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Abstract

Cadaver decomposition is a natural phenomenon intimately affected by numerous organisms such as insects, fungi, animals,
and bacteria where they use the decaying body as their nutrition source. These organisms can be utilized in forensic science to
estimate the post-mortem interval (PMI). The post-mortem interval refers to the time that has passed since the death of a person
until the body was found. Forensic entomology is one of the popular approaches where successive colonization of insects on
cadaver is studied to estimate PMI. However, sometime this method does not provide consistent results due to lack of insect
activities during cold environment conditions or when crime scene is indoor. Therefore, a new approach is needed to aid forensic
scientists to estimate PMI. Recently, researchers have noted that microbial communities have shown a predictable and clockwise
successional pattern on decomposing cadavers and suggested this could be utilized to estimate PMI when this approach is etched
with other established methods. The purpose of this review is to summarize some of the studies that have been conducted on the
utility of microbial communities in estimating PMI and discuss the role of microbial communities in cadaver decomposition.
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1. Introduction

The post-mortem interval (PMI) or time since
death (TSD) is the period between death and recov-
ery of body. Estimating the post-mortem interval is
a fundamental task in forensic investigations. Deter-
mining the time since death is a critical component in
any investigation involving human remains, as it can
provide valuable information to help identify the vic-
tim, reconstruct the events leading up to death, and ul-
timately aid in the identification of the perpetrator(s).
The traditional methods of estimating PMI involve
several techniques. Firstly, gross changes that include
immediate changes such as algor mortis, livor mor-
tis, and rigor mortis (Clarke, Gomez, Singh, Nelson,
Brinkac, 2017). After these immediate changes, the
body undergoes decomposition as a result of autolysis

and bacterial putrefaction (Hau Teo, Osman, Ayunni
Ghani, Hazfalinda Hamzah, 2013). Secondly, temper-
ature changes are recorded by measuring multiple tem-
perature readings of the rectum, eyes, or ear (Baccino
et al., 1996, 2007; Rodrigo, 2016). Finally, forensic
entomology, which is the study of insects associated
with the dead body, is used to determine PMI (Chan-
dra, Sabharwal, 1968). Forensic entomology is a pop-
ular approach that examines the successive coloniza-
tion of insects on the cadaver to estimate PMI (Chan-
dra, Sabharwal, 1968). However, the accuracy of these
traditional methods is limited as they are affected by
various factors such as temperature, humidity, and the
condition of the body (Houtz et al., 2022). In recent
years, modern techniques such as molecular and bio-
chemical analyses have been introduced to overcome
the limitations of traditional methods and provide
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estimation of PMI. Molecular techniques such as RNA
sequencing and gene expression profiling are used to
detect changes in gene expression patterns after death,
which can provide information on the time since death
(Belk et al., 2018; Brooks, 2016). Biochemical analy-
ses such as the measurement of specific metabolites
and proteins in body fluids are also used to estimate
PMI (Buyer, Sasser, 2012; Hill et al., 2000; Ritchie,
Schutter, Dick, Myrold, 2000). The combined use of
traditional and modern techniques can provide better
and more accurate estimates of PMI. These methods
have the potential to make progress in the field of fo-
rensic science and improve the accuracy of PMI es-
timation, which is crucial in criminal investigations.

The activity of microbial communities and cadaver
decomposition are strongly connected processes (Co-
baugh, Schaeffer, DeBruyn, 2015). The changes in de-
composition and by-products are deciding factors for
the growth of the microbiome. Several animal mod-
els such as pigs (Chin, Marwi, Jeffery, Omar, 2008;
Connor, Baigent, Hansen, 2018; Zhang, Widmer, Tzi-
pori, 2013), mice (Heimesaat et al., 2012; Metcalf et
al., 2013), and even human cadavers (Bucheli, Lynne,
2016; Huttenhower et al., 2012) have been used to
study the microbial activity during cadaver decom-
position. Together, these studies have allowed us to
assess the functional and taxonomic microbial com-
munities during different decomposition stages and
their role in corpse decomposition (Hyde, Haarmann,
Petrosino, Lynne, Bucheli, 2014; Metcalf et al., 2013,
2016; Pechal et al., 2014). As the decomposition pro-
gresses, a distinctive shift from aerobic bacteria (e.g.,
Bacteroides spp.) to anaerobic bacteria (e.g., Clostrid-
ium spp.) has been noted (Hyde, Haarmann, Lynne,
Bucheli, Petrosino, 2013; Pechal et al., 2013). Several
recent studies have clarified that during the process of
cadaveric decomposition, these microbes have the po-
tential to construct a “post-mortem microbial clock”
to assess the PMI of the cadaver (Damann, Williams,
Layton, 2015a; Metcalf et al., 2013; Pechal et al.,
2013). Proteus spp., Streptococcus spp., Aggregati-
bacter spp., Ignatzschineria spp., Acinetobacter spp.,
and Prevotella spp. are among bacteria that could be
used for microbial clock (Carter, Tibbett, 2006; Guo
et al., 2015; Melvin, Cronholm, Simson, Isaacs, 1984;
Vass, 2001).

2. Next generation sequencing (NGS)
technologies for identification of post-mortem
microbial communities

The field of forensic science has made significant
advancements in recent years, with the development
of innovative technologies for the identification of
microbes and their successional analysis after death.
Next generation sequencing technologies have helped
the field of microbial ecology, enabling scientists to
identify and characterize microbial communities with
unparalleled speed and precision. NGS technologies
can be used to identify microbial communities in a va-
riety of environments, including decomposing cadav-
ers. By analysing the DNA of microorganisms present
in a sample, researchers can identify specific taxa and
quantify their abundance. This information can then be
used to construct a picture of microbial succession over
time, which can be used to estimate the PMI of a ca-
daver. Recent studies have demonstrated the potential
of NGS technologies for forensic analysis. One of the
key advancements in NGS for post-mortem microbiol-
ogy has been the development of high-throughput se-
quencing technologies that can process large numbers
of samples simultaneously (Laudadio et al., 2018).
These techniques have enabled researchers to study
microbial communities across different post-mortem
intervals and across different body sites. By comparing
the sequences obtained from environmental samples to
established databases, researchers can precisely iden-
tify the microbial composition, shedding light on the
diversity and dynamics of microbial communities in
diverse ecosystems. Metagenomic sequencing, shot-
gun sequencing, whole genome sequencing, and am-
plicon sequencing are molecular biology techniques
employed for diverse genetic analyses. Metagenom-
ic sequencing is a technique used to analyze genetic
material in mixed samples containing genetic materi-
al from multiple organisms, allowing for the analysis
of complex microbial communities or environmental
samples. It allows the analysis of all the genetic mate-
rial in a sample, including both microbial and human
DNA (Petrosino, Highlander, Luna, Gibbs, Versal-
ovic, 2009). This approach has been used to identify
the microbial taxa present in post-mortem samples, as
well as to infer the metabolic potential of these com-
munities. For example, metagenomic sequencing has
been used to identify microbial taxa associated with
decomposition and putrefaction, as well as to identify
potential microbial markers of time since death (Cao
et al., 2021; Kim et al., 2020; Pechal et al., 2014).
Within whole genome sequencing, shotgun sequenc-
ing is a specific technique used to randomly fragment
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and sequence the genome, followed by computational
assembly. Amplicon sequencing is a targeted DNA se-
quencing technique that can be used to analyze specif-
ic regions of the genome, including 16S rRNA genes
for bacteria and archaea. It involves amplifying the
target regions using PCR before sequencing, enabling
the study of genetic diversity within specific taxonom-
ic groups. 16S rRNA sequencing is primarily used for
bacteria and archaea, 18S rRNA for eukaryotic micro-
organisms like protists, and ITS (internal transcribed
spacer) for fungi. These regions of genetic material are
relatively conserved within species but vary between
them, making them invaluable for distinguishing and
classifying microorganisms. NGS technologies such
as 16S rRNA gene sequencing and metagenomic se-
quencing were used extensively in the Human Micro-
biome Project (HMP) to identify and analyze micro-
bial communities in various parts of the human body,
including the gut, skin, oral cavity, and vagina (Hut-
tenhower et al., 2012). These technologies enabled
the identification of previously unknown microbial
species and the discovery of new microbial functions.
Finally, the development of computational tools and
algorithms has greatly improved our ability to analyze
and interpret NGS data in the context of post-mortem
microbiology. Collectively, these sequencing method-
ologies contribute to a deeper understanding of mi-
crobial communities in diverse environments, ranging
from the human gut to soil ecosystems. The choice of
a specific method depends on the research objectives
and questions being investigated.

3. Succession of microbial communities in
decomposition

The Human Microbiome Project has shown that mi-
crobiomes associated with different cadaveric decom-
position stages can be drastically different from those
of healthy humans. Different microbial communities
can be found at different stages of decomposition and
in different locations as well (Huttenhower et al., 2012;
Metcalf et al., 2013) such as microbes present in mouth
are different from rectum (Guo et al., 2015). The rectal
microbial community is often associated with Gamma-
proteobacteria and is regularly exposed to soil and fe-
ces, resulting in a bacterial profile comparable to that
of these sources (Hayashi, Sakamoto, Kitahara, Benno,
2003; Wagner, 2008), while microbial communities in
the oral cavity differ from those of the gastrointestinal
tract (GIT) during the bloating stage of decomposition
(Huttenhower et al., 2012). In a study, Hyde et al. (2014)
observed Ignatzschineria spp. and Wohlfahrtimonas spp.

at the bloat and purge stage and Acinetobacter spp. at the
skeletonized stage in human cadavers. This shift suggests
that the bacterial community structure changes as the de-
composition process advances, and the body’s environ-
ment undergoes transformations. These types of bacteria
are commonly found in association with insect activity
during decomposition. Bacterial samples were collected
from multiple sites on two outdoor placed decomposing
cadavers. The analysis involved 454 pyrosequencing and
examination of variable regions V3—V5 of the bacterial
16S rRNA gene. Entire community of microorganisms
that are involved in the decomposition of a dead orga-
nism, including those found both on the surface and insi-
de the body are called necrobiome, including both epine-
crotic and thanatomicrobiome (Javan, Finley, 2018). This
community includes bacteria, fungi, viruses, and other
microorganisms that work together to break down the or-
ganic matter of the dead organism. Both of these commu-
nities play essential roles in the decomposition process,
and their interactions with each other are critical for the
efficient cycling of nutrients and energy in ecosystems.

4. Epinecrotic microbiome

The term “epinecrotic microbiome” refers to the
microbial communities that colonize the surface of
a decaying organism during decomposition. These
communities are dominated by aerobic and facultative
anaerobic bacteria that use oxygen to break down com-
plex organic compounds, such as carbohydrates and
amino acids, into simpler compounds. Several studies
have investigated the use of epinecrotic communities
to estimate post-mortem interval. For instance, a study
by Metcalf et al. (2013) found that the bacterial com-
munities on carcasses changed predictably over time
and that the changes could be used to accurately esti-
mate PMI. The study used high-throughput sequenc-
ing to analyze the bacterial communities present on
decomposing mouse carcasses at regular intervals up
to 48 hours post-mortem. The authors developed a mi-
crobial clock model based on the relative abundance
of specific bacterial taxa that changed in abundance
over time to estimate PMI. The authors suggest that
this approach could have important applications in fo-
rensic investigations, particularly in cases where tra-
ditional methods for estimating PMI are not feasible.

5. Thanatomicrobiome
The thanatomicrobiome refers to the microbial

communities that colonize the internal organs (such
as the brain, heart, liver, and spleen) and blood of
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a corpse during the post-mortem period (Javan, Fin-
ley, 2018). These communities are characterized by
anaerobic bacteria, which thrive in the absence of ox-
ygen and are responsible for breaking down the more
complex organic compounds. The thanatomicrobiome
undergoes a successional process where the microbes
within the host body colonize, grow, and eventually
perish, leading to a shift in the overall community
composition as the host continues to decompose over
time (Javan et al., 2016b). As the thanatomicrobiome
is already present inside the corpse, it is generally less
influenced by external environmental factors that af-
fect the necrobiome (Roy, 2020). Studies have shown
that the thanatomicrobiome undergoes a predictable
and sequential succession of microbial communities
during decomposition, and that the composition and
abundance of these communities can be used to es-
timate PMI (Can et al., 2014; Javan, Finley, Smith,
Miller, Wilkinson, 2017; Javan et al., 2016b).

6. Microbial succession at different body site
after death

The succession of microbial communities after
death is a complex process that involves the growth
and decay of different microbial species. Figure 1
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Proteobacteria)

Bone
(Proteobacteria,
Firmicutes,
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shows the distribution of bacterial taxa at different or-
gan sites. It shows the abundance of various bacterial
taxa in at different site of body including skin, mouth,
gut, liver, oral cavity, heart, spleen and bone.

6.1. Oral cavity microbiome

The oral cavity harbours a large number of micro-
bial communities that have been explored by several
authors in relation to PMI. Recently, Zhao, Zhong, Hua
(2022) successfully estimated the post-mortem inter-
val from the over a period of 59 days, selecting 12 time
points within the PMI for bacterial community struc-
ture analysis. The sequencing of the V3-V4 region of
the bacterial 16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene on
the Ion S5 XL platform revealed significant changes in
oral microorganisms during decomposition. At each of
the 12-time intervals over the course of the 59-day pe-
riod, they discovered three genera of bacteria (4topos-
tipes spp., Facklamia spp., and Bacillus cereus) that
displayed a linear association. Planococcaceae was
identified as best feature throughout the last six time
points. They used the oral microbiome to establish
a mathematical model. Similarly, Adserias-Garriga et
al. (2017) used a metagenomic approach to identify the
microbial communities of the oral cavity. Study sub-
jects included three people — one male and two female
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Fig.1. Presence of post-mortem microbial communities at brain (Can et al., 2014; Javan et al., 2017; Javan et al., 2016b), skin
(Javan et al., 2016b), liver (Can et al., 2014; Javan et al., 2017; Javan et al., 2016b), bone (Damann et al., 2015a), oral cavity
(Javan et al., 2016b), heart (Can et al., 2014; Javan et al., 2017; Javan et al., 2016a), large intestine (DeBruyn, Hauther, 2017)
and spleen (Can et al., 2014; Javan et al., 2017; Javan et al., 2016b).
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— who donated their bodies to the University of Ten-
nessee Forensic Anthropology Center’s W. M. Bass
Donated Skeletal Collection. Daily oral swab samples
were collected throughout the various cadaveric pu-
trefaction stages. With the aid of next-generation se-
quencing methods, DNA was extracted and examined.
The overall successional changes in all three cadavers
during the decomposition process were comparable.
In the fresh stage, Firmicutes and Actinobacteria are
the predominate phylum. Tenericutes are indicative of
the bloat stage. Although the phylum Firmicutes pre-
dominates in advanced decay, this Firmicutes commu-
nity is distinct from that of the fresh stage. In another
study, 24 oral cavity samples from mouse models were
investigated to determine the correlation of oral mi-
crobes with post-mortem interval (Dong et al., 2019).
The results revealed distinct changes in the composi-
tion of oral bacteria as the decomposition progressed.
Notably, specific bacterial species were found to be
significantly correlated with the post-mortem interval
at different taxonomic levels. To enhance the accuracy
of PMI estimation, the researchers constructed linear
regression models between the relative abundance of
these bacterial species and the post-mortem interval.
Among the identified species, Gammaproteobacteria
and Proteus spp. emerged as the most promising can-
didates for inferring the post-mortem interval, particu-
larly for late stages of decomposition.

6.2. Gut and internal organs

Several authors have explored the microbiome
of the gut and internal organs during the decomposi-
tion process. For instance, Liu et al. (2021) conduct-
ed a study using 16S rDNA sequencing to determine
the similarities and differences in the succession of
the microbial community during mouse decompo-
sition, focusing on the intestine. They observed that
Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria were
dominant phyla in all samples. DeBruyn and Hauther
(2017) also investigated the changes in the microbi-
al community of the gut region during the decompo-
sition of a human cadaver through the utilization of
16S rRNA gene amplicon sequencing. The research-
ers examined four individuals, ranging from 62 to 67
years, and exhibited a weight range of 56 to 77 kg.
Importantly, all four individuals passed away from
natural causes. To access the gut microbiota, a small
incision was surgically made in the abdominal area,
and sterile swabs were carefully employed to collect
gut material from the caccum. Following each sam-
pling, the incision was securely sealed with tape. This
process was repeated on a daily basis until the tissues

within the cadavers had undergone such advanced de-
cay that they could no longer be identified or analyzed.
Their research revealed that the richness of microbial
communities increased while diversity decreased over
time. Additionally, Bacteroidales decreased, where-
as Clostridiales and Gammaproteobacteria increased
as the decomposition progressed. These studies shed
light on the dynamics of the gut and internal organ
microbiomes during decomposition, providing valua-
ble insights into the changes in bacterial composition
over time. Recently, Hu et al. (2021) identified the
human cadaver intestinal microbial community from
the vermiform and colon and observed a significant
difference in the microbial communities of both sam-
ples within PMI 5-192 h. Firmicutes, Proteobacteria,
and Bacteroidetes were found prominent in samples
and demonstrated a predictable change after death. In
addition, a predictable successional pattern in Firmi-
cutes, Bacteroidetes, and their respective subclasses
from these samples were observed. This site exhib-
its predictable successional changes which could be
utilized for PMI estimation and for gaining a better
understanding of the intrinsic microbial ecology of
decomposition. Moreover, study suggested that ver-
miform is a better sampling site to study microbial
succession than colon.

Internal organs generally have lower microbial
populations compared to areas like the skin and gut
during an individual’s lifetime, although they are not
entirely sterile. After an individual’s death, the break-
down of barriers can lead to changes in microbial
distribution and activity. Microorganisms utilize the
nutrient fluid released due to cell autolysis and tissue
breakdown. The microbiome exponentially predomi-
nates after metabolizing this fluid during putrefaction.
By estimating the specificity and abundance of micro-
bial communities in association with different organs,
amicrobial clock could be established (Metcalf, 2019).

Burcham et al. (2019) conducted a study using
a controlled mouse model to investigate changes
within the microbial population’s structure and func-
tion across various body organs, including the heart,
spleen, bone marrow, lungs, and intestine. This study
contributes to the emerging field of metagenomics by
offering insights into expressed microbial genes, mi-
crobial species transmigration, and structural changes.
The researchers employed a combination of bacterial
taxonomy and meta-transcriptomic analysis to gain
insights into the decomposition process. Additional-
ly, the study examined the influence of environmental
factors on the microbial community during decom-
position and ultimately deduced that both environ-
mental conditions and the individual characteristics
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of the host have a significant impact on the decom-
position process, leading to alterations in the rate of
decomposition.

It was noticed in a study that under restricted en-
vironmental conditions, decomposition in internal or-
gans progresses at a normal rate, but when it decom-
poses slowly compared to other areas where microbial
communities from gravesoil and aquatic ecosystems
invade (Preiswerk, Walser, Ebert, 2018). Among all
the organs, reproductive organs are the last to decay,
and they have higher alpha diversity than non-repro-
ductive organs. In addition, they have significantly dif-
ferent microbiomes during decomposition. Examining
organ tissues from 40 Italian cadavers, ranging in time
since death from 24 to 432 hours, the study conduct-
ed by Lutz et al. (2020) focused on brain, heart, liver,
spleen, prostate, and uterus tissues collected during
autopsy. Interestingly, the uterus and prostate dis-
played significantly higher alpha diversity compared
to other anatomical sites. These reproductive organs
also exhibited distinct microbial community composi-
tions divergent from non-reproductive organs, which
were found to be dominated by bacterial orders like
MLEI-12, Saprospirales, and Burkholderiales. In
contrast, reproductive organs showcased a dominance
of Clostridiales and Lactobacillales, accompanied
by a notable reduction in the relative abundance of
MLEI-12.

6.3. Skin and gravesoil

Metcalf et al. (2013) conducted a study involv-
ing mice carcass skin and grave soil, revealing the
presence of Gammaproteobacteria in both scenarios.
Moreover, the dominance of the family Pseudomona-
daceae was observed over the mouse skin. Converse-
ly, Pechal et al. (2014) observed substantial quanti-
ties of Moraxellaceae bacteria on the skin of a swine
carcass during the initial 24 hours of decomposition,
with decreasing numbers as decomposition advanced.
These findings underscore the potential significance
of the Moraxellaceae family as decomposers across
various hosts. Clostridia, a diverse class of Bacillota,
are widespread in animals, soil, and decaying vegeta-
tion (Wells, Wilkins, 1996). While a variety of species
have been identified in human clinical samples, few
are consistently linked to human disease. Clostridi-
um and Clostridiaceae were found on both carcass of
investigation done (Metcalf et al., 2013) and (Pechal
et al., 2014), which is likely due to their ubiquitous
nature. Metcalf et al. (2013) also found Clostridium
in association with the mice carcass as well as the
grave soil samples but did not report the presence of

Clostridiaceae. Similarly, Pechal et al. (2014) reported
the presence of Clostridiaceae on pig carcass but could
not find Clostridium. Notably, the Clostridiaceae fam-
ily, alongside Xanthomonadaceae and Moraxellaceae,
plays a pivotal role in the cadaver decaying process.
Nevertheless, a comprehensive statistical analysis is
required to ascertain whether these bacterial species
can be characterized as generic decomposers.

To learn more about microbial community suc-
cession patterns, researchers have studied decompo-
sition at the skeletonized stage. Damann et al. (2015a)
conducted a study at the University of Tennessee An-
thropology Research Facility (ARF) to investigate the
microbial communities associated with human de-
composition. Specifically, researchers collected single
lower rib samples from 12 bodies in different stages of
decomposition and three soil samples to unravel the
impacts of decomposition and the passage of time on
bacterial communities using high-throughput sequenc-
ing of the 16S rRNA gene. Proteobacteria was the
dominant phylum across all stages of decomposition,
with Alphaproteobacteria and Gammaproteobacteria
being the primary subgroups. As decomposition pro-
gressed, the relative abundance of Alphaproteobacte-
ria increased, while Gammaproteobacteria decreased.
Firmicutes and Bacteroidetes, common phyla in the
human gut, were also prominent in the samples. Act-
inobacteria and Acidobacteria, more commonly found
in soils, became more prevalent in later decomposition
stages and dry remains.

Similarly, in another study, Thomas et al. (2017)
posed two hypotheses. First, they hypothesized that,
in contrast to early phases of decomposition, the mi-
crobial diversity in soil would change during the lat-
er stage of decomposition, known as skeletonization.
Second, they suggested that gravesoil strata would
have comparable microbial taxa, similar to control
soil. They used 16S rRNA gene sequencing to com-
pare the microbial communities in burial soil layers
from skeletonized bodies with control soil samples
in order to verify these ideas. According to the find-
ings, Acidobacteria predominates in both treated and
untreated soil strata. Proteobacteria were interestingly
less commonly found in skeletonized gravesoil.

For buried human remains, post-mortem microbial
succession in grave soil has yet to be fully explored.
The restricted oxygen and moisture levels and con-
stant temperature in the soil surrounding buried bodies
support an amazingly diverse collection of microbial
species found in the more variable soil surface envi-
ronment (Thomas et al., 2017). Olakanye and Ralebit-
so-Senior (2022) identified and tracked the shift of
these microbiomes and stated that such microbiomes
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could be tracked to identify grave emptying. This pre-
liminary study focused on monitoring changes in sub-
surface soil microbial communities as indicators of the
time elapsed since exhumation, using juvenile pig (Sus
scrofa domesticus) cadavers as proxies for human re-
mains. The study identified specific bacterial taxa that
were indicative of different post-burial intervals and
events. For example: Xanthomonadales and Xantho-
monadaceae were indicators of the spring-summer
season. Verrucomicrobiaceae (family) were also in-
dicative of post-burial intervals >150 days. Hydrog-
enophilales and Hydrogenophilaceae, Clostridiales
and Clostridiaceae 1, and Bacteroidales were identi-
fied as markers of different time points since exhuma-
tion, possibly indicating specific stages of microbial
community succession in response to the decomposi-
tion process.

In the same year, Emmons et al. (2022) conducted
research to determine the composition and function of
microbiomes from bone and grave soil samples. Fur-
thermore, the results were compared with the sequenc-
es of the American Gut Project, where samples were
from exposed decomposing cadavers. Untargeted me-
tabolomics was also applied to some subset of samples
to determine the relation of microbiomes with the ca-
davers. Similarities between microbiomes were found
between surface deposition bones and shallow bones
with grave soil, while gut samples showed similarities
with deeper soil samples where anaerobic taxa were
prominent. Akin to other previous studies, Procopio et
al. (2019) noted the abundance of Proteobacteria, Fir-
micutes, and Bacteroidetes at specific PMI. A decrease
in the richness of the microbial community was ob-
served after two months from the death, and Bacteroid
spp. were found to be present in the soil even after six-
month PMI. In addition, Iancu, Necula-Petrareanu,
Purcarea (2018) characterized microbial communities
from shallow graves and provided the first quantita-
tive data on Enterococcus faecalis and Clostridium
paraputrificum. This study investigated the succession
of necrophagous insect species and bacterial com-
munities on swine carcasses to estimate PMI during
a 7-month period that covers the winter and spring
periods in Bucharest, Romania. They found Actino-
bacteria in greater abundance and lesser abundance of
Bacteroidetes in their study. Moreover, at high temper-
atures, Firmicutes were the most dominant, and at low
temperatures, Proteobacteria were the most dominant.

7. Universal presence of Clostridium

Clostridium is a genus of bacteria commonly found
in soil and in the gut of humans and animals. Clostridi-
um spp. can produce spores in dead or decaying tissues,
leading to their widespread presence in dead bodies.
However, the abundance and diversity of Clostridium
species in dead bodies can vary depending on a range
of factors, such as the time since death, the presence
of other microorganisms, and environmental condi-
tions. Some species of Clostridium are also capable of
producing toxic compounds, such as clostridial toxins,
which can contribute to the degradation of tissues and
influence the progression of decomposition. In foren-
sic science, the presence of Clostridium spp. can be
used as an indicator of the PMI and can help to estab-
lish a timeline for the events leading up to death. The
abundance and diversity of Clostridium spp. in dead
bodies can also provide information about the environ-
mental conditions and microbial interactions that oc-
curred during decomposition. In a study, Clostridium
spp. was found to be ubiquitous during human decom-
position and was named the “post-mortem Clostridi-
um effect” (Javan et al., 2017). This study also demon-
strated that Clostridium spp. is abundant at both short
and long PMI. Phylogenetic analysis was performed
using the V4 vs. V3-V4 hypervariable region from liv-
er and spleen samples of 27 male and 17 female de-
creased individuals. This research explained three fac-
tors responsible for this phenomenon of the ubiquitous
presence of Clostridium spp.: first, the ability to dou-
ble in a short span of time; second, the transmigration
ability of Clostridium spp. by digesting the collagen
fibre, which may hinder microorganisms from spread-
ing to other regions of the body due to the presence
of collagenolytic protease in them, which is present
in only a few microorganisms; third, the development
of anaerobic conditions after death that facilitate the
microbe to grow more efficiently. In cardiac tissues,
recently, another study confirmed the post-mortem
Clostridium effect in human cadavers. A survey on
post-mortem microbiomes in cardiac tissues from
10 deceased individuals across a range of time since
death (658 hours) was conducted (Bell et al., 2018).
This survey employed amplicon-based sequencing tar-
geting the V1-2 and V4 hypervariable regions of the
16S rRNA gene. The outcomes revealed statistically
significant (p < 0.05) sex-dependent variations in the
amplicons. Notably, Clostridium spp., Pseudomonas
spp., Pantoea spp., and Streptococcus spp. exhibited
the highest enrichment levels across both V1-2 and V4
regions. Similarly, a few other authors have also noted
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this post-mortem Clostridium effect (Burcham et al.,
2019; Pechal et al., 2018).

8. Microbial clock

A microbial clock refers to a computational mod-
el that uses changes in the microbial community over
time to estimate the PMI. The concept behind the mi-
crobial clock is that various microorganisms exhibit
different growth and decay patterns, and by monitoring
changes in the abundance of specific microbial taxa,
it is possible to determine how long a body has been
deceased. The progression of microbial communities
follows a predictable and sequential pattern, which
can be utilized to create a “post-mortem microbial
clock” to estimate the PMI (Belk et al., 2018; Johnson
et al., 2016; Metcalf et al., 2013, 2016). Mathematical
models have been developed for microbial data sets
to better predict the successional patterns of microbes
from decomposing cadavers with more accuracy using
complex microbiome data. Regression models may be
developed to include microbial quantification as a pre-
dictive feature, with a correlation between the com-
position of microbial communities and the decay time
point determined. Studies in this field have employed
model-based statistical approaches, including expo-
nential decay models based on the reduction in micro-
bial communities with an increase in PMI abundance
of microbial taxa (Hauther et al., 2015) and indicator
species model-based analysis (Pechal et al., 2014).
Microbial datasets are complex and can be classified
using machine learning methods. Many researchers
have used algorithms such as K-nearest neighbors,
Random Forest, and K-nearest to predict PMI (Deel
et al., 2019). Belk et al. (2018) addressed knowledge
gaps to create robust random forest regression models
for calculating PMI. Sequencing datasets of universal
genes (16S rRNA, 18S rRNA, ITS gene region) ob-
tained from multiple studies of decomposing cadavers
can be useful in constructing predictive models for
estimating PMI from successional microbial research.
To predict PMI using these mathematical algorithms,
data samples should be gathered at regular intervals
from various locations during decomposition (Deel
et al., 2019). However, there are some limitations
and knowledge gaps when utilizing these microbial
clocks, such as uncertainty about the most depend-
able time duration of the microbial clock, the envi-
ronmental factors that can increase microbial clock
accuracy, and which sample site is more suitable for
successional study using machine learning techniques.
These limitations could be addressed by increasing

research in this area and further refining, validating,
and standardizing NGS techniques for the better ap-
plication of microbial profiling in legal investigations
and PMI estimation. Table 1 lists the predominant mi-
crobial taxa and their abundance during each stage of
decomposition, along with the animal model used in
the study. It is evident that there is a distinct shift in
the microbial communities during the various stages
of decomposition, as observed in all animal models.
The table highlights the role of specific microbial taxa
in corpse decomposition and provides valuable infor-
mation that could be used to develop a microbial clock
for estimating PMI.

9. Challenges and ethical acceptance

One major challenge in using microbial communi-
ties for PMI estimation is the lack of standardization
in sample collection, preservation, and sequencing
methods. Variations in these factors can significantly
affect the composition of the microbial community,
leading to inaccurate PMI estimations. Additionally,
environmental factors such as temperature, humidi-
ty, and the type of soil in which the body is buried
can also influence the microbial community’s com-
position (Carter, Yellowlees, Tibbett, 2007). Another
challenge is the complexity of analysing microbial
community data. Microbial community data analysis
involves dealing with high-dimensional data, taxo-
nomic classification, and functional inference, which
require sophisticated computational tools and exper-
tise. Moreover, the dynamics and temporal changes
of microbial communities over the decomposition
process add another layer of complexity to the analy-
sis (Pechal et al., 2018). Site-specific models for PMI
estimation are also required as the microbial commu-
nity composition can vary significantly among differ-
ent body sites (Metcalf et al., 2013). Although most
of the studies in this area are from the United States,
microbial community colonization can vary from one
location to another and even between regions of the
same country (Adserias-Garriga et al., 2017; Hauther
et al., 2015; Hyde et al., 2013). Therefore, knowledge
of the microbial communities present in the surround-
ing environment and the host’s microbiome compo-
sition can be helpful. Studies on the identification
and succession of microbial communities in aquatic
environments have been conducted and found to be
useful for determining PMI. However, further research
is needed to validate these findings. Additionally, the
microbial community in water may enter the body and
interfere with the proliferation of other microbes that
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Table 1

Association of prominent microbial taxa with different decomposition stages of different animal models
References Specimen Microbial findings Estimated PMI
(Can et al., 2014) | Blood, brain, heart, liver | Clostridium spp. in heart, liver, spleen and 20-240 h PMI

and spleen

Lactobacillus spp. in blood were prominent
bacterial species observed

(Hyde et al., 2013)

Intestine, oral cavity
and skin

Aerobic to anaerobic bacterial shift was noted.
Firmicutes, Actinobacteria and Bacteroidetes
were prominent

0-30 days decomposition

(Tuomisto et al.,
2014)

Pericardial fluid, blood,
liver, portal vein and
mesenteric lymph node

Escherichia spp., Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp. and Clostridium spp.
were prominent

1-7 days

(Damann et al., Lower rib Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroides, 571-18,918 accumulated day
2015b) Actinobacteria, Acidobacteria and Chloroflexi | degree decomposition (ADD).
were prominent phyla ADD is calculated by summing

the daily mean temperatures
(usually in degrees Celsius or
degrees Fahrenheit) over a period
of time and comparing it to a
base temperature

(Hauther et al., Proximal large intestine | Bacteroides spp. and Lactobacillus spp. 9-20 days decomposition

2015) declining abundance was noted to estimate

PMI

(Javan et al.,
2016b)

Brain, heart, liver, and
spleen, buccal cavity,
blood

Higher abundance of Pseudomonas spp. and
Clostridiales were found in female cadavers
while male cadavers have higher abundance
of Clostridium spp. and Streptococcus spp. as
decomposition progress

3.5-240 h PMI

(Adserias-Garriga

Oral cavity

Firmicutes and Actinobacteria were found

0-12 days decomposition

etal., 2017) prominent during decomposition
(DeBruyn, Proximal large intestine | Significant decline in Bacteroidetes 0-800 accumulated day degrees
Hauther, 2017) (caecum) while increase in Clostridiales and decomposition
Gammaproteobacteria
(Javan et al., 2017) | Liver and spleen tissues | Post-mortem Clostridium effect was observed | 4-8 h PMI
(Pechal et al., External auditory canal, | Decline in Actinobacteria and Bacteroidetes 1-73 + h PMI
2018) eyes, nares, mouth, with increase in abundance of Proteobacteria
umbilicus and rectum was observed as decomposition progresses
(Hu et al., 2021) Gut microflora samples | Firmicutes, Bacteroidetes, and their respective | 5-192 h PMI

were collected from the
vermiform appendix
and the transverse colon

subclasses

(Wallace et al., Skin Most abundant families were Moraxellaceae, | 07415 + accumulated degree
2021) Burkholderiaceae (Proteobacteria), and hours (ADH)
Clostridiaceae (Firmicutes)
(Houtz et al., Small intestine, large Lactococcus spp., Serratia spp., and 0-72 h PMI
2022) intestine, ceca, and a Clostridium spp.

cloacal swab

(Zhao et al., 2022)

Oral cavities

Atopostipes, Fack lamia and Bacillus cereus
were linearly correlated at all 12 time points in
the 59-day period

0-59 days decomposition

invade the cadaver. Lastly, ethical and legal issues
arise when using microbial communities for PMI es-
timation, such as concerns over privacy, consent, and
potential misuse of the data. The use of microbial data
has the potential to reveal sensitive information about
individuals, including their genetics, health status, and

susceptibility to diseases. Changes in the microbiome
may be associated with various health conditions, such
as gastrointestinal disorders and autoimmune diseases.
By analysing microbial data, researchers may infer in-
formation about an individual’s overall health or spe-
cific health conditions. For example, in some cases,
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microbial data may be combined with other informa-
tion (e.g. medical records, demographics) that could
potentially lead to the identification of individuals.
Even without direct identification, the data might still
be sensitive. Depending on the source of the microbi-
al samples, obtaining informed consent from donors
or their legal representatives may be necessary to en-
sure that individuals are aware of how their data will
be used. Therefore, ethical guidelines and regulatory
frameworks are necessary to ensure that the use of mi-
crobial communities for PMI estimation is conduct-
ed responsibly and transparently. Clear and informed
consent procedures should be established for sample
collection and data use, especially if the samples are
obtained from human subjects. Overcoming these
challenges requires interdisciplinary efforts involving
forensic scientists, microbiologists, bioinformaticians,
and ethicists.

10. Conclusion

In conclusion, the estimation of the PMI is a cru-
cial aspect of forensic investigations involving human
remains, and traditional methods have been limited in
accuracy due to various factors. Recent studies have
introduced modern techniques, such as molecular and
biochemical analyses, to overcome these limitations
and provide more accurate estimates of PMI. How-
ever, microbial communities associated with cadaver
decomposition have also been found to play a cru-
cial role in PMI estimation, and recent research has
revealed that these communities have the potential to
construct a post-mortem microbial clock to assess the
PMI of the cadaver. Several studies have demonstrat-
ed that the succession of microbial taxa is associated
with different decomposition stages of animal models,
and that specific taxa can be used as markers for PMI
estimation. These findings can provide more accurate
estimates of PMI. However, further research is needed
to validate the use of microbial communities for PMI
estimation in humans.
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JAK ROZSZYFROWAC MIKROBIOLOGICZNA SYGNATURE
SMIERCI - POSTEPY W POSMIERTNEJ ANALIZIE

DROBNOUSTROJOW

1. Wprowadzenie

Ustalenie czasu, jaki uptynat od zgonu do odnalezie-
nia zwtok, jest jednym z podstawowych zadan w bada-
niach kryminalistycznych. Czas ten oznacza si¢ skrotem
PMI (post-mortem interval) lub TSD (time since death).
Oszacowanie czasu od zgonu to kluczowe dziatanie
w kazdym dochodzeniu, w ktorym mamy do czynie-
nia z ludzkimi zwlokami, gdyz dostarcza ono cennych
informacji pozwalajacych na zidentyfikowanie ofiary
i zrekonstruowanie zdarzen poprzedzajacych zgon, pro-
wadzac ostatecznie do ustalenia sprawcy lub sprawcow.
Do szacowania PMI stosuje si¢ tradycyjnie kilka technik.
Po pierwsze — ocenia si¢ zmiany ogolne, w tym zmiany
natychmiastowe, takie jak algor mortis, livor mortis czy
rigor mortis (Clarke, Gomez, Singh, Nelson, Brinkac,
2017). Po zmianach natychmiastowych nastgpuje roz-
ktad zwlok w wyniku autolizy i gnicia powodowanego
przez bakterie (Hau Teo, Osman, Ayunni Ghani, Ha-
zfalinda Hamzah, 2013). Po drugie — ocenia si¢ zmiany
temperatury na podstawie jej wielokrotnych pomiarow
w odbycie, na oczach lub na uszach (Baccino i in., 1996,
2007; Rodrigo, 2016). I po trzecie — popularng metoda,
pomocna w ustalaniu PMI, jest tez entomologia sadowa,
czyli nauka analizujgca postgpujace zasiedlanie zwlok
przez owady (Chandra, Sabharwal, 1968). Wyzej wymie-
nione tradycyjne techniki maja jednak ograniczenia wy-
nikajace z wptywu roznych czynnikow, takich jak tem-
peratura, wilgotnos$¢ czy stan zwtok (Houtz i in., 2022).
W ostatnich latach wprowadzono nowoczesne techniki,
m.in. analizy molekularne i biochemiczne, ktére elimi-
nuja ograniczenia tradycyjnych metod i umozliwiaja
ustalenie PMI. Techniki molekularne, takie jak sekwen-
cjonowanie RNA i profil ekspresji gendw, stuza do wy-
krywania zmian we wzorcach ekspresji gendw po zgonie
(Belk i in., 2018; Brooks, 2016). Inne metody oceny PMI
polegaja na oznaczaniu okre§lonych metabolitow i biatek
w plynach ustrojowych (Buyer, Sasser, 2012; Hill i in.,
2000; Ritchie, Schutter, Dick, Myrold, 2000). Stosujac
tradycyjne techniki w potaczeniu z nowoczesnymi, moz-
na oszacowac¢ PMI z wigksza doktadno$cig. Nowoczesne
techniki maja potencjal, by rozwina¢ nauki kryminali-
styczne 1 poprawi¢ kluczowag w $ledztwie doktadno$é
pomiarow PMI.

Aktywnos$¢ spolecznosci drobnoustrojow jest $cisle
zwigzana z rozkladem zwlok (Cobaugh, Schaeffer, De-
Bruyn, 2015). O wzro$cie mikrobiomu decyduja zmiany
w przebiegu rozktadu i jego produktach ubocznych. Do

analizy tego procesu stosuje si¢ kilka modeli zwierzg-
cych, jak na przyktad model §wini (Chin, Marwi, Jeffe-
ry, Omar, 2008; Connor, Baigent, Hansen, 2018; Zhang,
Widmer, Tzipori, 2013) i myszy (Heimesaat i in., 2012;
Metcalf'i in., 2013), a nawet model ludzkich zwlok (Bu-
cheli, Lynne, 2016; Huttenhower i in., 2012). Badania
w powyzszym zakresie umozliwity analiz¢ funkcjonalng
i taksonomiczng spotecznosci drobnoustrojow na kolej-
nych etapach rozktadu oraz analizg roli drobnoustrojow
w procesie rozktadu (Hyde, Haarmann, Petrosino, Lyn-
ne, Bucheli, 2014; Metcalf'i in., 2013, 2016; Pechal 1 in.,
2014). Zaobserwowano, ze w miar¢ postepu rozktadu
bakterie aecrobowe (np. Bacteroides spp.) wyraznie uste-
puja miejsca anaerobowym (np. Clostridium spp.) (Hyde,
Haarmann, Lynne, Bucheli, Petrosino, 2013; Pechal i in.,
2013). Kilka niedawno opublikowanych prac wyjasnia,
ze w trakcie rozktadu zwlok drobnoustroje moga utwo-
rzy¢ ,,posmiertny zegar mikrobiologiczny” pozwalajacy
ustali¢ PMI (Damann, Williams, Layton, 2015a; Metcalf
iin., 2013; Pechal i in., 2013). Bakterie potrafigce utwo-
rzy¢ taki zegar to m.in. Proteus spp., Streptococcus spp.,
Aggregatibacter spp., Ignatzschineria spp., Acinetobac-
ter spp. 1 Prevotella spp. (Carter, Tibbett, 2006; Guo i in.,
2015; Melvin, Cronholm, Simson, Isaacs, 1984; Vass,
2001).

2. Identyfikacja poSmiertnych spotecznoS$ci
drobnoustrojéw technologia sekwencjonowania
nowej generacji

W ostatnich latach dzigki rozwojowi innowacyjnych
technologii identyfikacji drobnoustrojow i ich analizy po
zgonie dokonat si¢ znaczny postep w kryminalistyce. Se-
kwencjonowanie nowej generacji (next generation sequ-
encing, NGS) jako technologia wspierajaca dziedzing
ekologii drobnoustrojow pozwolito badaczom na identy-
fikacje¢ 1 scharakteryzowanie spotecznosci drobnoustro-
jow z niezrownang szybkoscia i precyzja. Technologia
ta mozna identyfikowaé spotecznosci drobnoustrojow
w wielu roznych srodowiskach, w tym w zwtokach w sta-
nie rozktadu. Analiza DNA mikroorganizméw obecnych
w probcee pozwala badaczom rozpoznaé okreslone takso-
ny i oceni¢ ich liczebno$¢; informacje te mozna nastgpnie
wykorzysta¢, by ustali¢ sukcesj¢ drobnoustrojow w cza-
sie, a na jej podstawie oszacowa¢ PMI. Niedawno opu-
blikowane prace wskazuja na duzy potencjal NGS w za-
kresie badan kryminalistycznych. Istotny wktad NGS dla
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mikrobiologii posmiertnej polega na rozwoju wysoko-
przepustowej technologii sekwencjonowania, pozwala-
jacej na sekwencjonowanie wielu probek jednoczes$nie
(Laudadio i in., 2018). Technologia ta umozliwita krymi-
nalistykom badanie spotecznoéci drobnoustrojow w roz-
nych przedziatach czasu po zgonie i w réznych rejonach
ciata. Porownujac sekwencje uzyskane z probek $rodo-
wiskowych z bazami danych, uzyskuje si¢ precyzyjne in-
formacje o sktadzie drobnoustrojéw, a tym samym o r6z-
norodnosci i dynamice spolecznosci drobnoustrojow
zasiedlajacych rézne ekosystemy. Sekwencjonowanie
metagenomiczne, sekwencjonowanie metoda shotgun,
sekwencjonowanie catego genomu oraz amplikonéw to
techniki biologii molekularnej stosowane do réznych
analiz genetycznych. Sekwencjonowanie metagenomicz-
ne stuzy do badania prébek mieszanych zawierajacych
material genetyczny pochodzacy z wielu organizmow
w celu analizy ztozonych spolecznosci drobnoustrojow
lub probek srodowiskowych. Technika ta pozwala zba-
da¢ cato$¢ materiatu genetycznego zawartego w probee,
w tym DNA zaréwno drobnoustrojowe, jak i ludzkie
(Petrosino, Highlander, Luna, Gibbs, Versalovic, 2009).
Wykorzystano ja do identyfikacji taksonéw drobnoustro-
jow obecnych w probkach po$miertnych i oceny poten-
cjatu metabolicznego takich spolecznosci. Przykladowo
uzyto sekwencjonowania genetycznego do zidentyfi-
kowania taksondw zwigzanych z rozktadem i gniciem
oraz do ustalenia wskaznikow mikrobiologicznych cza-
su zgonu (Cao i in., 2021; Kim i in., 2020; Pechal i in.,
2014). Odmiang sekwencjonowania catego genomu jest
podejscie typu shotgun, polegajace na dzieleniu genomu
na przypadkowe fragmenty, sekwencjonowaniu go, a na-
stepnie sktadaniu fragmentow w catos¢ komputerowo.
Z kolei sekwencjonowaniem amplikonowym analizuje
si¢ konkretne regiony genomu, w tym gendéw 16S rRNA
u bakterii i archeonéw. Technika ta polega na amplifi-
kacji wybranych regionéw metoda PCR przed sekwen-
cjonowaniem, co pozwala na badanie réznorodnosci ge-
netycznej konkretnych grup taksonomicznych. Sekwen-
cjonowanie 16S rRNA stosuje si¢ glownie w odniesieniu
do bakterii i archeondw, sekwencjonowanie 18S rRNA
— do mikroorganizmoéow eukariotycznych, np. protistow,
a sekwencjonowanie wewngtrznych regionéw niekodu-
jacych (internal transcribed spacer, ITS) — do grzybow.
Wymienione wyzej regiony materialu genetycznego za-
chowuja wzglednie t¢ sama posta¢ wewnatrzgatunkowo,
ale r6znig si¢ migdzygatunkowo, co czyni je nieocenio-
nymi w rozroznianiu i klasyfikowaniu drobnoustrojow.
W ramach Projektu Badan nad Ludzkim Mikrobiomem
(Human Microbiome Project, HMP) wykorzystano wy-
facznie technologie NGS, takie jak sekwencjonowanie
genéow 16S rRNA czy sekwencjonowanie metageno-
miczne, ktorymi zidentyfikowano i zanalizowano roz-
ne partie ludzkiego ciala, w tym jelita, skore, jame ust-
ng i pochwe (Huttenhower i in., 2012). Technologie te

pozwolity odkry¢ nieznane wczesniej gatunki i funkcje
drobnoustrojow. Rozwoj narzedzi i algorytmow oblicze-
niowych znacznie polepszyt zdolnos¢ do analizowania
i interpretacji danych NGS w konteks$cie mikrobiologii
posmiertnej. Wspomniane metodologie sekwencjonowa-
nia przyczyniaja si¢ wspolnie do glebszego zrozumienia
spotecznosci drobnoustrojow w réznorodnych $rodowi-
skach, od jelita ludzkiego do ekosystemow glebowych.
Wybdr danej metody zalezy od zalozonych celow i pytan
badawczych.

3. Sukcesja spoteczno$ci drobnoustrojow podczas
rozkladu

Projekt Badan nad Ludzkim Mikrobiomem wykazat,
ze mikrobiomy zwigzane z poszczegdlnymi etapami roz-
ktadu zwtok moga znacznie r6zni¢ si¢ od mikrobiomow
wystepujacych u zdrowych ludzi. Spotecznosci drobno-
ustrojow zmieniaja si¢ w zaleznosci od etapu rozktadu.
Zmienia si¢ tez ich miejsce wystgpowania (Huttenhower
iin., 2012; Metcalfi in., 2013). Na przyktad drobnoustro-
je wystepujace w jamie ustnej sg inne niz te w odbycie
(Guo 1 in., 2015). Spoteczno$é drobnoustrojow obecna
w odbycie wigze si¢ czesto z klasg Gammaproteobacte-
ria. Z powodu kontaktu z gleba i odchodami ma tez profil
bakteryjny poréwnywalny z innymi zrédtami (Hayashi,
Sakamoto, Kitahara, Benno, 2003; Wagner, 2008). Z ko-
lei spotecznosci drobnoustrojow w jamie ustnej roéznig
si¢ od tych obserwowanych w przewodzie pokarmowym
w trakcie wzdgciowego etapu rozktadu (Huttenhower
iin., 2012). W jednym z badan (Hyde i in., 2014) stwier-
dzono obecno$¢ Ignatzschineria spp. 1 Wohlfahrtiimonas
spp. w stadium rozdecia i gnicia oraz Acinetobacter spp.
w stadium szkieletowienia ludzkich zwtok. Obserwacje
te sugeruja, ze wraz z postepem rozktadu zmienia sig¢
struktura spotecznos$ci bakteryjnych, a takze srodowisko
ciala. Wspomniane typy bakterii sa zwigzane z aktywno-
$cig owadow w trakcie rozktadu. Probki bakterii pobrano
z wielu miejsc na zwlokach dwoch os6b w stanie roz-
ktadu, pozostawionych na $wiezym powietrzu. Analiza
obejmowala pirosekwencjonowanie technikg 454 i ba-
danie regionéw zmiennych V3-V5 genu bakteryjnego
16S rRNA. Ogot spotecznosci mikroorganizmow bio-
racych udzial w rozktadzie zwlok, w tym te znajdujace
si¢ zaré6wno na powierzchni, jak i wewnatrz ciala, jest
nazywany nekrobiomem. Obejmuje on mikrobiom epi-
nekrotyczny i tanatomikrobiom (Javan, Finley, 2018).
W ich sktad wchodza bakterie, grzyby, wirusy i inne mi-
kroorganizmy wspdlnie rozkladajace materi¢ organiczng
martwego organizmu. Obie spolecznos$ci odgrywaja klu-
czowa rolg¢ w procesie rozktadu, a interakcje migdzy nimi
sg niezbedne do skutecznego obiegu sktadnikéw odzyw-
czych i energii w ekosystemach.
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4. Mikrobiom epinekrotyczny

Mianem mikrobiomu epinekrotycznego okresla si¢
spotecznosci drobnoustrojow zasiedlajace powierzchnie
gnijacego organizmu w trakcie rozkladu. W mikrobio-
mie epinekrotycznym przewazaja bakterie tlenowe i fa-
kultatywne beztlenowe, ktore za pomocg tlenu rozkta-
daja ztozone zwiazki organiczne, takie jak weglowoda-
ny i aminokwasy, na prostsze zwigzki. W kilku pracach
zbadano przydatnos$¢ spotecznosci epinekrotycznych do
szacowania PMI. Przyktadowo badanie przeprowadzone
przez Metcalf i wspotpracownikow (2013) wykazato,
ze spotecznosci bakteryjne na zwlokach zmieniaty si¢
W sposob przewidywalny w czasie, a zmiany te pozwala-
ly na doktadne oszacowanie PMI. W badaniu za pomoca
sekwencjonowania o wysokiej przepustowosci analizo-
wano spotecznos$ci bakterii obecne na zwlokach myszy
w stanie rozkladu w regularnych odst¢pach czasu do
48 godzin po $mierci. Autorzy opracowali model zegara
mikrobiologicznego oparty na zmieniajgcej si¢ w czasie
liczebnosci wzglednej okreslonych taksonow bakterii
shuzacy do szacowania PMI. Autorzy sugeruja, ze model
ten moglby okazaé si¢ istotny w dochodzeniach sgdo-
wych, szczegolnie w sytuacjach, gdy tradycyjne metody
szacowania PMI bylyby nieskuteczne.

5. Tanatomikrobiom

Tanatomikrobiom oznacza spolecznosci drobnoustro-
jow zasiedlajace organy wewngtrzne (mozg, serce, wa-
trobe, $ledziong i in.) oraz krew zwlok (Javan, Finley,
2018). Charakterystyczne dla tanatomikrobiomu sg bak-
terie anaerobowe, ktore rozwijaja si¢ dynamicznie bez
tlenu i odpowiadaja za rozklad ztozonych zwigzkéw or-
ganicznych. Tanatomikrobiom przechodzi kolejne fazy,
podczas ktorych drobnoustroje zasiedlaja ciato gospoda-
rza, mnoza si¢ w nim, a na koncu umieraja. Prowadzi
to do zmian w ogolnym sktadzie spotecznosci w miarg
postepu rozktadu gospodarza (Javan i in., 2016b). Ponie-
waz tanatomikrobiom jest juz obecny w zwlokach, za-
zwyczaj mniej wplywaja na niego zewngtrzne czynniki
srodowiskowe niz nekrobiom (Roy, 2020). Badania do-
wodza, ze tanatomikrobiom przechodzi w trakcie rozkta-
du przewidywalna, sekwencyjna sukcesje spotecznosci
drobnoustrojow, na podstawie sktadu i liczebnosci kto-
rych mozna oszacowa¢ PMI (Can i in., 2014; Javan, Fin-
ley, Smith, Miller, Wilkinson, 2017; Javan i in., 2016b).

6. Sukcesja drobnoustrojéw w réznych partiach
ciala po $mierci

Sukcesja spotecznos$ci drobnoustrojow po $mier-
ci to skomplikowany proces, podczas ktorego rézne

ich gatunki mnoza si¢ i umieraja. Rycina 1 przedsta-
wia wystgpowanie i liczebnos$¢ rdéznych taksonow
bakterii w poszczegélnych partiach ciata, tj. skorze,
jelicie grubym, watrobie, jamie ustnej, sercu, sledzionie
1 kosciach.

6.1. Mikrobiom jamy ustnej

Jame ustng zamieszkuja liczne spolecznosci drob-
noustrojow, ktore zostaly zbadane przez kilku autorow
w kontekscie PMI. W swej niedawnej publikacji Zhao,
Zhong 1 Hua (2022) szacowali PMI przez okres 59 dni,
ustalajac 12 przedzialow czasowych w obrgbie PMI, wy-
branych do analizy struktury spotecznosci bakterii. Se-
kwencjonowanie regionu V3-V4 genu bakteryjnego 16S
rRNA na platformie Ion S5 XL ujawnito istotne zmiany
w sktadzie mikroorganizméw jamy ustnej podczas roz-
ktadu. W kazdym z 12 czaséw pomiaru w ciggu 59 dni
autorzy odkryli trzy rodzaje bakterii (Atopostipes spp.,
Facklamia spp. 1 Bacillus cereus) wykazujace zalezno$¢
liniowa. Rodzina Planococcaceae okazata si¢ najlep-
szym wskaznikiem w ostatnich szesciu przedziatach cza-
sowych. Autorzy na podstawie mikrobiomu jamy ustnej
opracowali model matematyczny. Podobnymi badaniami
zajmowali si¢ Adserias-Garriga i in. (2017), ktorzy za-
stosowali podejscie metagenomiczne w celu zidentyfiko-
wania spotecznosci drobnoustrojow obecnych w jamie
ustnej. Badaniu poddano zwloki trzech osob (jednego
mezezyzny i dwoch kobiet), ktore przekazaly swoje cia-
fa Kolekcji Podarowanych Szkieletow im. W. M. Bassa
przy Centrum Antropologii Sadowej na Uniwersytecie
w Tennessee. Codziennie pobierano probki wymazow
z jamy ustnej w roznych stadiach gnicia zwlok. Wyeks-
trahowano i zanalizowano DNA, uzywajac metod NGS.
Ogolne zmiany sukcesyjne zachodzace w zwlokach
wszystkich trzech 0sob podczas rozktadu byty porowny-
walne. W stadium $wiezo$ci dominujg rodzaje Firmicu-
tes 1 Actinobacteria. Tenericutes s3 wskaznikami stadium
wzdecia. Chociaz Firmicutes sa dominujacym rodzajem
w zaawansowanych stadiach rozktadu, spoteczno$¢ Fir-
micutes ro6zni si¢ od jej odpowiednika w stadium Swie-
zosci. W innej pracy badano 24 prébki pobrane z jamy
ustnej modeli myszy, aby ustali¢ korelacje pomiedzy
drobnoustrojami jamy ustnej a PMI (Dong i in., 2019).
Autorzy zaobserwowali wyrazne zmiany w skladzie
bakterii jamy ustnej w miar¢ postgpu rozktadu. Co in-
teresujace, pewne gatunki bakterii wykazywaly istotna
korelacje z PMI na réznych poziomach taksonomicz-
nych. Aby zwigkszy¢ doktadnos¢ oceny PMI, badacze
skonstruowali modele regresji liniowej pomiedzy liczeb-
nosciami wzglednymi wyzej wymienionych gatunkow
bakterii a PMI. Sposrod zidentyfikowanych gatunkow
Gammaproteobacteria 1 Proteus spp. okazaly si¢ naj-
bardziej obiecujacymi kandydatami do szacowania PMI,
w szczegblnosci w zaawansowanych stadiach rozktadu.
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6.2. Jelito grube i inne organy wewngtrzne

Kilku autorow badato mikrobiom jelita grubego i in-
nych organow wewnetrznych w trakcie rozktadu. Na
przyktad Liu i in. (2021), uzywajac sekwencjonowania
16S rDNA, prowadzili badania w celu ustalenia podo-
bienstw i roznic w sukcesji spotecznosci drobnoustrojow
w trakcie rozktadu zwlok myszy. Autorzy skupili si¢ na
jelicie grubym. Dominujacymi typami we wszystkich
probkach okazaly si¢ Firmicutes, Bacteroidetes i Acti-
nobacteria. DeBruyn i Hauther (2017) rowniez badaty
zmiany w spolecznoséci drobnoustrojow rejonu jelita
grubego w trakcie rozktadu zwlok ludzkich za pomoca
sekwencjonowania amplikonéw genu 16S rRNA. Au-
torki zbadaly zwtoki czterech osob w wieku od 62 do
67 lat o masie ciata od 56 do 77 kg. Nalezy zaznaczy¢,
ze wszystkie cztery osoby zmarly $miercig naturalna.
Dostep do mikroflory zotadka autorki uzyskaty chirur-
gicznie, wykonujac male cigcie w rejonie brzucha, a na-
stepnie sterylnymi wacikami starannie pobraty probki
materiatu zotadka z katnicy. Po kazdym poborze probek
cigcie zamykano doktadnie tasmg. Procedure powtarza-
no codziennie, az rozktad tkanek w zwlokach osiagnat
stan na tyle zaawansowany, ze uniemozliwiat ich iden-
tyfikacje 1 analiz¢. Wyniki pokazaty, ze bogactwo spo-
tecznosci drobnoustrojow wzrastalo z czasem, a ich
réznorodno$¢ — malala. Dodatkowo licznos¢ Bactero-
idales malata, a Clostridiales 1 Gammaproteobacteria
rosta w miare rozktadu. Badania te poszerzaja wiedzg
na temat dynamiki drobnoustrojéw jelita grubego i in-
nych organow wewngtrznych w trakcie rozktadu i do-
starczaja cennego wgladu w zmiany sktadu bakteryjnego
w czasie. Niedawne badania przeprowadzone przez Hu
i in. (2021) zidentyfikowaty spotecznosci drobnoustro-
jow jelitowych ludzkich zwtok wystepujace w wyrostku
robaczkowym i okr¢znicy; zaobserwowano tez istotng
réznice w spotecznosciach drobnoustrojéw obu prébek
w zakresie PMI 5-192 godz. Firmicutes, Proteobacte-
ria 1 Bacteroidetes dominowaly w probkach oraz prze-
chodzity przewidywalne zmiany po $mierci. Ponadto
Firmicutes, Bacteroidetes 1 ich podklasy w pobranych
probkach przejawiaty przewidywalne wzorce sukcesji.
W tym rejonie ciala obserwuje si¢ przewidywalne zmia-
ny sukcesyjne, ktére moga postuzy¢ do szacowania PMI
i osiggniecia lepszego zrozumienia ekologii drobnoustro-
jowej w trakcie rozktadu. Co wigcej, praca sugeruje, ze
wyrostek robaczkowy jest lepszym zrodtem probek do
badan sukcesji drobnoustrojowej niz okreznica.

W poréwnaniu do np. skory czy jelita grubego inne
organy wewnetrzne maja zazwyczaj mniej liczne popula-
cje drobnoustrojow, cho¢ nie sg calkowicie jatlowe. Zata-
manie barier nastgpujace po $mierci cztowieka moze pro-
wadzi¢ do zmian w sktadzie i aktywnosci drobnoustro-
jow. Mikroorganizmy zywig si¢ plynem uwalnianym
w nastgpstwie autolizy komorek i niszczenia tkanek. Po

zmetabolizowaniu tego ptynu w trakcie gnicia mikro-
biom wzrasta wyktadniczo. Pomiar specyficznosci i li-
czebnosci spolecznosci drobnoustrojow w poszczegol-
nych organach moze da¢ postawe do opracowania zegara
mikrobiologicznego (Metcalf, 2019).

Burcham i in. (2019) przeprowadzili badania, w kto-
rych za pomocg kontrolowanego modelu myszy oceniali
zmiany w strukturze populacji drobnoustrojow i ich funk-
cje w roznych organach, w tym sercu, $ledzionie, szpiku
kostnym, ptucach i jelitach. Badania te przyczynity si¢ do
rozwoju metagenomiki, dostarczajac wgladu w ekspresj¢
genow drobnoustrojow, transmigracje ich gatunkow oraz
ich zmiany strukturalne. Autorzy wykorzystali kombi-
nacj¢ taksonomii bakterii i analizy metatranskryptomu
do zbadania rozktadu, zbadali ponadto wptyw czynni-
kéw $rodowiskowych na spoteczno$é drobnoustrojow
podczas rozktadu, dochodzac do wniosku, ze zaré6wno
warunki $rodowiskowe, jak i indywidualne cechy gospo-
darza, maja znaczacy wpltyw na przebieg rozktadu, pro-
wadzac do zmian w jego tempie.

W innej pracy zauwazono, ze w odizolowanych
warunkach $rodowiskowych rozktad w narzadach we-
wnetrznych postepuje w normalnym tempie, ale tempo
to maleje w poréwnaniu z innymi partiami ciata, jesli
dojdzie do inwazji spotecznosci drobnoustrojéow z gle-
by przygrobowej i ekosystemow wodnych (Preiswerk,
Walser, Ebert, 2018). Organy reprodukcyjne przechodza
rozktad jako ostatnie ze wszystkich organdow; maja tez
wigksza réznorodno$¢ alfa od innych organéw oraz zna-
czaco inny mikrobiom w trakcie rozktadu. Lutz i wspot-
pracownicy (2020) zanalizowali tkanki organéw pobrane
w trakcie sekcji zwtok 40 0sob z Wtoch (czas od zgonu
od 24 do 432 godzin), skupiajac si¢ na mdzgu, sercu,
watrobie, §ledzionie, prostacie i macicy. Co cickawe,
macica 1 prostata wykazywaty znacznie wigksza rozno-
rodnos¢ alfa w poréwnaniu z innymi narzadami. W tym
wypadku sktad spotecznosci drobnoustrojow w narza-
dach rozrodczych réwniez byl inny niz w pozostatych
narzadach, w ktorych dominowaty takie rzedy bakterii
jak MLEI1-12, Saprospirales i Burkholderiales. Nato-
miast w organach reprodukcyjnych dominowaty Clostri-
diales 1 Lactobacillales, podczas gdy wzgledna licznosc
MLE]-12 zmalata.

6.3. Skora i gleba przygrobowa

Metcalf'i in. (2013) przeprowadzili badania na skorze
pobranej ze zwlok myszy i z gleby przygrobowej. W obu
wypadkach stwierdzili obecnos¢ Gammaproteobacte-
ria, jak rdwniez dominacj¢ rodziny Pseudomonadaceae
w skorze myszy. Natomiast Pechal i in. (2014) zaob-
serwowali duza ilo$¢ bakterii Moraxellaceae na skorze
pobranej ze zwtok $wini w pierwszych 24 godzinach
rozktadu, przy czym ilo§¢ ta zmniejszata si¢ w miarg
postepu rozktadu. Wyniki te podkreslaja role rodziny
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Moraxellaceae jako dekompozytorow u wielu réznych
gospodarzy. Clostridia, zréznicowana klasa Bacillota,
wystepuje powszechnie w ciele zwierzat, glebie i roz-
ktadajacej si¢ roslinnosci (Wells, Wilkins, 1996). Cho¢
zidentyfikowano juz wiele gatunkéw bakterii w ludzkich
probkach klinicznych, to jednak tylko kilka z nich wyka-
zuje staty zwigzek z chorobami cztowieka. Clostridium
i Clostridiaceae stwierdzono zaréwno w tuszach objg-
tych badaniami Metcalf i wspolpracownikow (2013), jak
i Pechal i wspotpracownikow (2014), co prawdopodob-
nie wynika z ich wszechobecnosci. Metcalf i in. (2013)
réwniez odkryli Clostridium w powigzaniu z tuszami
myszy, a takze probkami gleby z grobow, ale nie zgtosili
obecnosci Clostridiaceae. Podobnie Pechal i in. (2014)
odnotowali obecnos¢ Clostridiaceae na tuszy wieprzo-
wej, ale nie znalezli Clostridium. Rodzina Clostridiace-
ae, obok Xanthomonadaceae 1 Moraxellaceae, w szcze-
gblnosci odgrywa kluczows role w rozktadzie zwiok.
Weiaz jednak jest potrzebna doktadna analiza statystycz-
na sprawdzajaca, czy wyzej wymienione gatunki bakterii
mozna uznaé za zwyktych dekompozytorow.

Prowadzone sa badania rozktadu w stadium szkiele-
towienia w celu poszerzenia wiedzy o wzorcach sukce-
sji spotecznosci drobnoustrojéw. Damann i in. (2015a)
przeprowadzili w Centrum Badan Antropologicznych
na Uniwersytecie w Tennessee analize spotecznosci
drobnoustrojéw zwiazanych z rozkladem zwtok Iudz-
kich. Pobrali pojedyncze probki dolnych zeber z 12 ciat
w roznych stadiach rozktadu oraz trzy probki gleby
w celu wyjasnienia wptywu rozktadu i uptywu czasu na
spoteczno$ci bakterii, uzywajac wysokoprzepustowego
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Dominujacym
rodzajem we wszystkich stadiach rozktadu okazaly si¢
Proteobacteria, a gtownymi podgrupami byty Alpha-
proteobacteria 1 Gammaproteobacteria. W miar¢ po-
stepu rozktadu wzgledna liczno$¢ Alphaproteobacteria
wzrastala, a Gammaproteobacteria — malata. Firmicu-
tes 1 Bacteroidetes, czyli rodzaje powszechnie spoty-
kane w jelicie grubym cztowieka, byly réwniez bardzo
liczne w probkach. Actinobacteria 1 Acidobacteria,
przewaznie wystepujace w glebie, zwickszyty swoja li-
czebno$¢ w pdzniejszych stadiach rozktadu i w suchych
szczatkach.

Podobnie w innym badaniu (Thomas i in., 2017)
postawiono dwie hipotezy. Pierwsza hipoteza bylo, ze
w poéznych stadiach rozktadu, w odroznieniu od wcze-
snych, réznorodno$¢ drobnoustrojow w glebie zmienia
sig, tj. nastepuje szkieletowienie. Druga, ze w poszcze-
gblnych warstwach gleby przygrobowej wystepuja po-
rownywalne taksony drobnoustrojow, zblizone do tych
w glebie kontrolnej. Autorzy wykorzystali sekwencjo-
nowanie genu 16S rRNA do pordéwnania spolecznosci
drobnoustrojow w warstwach gleby przygrobowej poto-
zonej wokot zeszkieletowanych zwtok z probkami gleby
kontrolnej i sprawdzenia obu hipotez. Wyniki pokazaty,

ze dominujacym rodzajem zardwno w glebie przygrobo-
wej, jak 1 kontrolnej, byty Acidobacteria. Co cickawe,
Proteobacteria byly mniej liczne w glebie przygrobowe;.

Wiedza na temat po$miertnej sukcesji drobnoustro-
jow w glebie wystepujacej przy pochowanych szczat-
kach ludzkich jest wciaz niepelna. Ograniczone poziomy
tlenu i wilgotnosci w polaczeniu ze stala temperaturg
w glebie przygrobowej umozliwiajg rozwoj znacznie
bardziej zréznicowanych gatunkéw drobnoustrojow niz
na powierzchni gleby, gdzie panuja bardziej zmienne
warunki (Thomas i in., 2017). Olakanye i Ralebitso-Se-
nior (2022) przeprowadzili wstepne badanie, w ramach
ktérego ustalili, a nastgpnie $ledzili zmiany w tego typu
mikrobiomach, stwierdzajac, ze mikrobiomy te moga do-
starczy¢ informacji na temat ekshumacji. Autorzy skupili
si¢ na monitorowaniu zmian w podpowierzchniowych
spotecznosciach drobnoustrojow glebowych jako wskaz-
nikach czasu, jaki uptynat od ekshumacji, uzywajac do
badan zwlok mtodych §win (Sus scrofa domesticus) jako
zamiennikow ludzkich szczatkow. Zidentyfikowali kon-
kretne taksony bakterii wskazujace na rozne przedziaty
czasowe oraz zdarzenia zachodzace po pochowku. Na
przyklad Xanthomonadales i Xanthomonadaceae wska-
zywaty na okres wiosenno-letni; rodzina Verrucomicro-
biaceae byla zwigzana z uplywem co najmniej 50 dni
od pochowku; za§ Hydrogenophilales i Hydrogenophi-
laceae, Clostridiales i Clostridiaceae 1 oraz Bactero-
idales byly wskaznikami réznych przedziatow czasu po
ekshumacji, ktorych obecno$¢ potencjalnie wigzata si¢
z okreslonymi etapami sukcesji drobnoustrojow w trak-
cie rozktadu.

W tym samym roku Emmons i in. (2022) przeprowa-
dzili badanie w celu wyznaczenia sktadu i funkcji mikro-
biomu na podstawie probek kosci i gleby przygrobowe;j.
Uzyskane wyniki porownali z sekwencjami z probek
pobranych ze zwlok w stanie rozktadu w ramach Ame-
rican Gut Project (Amerykanskiego Projektu Badan nad
Jelitem Grubym). Autorzy zastosowali rowniez nieukie-
runkowane badania metabolomiczne w odniesieniu do
niektorych podzbiorow probek, zeby okreslic zwigzek
mikrobioméw ze zwlokami. Stwierdzili podobienstwa
pomig¢dzy mikrobiomami zasiedlajagcymi kosci na po-
wierzchni oraz plytko zakopane kosci a gleba przygro-
bowa. Z kolei probki jelita grubego wykazywaly podo-
bienstwa do probek z glgbszych warstw gleby, gdzie do-
minowaly taksony anaerobowe. Podobnie jak we wcze-
$niejszych badaniach Procopio i in. (2019) odnotowali
ogromna liczebno$¢ Proteobacteria, Firmicutes 1 Bacte-
roidetes w okreslonym PMI. Po dwoch miesigcach od
zgonu zaobserwowano spadek bogactwa spotecznosci
drobnoustrojow, podczas gdy Bacteroid spp. byty obecne
w glebie nawet po szesciu miesigcach od zgonu. Ponadto
Iancu i in. (2018) scharakteryzowali spotecznosci drob-
noustrojow z ptytkich grobow, w wyniku czego uzyskali
pierwsze dane ilo§ciowe na temat Enterococcus faecalis
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i Clostridium paraputrificum. W badaniu tym analizowa-
no sukcesje nekrofagicznych gatunkow owadow i spo-
fecznosci bakterii obecnych na zwlokach $win w celu
oszacowania PMI w okresie 7 miesi¢ecy, obejmujacym
zime i wiosng w Bukareszcie (Rumunia). Stwierdzono
obecnos¢ duzej liczby Actinobacteria i mniejszej liczby
Bacteroidetes. Ponadto w wysokich temperaturach naj-
liczniejsze byly Firmicutes, a w niskich — Proteobacteria.

7. Powszechne wystepowanie Clostridium

Clostridium to rodzaj bakterii powszechnie wystepu-
jacych w glebie oraz w jelitach ludzi i zwierzat. Clostri-
dium spp. wytwarzaja zarodniki w martwych lub rozkta-
dajacych si¢ tkankach, co przeklada si¢ na ich znaczna
liczebnos¢ w zwlokach. Zardwno liczebno$é, jak i roz-
norodnos$¢ gatunkéw Clostridium w zwlokach moze
jednak si¢ r6zni¢ w zaleznosci od szeregu czynnikdw,
takich jak PMI, obecno$¢ innych mikroorganizméow czy
warunki srodowiskowe. Niektore gatunki Clostridium
wytwarzajg tez zwiazki toksyczne, takie jak toksyny
klostridialne, ktore moga powodowac¢ degradacje¢ tkanek
i przyczynia¢ si¢ do postepu rozktadu. W dociekaniach
kryminalistycznych obecno$¢ Clostridium spp. moze po-
stuzy¢ za wskaznik PMI i pomdc w ustaleniu nastgpstwa
zdarzen przed $miercig. Licznos$¢ i roznorodnos¢ Clostri-
dium spp. w zwlokach moze tez dostarczy¢ informacji
na temat warunkow §rodowiskowych i interakcji pomie-
dzy drobnoustrojami wiasciwych rozktadowi. W jednej
z prac wykazano, ze bakterie Clostridium spp. wystepuja
powszechnie w trakcie rozktadu zwlok ludzkich. Autorzy
nazwali to zjawisko ,,po$miertnym efektem Clostridium”
(Javan i in., 2017). Ponadto w tej samej pracy stwier-
dzono, ze Clostridium spp. osigga znaczna liczebno$¢ za-
réwno przy krotkim, jak i dtugim PMI. Przeprowadzono
analizg filogenetyczng poréwnujacag hiperzmienny region
V4 z regionami V3-V4 w probkach watroby i $ledziony
pobranych ze zwlok 27 mezezyzn i 17 kobiet. Analiza
wyjasnita trzy czynniki odpowiadajace za powszechna
obecno$¢ Clostridium spp.: po pierwsze zdolno$é tych
bakterii do podwojenia liczebnosci w krotkim czasie; po
drugie — zdolno$¢ do transmigracji przez trawienie wio-
kien kolagenowych, co moze utrudnia¢ drobnoustrojom
rozprzestrzenianie si¢ w innych partiach ciata ze wzgle-
du na zawarta we wioknach proteaze kolagenolitycz-
na, ktora wystepuje tylko u kilku drobnoustrojow; i po
trzecie: powstawanie warunkow beztlenowych po zgo-
nie, ktore utatwiaja drobnoustrojom wzrost. Niedawno
opublikowana praca potwierdzita wystepowanie efektu
Clostridium w tkance sercowej zwlok ludzkich. W pra-
cy tej badano drobnoustroje rozwijajace si¢ po $mierci
w probkach tkanki sercowej pobranych od 10 zmartych
0sOb pomiedzy 6 a 58 godzinami po zgonie (Bell i in.,
2018). Uzyto w niej sekwencjonowania amplikonow

nakierowanego na hiperzmienne regiony V1-2 i V4 genu
16S rRNA. Wyniki ujawnily istotne statystycznie zrdz-
nicowanie (p < 0,05) amplikonéw pomie¢dzy piciami.
W szczegblnosci Clostridium spp., Pseudomonas spp.,
Pantoea spp. 1 Streptococcus spp. odznaczaly si¢ naj-
wickszym wzrostem liczebno$ci w wypadku regionow
V1-2 i V4. Po$miertny efekt Clostridium zaobserwowato
réwniez kilku innych autoréow (Burcham i in., 2019; Pe-

chal iin., 2018).

8. Zegar mikrobiologiczny

Zegarem mikrobiologicznym nazywa si¢ model obli-
czeniowy wykorzystujacy zmiany spotecznosci drobno-
ustrojow zachodzace w czasie w celu oszacowania PMI.
Podstawa dziatania zegara jest to, ze ré6zne drobnoustroje
wykazuja rézne wzorce wzrostu i rozktadu, a monitoro-
wanie zmian w liczebno$ci okre§lonych taksonow po-
zwala ustali¢ czas, jaki uptynat od zgonu. Poniewaz suk-
cesja spoteczno$ci drobnoustrojow nastepuje w Sposob
przewidywalny i sekwencyjny, na jej podstawie mozna
stworzy¢ ,,posmiertny zegar mikrobiologiczny” pozwa-
lajacy oszacowaé¢ PMI (Belk i in., 2018; Johnson i in.,
2016; Metcalf i in., 2013, 2016). Opracowano modele
matematyczne wykorzystujace dane o drobnoustrojach,
aby z lepsza dokladnoscig przewidywac¢ wzorce sukces;ji
w zwlokach w stanie rozktadu na podstawie ztozonych
danych o mikrobiomach. Mozna potencjalnie stworzy¢
predyktywne modele opierajace si¢ na kwantyfikacji
drobnoustrojow uwzgledniajace korelacje pomigdzy
sktadem spoteczno$ci drobnoustrojow a wyznaczonym
przedzialem czasu w procesie rozktadu. Badania w tym
zakresie stosowaly modelowe podejscia statystyczne,
w tym wyktadnicze modele rozktadu wykorzystujace
spadek liczebnosci spotecznosci drobnoustrojow wraz
ze wzrostem PMI (Hauther i in., 2015), a takze modelo-
wa analizg opartg na gatunkach wskaznikowych (Pechal
iin., 2014). Zbiory danych dotyczacych drobnoustrojow
sa ztozone, ale mozna je klasyfikowaé za pomoca ucze-
nia maszynowego. Wielu badaczy stosowalo m.in. algo-
rytmy najblizszych sasiadow (K-nearest neigbours) czy
lasow losowych (random forest) do przewidywania PMI
(Deel i in., 2019). Belk i wspotpracownicy (2018) pod-
jeli prébe uzupetnienia brakéw w wiedzy, aby stworzy¢
odporne modele regresji lasu losowego do obliczania
PMI. Dane dotyczace sekwencjonowania uniwersalnych
genow (16S rRNA, 18S rRNA, region genu ITS) uzyska-
ne z wielu badan na rozktadajacych si¢ zwtokach moga
okaza¢ si¢ przydatne do konstruowania modeli predyk-
cyjnych majacych na celu szacowanie PMI na podstawie
danych o sukcesji drobnoustrojow. Aby przewidzie¢ PMI
za pomoca wyzej wymienionych algorytmoéw, nalezy
w regularnych odstepach czasu pobiera¢ probki danych
z roznych miejsc w trakcie rozktadu (Deel i in., 2019).
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Zastosowanie zegarow mikrobiologicznych i wiedza na
ich temat sg jednak do pewnego stopnia ograniczone. Nie
jest na przyktad pewne, jaki czas trwania takiego cyklu
wyznaczonego przez zegar daje najbardziej wiarygodne
wyniki, jakie czynniki $rodowiskowe zwigkszaja jego
doktadno$¢ ani jakiej wielkosci probki najlepiej nadaja
si¢ do badan nad sukcesjg za pomocg technik uczenia
maszynowego. Ograniczeniom tym mozna zaradzi¢, pro-
wadzac wigcej badan w tym zakresie oraz udoskonalajac,
walidujac 1 standaryzujac techniki NGS w celu uspraw-
nienia profilowania drobnoustrojéw do badan sadowych
i szacowania PMI. W tabeli 1 przedstawiono dominujace
taksony drobnoustrojow i ich liczebno$¢ w poszczegol-
nych stadiach rozktadu oraz model zwierzgcy zastosowa-
ny w badaniu. Wida¢ wyraznie, ze w rdéznych stadiach
rozktadu nastgpuja swoiste zmiany w spotecznosciach
drobnoustrojow, co potwierdzaja wszystkie modele
zwierzece. Tabela podkresla role poszczegolnych takso-
néw drobnoustrojow w rozktadzie zwlok oraz dostarcza
cennych informacji, ktére moga poshuzy¢ do opracowa-
nia zegara mikrobowego do szacowania PMI.

9. Wyzwania i dopuszczalnosé etyczna

Duzym wyzwaniem w szacowaniu PMI na podstawie
spotecznosci drobnoustrojow jest brak standaryzacji co
do poboru i przechowywania probek oraz metod sekwen-
cjonowania. Odchylenia w tych czynnikach moga zna-
czaco wplyna¢ na sktad spotecznosci drobnoustrojow,
co prowadzi do nieprawidlowej oceny PMI. Na sktad
spotecznosci moga tez wplywac czynniki srodowiskowe,
takie jak temperatura, wilgotno$¢ czy typ gleby, w kto-
rej pochowano ciato (Carter, Yellowlees, Tibbett, 2007).
Innym wyzwaniem jest skomplikowana procedura ana-
lizy spoteczno$ci drobnoustrojow, poniewaz opiera si¢
ona na wysokowymiarowych danych, klasyfikacji tak-
sonomicznej i wnioskowaniu funkcjonalnym, co wyma-
ga poteznych narzedzi obliczeniowych i odpowiedniej
wiedzy. Co wigcej, analiz¢ komplikuja zmiany w czasie
spoteczno$ci drobnoustrojow i ich dynamika w trakcie
rozktadu (Pechal i in., 2018). Szacowanie PMI wymaga
réwniez modeli dostosowanych do poszczegdlnych re-
jonow ciata, poniewaz sktad spolecznosci drobnoustro-
jOw moze si¢ znacznie rozni¢ pomi¢dzy nimi (Metcalf
i in., 2013). Cho¢ wigkszo$¢ badan na ten temat pro-
wadzi si¢ w Stanach Zjednoczonych, kolonizacja przez
spotecznosci drobnoustrojow moze przebiega¢ inaczej
w zalezno$ci od lokalizacji, a nawet w zaleznosci od
regionu w danym kraju (Adserias-Garriga 1 in., 2017,
Hauther i in., 2015; Hyde i in., 2013). Pomocna w tym
zakresie jest wiedza o okolicznych spotecznosciach
drobnoustrojow 1 sktadzie mikrobiomu gospodarza. In-
formacje uzyskane z badan nad identyfikacja i sukcesja
spotecznosci drobnoustrojéw w Srodowiskach wodnych

okazaly si¢ pomocne do oceny PMI. Potrzebne sa jed-
nak dalsze prace w celu walidacji tych odkry¢. Ponad-
to spolecznosci drobnoustrojow zamieszkujace wodg
moga dosta¢ si¢ do zwlok i przeszkodzi¢ we wzroscie
innym obecnym w nich mikroorganizmom. W zwiazku
z wykorzystywaniem spolecznosci drobnoustrojow do
szacowania PMI pojawiajg si¢ rowniez kwestie etyczne
i prawne, dotyczace m.in. prywatnosci, zgody i poten-
cjalnego naduzywania danych. W wyniku przetwarzania
danych o drobnoustrojach moze doj$¢ do ujawnienia
wrazliwych informacji o osobach, w tym o ich genach,
zdrowiu i podatnosci na choroby. Zmiany w mikrobio-
mie mogg by¢ zwigzane z réoznymi chorobami, takimi
jak zaburzenia zotadkowo-jelitowe i choroby autoimmu-
nologiczne. Informacje o drobnoustrojach wskazuja na
ogo6lny stan zdrowia czy konkretne choroby danej osoby.
Przyktadowo informacje o drobnoustrojach w potacze-
niu z innymi danymi (takimi jak kartoteka medyczna
czy dane demograficzne) w niektorych wypadkach moga
wystarczy¢ do zidentyfikowania osoby. Nawet jesli nie
dojdzie do bezposredniej identyfikacji, dane moga oka-
zac¢ si¢ wrazliwe. W zaleznosci od zrodta probek drob-
noustrojow moze by¢ konieczne uzyskanie $wiadome;j
zgody od dawcow badz ich opiekunéw prawnych, aby
osoby te wiedzialy, do jakich celéw sa uzywane ich dane.
Tym samym zasady etyczne i ramy prawne sg niezbedne
do zapewnienia, ze spotecznosci drobnoustrojow beda
wykorzystywane do szacowania PMI w sposéb odpo-
wiedzialny i przejrzysty. Nalezy opracowac procedury
pozyskiwania wyraznej i $wiadomej zgody na pobranie
probek i przetwarzanie danych, zwlaszcza w odniesie-
niu do probek ludzkich. Do sprostania tym wyzwaniom
beda potrzebne dziatania interdyscyplinarne, skupiaja-
ce kryminalistykow, mikrobiologdéw, bioinformatykow
i etykow.

10. Wnioski

Podsumowujac: szacowanie PMI jest kluczowym
aspektem dochodzen kryminalistycznych, w ktérych
specjaliSci maja do czynienia z ludzkimi zwtokami, ale
doktadno$¢ tradycyjnie stosowanych metod ograniczaja
rézne czynniki. Niedawne badania aby wyeliminowac
te ograniczenia 1 zwickszy¢ dokladnos¢ szacowania
PMI, wprowadzily nowoczesne techniki, takie jak ana-
lizy molekularne i biochemiczne. Okazato si¢ jednak, ze
spotecznosci drobnoustrojow towarzyszace rozkladowi
zwlok rowniez odgrywaja kluczowa role w szacowaniu
PMI, a najnowsze publikacje dowodza, Zze spolecznosci
te mozna potencjalne wykorzysta¢ do skonstruowania
posmiertnego zegara mikrobiologicznego stuzacego do
szacowania PMI. W kilku pracach wykazano, ze sukcesja
taksondw drobnoustrojow jest zwigzana z réznymi sta-
diami rozktadu modeli zwierz¢cych, a okreslone taksony
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moga postuzy¢ jako wskazniki do szacowania PMI. Ob-
serwacje te mogg pozwoli¢ na dokladniejsze szacunki
PMI. Konieczne sg jednak dalsze badania w celu walida-
cji wykorzystania spotecznosci drobnoustrojow do sza-
cowania PMI u ludzi.
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