definicija moderne forenzicne mikrobiologije. Razvoj moderne
tehnologije omogucio je forenzi¢nim znanstvenicima otkrivanje novih tragova zlo¢ina.
Koristenje informacijama o mikrobioloskim zajednicama u forenziénim istrazivanjima
otvoreno je novo podrucje kojim se olaksavaju napori u rjesavanju zloc¢ina (Carter i sur.
2017).

Rije¢ forenzika dolazi od latinske rije¢i forensic (na trgu) koja je izvedenica od
latinske rijeci forum (trg). Kada je u antiCkom Rimu osoba preminula, a nije se znao to¢an
uzrok smrti, trupla su izlagana na trgu kako bi ih stru¢njaci mogli pregledati i dati svoje

misljene o uzroku smrti.

Forenzi¢nim znanostima nazivamo znanstvene discipline koje svojim metodama
pomazu pravosudu pri rjesavanju strucnih pitanja. Moderne forenzi¢ne znanosti pocinju se
razvijati u 18. i 19. stoljecu. Ocem moderne toksikologije smatra se Matheau Orfilia koji je
dokazao da je osoba ubijena trovanjem. Krajem 19. stoljeca Cesare Lombroso pokusao je
antropoloski odrediti bioloski profil kriminalca, na temelju glave, ¢ela i usiju. Ta saznanja
iskoristio je Alphonse Bertillion, te je napravio osnovu za razvoj forenzi¢ne fotografije. Za
razvoj forenzicne mikrobiologije odgovoran je Robert Koch koji je istraZivao bakteriju
Bacillus anthracis, uzro¢nik antraksa. Znacajnija istrazivanja su zapoceta nakon bioloskog
napada sporama antraksa u pismu, 2001. godine na senatora Sjedinjenih Americkih Drzava

(Beecher, 2006).

Forenzi¢na mikrobiologija je simbioza izmedu primjene znanstvenih metoda i sustava

kaznenog pravosuda i relativno je novo polje proucavanja. Od mikroorganizama se oc¢ekuje da



daju uvid u napade kemijskim oruzjem, uzroke i vrijeme smrti, te pruzaju dokaze u
slucajevima kao s§to su seksualno zlostavljanje i nesavjesno lijecenje pacijenta.
Mikroorganizmi se mogu koristiti i za odredivanje uzroka smrti. Ovaj rad obuhvaca vaznost

mikrobioloskih dokaza u kaznenim predmetima.

ZNANSTVENE KAZNENO
METODE PRAVOSUDE

FORENZICNA

MIKROBIOLOGIJA

Grafikon 1. Forenzi¢na znanost kao simbioza znanstvene metode i kaznenog pravosuda



2. POVIJEST FORENZIKE

Kina je drzava koja je prva prepoznala vrijednost forenzi¢nih znanosti u identifikaciji
zloc¢ina. Prvi su prepoznali da se ljudi razlikuju po otisku prstiju, ali nisu dobro razradili
klasifikaciju. Prva osoba koja je prepoznala da se otisci prstiju mogu podijeliti u kategorije je
Jan Purkinje, profesor anatomije. Godine 1880., skotski fizicar Hanry Faulds objavio je
¢lanak u casopisu Nature koji govori da svaka osoba ima razli¢iti otisak prstiju. Ovo otkrice
ubrzo su iskoristili mnogi znanstvenici koji su razvili tehniku analiziranja otisaka, jedan od
njih je Hrvat, lvan Vuceti¢ (Slikal.). Vuceti¢ je formirao Registar ikonofalangometrije, time
je osnovana prva desetoprstna zbirka. Primijenivs$i svoju metodu identifikacije u praksi, rijesio
je prvi slucaj, Franciske Rojas koja je optuzila ljubavnika za ubojstvo svoje dvoje djece.
Vuceti¢ je daktiloskopirao majku i usporedio njezine otiske prstiju s pronadenim krvavim
otiscima prstiju na drvenom okviru vrata, te potvrdio da su identi¢ni. VucetiCev sustav
klasifikacije otisaka prstiju danas se joS koristi u Juznoj Americi, a u Sjevernoj Americi i

Europi koristi se sustav klasifikacije Edwarda Henryja.

Slika 1. Ivan Vuceti¢ (http://www.forenzika.hr/)


http://hr.wikipedia.org/wiki/Identifikacija

Prva detektivska tvrtka otvorena je u Francuskoj, 1810. godine, a zvala se The Surete
of Paris. Predsjednik Teddy Roosevelt osniva FBI koji je po¢eo s radom tek 1932. Prvi
kriminalisticki laboratorij osnovao je profesor forenziéne medicine Edmund Locard je u

Francuskoj 1910. godine.

1880. Hanry Faulds 1891. godine Vucetic¢
objavio je ¢lanak u je formirao Registar
Casopisu Nature ikonofalangometrije

. J . J

Grafikon 2. Posljedi¢no otkri¢e Hanryja Fauldsa

Forenzika u Hrvatskoj zapocinje osnivanjem Ureda za kriminoloska ispitivanja 1952.
godine. Do tada je kriminalistiCke istrage vodilo javno tuzilaStvo. Ured je osnovao dr.
Tomislav Markovi¢, a zada¢a Ureda je bila stvaranje uvjeta za uvodenje suvremenijih
kriminalisti¢kih metoda i ispitivanja s ciljem suzbijanja kriminala. Krajem 80-tih mijenja se
naziv u Centar za kriminalistiCka vjeStaCenja i ispitivanja. Od 2008. godine se naziva
sadas$njim imenom Centar za forenzina ispitivanja, istrazivanja i vjeStaCenja Ivan Vucetic,
spomenutog u ranijem tekstu. Sveudiliste u Splitu, 2008. Godine, osnovalo je Podruznicu -
»Sveucilisni studijski centar za forenziCne znanosti“. Naziv Podruznice promijenjen je 26.
rujna 2011. 1 od tada glasi ,,SveuciliSni odjel za forenzicne znanosti“. ZavrSetkom diplomskog
sveuciliSnog studija Forenzike, stjece se akademski naziv magistra / magistar forenzike. Studij
je podijeljen na Cetiri modula: istrazivanje mjesta zlo¢ina, forenzi¢na kemija i molekularna
biologija, forenzika i nacionalne sigurnosti, te financijsko-ratunovodstvena forenzika. Na
navedenim modulima studenti se osposobljavaju za iznimno atraktivna i ugledna zanimanja iz
podrucja forenzike za kojima potraznja u svjetskim okvirima neprestano raste

(http://forenzika.unist.hr/).
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Grafikon 3. Razvoj forenzike u Hrvatskoj


http://forenzika.unist.hr/

3. PODJELA MIKROORGANIZAMA

Morfoloski bakterije se dijele na stapicaste (bacilli), okruglaste (koki), savijene
(vibroni), spiralne (spirili) i dr. Karakteristicna bakterijska stanica sastoji se od citoplazme,
ribosoma, nukleoida, plazmida, te je sve omedeno citoplazmatskom membranom i stanicnom
stijenkom koju obavija sluzavi omotac ili kapsula. Sadrze bi¢ za pokretanje i pili, koji im

pomazu pri pri¢vrséivanju za podlogu.

Virusi se razlikuju po mnogim karakteristikama, a najfundamentalnija je razlika u
njihovom genomu. Prema tradicionalnoj podjeli viruse dijelimo na biljne, animalne i
bakterijske. Svaki virus sadrzi DNA ili RNA molekulu koja je okruzena proteinskim
omotacem, te neki imaju dodatni omota¢ graden od proteina, lipida i ugljikohidrata. Virusi su
najrasprostranjeniji bioloski entiteti na zemlji. Igraju znatnu ulogu u globalnoj ekologiji jer su
ogroman izvor geneticke raznolikosti, utjecu na sastav i evoluciju domace populacije , te

utjecu na kruzenje kemijskih elemenata u okolisu.

Alge kremenjasice (ili dijatomeje-doslovno znaci ,,izrezane na dvije") su jednostani¢ni
organizmi ¢ija je stani¢na stijenka zamijenjena dvjema plo¢icama od silicijevog dioksida
(kremena), a svaka vrsta je specificna s obzirom na polozaj i oblik tekstura na kremenoj
ljuSturici. Dijatomeje se najviSe koriste u forenziCkoj znanosti pri otkrivanju zlocina,
povezivanju krivca s mjestom zlo¢ina ili eliminiranju osumnji¢enih osoba. Prvenstveno zbog
svoje jedinstvene grade, velike raznolikosti vrsta, te Cinjenice da su kao materijal
vjerodostojne, mogu biti multifunkcionalan dokaz jer se pojavljuju u odredenim ekosustavima
u odredeno vrijeme, a njihove ljusturice nisu podlozne raspadanju ili razgradnji. Kao

materijalni dokaz u forenzici dijatomeje se najvise koriste u slu¢ajevima utapanja osoba.

Carstvo gljiva u obuhvaca organizme koji se hrane heterotrofnom apsorpcijom, imaju
stani¢ne stijenke gradene od hitina i B-glukana, imaju mitohondrije. Osim manjeg broja
jednostani¢nih vrsta, gljive imaju nitasto, razgranato tijelo micelij. Gljive se razmnozavaju
spolno ili nespolno. Najveéi broj vrsta tvori mikroskopske ili makroskopske organe (plodista),
na kojima nastaju spore. Plodista se razvijaju u povoljnim vremenskim uvjetima i1 najceSce

traju razmjerno kratko. Manji broj vrsta razvija viSegodiSnja plodiSta. Vecina se vrsta Siri



sporama (nastalima u spolnom ili nespolnom ciklusu) koje raznosi vjetar. Gljive imaju
iznimno znacajnu ulogu u odvijanju ekoloskih procesa u kopnenim ekosustavima, posebno u
Sumskima. Razgradujuéi mrtvu org. tvar omogucavaju kruzenje materije. Grana biologije koja

proucava gljive naziva se mikologija.

4. BAKTERIJE U FORENZICI

U posljednje vrijeme ekologija mikroorganizama postaje sve bitniji dokaz u
istrazivanju ubojstva (Fierer i sur. 2010; Lax i sur. 2015). Ova istrazivanja su identificirala
mnoge bakterije iz nekoliko redova, no najéesce se spominju bakterije reda: Actinobacteria,

Firmicutes i Proteobacteria.
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Grafikon 4. Podjela forenzi¢nih bakterija bazirana na ovom radu
4.1. ACTINOBACTERIA

U ovom radu Actinobacteria ¢e biti podijeljeni u 3 grupe: korineformne bakterije,

bakterije propionskog vrenja i nitaste bakterije.

Korineformne bakterije dobile su ime po grékoj rijeci cordné , Sto oznaCava njihov
Stapicasti oblik gdje je jedan kraj veci od drugoga (poput ¢vora). One su gram-pozitivni,
aerobni, nepokretljivi. Zive u tlu, hrani i na ljudskoj koZzi. Najpoznatiji rodovi u grupi su:

Arthrobacter, Corynebacterium i Kurthia. Vrsta Corynebacterium glutamicum proizvodi



mononatrijev- glutaminat koji se koristi u proizvodnji hrane kao pojaciva¢ okusa pa je od
ekonomskog znacaja. Bakterije roda Arthrobacter su gram-varijabilne bakterije, najcesce
aerobne. Zanimljivo je da neke mogu razgraditi herbicide, pesticide, nikotin, kofein i fenol
(Madigan i sur. 2012). Brojnost korineformnih bakterija je relativno konstantna tijekom zivota

jer prezivljavaju u nepovoljnim uvjetima.

Bakterije iz roda Propionibacterium su gram-pozitivne, anaerobne, te fermentiraju
mlije¢nu kiselinu, mogu Koristiti i mlije¢nu kiselinu, koja je produkt fermentacije drugih
bakterija, te se stoga ova metabolicka strategija naziva sekundarna fermentacija (Madigan i
sur. 2012). U forenzici ih povezujemo s uzorcima prikupljenim iz oralne Supljine, koze, na
mjestima gdje se nalaze zlijezde lojnice (nastanak akni). Svaki covjek ima drugaciju zajednicu
bakterija u ustima Sto se moze koristiti u identifikaciji. Prilikom ugriza na Zrtvi moZemo

odrediti tko je pocinitelj analizom bakterija iz njegovih usta i onih uzetih na mjestu ugriza.

Bakterije koje stvaraju nitaste hife slicne hifama gljiva, nazivamo nitaste bakterije.
Zive u bazi¢nim ili neutralnim tlima, lako preZivljavaju u su$im uvjetima zbog hifa kojima
crpe vodu i hranjive tvari iz dubljih slojeva zemlje koji nisu dostupni drugim organizmima.
Najpoznatiji su rodovi Streptomyces i Actinomyces (Carter i sur. 2017). Zanimljivo je da ove
bakterije stvaraju antibiotike kao $to su streptomycin, spectinomycin, clindamycin i drugi.
Vise od 60 vrsta ovih antibiotika upotrebljava se u ljudskoj i1 veterinarskoj medicini, te su
bitan dokaz u obdukciji (Madigan i sur. 2012) jer ovi antibiotici unistavaju druge bakterije pa

se razgradnja leSa usporava jer prezivljavaju samo odredene bakterije.

4.2. FIRMICUTES

Firmicutes su jedna od glavnih bakterijskih koljena. Stanovnici su ljudske koze,
sluznice i gastrointestinalnog trakta, te ih se jo§ moze naéi u tlu i sedimentu. U odlomku su

podijeljeni u tri glavne grupe: sporogene bakterije, bakterije mlije¢no—kiselog vrenja i ostale.

Sporogene bakterije su bakterije koje imaju sposobnost stvaranja spora. Endospore
omogucavaju prezivljavanje u uvjetima ekstremnih temperatura, susa ili manjku hranjivih
tvari. Najpoznatiji rod je Bacillus, ¢ije su vrste aerobi ili fakultativni anaerobi i rod
Clostridium, koji su obavezni anaerobi. Rod Bacillus je prepoznatljiv po endosporama
ovalnog ili duguljastog oblika. Jedna od najpoznatijih bakterija ovog roda je Bacillus

anthracis, uzro¢nik antraksa, ¢ije su se spore koristile kao biooruzje. Naime, ako B. anthracis

7



postavimo u nepovoljne uvjete formirat ¢e se endospore koje se mogu lako prenijeti, na
primjer u omotnici pisma, nakon $to osoba otvori pismo udahnut ¢e spore i one ¢e se naéi u
povoljnim uvjetima, te ¢e nastaviti svoj zivotni ciklus. Stoga su ove bakterije u forenzicnom
istrazivanju bitan trag, te mogu upudivati na bioterorizam, koji ¢e biti objasnjen kasnije.
Bakterije roda Clostridium su anaerobne, gram-pozitivne, sporogene bakterije koje
prvenstveno zive u tlu, ali nalaze se i u probavnom traktu sisavaca. VrSe fermentaciju
aminokiselina i nukleinskih kiselina koje su zastupljene u raspadu zivotinja, stoga su ove

bakterije zastupljene u mikrobioloskoj zajednici lesa sisavaca. (Carter i sur. 2017).

Bakterije mlije¢no-kiselog vrenja naziv su dobile po krajnjem produktu fermentacije,
mlije¢noj kiselini. Cesto se koriste u proizvodnji i zastiti hrane. Veéinom su gram-pozitivne
bakterije, okruglog oblika i anaerobne ili aerotolerantne. Streptococcus i Lactococcus su
karakteristi¢nog okruglog oblika, te ih ¢esto ih povezujemo sa zubnim karijesom (Slika 2.).

AP

Bryan Lamen
I, D. Brock

@ (b)

Slika 2. (a) Streptococcus sp, skenirajuci elektronski mikroskop. i (b) Lactococcus lactis,
fazno kontrastni mikroskop. Promjer obje stanice je 0,5 do 1 um.
( Madigan i sur. 2012).

Rod Enterococcus svrstan je u fekalne bakterije. Ako u istrazivanju pronademo
tekucinu za koju ne znamo od kud potjece, te molekularnim analizama utvrdimo da je iz roda

Enterococcus moZemo zakljuciti da se radi o urinu

U ostale Firmicutes se svrstavaju Staphylococcus i Micrococcus koji se nalaze na
ljudskoj kozi, tlu 1 prasini. Prezivljavaju u uvjetima visoke koncentracije soli pa su dobar trag

zlo¢ina u slanom okoliSu.



4.3. PROTEOBACTERIA

Najpoznatije su zbog primjene u medicini, industriji i poljoprivredi. U nastavku teksta

koljeno je podijeljeno prema odgovaraju¢im funkcijama koje su bitne u forenzici (Carter i sur.
2017).

Entericne bakterije su vefinom homogena filogeneticka grupa unutar razreda
Gammaproteobacteria. Fakultativno anaerobne su, gram-negativne, nesporogene, te vrse
fermentaciju Secera. Zive u vodi, thu, a najpoznatije su po prisustvu u probanom traktu ljudi i
nekih Zzivotinja. Najpoznatije su Escherichia coli, koju nalazimo u probavnom traktu, te
Proteus sp., koja se veze uz uterinu infekciju i pri privla¢enju muha u procesu razgradnje
(Carter i sur. 2017).

Pseudomonas je rod unutar razreda Gammaproteobacteria. To je gram-negativna,
kemoorganotrofna bakterija koja zivi u tlu i u vodenom okolisu. Neke od ovih bakterija su
patogene, izazivaju razne bolesti kod ljudi. Bakteriju Pseudomonas aeruginosa povezujemo s
urinarnim 1 diSnim infekcijama, no u normalnim uvjetima se moze pronaci i na kozi. Izrazito
je otporna na antibiotike pa je lijeCenje zarazenih osoba otezano. Bakterije ovog roda
prezivljavaju u uvjetima niske razine hranjivih tvari, te su idealni stanovnici lesa u krajnjim

fazama raspada gdje manjka hranjivih tvari jer su ve¢ iskoristeni tj. razgradeni.

Nitrifikacija je proces u kojem se amonijak prevodi u nitrite, a potom u nitrate.
Nitrifikacijske proteobakterije su rasirene u tlu i vodi gdje se razmnozavaju u uvjetima visoke
koncentracije amonijaka, stoga su im grobnice i kanalizacija idealna stanista (Carter i sur.
2017).

Metilotrofne bakterije koriste isklju¢ivo C1 spojeve (metanol, format i formamid).
Metanotrofne bakterije mogu oksidirati jedino metan. Metan se moze prona¢i u anoksi¢nim
uvjetima kao Sto je probavni trakt sisavaca, ostacima raspada, vlazni okoli§ i1 odlagaliste
smeca. Jedan od poznatijih rodova je Methylobacterium, ¢esto je prisutan u toaletima i
kadama gdje raste na zavjesama za tus, fugama i u wc $koljkama, te formira ruzicasti biofilm
(Madigan i sur. 2012).

Sulfat reducirajuce bakterije su sposobne u anaerobnim uvjetima reducirati sulfate do

sumporovodika. Redukcija im sluzi iskljucivo za energiju, a za rast koriste neke druge spojeve



kao $to su acetat, masne kiseline. S forenzi¢nim istrazivanjem povezuje ih prepoznatljiv miris

trulih jaja, tj. sumporovodika.

IstraZivanjem ljudskih leSeva dolazi se do zakljucka da je vecina bakterija pronadenih
na tijelu potekla iz tog tijela, tj. to su bakterije koje su uobicajeni stanovnici ljudskog
probavnog trakta, usne Supljine, koze i drugih organa. Jedno od rijetkih istrazivanja koje je
koristilo prave ljudske leSeve (ne surogate) je istrazivanje Hyde i suradnika (2013) koji su
mjerili koli¢inu 1 raznolikost mikroorganizama u ustima, rektumu 1 unutraSnjim organima u
dva ljudska lesa izmedu faze napuhnutosti i truljenja. Firmicutes i Proteobacteria su bili
prisutni po cijelom tijelu. Uzorci uzeti iz donjeg dijela gastrointestinalnog trakta i donjeg
dijela tijela sadrze puno Clostridium, Lactobacillus, Eggerthella i Bacteroides.

5. UTAPANJE | DIJATOMEJE

Otkrivanjem trupla pokraj obale rijeke, jezera, mora ili nekog drugog oblika vode,
sumnja se da je uzrok smrti utapanje. Kada se sa sigurnos¢u na temelju fizickih dokaza ne
moze utvrditi primaran uzrok smrti, analizom mikroorganizama u plu¢ima moze se utvrditi
tocan uzrok smrti kao i priblizno odrediti mjesto utapanja. Utapanje pripada u skupinu
nasilnih smrti zbog brze eliminacije kisika. Ova skupina nasilnih smrti poznata je kao brza
anoksija 1 obuhvacéa nekoliko razli¢itih fizikalnih i biokemijskih na¢ina inhibiranja ulaska,
transporta i koriStenja kisika u tijelu. Primarno se kod tijela izvadenog iz vode treba zakljuciti

radi li se o utopljeniku ili o mrtvom tijelu odba¢enom u vodu.

Proces utapanja se dijeli na dvije faze: faza imerzije 1 faza guSenja. U fazi imerzije
grleni poklopac je ispod povrsine tekucine, u diSne puteve ulazi tekucina, refleksno se zatvara
grkljan (laringospazam), naglo prestaje ulaz teku¢ine u diSni sustav, ali dolazi do gutanja
velike koli¢ine tekucine Sto izaziva distenziju Zeluca i potiskivanje dijafragme, tj. dolazi do
povracanja. Prema istrazivanjima djeca se bore za dah 10 do 20 sekundi, a odrasli oko 60
sekundi, no to ovisi 1 o temperaturi vode, u hladnijoj vodi ovaj interval traje znatno krace.
Druga faza je faza guSenja koja pocinje gubitkom svijesti (3 minute od potapanja), popusta
laringospazam i dolazi do ulaska teku¢ine u pluc¢a, gdje se mijesa s prisutnim zrakom i sluzi
stvaraju¢i pjenu koja u alveolama onemogucava izmjenu kisika i ugljikovog dioksida

(cerebralna hipoksija), disanje prestaje, a srce jos radi 3 do 5 minuta.
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Proces utapanja ovisi slanosti vode u kojoj se nalazi zrtva. U slatkoj vodi smrt nastupa
prije jer voda ulazi u krv, naspram krvi je hipotoni¢na stoga dolazi do ulaska vode u eritrocite
koji se raspuknu, stoga smrt slijedi nakon 2 do 4 minute. U slanoj vodi (moru) tekuéi dio iz
krvi ulazi u pluca, eritrociti se smezuraju, a pluca oteknu, te dolazi do zatajenja srca, smrt

slijedi nakon 6-7 minuta.

U slucajevima utapanja napravi se analizu dijatomeja. Dijatomeje zive u tekué¢inama i
karakteristicne su za razli¢ita podrucja. Prodiranjem vode u tijelo utopljenika vrsi se pritisak
na pluénu Supljinu 1 dolazi do razaranja alveola. Kako su alveole prozete gustim spletom
kapilara, a dijatomeje su dovoljno sitne da produ kroz pore u kapilarama, lako ulaze u krvotok
te cirkulacijom mogu do¢i do ostalih organa (srca, jetre, bubrega, mozga i kostane srzi). Ako
se u plu¢ima otkrije krvarenje, moze se zakljuciti da se zrtva ,,borila za dah" tijekom utapanja
i takav slucaj je Cest prilikom nasilnih utapanja. Prilikom prolaska algi krvotokom kroz tijelo
njihove ljusturice se taloZze u organima, a najpogodnija za ekstrakciju ljusturica prilikom
istrazivanja je koStana srZ jer su ostali organi Cesto oSteceni ili u fazi raspadanja. KoStana srz
se tretira vru¢im dusi¢nim kiselinama, odredenim enzimima ili se spaljuje te se specificnim
postupcima izdvoje ljusturice dijatomeja nakon Sto se kostano tkivo ukloni. Za utvrdivanje
mjesta ubojstva analizirat ¢emo dijatomeje iz respiratornog sustava, krvozilnog sustava i

drugih (http://biologija.com.hr/modules/AMS/article.php?storyid=8273 ).

Tablica 1. Popis dijatomeja koje moze pronaci u organima utopljenika

ORGAN CESTO PRONADENE VRSTE
DIJATOMEJA

Plu¢a Achanthes minutissima, Cyclotella
cyclopuncta, Fragilaria brevistriata,
Navicula

Kostana srz Stephanodicus parvus, Navicula, Diatoma

Jetra Achanthes minutissima, Cocconeis
placentula, Fragilaria ulna, Navicula
lanceolata

Zeludac Achanthes minutissima, Cyclotella
Cyclopuncta, Gomphonema minutum

Bubreg Achnanthes biasolettiana, Navicula
seminulum

Crijevo Astrionella  formosa,Cyclotella  comensis,
Gomphonema pumilum, Nitzschia pura
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6. GLJIVE U FORENZICI

Gljive su velika i rasirena skupina u koju pripadaju plijesni (Slika 3.), gljive i kvasci.
Opisano je oko 100 000 vrsta gljiva, a postoji ih oko 1.5 milijuna. Imaju jedinstvene
karakteristike koje su korisne za forenziku. Veéina vrsta gljiva stvaraju spore koje se lako
prenose. Gljive imaju drugacija bioloska svojstva, reprodukciju i evolucijske karakteristike u
odnosu na druge patogene. Gljive su povezane sa svim fazama razgradnje tijela nakon smrti.
Zanimljivo je da su kvasci poput Candida albicans prirodno prisutni na ljudskoj kozi i
crijevima, te ¢e nakon smrti slijediti i njihova smrt. U procesu razgradnje proizvode velike
koli¢ine post mortem alkohola etanola, te zbog toga otezavaju forenzi¢nu istragu u prometnim
nesrecama u kojima se sumnja da je zrtva ili osumnjienik pod utjecajem alkohola. Ovaj
proces se moze zaustaviti dodatkom natrijevog fluorida koji zaustavlja daljnju proizvodnju

etanola i prisustvo C. albicans (Gunn, 2009).
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Slika 3.Ljudsko tijelo prekriveno plijesni. Tijelo je prvo balzamirano i zakopano pa je nakon

par mjeseci izvadeno zbog forenzi¢nog istrazivanja. (Gunn 2009).

Neke gljive proizvode mikotoksine koji su letalni i/ili imaju karcinogeni ucinak
(Budowle i sur. 2010). Mikotoksini su sekundarni metaboliti koje izluzuje gljiva da bi se

obranila od predatora. Mikotoksine oslobadaju gljive tijekom Zivota i/ili nakon smrti, a zatim
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se rasprsuju u okolni supstrat, stoga se mogu pojaviti u podruc¢jima u kojima nema gljiva. Ova
znaajka otezava procjenu sigurnosti toksi¢nosti tvari. Gljivica Aspergillus flavus je
saprotrofna i patogena gljiva s kozmopolitskom raspodjelom. Najpoznatija je zbog
kolonizacije zitarica, mahunarki i orasastih plodova. Proizvodi mikotoksine koji se nazivaju
aflatoksini, te su kancerogeni za vecinu sisavaca. Za vrijeme predsjednika Saddama Husseina
u Iraku provodilo se istrazivanje s aflatoksinima ovih gljiva kao biooruzje.

Psilocibinske gljive su gljive koje u sebi sadrze psihoaktivne spojeve psilocin i
psilocibin. Poznate su pod popularnim nazivom “Carobne gljive”, te se smatraju
psihodelicnom drogom. Neke od najpoznatijih psilocibinskih gljiva su Psilocybe Cubensis
(Slika 4.)(naj¢es¢e kultivirana i konzumirana), Psilocybe Semilanceata (veoma male gljive iz
hladnijih predjela), Psilocybe Azurescens (vjerojatno najpotentnije) i Psilocybe Cyanescens. U
pojedinim europskim drzavama posjedovanje i osobna konzumacija legalni su ili
dekriminalizirani, dok je u Hrvatskoj, tretiraju kao kazneno djelo, stoga je bitna njihova

forenziéna analiza.

Slika 4. Psilocybe Cubensis (http://mushroomobserver.org/138685)
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7. PRIKUPLJANJE UZORAKA

Prilikom sakupljanja forenzickih dokaza potrebno je nositi rukavice, cizme,
pregace/odijela, zastitne naocale, kirurSke maske i1 prekriva¢ za kosu kako bi se smanjila
kontaminacija i izlozenost potencijalnim patogenima (Slika 5.). Svi materijali koji dolaze u
dodir s uzorkom moraju biti sterilni i moraju biti konstruirani tako da se izbjegne bilo kakav
dodir s nesterilnim okolisem. Uzorci kukaca, tla, tkiva (odvojeno) mogu se staviti u sterilne
staklene bocice, tube ili mikrocentrifugalne tube ovisno 0 broju prikupljenih uzoraka. Sve
prikupljene uzorke za mikrobne analize treba sac¢uvati u 96-100% etanolu ili odmah smrznuti
(<-20 ° C). Najvaznije, spremnici uzoraka trebaju biti odgovaraju¢i oznaceni Koristeci
sljedec¢e informacije: datum, vrijeme, identifikacijski broj uzorka, broj slucaja (ako je
primjenjivo), zemljopisno mjesto (GPS koordinate) i ime ili inicijali sakupljaca. Pozeljno je
da ista osoba sakuplja sve uzorke.

Slika 5. Prikaz sakupljanja forenzickih dokaza na ljudskom lesu (preuzeto i prilagodeno iz
Carter i sur. 2017).
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8. PROCJENA POST MORTEM INTERVALA

Post mortem interval (PMI) je vrijeme koje je proslo od kad se dogodila smrt, u
forenzi¢nim istraZivanjima trenutno analizira pomocu tafonomije (znanstvena disciplina koja
se bavi istrazivanjem geoloskih i bioloskih procesa koji se odvijaju izmedu smrti nekog
organizma i njegovog kona¢nog stanja u stijeni) i pomoc¢u organizama Koji su nastanili

ljudske ostatke.

Ante Post
mortem smrt mortem

Grafikon 5. Slijed smrti

Vrijeme smrti je izuzetno bitan trag koji povezuje zrtve s osumnji¢enikom. U
odredivanju vremena smrti mogu se Kkoristiti beskraljeznjaci (ve¢inom zajednica
¢lankonozaca) , te u kojoj fazi je tijelo u raspadanju. Faze raspada ljudskog tijela se dijele na
svjezu fazu, napuhnutu fazu, fazu truljenja (putrefakcija) i fazu suhih ostataka. Za svaku fazu

postoje odredeni znakovi kako je raspoznati (Tablica 1. i Slika 5.).

Tablica 2. Prikaz karakteristika povezanih uz fazu raspada ljuskog tijela

FAZA RASPADA KARAKTERISTIKE

Svjeza Hladenje tijela, autoliza, hipostaza, lovor

mortis, rigor mortis

Napuhnuta Promjena boje koze, oticanje tijela, izlazak

jezika, curenje tekucina, razgradnja tkiva

Putrefakcija Gubitak koze i mekih tkiva, izlazak plinova,

aktivnost mikroorganizama i kukaca pada

Suhi ostaci Razlaganje usporeno, gube se maternica,
prostata, tetive, hrskavica, nokti, kosa, kostur

se dezintegrira
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SVJEZA FAZA
— Neposredno nakon
smrti. Zastoj krvi i

NAPUHNUTA FAZA cirkulacije.
~ Nakupljanje plinova. Talozenje krvnih
AKTIVNI 1zlazak tekuéina iz stanica. Modrenje.
RASPAD rana i otvora. Ukrudivanje
Kukei i aerobni misica. Autoliza.

mikroorganizmi }
ulaze u tijelo gdje

se hrane tkivom.
Sirenje
intenzivnog
mirisa.

NAPREDNI
RASPAD
Pad aktivnosti
kukaca i
mikroorganizama.
Gubitak koze i
mekih tkiva.

SUHI
OSTACI
Potpuno
nestajanje
koze i mekih
tikiva. Ostaju
samo

Slika 6. Opis faza raspada na slici ljudske ruke
(Preuzeto:https://www.nzgeo.com/stories/game-over/)

Cimbenici koji mijenjaju brzinu raspadanja: geografska lokacija, vrijeme, godine,
izlozenost suncu, zastiCenost (pokrivenost), zakopanost, objeSenost, potopljenost, rane i
infekcije, izloZenost vatri i kemikalijama. U vru¢im uvjetima raspadanje tijela se odvija puno
brze, u hladnijim uvjetima pak puno sporije, ako je osoba imala rane ili infekcije takoder se
raspada brze, stoga sve te parametre treba uzeti u obzir tijekom istrazivanja. Razvojem novih
tehnika sekvenciranja moguce je odrediti koji su mikroorganizmi prisutni na leSu, pa je

postupak procjene PMI postao jos laksi.
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Za znanstvena istrazivanja nije pogodno Koristiti ljudske leSeve pa se koriste surogati,
kao $to su svinja ili miS. Analizom koze svinjskog lesa koje je pomaknuto 2-3 sata nakon
smrti u Sumu je utvrdeno da 70% mikroorganizama pronadenih na lesu pripada koljenu
Proteobacteria i 20% koljenu Firmicutes. Uzorci uzeti od prvog do tre¢eg dana sadrze 40%
Proteobacteria, 40% Firmicutes. Uzorci prikupljeni petog dana pak sadrze oko 5%
Proteobacteria i 95% Firmicutes. Stoga ovaj omjer moZemo Koristiti u odredivanju faze
raspada oganizama koji se pronaSao u istim uvjetima na istom mjestu. Procjena PMI pomocu

mikroorganizama jo$ jedan je bitni faktor u rjesavanju zlo¢ina.

9. BIOTERORIZAM

Bioterorizam ukljucuje upotrebu mikroorganizama i njihovih toksina s nakanom
ozljedivanja, razbolijevanja ili ubijanja ljudi ili zivotinja, zbog osobnih, politi¢kih ili
socijalnih razloga (Primorac i sur. 2008). Uzro¢nici koji se mogu primijeniti u bioterorizmu
klasificirani su u tri kategorije: A-, B- i C-kategorija. Uzroc¢nici A-kategorije se lako prenose,
uzrokuju visoki mortalitet i imaju veliki javnozdravstveni ucinak (Tablica 3.). Uzro¢nici B-
kategorija rezultiraju srednjom stopom morbiditeta i niskom stopom mortaliteta, te zahtijevaju
poseban nadzor bolesti. Uzroc¢nici C-kategorije uzrokuju emergentne zarazne bolesti koji se
lako prenose zbog lake proizvodnje, a potencijalno mogu uzrokovati visoke stope morbiditeta

i mortaliteta, te veliki zdravstveni sok (Primorac i sur. 2008).

Tablica 3. Neki od uzro¢nika koji se mogu primijeniti u bioterorizmu podijeljeni po
kategorijama (preuzeto i prilagodenom na temelju Primorac i sur. 2008).

A-KATEGORIJA B-KATEGORIUA C-KATEGORUA

Antraks (Bacillus anthracis) | Bruceloza (Brucella species) Emergentne zarazne bolesti
urokovane npr. virusom Nipah ili
hantavirusima

Botulizam (Clostridium | Epsilon-toksin (Clostridium

botulinum toksin) perfringens)

Kuga (Yersinia pestis) UzroCnici  koji se prenose
hranom (Salmonella sp., E. coli,
Shigella)

Virusne vrucice  (Ebola, | Sakagija (Burkholderia mallei)
Marburg, Lassa, Machupo)

Melioidoza (Burkholderia
pseudomallei)

Psitakoza (Chlamydia psittaci)

Q-vrucica (Coxiella burnetii)

Epidemicni pjegavac (Rickettsia
prowazekii)
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Jedan od najpoznatijih bioloskih zloc¢ina dogodio se 1994. godine kada je
gastroenterolog namjerno ubrizgao svojoj djevojci virus HIV-a i hepatitisa C, tvrdeci kako joj
daje vitamin B. Zrtva se 1995. godine testirala i doznala da je HIV pozitivna, iako je 1994.
bila HIV negativna. Testiraju¢i njene bivse seksualne partnere dosli su do zakljucka da se nije
mogla, te nije imala doticaja s HIV prenositeljima. 1994. godine u zapisima gastroenterologa
se navodi da je izvadio krv HIV pozitivnoj osobi. Nakon analize virusa zarazene djevojke i
pacijenta kome je izvadena krv, utvrdeno je podudaranje virusa HIV-a. Pocinitelj je optuzen

za pokusaj ubojstva drugog stupnja.

Drugi poznatiji bioteroristicki napad dogodio se u SAD-u u rujnu 2001. godine. Dana
18. rujna i 9. listopada poslana su po dva pisma(Slika 6.) koja su sadrzavala spore antraksa u
uredni$tvo NBC-a 1 New York Posta, a zatim dvojici americ¢kih senatora. Kao rezultat toga

zarazeno je dvadeset dvoje ljudi, koznim 1 pluénim antraksom, od ¢ega je petero ljudi umrlo, a

pocinitelji nikada nisu otkriveni.
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Slika 7. Pisma sa sporama antraksa
(https://911reports.files.wordpress.com/2008/08/anthraxwrittenletters.jpg )
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10. ZAKLJUCAK

Moderniji pristup u mikrobiologiji i mikrobioloskoj ekologiji omogucio je razvoj
forenzi¢nih znanosti. Mikroorganizmi u forenzici imaju znatnu ulogu u procesu razgradnje,
ponajviSe u thu jer je tamo najzastupljeniji ovaj proces. U mnogim istraZivanjima najcesce se
spominju bakterije Actinobacteria, Firmicutes i Proteobacteria. Istrazivanjem ljudskih leseva
dolazi se do zakljucka da je vecina bakterija pronadenih na tijelu potekle iz tog tijela. Bilo
kakva promjena ove bakterijske zajednice moZe upucivati na neko trovanje ili neki drugi
dogadaj povezan s ubojstvom. Zanimljivo je da svaka osoba ima razli¢itu bakterijsku
zajednici na kozi ili slini, stoga se mogu koristiti kao identifikacijski dokaz. Razvojem
mikrobioloskih profila olakSalo bi se povezivanje ljudi, zivotinja, biljaka 1 drugih objekata

medusobno i s geografskim regijama u kojima se nalaze.

U slu¢aju utapanja analiziraju se dijatomeje pronadene u plu¢ima, Krvi, organima ili
kostanoj srzi utopljenika, te se moze zakljuciti da li je osoba ubijena namjerno ili je rezultat

nesretnog slucaja.

Gljive u forenzici ponekad mogu biti loSe jer ispustaju alkohol tijekom razgradnje, te
mogu biti lazni trag u slucaju ispitivanja konzumiranja alkohola od strane stradalog. Neke
mogu stvarati spore koje su za ljude kancerogene, a druge se pak mogu imati psihoaktivni

ucinak, te se koriste kao droga.

Istrazivanje prikupljenih tragova ne bi bilo dobro da osobe koje njima rukuju nisu
prikladno obucene tj. moraju se pridrzavati pravila kako bi se izbjegla kontaminacija, te
moraju znati adekvatno skladistiti prikupljeni uzorak koji ide dalje na analizu. Prilikom
analize potrebno je odrediti koliko je vremena proslo od kad je osoba umrla (post mortem

interval).

I na kraju, mikroorganizmi se mogu iskoristiti kao biolosko oruzje za masovno
uniStenje koje djeluje putem patogenih mikroorganizama (bakterija, virusa, toksina ili drugih

organizama Kkoji izazivaju bolesti).
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12. SAZETAK

Forenzi¢na znanost ukljucuje upotrebu znanosti u istrazivanjima pravnih i politickih
pitanja. Mikrobioloska forenzika je znanstvena disciplina posvecena analizi mikroorganskih

dokaza iz bioterorizma, biozloc¢ina ili tragova vezanih uz druge zlocine.

U ovom radu izlozen je kratki pregled mikroorganizama, ponajvise bakterija, gljiva i
dijatomeja ukljucenih u forenzi¢na istrazivanja. U istrazivanjima se najceS¢e Spominju
bakterije reda: Actinobacteria, Firmicutes i Proteobacteria. U slu¢aju utapanja najbitnije su
dijatomeje, a gljive su uz bakterije glavni stanovnici ljudskih 1 zivotinjskih leSeva. Najvaznije
je pravilno prikupiti uzorke, te odrediti post mortem interval, nakon ¢ega moZemo zakljuciti o
kakvoj se vrsti zlo¢ina radi. Primjena mikroorganizama i njihovih toksina s nakanom
ozljedivanja, razbolijevanja ili ubijanja ljudi, zivotinja ili biljaka, podrué¢je je kojim se bavi

bioterorizam.

13. SUMMARY

Forensic science involves the application of science to the investigation of legal and
policy matters. Microbial forensics is a scientific discipline dedicated to analyzing

micoorganisms evidences from a bioterrorism , biocrime, or traces of other crimes.

This paper presents a brief overview of microorganisms, mostly bacteria, fungi and diatoms
involved in forensic investigations. There are three phyla that have been observed regularly:
Actinobacteria, Firmicutes i Proteobacteria.ln the case of drowning the most important is
diatoms.Fungi and bacteria are the main inhabitants of human and animals corpses. It is most
important to collect the samples correctly and to determine the post-mortem interval, after
which we can conclude what kind of crime it is. The application of microorganisms and their
toxins with the intent of injuring, abusing or Killing people, animals or plants, is an area of

bioterrorism.
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