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Abstract

The expectation of effective detection of perpetrators of crimes is fundamental for every person, given their deep-seated need to
feel safe. In the context of modern realities, it is difficult to imagine effective activities of the police, prosecutor’s office or judi-
ciary without the use of advanced, reliable forensic techniques. The aim of this publication was to collect and present highlights
of the evolution in forensic research based on a variety of scientific specializations, including forensic microbiology, forensic

entomology, forensic botany, and soil science.
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Introduction

Safety is one of basic human needs and has a major
role in life as a source of the feeling of the certainty
of existence. In Abraham Maslow’s pyramid of needs,
safety is ranked immediately after the biological needs
required to sustain life (Maslow, 1943). Without the
feeling of safety resulting from a lack of threats, in-
dividuals not only experience a degradation in their
mental and physical health, but are also prone to be-
haviour that harms society as a whole.

The escalation of violence currently observed in
some parts of the world, resulting from an increased
frequency of the most severe crimes against life, has

Safety is not everything,
but without safety everything is nothing.

Klaus Nauman

exacerbated the feelings of threat in society (Global
study on homicide, 2019; Quality of life indicators
— economic security and physical safety — Statistics
explained, 2023; Zabdjstwo — Statystyka — Portal pol-
skiej Policji, 2021). Counteracting this phenomenon
requires creating a sense of certainty that the perpetra-
tors of crimes, especially the most serious ones, will
be found and punished according to their actions, both
among the general population and among the perpe-
trators themselves. A major part of this process is the
use of forensic science, based on reliable rules, as an
increasingly important means of contemporary inves-
tigative processes.
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One of the key tasks of investigators and officers
of an investigative department is determining the time
and place of death. The main objective of the medi-
cal examination of a body is to confirm death, and to
establish the preliminary characteristics, time, cause
and the mechanism of death. In turn, an extended
examination is conducted to potentially support fur-
ther investigation. A significant challenge is estimat-
ing the post-mortem interval (PMI), i.e. the time that
has passed from death to the discovery of the body,
which requires combining the knowledge of experts
from many different fields, including entomologists,
anthropologists, botanists, geologists and microbiol-
ogists (Franceschetti et al., 2021). Finding the original
place of death is particularly important if the body was
moved in order to hide or destroy it. Decisive clues
can be obtained by observing specific microorganisms
in and on the body, checking for the presence of insect
larvae and analysing the soil composition on the vic-
tim’s fingernails or clothes, and the type of pollen that
has settled on the body. Likewise, a genetic analysis of
the material collected from insects found at a poten-
tial place of death may provide information about the
victim, even when the body has not yet been found.
Investigators can also use forensic botany to analyse
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plant evidence, which may indirectly help to connect
the perpetrator to the crime scene, identify the mur-
der weapon or determine the route taken by the victim
or the suspects (Robinson, Pasternak, Mason, Elhaik,
2021).

The aim of the US-based NGO Innocence Project
is to acquit wrongly convicted individuals. According
to data from 2020, 375 people were acquitted in the
US, of which 21 avoided a death sentence, primarily
thanks to the application of molecular biology (Robin-
son et al., 2021).

Forensic geology also plays an important role in
criminal science, by helping investigators to connect
suspects with specific crimes by means of a soil and
sediment analysis, in accordance with the rule of
transfer (Bachlinski, 2021). The observed increase of
interest in criminal studies and criminological courses
indicates a growing respect for experts in criminology
(Wells, Stevens, 2008).

The primary aim of this article is to present meth-
ods for the assessment of the time, cause and place
of death, and the identification of both the victim and
the suspect based on microbiological, entomological,
botanical and geological techniques (Fig.1).
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Fig. 1. Applications of biological
techniques in forensic sciences.
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Microbiota, microbiome, thanatomicrobiota
and necrobiota

Microorganisms are able to colonise most places
on earth (Oliveira, Amorim, 2018) and, together with
their abiotic surroundings, shape ecosystems. What is
more, research has shown that every human and ani-
mal has its own, unique microbiota, which is a term
that refers to all the microorganisms (bacteria, fungi,
eukaryotes, archeons and viruses) inhabiting a given
organism, most of which can be found in the large
intestine.

The human microbiota is made up of 10—100 x 102
symbiotic cells (Ursell, Metcalf, Parfrey, Knight,
2012). The microbiota forms an individual set of mi-
croorganisms that inhabit the body, both on the surface
and inside (D’Argenio, Salvatore, 2015; Panasiuk,
Kowalinska, 2019). According to the Human Microbi-
ome Project Consortium, every human being harbours
an individual community of microorganisms that can
be used for personal identification, in a similar way
to fingerprints (Huttenhower et al., 2012). This means
that, for example, a set of microorganisms found in
a bite wound can be used to identify the perpetrator
(Tuccia, Zurgani, Bortolini, Vanin, 2019).

The composition of the microbiota of living or-
ganisms depends on many factors, including the life
stage of a given individual, their sex, eating habits,
as well as the use of various substances, including
preservatives. It is worth emphasising that a person’s
microbiota may change due to past diseases and use
of medications (Wojcik, Tomsia, Drzewiecki, Skow-
ronek, 2021). Examples of connections between dis-
eases and the composition of a personal microbiota is
an increased count of bacteria from the genus Rothia
in persons with cardiovascular disorders, compared to
persons without cardiovascular diseases, who showed
twice the amount of bacteria from the genera Haemo-
philus and Fusobacterium (Robinson et al., 2021). In
turn, the term ‘microbiome’ refers to the genes belong-
ing to a microbiota (Gill et al., 2006).

A necrobiota is a community of various organisms
related to a decomposing corpse. In a broader sense
of the word, the necrobiota is made up of microor-
ganisms living on, inside, under or around the corpse,
as well as the microorganisms transported by insects
(Harrison et al., 2020; Pechal et al., 2014, 2013; Tuc-
cia et al., 2019).

Other terms have appeared recently in the crimi-
nological literature, such as thanatomicrobiota, i.e. the
post-mortem community of microorganisms inside the
body; and epinecrotic communities, i.e. the entirety of

the microorganisms inhabiting the surface of a corpse
(Dell’ Annunziata et al., 2022).

Birth of forensic microbiology and its
contemporary applications

In the 1990s, the intensification of bioterrorism
created a need for a new scientific discipline, called
forensic microbiology (Bidwell, Murch, 2016). The
2001 terrorist attacks in the US with the use of the bac-
teria Bacillus anthracis constituted a milestone in fo-
rensic microbiology (Schmedes, Sajantila, Budowle,
2016). In 2001 in the US, a series of terrorist attacks
took place, in which the perpetrators mailed letters
containing a powder with spores of the bacterium Ba-
cillus anthracis, also known as anthrax. These attacks
led to the infection and death of five persons and the
exposure of many others to anthrax, and caused signif-
icant fear among the US society, this way accentuating
the threat of bioterrorism (Bush, Perez, 2012).

Forensic microbiology proved to be an important
tool in the investigation. Scientists and experts in the
microbiology and criminology contributed to the anal-
ysis of the anthrax samples, which included an identi-
fication of the source of the spores, genetic analysis of
the strands and a determination of the modes of trans-
mission. This research played a key role in identifying
the perpetrators and understanding how the biological
material has been prepared and distributed. Another
successful application of forensic microbiology was
the sequencing of the genomes of bacteria isolated
from heroin users, who were infected with Bacillus an-
thracis in 2009. The examination helped to determine
the potential source of contamination in the heroin,
which was likely the animal leather used to smuggle
the drug to Europe (Price et al., 2012). The potential of
microorganisms to be used as evidence in criminal and
civil cases began to be recognised (Gunn, Pitt, 2012;
Schmedes et al., 2016). Consequently, as the field
continues to develop, the specific microorganisms of
human cadavers may provide key information for fo-
rensic research, allowing for the determination of the
PMI, crime scene location and cause of death, and the
identification of the victim or perpetrator (Robinson et
al., 2021; Schmedes et al., 2016).

Changes taking place in corpses and their
surroundings

The natural decay of corpses leads to numerous
biochemical changes. Furthermore, the death-induced
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collapse of the circulatory and immune systems causes
microorganisms to rapidly multiply and colonise all
spaces of the body, where they contribute to various
biological and chemical processes, such as the ac-
tive decomposition of organic compounds (Burcham
et al., 2016; Johnson et al., 2016; Pechal et al., 2013;
Sidorova et al., 2017; Tuccia et al., 2019). The par-
ticular smell created through these processes attracts
necrophages, which are organisms that feed on dead
or decomposing tissue (Ciesla et al., 2023). Therefore,
the products of decomposition quickly enter the un-
derground communities of flora and fauna, forming
a cadaver decomposition island (CDI), or a site of in-
tense microbial growth and activity. Such sites then
become attractive habitats for insects and plants (Cart-
er, Yellowlees, Tibbett, 2007).

Post-mortem reorganisation of microorganisms
over time

Burcham et al. (2016) conducted a study on mice,
in which they demonstrated the resettlement of Staphy-
lococcus aureus and Clostridium perfringens bacteria
into previously sterile body cavities, which may poten-
tially help in estimating the PMI. Research indicates
that the population of Staphylococcus aureus reaches
its peak between 5 and 7 days after the termination of
vital functions. In a study described by Harrison et al.
(2020) the ten most abundant taxa appearing primar-
ily in the first three hours after death were character-
ised; namely, Viridibacillus, Bacillus, Staphylococcus,
Streptococcus, Acinetobacter and Tepidibacter. Four
days after death, they were Sporosarcina, Peptoniphi-
lus, Clostridium and Ignatzchineria. In the study it
was found that after several days, the integument of
the body was predominantly inhabited by the soil-re-
lated bacteria Sporosarcina, whereas anaerobic or-
ganisms that are primarily characteristic of the diges-
tive system, such as Peptoniphilus and Clostridium,
were especially abundant in the eye sockets. It is also
worth mentioning the gram-negative bacteria from the
genus Ignatzschineria spp., which are related to the
microflora of cadaver-colonising insects and appear
as part of the ‘model of succession’ of the necrobio-
ta. They displace the microorganisms present in the
body before death. This process allows the PMI to be
estimated based on a ‘microbiological clock’ (Metcalf
etal., 2013). Cobaugh et al. made the important obser-
vation that the soil directly around a corpse sustains
the necrobiota for a long time. Such discoveries can
allow investigators to use microorganisms as biologi-
cal markers due to their wide potential application; for

example, in cases where the body was moved away
from the crime scene (Cobaugh, Schaeffer, DeBruyn,
2015; Johnson et al., 2016). The examples provided
above show that the microbiological assessment of
changes in the composition and distribution of micro-
organisms, both in the victim’s body and around it,
provide relevant information about the PMI and loca-
tion of the body.

Microbiological identification of the perpetrator
and victim

The primary aim of forensic techniques is to iden-
tify the deceased person and the suspect. One of the
most difficult problems related to identifying persons
based on their microbiota are the dynamic changes in
its composition (Robinson et al., 2021). However, the
first methods have already been proposed that could
allow for the identification of persons based specif-
ically on an analysis of the microorganisms in their
bodies. One of these methods is hidSkinPlex, which
involves the genetic profiling of the skin microbiome.
Even though a large part of the skin bacteria is iden-
tical in most individuals, the structure of these micro-
bial communities may differ significantly in terms of
the abundance of particular taxa and the presence of
distinctive bacterial strands that together form a qual-
itatively unique microbial pattern. Furthermore, the
profile of skin microorganisms remains constant for
three years, which may help identify the perpetrator
long after the crime was committed (Oh, Byrd, Park,
Kong, Segre, 2016). The hidSkinPlex method uses
286 markers to identify selected microorganisms. In
order to verify its effectiveness, a study was conducted
involving the skin microflora present on three regions
of the body: the hands, the feet and the manubrium.
The obtained results allowed for the identification of
the owner of the microbiota, with an accuracy of up to
94% (Schmedes et al., 2018).

Crime scenes very frequently contain various
bodily fluids, such as saliva, semen, blood or vaginal
discharge. Because each bodily fluid is characterised
by a specific microbial composition, this composi-
tion can be used to identify the fluid (Schmedes et
al., 2016). Jung et al. (2018) aimed to develop a mod-
ern microorganism-based test to identify a biological
material; specifically, saliva. They developed a kit
based on multiplex real-time PCR for the detection of
oral bacteria (oral bacteria multiplex real time PCR,
OB mRT-PCR), to enable the forensic identification of
secretions found at crime scenes as saliva using three
species of oral bacteria: Streptococcus salivarius,
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Streptococcus sanguinis and Neisseria subflava. These
three species were selected based on studies confirm-
ing that S. salivarius is an important member of the
oral cavity microbiota, while S. sanguinis is the most
numerous species present in the biofilms of the oral
cavity, and N. subflava constitutes part of the normal
flora of the human oral cavity and respiratory tract
(Burton, Wescombe, Moore, Chilcott, Tagg, 20006;
Kaplan Fine, 2002; Okahashi et al., 2011). Although
there are many factors that distinguish the oral cavity
microbiota between individuals, a concurrent analysis
of the three bacterial species proposed by Jung’s team
using the OB mRT-PCR kit can accurately identify
a substance as saliva. Jung used the multiplex RT-PCR
to amplify several matrices in a single PCR which,
when combined with the concurrent use of various
starter kits, provides significant time savings and re-
duces the costs of such analyses, while maintaining
the quality of the obtained results. In the case of the
aforementioned OB mRT-PCR test, at least two of the
three bacterial species must be present in the analysed
sample to identify it as saliva.

If a sufficient amount of bodily fluids and DNA
cannot be found at a crime scene, investigators may
choose to analyse the microorganisms left on the ob-
jects in that crime scene. This technique is used to
determine a potential similarity in the structure of mi-
croorganisms between the analysed sample and a sus-
pect’s skin microbiota. With respect to the samples
collected from objects stored at room temperature,
the method is effective even up to two weeks after the
event (Dell’ Annunziata et al., 2022).

Microbiological determination of the location
of a crime

The composition of microorganisms detected in
soil samples can be used to determine the location of
a crime (Robinson et al., 2021). Sanachai, Katekeaw,
Lomthaisong (2016) were able to identify the source
of soil, based on material collected from the sole of
a shoe, using 16S rDNA PCR-DGGE (polymerase
chain reaction-denaturing gradient gel electrophore-
sis). The PCR based on the amplification of 16S ribo-
somal DNA (rDNA) sequences in bacteria is a popu-
lar, quick and sensitive method that can detect the full
spectrum of bacteria in samples (Sontakke, Cadenas,
Maggi, Diniz, Breitschwerdt, 2009). Combined with
denaturing agent gradient electrophoresis (DGGE),
which separates DNA fragments according to their
melting point (i.e. according to the number of GC bas-
es in the strand), the 16S rDNA PCR DGGE technique

can be used to quickly and efficiently identify soil
samples collected from a crime scene by analysing the
profiles of the bacteria that they contain (Lerner, Shor,
Vinokurov, Okon, Jurkevitch, 2006).

Another technique aimed at determining the loca-
tion of a crime scene is massive parallel sequencing
(MPS), which is performed using next-generation se-
quencing (NGS). The aim of MPS is to determine the
entire genomic sequence of a person or organism, by
means of the concurrent sequencing of multiple DNA
strands in order to yield thousands of overlapping nu-
cleotide sections, which are then subjected to a bio-
informatics-based analysis and combined into a sin-
gle output sequence. This approach provides a much
higher throughput than traditional sequencing meth-
ods and minimises the need to clone fragments for use
in Sanger sequencing (Mostafa, Sabri, Aly, 2015). The
modernisations implemented in MPS in recent years
have allowed for a comprehensive analysis of the sets
of microorganisms present in the soil. However, MPS
is a fairly time-consuming and expensive technique,
and for it to reach its full potential, researchers would
need to develop maps showing the distribution of each
set of microorganisms (Schmedes et al., 2016).

One of the crucial tasks in an investigation is to
determine whether the body was moved away from the
actual crime scene to somewhere else. This analysis is
typically performed using forensic botany. However,
research has shown that forensic microbiology may
also be a viable approach (Schmedes et al., 2016).
Unfortunately, the use soil of microbiota as evidence
is still considerably limited, due to the fact that the
assessment of the composition of microbial communi-
ties may yield different results depending on the sea-
son of the year in which a sample was collected or
the distance between the collection points (Pasternak
etal., 2013).

Diatoms and cause of death

Investigators can also assess microorganisms in
order to determine the cause death; for example, by
looking for diatoms in corpses found in water. In
a study published by a team of researchers (Sitthi-
wong, Ruangyuttikarn, Vongvivach, Peerapornpisal,
2014) on the identification of diatoms in the bodies
of drowning victims, the presence of diatoms was ob-
served in organs such as the lungs, kidneys, liver and
brain, as well as in the blood and in the contents of the
stomach and the duodenum. However, the researchers
did not observe them in the bodies of individuals who
died from diseases or car accidents, or whose corpses
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were not in contact with water. The samples of diatoms
collected from water are identical to those collected
from the tissues of a dead body. This means that iden-
tifying the diatoms in a body found outside of water
may help to determine whether the victim drowned in
fresh or salt water (Schmedes et al., 2016; Sitthiwong
et al., 2014). In turn, a study by Lucci, Campobasso,
Cirnelli, Lorenzini (2008) conducted on the bodies of
drowning victims demonstrated the presence of faecal
streptococci and E. coli bacteria in blood samples tak-
en from the central and peripheral circulatory system.
These bacteria were not found in the blood samples
collected from bodies that were put in water only after
death (Lucci et al., 2008; Robinson et al., 2021).

Insects in forensic investigations and their
application

Entomological assessments performed to deter-
mine the time of death are the most viable in cases
where the PMI exceeds 4872 hours, while biochem-
ical and physical methods are more accurate before
that time (Fratczak-Lagiewska, 2016; Mona, Jawad,
Noreen, Ali, Rakha, 2019; Wang et al., 2019). The
age of the entomological trace, i.e. the development
time of insects (from egg-laying to their collection
from a corpse) is estimated based on an analysis of
many specimens (the development method) or a set
of insects (the succession method). The time of death
is determined using insects at different developmental
stages. Viable determinants include the developmental
stage of the eggs and the age of the larvae, pupae and
imagos. These methods rely primarily on molecular
assessments or the observations of the morphological
features under a microscope (Fratczak-Lagiewska,
2016).

The insects used to determine the PMI usually
have constant and predicable life cycles. However,
some factors, such as the temperature and humidity
around a corpse, may affect their maturation time.
There are many other relevant factors, including the
place where the corpse was found, season of the year,
weather and access to food by preying insects (Mona
et al., 2019). The substances previously ingested by
the victim may also significantly affect the maturation
time of scavenging insects. Such substances include
cocaine, which accelerates the colonisation of cadav-
ers by these insects, and arsenic, which delays and
disrupts their development in the corpse. Furthermore,
some substances initially stimulate the colonisation
of a corpse by necrophages, then inhibit it. This al-
lows these insects to be used to detect the presence of

various toxic substances. Some metals (e.g. cadmium,
mercury, zinc, antimony, lead, iron or copper) accu-
mulate in the tissues of scavenging insects and can be
detected at all stages of the insects’ development (Cze-
piel-Mil, Los, Marczewska, 2015).

In temperate climates — for example, in Poland —
the first arthropods to colonise a corpse are flies (Dip-
tera) from the blowfly family (Calliphoridae). Some
of the common representatives of this family are the
Calliphora vicina, Calliphora vomitoria (blue bottle
fly), Lucilia caesar (common greenbottle) and Lucilia
sericata. The age of the larvae of these flies can be
used to estimate the PMI. An assessment of the age
of the larvae of other insects, such as the Sarcophagi-
dae (flesh flies) and Piophilidae, may also be inform-
ative, but its potential is not as high as assessing the
age of the larvae of the aforementioned Calliphoridae.
Another important group of scavenging arthropods
are Coleoptera (beetles) from the families Silphidae
(large carrion beetles), Histeridae (hister beetles) and
others. Corpses can also be settled by Staphylinidae
(rove beetles) which, although they are not scaven-
gers themselves, prey on the larvae of scavenging
insects, which makes them viable for estimating the
PMI (Weithmann et al., 2021). Omnivorous and inci-
dental species are also known to feed on corpses (Cze-
piel-Mil et al., 2015).

A study by Singh, Ashikin, Abdullah, Carbaugh,
Heo (2020) assessed the effect of Formicidae (ants) —
in particular, Carebara diversa — on PMI estimations.
Ants hamper the development of scavenging flies,
because they interfere with egg-laying and reduce the
survivability of the fly larvae. The competition be-
tween Formicidae and Diptera may therefore lead to
an incorrect estimation of the PMI. However, the ants
themselves can be used to assess the PMI by determin-
ing the time at which a new colony begins to create re-
productive castes (Singh et al., 2020). Table 1 presents
the species of insects that may help to determine the
PMI of corpses found in Polish forests.

The environment of a corpse does not usually limit
the activity of scavenging insects. Some fly species are
able find a corpse and begin laying eggs on it within
a few minutes (Mona et al., 2019). However, a tightly
sealed corpse could potentially cause a false estimation
of the PMI. A famous example of such an error is the
expert opinion issued by Doctor William Bass in 1977,
in which he overestimated the PMI by as many as 113
years. This error motivated the scientist to establish
the Anthropological Forensic Anthropology Centre at
the University of Tennessee, known as a body farm.
The aim of the centre is to provide researchers with an
opportunity to observe the progressing decomposition
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of corpses exposed to various environmental factors
over the course of many years (Bass, 2012). In 2017,
scientists from Amsterdam’s Academic Medical Cen-
tre obtained permission to open the first such centre in
Europe (Enserink, 2017). However, the establishment
of a body farm in Poland seems unlikely due to the
legal, cultural, economic and bioethical restrictions
(Skowronek, Chowaniec, 2010).

Applying entomological methods is also important
for determining the cause of death. For example, stab
wounds that may have caused death attract insects
as a place that supports egg laying. As a result, stab
wounds will contain more eggs than other areas of the
corpse (Wang et al., 2019).

Insects as a source of human DNA: practical
applications in criminology and forensic
medicine

The necrophagous insects scavenging on human
corpses can be used as a source of biological material
to provide data for genetic assessments and identifi-
cation. Because the frontal part of the intestine of the
larvae stores the deceased individual’s tissues (Skow-
ronek, 2012), investigators usually collect the contents
of the insect ingluvies which, due to the low activity of
digestive enzymes, contain the best biological material

Table 1

(Campobasso, Linville, Wells, Introna, 2005). A ge-
netic analysis of the contents of the digestive tracts of
fly larvae (Diptera) may yield human DNA and help to
identify the victim, in cases when the body was moved
away from the crime scene. Some of the methods used
for this purpose are the short tandem repeat-polymer-
ase chain reaction (STR-PCR) and a hypervariable
region (HVR) analysis (Paneto et al., 2010; Zehner,
Amendt, Krettek, 2004). The former method involves
analysing microsatellite sequences, or short tandem
repeats (STRs). The forensic assessment takes advan-
tage of the interpersonal variation of the STRr result-
ing from the different number of repeating tandem pat-
terns (Tuccia et al., 2019).

Equally important are hematophagous insects
which, if present at a suspected crime scene, may
provide viable evidence. Examples of such insects
are common bedbugs, mosquitoes, lice and fleas. The
human blood they extract from the corpse may pro-
vide investigators with potential biological material
containing DNA (Skowronek, Tomsia, Drozdziok,
Kabiesz, 2014). Multiplex PCR performed after DNA
isolation and a subsequent capillary electrophoresis
can identify, with a high level of probability, the per-
son (victim or criminal) on whom the hematophagous
insect was feeding (Spitaleri, Romano, Luise, Gine-
stra, Saravo, 20006).

Insects determining the time of death for corpses exposed on the ground in Polish forests. Table based on the publi-

cation by Matuszewski and Szpila (2010)

Flies useful for determining the time of death in Polish | Beetles useful for determining the time of death
forests in Polish forests
Family Species Family Species
Calliphoridae Calliphora vicina Staphylinidae Creophilus maxillosus
Calliphora vomitoria Omalium rivulare
Chrysomya albiceps Aleochara curtula
Cynomya mortuorum Philonthus politus
Lucilia caesar Philonthus succicola
Phormia regina
Dryomyzidae Dryomyza flaveola Dermestidae Dermestes murinus
Fannidae Fannia coracina Histeridae Margarinotus brunneus
Fannia manicata Saprinus planiusculus
Saprinus semistriatus
Muscidae Hydrotaea aenescens Silphidae Necrodes littoralis
Hydrotaea armipes Nicrophorus vespilloides
Hydrotaea dentipes Oiceoptoma thoracicum
Hydrotaea ignava Thanatophilus rugosus
Thanatophilus sinuatus
Piophilidae Stearibia nigriceps Nitidulidae Omosita depressa
Cleridae Necrabia violacea
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Forensic botany

Forensic botany is a field of forensic sciences that
involves researching plant traces in terms of their
applicability in criminal investigations, based on the
anatomy and ecology of plants and their molecular
biology. There are various subdisciplines of forensic
botany that focus on a specific type of plant materi-
al. These include palynology (focusing on the pollen
of seed plants and the spores of bryophytes, ferns and
fungi), lichenology (lichens), bryology (bryophytes)
and diatomology (diatoms) (Bajerlein, Wojterska,
Grewling, Kokocinski, 2015; Caccianiga et al., 2021).

One of the most popular tests in forensic botany
is the analysis of pollen and the spores of plants and
fungi, or palynomorphs. Pollen and spores are charac-
terised by a very small size, high durability and a re-
silience to many external factors. They can also travel
very rapidly over long distances, due to their ability
to easily adhere to various surfaces (Bajerlein et al.,
2015; Lisiecka, 2019). These features have made pal-
ynomorphs extremely popular as evidence in criminal
investigations. The assessment of palynomorphs may
help to locate the crime scene, to determine the route
travelled by the participants in the crime and where the
victim’s body was moved to, and to connect a suspect
with the crime scene (Alotaibi et al., 2020; Bajerlein et
al., 2015; Lisiecka, 2019).

Not only the spores, but also whole plants from the
bryophyte group are used as important pieces of evi-
dence. Fragments of bryophytes easily attach to cloth-
ing and shoes, and their analysis and matching to the
original plant can provide evidence for the presence of
a person in a particular environment (Bajerlein et al.,
2015; Virtanen, Korpelainen, Kostamo, 2007).

In addition to the use of basic tools, such as a mi-
croscope, advanced techniques are also employed to
determine the morphological traits of seeds. A DNA
analysis facilitates the identification of damaged seeds
(e.g. damaged by digestive juices, such as those ob-
tained from the victim’s digestive tract) or those that
are very difficult to identify (Lee, Huang, Hsu, Lee,
2019).

Forensic botany also plays a major role in search-
ing for the place of internment of the body. Burying
a body causes local changes in the structure of the
vegetation cover, which can persist for a long period
of time (Caccianiga, Bottacin, Cattaneo, 2012). A fre-
quently observed disturbance at an internment site is
a change in the species composition of the plant cover,
associated with the disappearance of previously pres-
ent species or the appearance of species unusual for the
site. As a result, such species serve as grave indicators,

also called ‘post-burial indicators’. In a study conduct-
ed in an open area covered with herbaceous plants in
northern Italy, it was found that the number of ruderal
species, i.e. species that are typical of areas heavily
transformed by humans, increased at the internment
site. Conversely, the number of species such as vernal
sedge (Carex caryophyllea Latourr), wall germander
(Teucrium chamaedrys Latourr) and prairie junegrass
(Koeleria pyramidata) decreased. These changes were
observed in both full and empty graves, suggesting
that the primary disruptor of the plant community in
these cases was the mechanical factor itself, i.e. the
process of digging the grave (Bajerlein et al., 2015;
Caccianiga et al., 2012).

The internment site fairly often develops notice-
ably taller and greener vegetation than its close sur-
roundings, due an increased amount of mineral com-
pounds in the soil originating from the decomposing
body. Dense vegetation may also grow as a result of
improved aeration and loosening of the soil structure
caused by digging, which in turn promotes the devel-
opment of root systems. On the other hand, digging
may have a harmful effect on the vegetation by de-
stroying its root systems. In such cases, the internment
site is recognisable by less developed vegetation com-
pared to its surroundings, or even a complete lack of
vegetation. The primary factor affecting these changes
is the depth of the grave (Watson, Forbes, 2008).

The contemporary progress in molecular biolo-
gy has made it possible to assess plant material with
a very good level of precision, even if it has been se-
verely damaged and cannot be identified using basic
methods. It is particularly helpful to use plastid DNA,
as it is characterised by a high conservativeness. An-
other effective approach is to analyse the DNA mark-
ers (the ‘bar code’ of DNA), or the DNA sequences in
a given standard region of the genome that allow for
the identification of a species (Aquila et al., 2014; Ba-
jerlein et al., 2015). Information gained from tests that
detect DNA marker polymorphisms, such as restric-
tion fragment length polymorphism (RFLP), single
nucleotide polymorphism (SNP) or simple sequence
repeats (SSR) polymorphism, can be used to identify
the parent specimen that produced the assessed plant
material (Bajerlein et al., 2015).

Environmental factors affecting
the decomposition rate of a corpse

Ambient temperature is a significant external factor
that determines the decomposition rate of a corpse. It
affects the intensity of the biochemical and biological
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processes involved in decomposition. For every 10°C
increase in temperature, the chemical processes tak-
ing place in the corpse accelerate by several times
(Wescott, 2018). Another important factor is the mi-
croorganisms and arthropods involved in the degrada-
tion of the corpse’s tissues. Similarly, an increase in
temperature stimulates their activity, albeit exclusive-
ly within a specific range of the optimal temperature
(Carter, Yellowlees, Tibbett, 2008). A suboptimal tem-
perature (either higher or lower) disturbs the coloni-
sation and development of arthropods in corpses, and
can cause some microorganisms to die, in turn reduc-
ing the decomposition rate. A combined analysis of the
rate of decay and the ambient temperature may also
help to determine the PMI (Franceschetti, Amadasi,
Bugelli, Bolsi, Tsokos, 2023).

Likewise, the analysis of soil at a frequent intern-
ment site provides valuable information about the ef-
fect of the environment on the buried body. Initially,
both the soil pH (an increase from 4.5-6.0 to about 8.0
over 25 days) and the moisture content (an increase
from 10-15% to about 25% over 25 days) increase in
the vicinity of a buried body (Szelecz, Koenig, Seppey,
Le Bayon, Mitchell, 2018), which affects the develop-
ment of the soil microorganisms and entomofauna, i.e.
the spectrum of insect species inhabiting a given area.
An increase in pH hampers the development of soil
microorganisms and entomofauna. Conversely, in-
creased humidity supports the individual development
of different species and their metamorphosis between
the developmental stadia (Hauteo et al., 2013). Fur-
thermore, the presence of a corpse increases the con-
tent of various components in the soil, such as the total
nitrogen and phosphorus (Benninger, Carter, Forbes,
2008). The increased vegetation due to the presence of
nitrogen compounds produced by the decomposition
of a corpse can be detected using spectrometric meth-
ods with hyperspectral and/or multispectral sensors
(Silvan-Cardenas et al., 2021).

Another factor affecting the decomposition rate
of a corpse is liming (Robinson et al., 2021). Using
quicklime or slaked lime on a corpse can delay its
decomposition, as lime increases the pH of the soil,
preventing the development of soil microorganisms
and causing the corpse to dry out, which discourages
insects from scavenging.

Forensic environmental markers available
in the soil

During decomposition, a corpse releases bodily flu-
ids and the products of tissue degradation into the soil.

This makes it possible to isolate the potential markers
of a decomposing corpse from soil samples (von der
Liihe, Dawson, Mayes, Forbes, Fiedler, 2013). Among
such environmental biomarkers are sterols, including
cholesterol and coprostanol (von der Liihe et al., 2013),
as well as nitric oxide and carbon dioxide, which show
increased concentrations at the internment site (Dal-
va, Moore, Kalacska, Leblanc, Costopoulos, 2015). In
turn, volatile organic compounds, including the sul-
phides, aldehydes and carboxylic acids produced by
the decomposition of a corpse, play an important role
in the detection of an internment site by tracking dogs
(Alexander, Hodges, Bytheway, Aitkenhead-Peterson,
2015; Alexander, Hodges, Wescott, Aitkenhead-Peter-
son, 2016). Research has also demonstrated that these
compounds are released with higher intensity in sum-
mer than in winter (Forbes, Perrault, Stefanuto, Nizio,
Focant, 2014).

Conclusions

Investigative methods based on knowledge of hu-
man anatomy and medical examinations may contrib-
ute significantly to forensic investigations and help
resolve important issues, such as proving a suspect’s
guilt, identifying the crime scene or the place where
the body was hidden, and determining the victim’s
PMI and cause of death. Therefore, it is important to
promote modern forensic techniques, including those
based on advances in biology and microbiology. The
successful use of microorganisms, insects, plants and
soil in forensic investigations to date justifies the
development and further growth of the branches of
criminology and veterinary forensics described in this

paper.
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WYKORZYSTANIE MIKROORGANIZMOW, OWADOW, ROSLIN
ORAZ GLEBY W BADANIACH KRYMINALISTYCZNYCH

Wstep

Poczucie bezpieczenstwa jest jedng z podstawowych
potrzeb cztowieka i odgrywa w jego zyciu ogromna rolg,
poniewaz jest stanem dajacym poczucie pewnosci istnie-
nia. Abraham Maslow w stworzonej przez siebie pirami-
dzie potrzeb umiescit je zaraz za wymogami biologiczny-
mi niezbednymi do podtrzymania egzystencji (Maslow,
1943). Bez poczucia bezpieczenstwa zwigzanego z bra-
kiem zagrozen dochodzi nie tylko do pogorszenia stanu
zdrowia psychicznego i fizycznego jednostek, ale takze
do zachowan majacych negatywne konsekwencje dla ca-
tego spoteczenstwa.

Obserwowana w czgsci wspotczesnego Swiata eska-
lacja przemocy, wiazaca si¢ ze zwigkszeniem czestotli-
wosci najgrozniejszych przestepstw przeciwko zyciu,
spowodowata wzrost poczucia zagrozenia w spoleczen-
stwie (Global study on homicide, 2019; Quality of life
indicators — economic security and physical safety — Sta-
tistics Explained, 2023; Zabdjstwo — Statystyka — Portal
polskiej Policji, 2021). Aby przywroci¢ poczucie bez-
pieczenstwa, konieczne jest wytworzenie prze§wiadcze-
nia zaré6wno wsrod ogoéhu spoteczenstwa, jak i samych
przestepcow, ze sprawcy przestepstw, zwlaszcza tych
najci¢zszych, zostana wykryci i ukarani stosownie do
popetnionych czynow. Niebagatelne znaczenie w tych
dazeniach maja oparte na wiarygodnych zasadach nauki
kryminalistyczne, ktore stanowia coraz istotniejszy ele-
ment wspotczesnie prowadzonego $ledztwa.

Jedno z kluczowych zagadnien, jakie stawiajg przed
soba $ledczy oraz funkcjonariusze wydziatu kryminal-
nego, dotyczy okre§lenia momentu oraz miejsca zgonu.
W trakcie ogledzin medycznych ciata, gtownym celem
jest potwierdzenie faktu zgonu oraz wstgpne zdefinio-
wanie charakterystyki, czasu, przyczyny i mechanizmu
$mierci. Natomiast dodatkowe badania maja potencjal-
nie w znaczacym stopniu wspomoc dalsze postepowanie.
Jednym z kluczowych wyzwan jest oszacowanie tzw.
interwalu po$miertnego (post-mortem interval, PMI) —
czasu, jaki uptyngt od momentu $mierci do odnalezie-
nia zwlok. W tym celu angazuje si¢ wiedze specjalistow
z wielu dziedzin, w tym entomologéw, antropologow,
botanikow, geologdbw czy mikrobiologow (Franceschetti
iin., 2021). Znalezienie pierwotnego miejsca zgonu staje
si¢ szczegdlnie wazne, kiedy zwtoki zostaty przemiesz-
czone w celu ich ukrycia czy zniszczenia. Kluczowych

Bezpieczenstwo nie jest wszystkim,
ale bez bezpieczenstwa wszystko jest niczym.

Klaus Nauman

wskazdwek mogg dostarczy¢ obserwacje specyficznych
mikroorganizméw w i na ciele, obecnos¢ larw owadow,
analiza skladu gleby pod paznokciami czy na ubraniu
ofiary, a takze badania nad rodzajem pytkow roslinnych
osiadajacych na zwlokach. Analiza genetyczna materia-
hu pozyskanego od owadow zebranych z potencjalnego
miejsca zgonu moze dostarczy¢ informacji na temat ofia-
ry, szczegolnie gdy cialo nie zostato odnalezione. Bada-
nia z dziedziny botaniki sgdowej umozliwiajg analiz¢ do-
wodow pochodzenia roslinnego, ktére moga posrednio
pomdée w skojarzeniu sprawcy z miejscem przestgpstwa,
identyfikacji narzedzia zbrodni czy okresleniu trasy, kto-
ra podazata ofiara badz podejrzani (Robinson, Pasternak,
Mason, Elhaik, 2021).

W Stanach Zjednoczonych funkcjonuje organiza-
cja ,Innocence Project”, ktora w ramach dziatalnosci
non-profit dazy do uniewinnienia niestusznie skazanych
0s0b. Dane z 2020 roku wskazuja, ze uniewinniono tam
375 o0sbéb, z czego 21 uniknelo kary $mierci, gléwnie
dzigki zastosowaniu metod biologii molekularnej (Ro-
binson i in., 2021).

Rowniez geologia sagdowa odgrywa kluczowa role
w kryminalistyce, pomagajac w polaczeniu podejrza-
nych z konkretnym przestepstwem poprzez analize gleby
i osadow zgodnie z zasada transferu (Bachlinski, 2021).
Obserwowany wzrost zainteresowania badaniami kry-
minalistycznymi oraz zwigzane z nimi studia i szkole-
nia $wiadczg o rosngcym uznaniu dla specjalistow w tej
dziedzinie (Wells, Stevens, 2008).

Glownym celem niniejszego artykutu jest przedsta-
wienie metod oceny czasu i przyczyny $mierci, miejsca
zgonu oraz identyfikacji zaréwno ofiary, jak i podejrza-
nego, w oparciu o techniki mikrobiologiczne, entomolo-
giczne, botaniczne i geologiczne (Ryc. 1).

Mikrobiota, mikrobiom, tanatomikrobiota
i nekrobiota

Drobnoustroje sa w stanie kolonizowa¢ wigkszo$¢
miejsc na ziemi (Oliveira, Amorim, 2018) i wraz z oto-
czeniem abiotycznym ksztattuja ekosystemy. Co wiecej,
badania dowodza, ze kazdy cztowiek czy zwierze¢ posia-
da wtasna, unikalng mikrobiotg. Terminem ,,mikrobiota”
okresla si¢ wszystkie drobnoustroje (bakterie, grzyby, eu-
kariota, archeony i wirusy) zasiedlajace dany organizm,
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z czego wickszo$¢ z nich bytuje w jelicie grubym. Ludz-
ka mikrobiota sktada si¢ z 10-100 x 10'?> komorek sym-
biotycznych (Ursell, Metcalf, Parfrey, Knight, 2012).
Mikrobiota tworzy indywidualny ,,zestaw” mikroorgani-
zmow zyjacych zardwno na powierzchni, jak i w glebi
ciata (D’Argenio, Salvatore, 2015; Panasiuk, Kowalin-
ska, 2019). Human Microbiome Project Consortium po-
daje, ze kazdy przedstawiciel gatunku ludzkiego posiada
indywidualng zbiorowo$¢ mikroorganizmow, ktéra moze
postuzy¢ do zidentyfikowania osobnika podobnie jak
odcisk palca (Huttenhower i in., 2012). Oznacza to, ze
na przyktad zestaw mikroorganizméw znaleziony w ra-
nie powstatej w wyniku ugryzienia moze postuzy¢ do
identyfikacji sprawcy (Tuccia, Zurgani, Bortolini, Vanin,
2019).

Sktad mikrobioty w organizmach zywych zalezy od
wielu czynnikow, takich jak: etap zycia danego osobnika,
jego pte¢, nawyki zywieniowe oraz wptyw réznorodnych
substancji, w tym $rodkoéw konserwujacych. Warto pod-
kresli¢, iz moze on ulec zmianie w wyniku przebytych
choréb i przyjmowanych lekow (Wdjcik, Tomsia, Drze-
wiecki, Skowronek, 2021). Przyktadem powigzan pomig-
dzy chorobami a sktadem indywidualnej mikrobioty jest
wigksza ilo$¢ bakterii rodzaju Rothia w przypadku osob
cierpigcych z powodu choréb serca, natomiast w ciatach
0s6b niewykazujacych oznak chorobowych odnotowano
dwukrotnie wigkszg ilo§¢ bakterii z rodzajow Haemo-
philus 1 Fusobacterium (Robinson i in., 2021). Termin
,»mikrobiom” oznacza natomiast geny nalezace do mi-
krobioty (Gill i in., 2006).

Nekrobiota to spotecznos¢ réznorodnych organizméow
zwigzanych z rozkltadajagcymi si¢ zwltokami. W szerszym
tego stowa znaczeniu nekrobiota jest tworzona przez mi-
kroorganizmy, ktore zyja w oraz na powierzchni zwtok,
pod nimi czy wokot nich, a takze takie, ktore sg rozpro-
wadzone przez owady (Harrison i in., 2020; Pechal i in.,
2014, 2013; Tuccia i in., 2019).

W kryminalistyce pojawity si¢ w ostatnim czasie row-
niez nowsze okreslenia, takie jak ,,po$miertna spotecz-
no$¢ mikroorganizméw wewnatrz ciala”, czyli tanatomi-
krobiota, oraz spotecznosci epinekrotyczne rozumiane
jako ogo6t mikroorganizméw bytujacych na powierzchni
zwtok (Dell’ Annunziata i in., 2022).

Narodziny mikrobiologii kryminalistycznej
oraz wspélczesne mozliwosci jej zastosowania

W ostatnim dziesi¢cioleciu XX wieku wraz z nasi-
leniem si¢ aktow bioterroryzmu nastapita potrzeba po-
wstania nowej dyscypliny naukowej — mikrobiologii kry-
minalistycznej (forensic microbiology) (Bidwell, Murch,
2016). Atak z wykorzystaniem bakterii Bacillus anthra-
cis, majacy miejsce w Stanach Zjednoczonych w 2001
roku, stanowi kamien milowy omawianej dziedziny

(Schmedes, Sajantila, Budowle, 2016). W pazdzierniku
2001 roku w Stanach Zjednoczonych doszto do serii
atakow terrorystycznych, podczas ktorych droga poczto-
wa wysyltano listy z proszkiem zawierajacym zarodniki
bakterii Bacillus anthracis, znanej rowniez jako laseczka
waglika (po angielsku i tacinie: Anthrax; w wersji spol-
szczonej ,,antraks”). Ataki te doprowadzity do zakazenia
i $mierci pigciu 0s6b oraz narazenia wielu innych na
ekspozycje na antraks oraz wywotaly ogromne obawy
w spoteczenstwie i podkreslity zagrozenie bioterrory-
zmem (Bush, Perez, 2012).

Mikrobiologia kryminalistyczna stala si¢ istotnym
narzgdziem w dochodzeniu w tej sprawie. Naukowcy
oraz eksperci z dziedziny mikrobiologii i kryminalistyki
przyczynili si¢ do analizy probek antraksu, identyfikacji
zrddla zarodnikéw bakterii, analizy genetycznej szcze-
poOw oraz ustalania $ciezek transmisji. Badania te odegra-
ly kluczowa rolg w identyfikacji sprawcow i zrozumieniu
sposobu, w jaki zostat przygotowany i rozpowszechnio-
ny materiat biologiczny. Kolejnym dowodem przydat-
nosci tego narzedzia bylo sekwencjonowanie genomow
bakterii wyizolowanych od heroinistow zarazonych la-
seczka waglika w 2009 roku. Badanie to pozwolilo na
ustalenie potencjalnego zrodla zanieczyszczenia nar-
kotyku, ktorym prawdopodobnie byly skory zwierzece
uzywane do przemycania heroiny do Europy (Price i in.,
2012). Stopniowo zaczeto dostrzega¢ potencjal w wyko-
rzystaniu mikroorganizméw jako dowodow w sprawach
karnych oraz cywilnych (Gunn, Pitt, 2012; Schmedes
iin., 2016). Oznacza to, ze w miar¢ rozwoju tej dziedziny
specyficzne mikroorganizmy ludzkich zwlok moga do-
starcza¢ kluczowych informacji w badaniach z zakresu
medycyny sadowej, pozwalajagc migdzy innymi na usta-
lenie PMI, lokalizacji miejsca przestepstwa, przyczyny
zgonu, a takze na identyfikacj¢ ofiary lub sprawcy (Ro-
binson i in., 2021; Schmedes i in., 2016).

Zmiany zachodzace w zwlokach i ich otoczeniu

W nastepstwie naturalnego rozktadu zwlok docho-
dzi do licznych przemian biochemicznych. Co wigcej,
w wyniku spowodowanej zgonem zapasci uktadu krwio-
nos$nego i odpornosciowego mikroorganizmy gwattow-
nie rozmnazajg si¢ i kolonizujg wszystkie przestrzenie
ciata, przyczyniajac si¢ do roznych proceséw biologicz-
no-chemicznych, takich jak np. aktywny rozktad zwigz-
kéw organicznych (Burcham i in., 2016; Johnson i in.,
2016; Pechal i in., 2013; Sidorova i in., 2017; Tuccia i in.,
2019). Wytwarzajaca si¢ w wyniku tych proceséw specy-
ficzna won wabi nekrofagi, czyli organizmy odzywiajace
si¢ martwymi albo rozktadajacymi si¢ tkankami (Ciesla
iin., 2023). Produkty rozktadu zwlok szybko przedostaja
si¢ do podziemnych zbiorowisk flory i fauny, co skutku-
je powstaniem wyspy rozkladu zwtok — CDI (cadaver
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decomposition island), ktora jest miejscem intensyfika-
cji wzrostu i aktywnosci mikrobiologicznej. Miejsca te
wtornie staja si¢ atrakcyjnym habitatem dla owadow i ro-
slinnosci (Carter, Yellowlees, Tibbett, 2007).

Posmiertna reorganizacja mikroorganizmow
w czasie

Burcham 1 wspotpracownicy (2016) udowodnili
w swoich badaniach na myszach przesiedlanie si¢ bak-
terii Staphylococcus aureus 1 Clostridium perfringens do
niegdy$ sterylnych jam ciata, co potencjalnie moze po-
moéc w oszacowaniu czasu zgonu. Wyniki badan wskazu-
ja, ze najwieksza liczebnos¢ bakterii z gatunku Staphylo-
coccus aureus wykrywana jest pomiedzy 5 a 7 dniem od
momentu ustania funkcji zyciowych organizmu. W ba-
daniach opisanych przez Harrisona i wspotpracownikow
(2020) scharakteryzowano dziesi¢¢ najliczniej wystepu-
jacych taksonow pojawiajacych si¢ przede wszystkim
w pierwszych trzech godzinach po zgonie, tj. Viridiba-
cillus, Bacillus, Staphylococcus, Streptococcus, Acineto-
bacter oraz Tepidibacter, a takze po 4 dobach od zgonu
(Sporosarcina, Peptoniphilus, Clostridium 1 Ignatzchi-
neria). Odkryto, ze po kilku dniach na powlokach ciata
najliczniej wystepowata zwigzana z gleba Sporosarcina,
za$ organizmy beztlenowe, charakterystyczne przede
wszystkim dla uktadu pokarmowego, takie jak Peptoni-
philus oraz Clostridium, gromadzity si¢ w szczegolnosci
w oczodolach. Ponadto warto tu rdwniez zwréci¢ uwa-
ge na pojawiajace si¢ gram-ujemne bakterie z rodzaju
Ignatzschineria spp., ktére bedac powigzane z mikroflo-
rg insektow kolonizujacych zwloki, sa czescia ,,modelu
sukcesji” nekrobioty, ktéra wypiera mikroorganizmy
wystepujace w organizmie przed jego $miercig. Zatem
istnieje mozliwos¢ oszacowania PMI za pomocy ,,ze-
gara mikrobiologicznego” (Metcalf i in., 2013). Kolej-
nym waznym odkryciem opisanym przez Cobaugh wraz
z zespotem byta obserwacja, ze w glebie znajdujacej si¢
bezposrednio w okolicach zwtok nekrobiota utrzymuje
si¢ przez dlugi okres. Tego typu odkrycia pozwalaja na
wykorzystanie mikroorganizmow jako markeréw bio-
logicznych ze wzgledu na ich potencjalne zastosowanie
np. w przypadku uprzedniego usunigcia zwtok z miejsca
zdarzenia (Cobaugh, Schaeffer, DeBruyn, 2015; Johnson
i in., 2016). Na podstawie przytoczonych przyktadow
mozna stwierdzi¢, ze badania mikrobiologiczne ocenia-
jace zmiany w skladzie oraz rozmieszczeniu mikroor-
ganizmow zardwno w ciele ofiary, jak i jego otoczeniu
dostarczaja istotnych informacji dotyczacych zaréwno
PMLI, jak i lokalizacji zwlok.

Mikrobiologiczna identyfikacja tozsamosci
sprawcy oraz ofiary

Kluczowym zadaniem technik kryminalistycznych
jest identyfikacja denata, a takze osoby podejrzanej
o przestepstwo. Jeden z najwigkszych probleméw zwia-
zanych z probami identyfikacji 0sob za pomoca badania
ich mikrobioty stanowig dynamiczne zmiany w jej skta-
dzie (Robinson i in., 2021). Niemniej jednak pojawiajg
si¢ juz pierwsze metody zwigzane z identyfikacja ludzi
wlasnie dzigki analizie obecno$ci mikroorganizmow
w ich ciatach. Jedng z nich jest hidSkinPlex, w ktorej
wykorzystuje si¢ genetyczne profilowanie mikrobiomu
skory. Mimo ze duza czeg$¢ flory bakteryjnej skory jest
wspoélna dla wigkszosci ludzi, to struktura spoteczno-
$ci tych drobnoustrojéw moze si¢ znacznie r6zni¢ pod
wzgledem liczebnosci okreslonych taksonow i obecno-
$ci unikatowych szczepow bakteryjnych, co razem daje
unikalny jakosciowo $§lad mikrobiologiczny. Co wiecej,
profil drobnoustrojow wystepujacych na skoérze danego
cztowieka jest niezmienny przez 3 lata, co umozliwia mi-
krobiologiczng identyfikacje sprawcy dhugo po popetnie-
niu zbrodni (Oh, Byrd, Park, Kong, Segre, 2016). Meto-
da hidSkinPlex bazuje na 286 markerach, ktére pozwala-
ja na identyfikacje wybranych mikroorganizmow. W celu
zweryfikowania skutecznos$ci tej metody przeprowadzo-
no badania z wykorzystaniem mikrobioty skory z trzech
rejondéw ciata: dloni, stopy oraz rekojesci mostka. Wyni-
ki badan pozwolity na identyfikacj¢ posiadacza danej mi-
krobioty z doktadnoscig do 94% (Schmedes i in., 2018).

Na miejscach przestepstwa bardzo czesto znajdowa-
ne sg réoznego rodzaju plyny ustrojowe, takie jak $lina,
nasienie, krew, wydzielina z pochwy i inne. Kazdy ptyn
ustrojowy charakteryzuje si¢ specyficznym sktadem
drobnoustrojoéw, co pozwala na wykorzystanie ich w celu
identyfikacji wydzieliny (Schmedes i in., 2016). Badania
Jung 1 wspotpracownikéw (2018) mialy na celu opra-
cowanie nowoczesnego testu wykorzystujacego mikro-
organizmy do rozpoznawania materiatu biologicznego,
jakim jest $lina. Efektem tych prac byl zestaw bazuja-
cy na multipleksowej reakcji real time PCR do detekcji
bakterii jamy ustnej (oral bacteria multiplex real time
PCR, OB mRT-PCR) umozliwiajacy kryminalistyczng
identyfikacje znalezionej na miejscu zbrodni wydzieliny
jako $liny przy uzyciu trzech gatunkow bakterii jamy
ustnej: Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis
i Neisseria subflava. Zostaly one wybrane na podstawie
doniesien literaturowych, z ktorych wynika, ze S. sali-
varius jest waznym cztonkiem mikrobioty jamy ustnej,
S. sanguinis jest najliczniejszym gatunkiem wystepu-
jacym w biofilmach jamy ustnej, a N. subflava stanowi
czg¢$¢ normalnej flory jamy ustnej i drog oddechowych
u ludzi (Burton, Wescombe, Moore, Chilcott, Tagg, 2006;
Kaplan Fine, 2002; Okahashi i in., 2011). Ze wzgledu
na wiele czynnikow mikrobiota jamy ustnej rézni si¢
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u poszczegolnych osob, jednak dzigki jednoczesnej ana-
lizie trzech gatunkow bakterii zaproponowany przez ze-
spot Jung zestaw OB mRT-PCR zapewnia doktadnos¢
identyfikacji badanej wydzieliny jako §liny. Wykorzysta-
na przez zesp6ot Jung metoda multipleksowej reakcji RT
-PCR stuzy do amplifikacji kilku matryc podczas jednej
reakcji PCR, co dzigki jednoczesnemu wykorzystaniu
réznych zestawdw starterow pozwala na duza oszczed-
no$¢ czasu i obnizenie kosztéw takich badan przy jed-
noczesnym zachowaniu jakos$ci uzyskiwanych wynikow.
W przypadku opisywanego testu OB mRT-PCR w celu
scharakteryzowania badanej probki jako §liny potrzebne
jest wykazanie obecnos$ci co najmniej dwoch z wyzej
wymienionych gatunkow bakterii.

W przypadku niewystepowania ptynow ustrojowych
oraz wystarczajacej ilosci DNA na miejscu zdarzenia po-
mocne moze by¢ wykonanie analizy mikroorganizmow
pozostawionych na znajdujacych si¢ tam przedmiotach.
Technika ta pozwala na stwierdzenie ewentualnego po-
dobienstwa struktury mikroorganizméw migdzy badana
probka a mikrobiota skory podejrzanego. W przypadku
pobrania probek z przedmiotéw przebywajacych w tem-
peraturze pokojowej metoda ta jest skuteczna nawet
w okresie do 2 tygodni od chwili zdarzenia (Dell’ Annun-
ziata i in., 2022).

Mikrobiologiczne ustalenie lokalizacji
przestepstwa

Sktad drobnoustrojow wykrytych w probkach gle-
by moze poshuzy¢ do lokalizacji miejsca przestgpstwa
(Robinson i in., 2021). Badania prowadzone przez Sa-
nachai 1 wspolpracownikow (Sanachai, Katekeaw,
Lomthaisong, 2016) pozwolity na identyfikacje miej-
sca pochodzenia gleby na podstawie materiatu pobra-
nego z podeszwy buta. Wyjasnienia pochodzenia gleby
dokonano przez analiz¢ 16S rDNA PCR-DGGE (poly-
merase chain reaction — denaturing gradient gel elec-
trophoresis). Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)
oparta na amplifikacji sekwencji 16S rybosomalnego
DNA (rDNA) w bakteriach to powszechnie stosowana
szybka i czuta metoda, ktora pozwala na wykrycie catego
spektrum bakterii w badanych probkach (Sontakke, Ca-
denas, Maggi, Diniz, Breitschwerdt, 2009). W potacze-
niu z elektroforeza prowadzona w gradiencie czynnika
denaturujacego (DGGE), umozliwiajaca rozdzielenie
fragmentow DNA pod katem ich temperatury topnienia
(zaleznej od ilosci zasad GC w nici), technika 16S rDNA
PCR DGGE moze by¢ wykorzystywana do szybkiej
i efektywnej identyfikacji probek gleby z miejsca zbrodni
poprzez analize¢ profili bakterii w nich obecnych (Lerner,
Shor, Vinokurov, Okon, Jurkevitch, 2006).

Jedna z innych technik wykorzystywanych do usta-
lenia lokalizacji miejsca przestgpstwa jest masywne

rownolegle sekwencjonowanie (massive parallel sequ-
encing, MPS), ktore jest prowadzone z wykorzystaniem
nowoczesnych platform sekwencjonowania nowej ge-
neracji (next-generation sequencing, NGS). Shuzy ono
do okreslenia catej sekwencji genomowej osoby lub or-
ganizmu poprzez rownolegle sekwencjonowanie wielu
fragmentow nici DNA, dzigki czemu uzyskuje si¢ tysia-
ce naktadajacych si¢ odcinkéw nukleotydowych, ktore
nastgpnie w procesie analizy bioinformatycznej mozna
ztozy¢ do jednej wypadkowej sekwencji. Tym samym
uzyskuje si¢ duzo wigkszg przepustowos¢ niz w przypad-
ku tradycyjnych metod sekwencjonowania, a takze mi-
nimalizuje si¢ konieczno$¢ stosowania metod klonowa-
nia fragmentéw bedacych podstawa sekwencjonowania
genomow metoda Sangera (Mostafa, Sabri, Aly, 2015).
Dzigki jej unowocze$nieniu w ostatnich latach mozliwa
jest kompleksowa analiza zespotu mikroorganizmow
obecnych w glebie. Technika ta jest jednak do$¢ czaso-
chtonna oraz kosztowna, a dla jej peinej przydatnosci na-
lezatoby skonstruowa¢ mapy ukazujace rozmieszczenie
poszczegolnych zespolow mikroorganizmoéow (Schmedes
iin., 2016).

Do kluczowych kwestii w dochodzeniu nalezy usta-
lenie, czy doszlo do przeniesienia zwtok z faktycznego
miejsca zbrodni w inne miejsce. Wiele odpowiedzi na to
pytanie uzyskano dzigki wykorzystaniu technik botaniki
sadowej, jednak analizy wskazuja, ze podobne zastoso-
wanie moga mie¢ techniki mikrobiologii kryminalistycz-
nej (Schmedes i in., 2016). Niestety nadal istnieje wiele
ograniczen uzycia mikrobioty glebowej jako materiatu
dowodowego, poniewaz na wyniki badania sktadu spo-
lecznoséci mikroorganizméw moze wplywaé pora roku,
w jakiej pobrano probki, czy tez odleglos¢ migdzy punk-
tami pobran (Pasternak i in., 2013).

Okrzemki a przyczyna $mierci

Badanie mikroorganizméw moze by¢ pomocne przy
ustaleniu przyczyny zgonu, na przyktad dzieki poszuki-
waniu okrzemek w zwlokach znalezionych w akwenach
wodnych. Badanie opublikowane przez grupe naukow-
cow (Sitthiwong, Ruangyuttikarn, Vongvivach, Peerapor-
npisal, 2014), dotyczace identyfikacji okrzemek w ciele
ofiar utonigcia, wykazato ich obecnos$¢ w organach, ta-
kich jak pluca, nerki, watroba, mozg, a takze w tresci
zotadkowej, tresci dwunastnicy oraz krwi, natomiast nie
potwierdzono ich obecnosci w ciatach oséb, ktore zmar-
ty w wyniku chorob lub na skutek wypadkoéw samocho-
dowych i ktorych zwloki nie miaty styczno$ci z woda.
Probki okrzemek pobranych z akwendw sg tozsame ze
znalezionymi w tkankach badanych zwlok. Oznacza to,
ze identyfikacja okrzemek w ciele znalezionym poza
akwenem wodnym moze okresli¢ typ wod (wody stodkie
lub stone), w jakich doszto do utonigcia (Schmedes i in.,
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2016; Sitthiwong i in., 2014). Natomiast badania Luccie-
go i wspotpracownikéw (Lucci, Campobasso, Cirnelli,
Lorenzini, 2008) przeprowadzone na zwtokach ofiar uto-
nigcia wykazaty obecnos¢ paciorkowcow katowych oraz
bakterii E. coli w probkach krwi pobranej z osrodkowego
i obwodowego uktadu krazenia. Nie wykazano bytowa-
nia takich mikroorganizméw w probkach krwi pobrane;j
ze zwlok umieszczonych w wodzie juz po $mierci (Lucci
iin., 2008; Robinson i in., 2021).

Owady w kryminalistyce i ich zastosowanie

Badania entomologiczne majace na celu okreslenie
czasu zgonu s3 najbardziej przydatne w przypadkach,
w ktérych odstep pomigdzy czasem zgonu a chwilg
znalezienia zwlok wynosi ponad 48-72 godzin, nato-
miast przed tym czasem dokladniejsze sa metody bio-
chemiczne i fizyczne (Fratczak-Lagiewska, 2016; Mona,
Jawad, Noreen, Ali, Rakha, 2019; Wang i in., 2019).
Szacowanie wieku §ladu entomologicznego, czyli czasu
rozwoju owadow (od ztozenia jaj do jego zabezpieczenia
na zwlokach), wykorzystuje analiz¢ wieku osobnikow
(metoda rozwojowa) lub zespotu owaddéw (metoda suk-
cesyjna). Do okreslenia czasu zgonu wykorzystywane
sa owady w réznym stadium rozwoju. Okres§la¢ mozna:
stadium rozwoju jaj, wiek larw, wiek poczwarek i wiek
postaci dorostych. Metody te opieraja si¢ glownie na ob-
serwacji cech morfologicznych pod mikroskopem badz
badan molekularnych (Fratczak-Lagiewska, 2016).

Cykle zyciowe owaddéw uzywanych do okreslenia
czasu zgonu sg na ogot state i przewidywalne. Jednak
pewne czynniki, takie jak temperatura i wilgotnos$¢ oto-
czenia zwlok, mogg zmieni¢ ich czas dojrzewania. Zna-
czenie ma roéwniez miejsce odnalezienia zwlok, pora
roku, pogoda, zasoby pokarmowe owaddéw zerujacych
i wiele innych (Mona i in., 2019). Istotnym czynnikiem
wplywajacym na czas trwania rozwoju owadow padlino-
zernych jest rOwniez wptyw substancji wezesniej przyje-
tych przez ofiare, czego przyktadem moze by¢ kokaina,
ktora przyspiesza kolonizacj¢ zwlok przez te owady, lub
arsen, ktory opodznia oraz zaburza ich rozwdj w ciele
zmartego. Istnicjg takze substancje, ktore poczatkowo
dziataja stymulujaco, a nastepnie hamujaco na procesy
kolonizacji zwtok przez nekrofagi. Pozwala to na wyko-
rzystanie owadow do wykrywania réznorakich substancji
toksycznych. Niektore z metali (m.in. kadm, rte¢, cynk,
antymon, otow, zelazo, miedz) kumuluja si¢ w tkankach
owadow zerujacych na zwtokach i moga by¢ wykryte
na kazdym etapie ich cyklu rozwojowego (Czepiel-Mil,
Los, Marczewska, 2015).

W klimacie umiarkowanym, jaki wystepuje w Polsce,
stawonogami, ktore jako pierwsze kolonizujg zwloki, sg
muchowki (Diptera) z rodziny plujkowatych (Callipho-
ridae). Pospolitymi przedstawicielami tej rodziny sa:

plujka pospolita (Calliphora vicina), plujka burczato
(Calliphora vomitoria), padlinowka cesarska (Lucilia
caesar) 1 mucha zielona (Lucilia sericata). Wiek larw
tych muchéwek moze postuzy¢ do wyznaczenia prawdo-
podobnego czasu zgonu ofiary. Ocena wieku larw innych
owadow, np. $cierwicowatych (Sarcophagidae) 1 serni-
cowatych (Piophilidae) takze moze dostarczy¢ pewnych
danych, ale nie odznacza si¢ az tak duzym potencjatem
badawczym jak pomiary wieku larw owadow wczesniej
wymienionej rodziny. Wazna grupa stawonogow zeruja-
cych na martwych ciatach sa takze chrzaszcze (Coleopte-
ra) z rodzin: omarlicowate (Silphidae), gnilikowate (Hi-
steridae) 1 inne. Owadami znajdowanymi na zwtokach
sg takze kusakowate (Staphylinidae), ktore pomimo ze
nie zywig si¢ tkankami zwlok, to ze wzgledu na to, iz
zeruja na larwach owadow padlinozernych, moga stuzy¢
do ustalenia PMI (Weithmann i in., 2021). Zerowa¢ na
zwtokach moga takze gatunki wszystkozerne oraz gatun-
ki przypadkowe (Czepiel-Mil i in., 2015).

W badaniach Singha i wspotpracownikow (Singh,
Ashikin, Abdullah, Carbaugh, Heo, 2020) oceniano
wpltyw mrowkowatych (Formicidae), ze szczegblnym
uwzglednieniem Carebara diversa, na szacowang war-
to$¢ PMI. Mrowkowate oddzialuja niekorzystnie na roz-
woj muchowek padlinozernych, poniewaz zaktocaja pro-
ces skladania jaj oraz doprowadzaja do mniejszej przezy-
walnosci larw muchoéwek. Konkurencja miedzy Formici-
dae a Diptera moze doprowadzi¢ do btgdnie oszacowa-
nego czasu zgonu. Natomiast same mrowkowate moga
zosta¢ uzyte do ocenienia PMI poprzez okreslenie czasu,
w ktorym nowa kolonia zaczyna wytwarza¢ kasty repro-
dukcyjne (Singh i in., 2020). W tabeli 1 przedstawiono
gatunki owadow pomocnych przy okreslaniu czasu zgo-
nu w lasach polskich.

Srodowisko, w ktérym znajdujg si¢ zwloki, nie ogra-
nicza zwykle aktywnosci owadow zerujacych na zwlo-
kach. Niektore gatunki much potrafiag odnalez¢ zwtloki
i zacza¢ sktadac na nich jaja w ciggu kilku minut (Mona
iin., 2019). Niemniej jednak szczelne zamknigcie zwlok
mogtoby doprowadzi¢ do blednego oszacowania czasu
$mierci. Znanym przyktadem takiej pomyiki jest eksper-
tyza dra Billa Bassa z 1977 roku, w ktorej naukowiec po-
mylit si¢ az o 113 lat. Ten btad zmotywowat go do utwo-
rzenia w 1981 roku Antropologicznego Osrodka Badaw-
czego Uniwersytetu Tennessee znanego pod nazwa body
farm. Jest to osrodek, w ktorym przez wiele lat obserwu-
je si¢ postepujacy rozktad zwlok wystawionych na roz-
ne czynniki §rodowiskowe (Bass, 2012). W 2017 roku
Amsterdam’s Academic Medical Center uzyskat zgode
na otwarcie pierwszego takiego osrodka w Europie (En-
serink, 2017). Utworzenie body farm w Polsce wydaje
si¢ malo prawdopodobne ze wzgledow prawnych, kul-
turowych, ekonomicznych i bioetycznych (Skowronek,
Chowaniec, 2010).
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Zastosowanie metod entomologicznych ma takze
znaczenie przy ocenianiu przyczyny zgonu. Rany ktlute,
ktore mogly spowodowaé $mieré, wabia owady, ktore
chetnie sktadaja w tych miejscach jaja, co powoduje, ze
jaj w tych miejscach bedzie wigcej niz na innych obsza-
rach zwlok (Wang i in., 2019).

Owady jako zrodlo ludzkiego DNA — praktyczne
zastosowanie w kryminalistyce i medycynie
sadowej

Owady nekrofagiczne zerujace na ludzkich zwtokach
moga by¢ wykorzystane jako zrodto materiatu biologicz-
nego dostarczajacego informacji do badan genetycznych
i celow identyfikacyjnych. W przedniej czesci jelita larw
magazynowane s3 tkanki pochodzace od denata (Skow-
ronek, 2012), totez do badan najczeSciej pobierana jest
tre$¢ z wola owadow (tac. ingluvies), gdzie ze wzgledu
na matg aktywnos¢ enzymow trawiennych znajduje sig
najlepszy material biologiczny (Campobasso, Linvil-
le, Wells, Introna, 2005). Analiza genetyczna zawarto-
$ci przewodu pokarmowego larw muchéwek (Diptera)
moze by¢ zrodlem ludzkiego DNA i postuzy¢ do identy-
fikacji ofiary, w przypadku gdy zwloki zostaly usunigte
z miejsca przestgpstwa. Do tego celu uzywa si¢ migdzy
innymi techniki STR-PCR (short tandem repeat-polyme-
rase chain reaction) i analizy HVR (sekwencje regionow
hiperzmiennych) (Paneto i in., 2010; Zehner, Amendt,
Krettek, 2004). W pierwszej z wymienionych metod
wykorzystuje si¢ analiz¢ sekwencji mikrosatelitarnych,
czyli tzw. krotkich powtérzen tandemowych STR (short
tandem repeats). W kryminalistyce wykorzystuje si¢ ich
mig¢dzyosobniczg zmienno$¢ wynikajacg z réznej liczby
powtarzajacych si¢ zorganizowanych tandemowo moty-
wow (Tuccia i in., 2019).

Roéwnie wazne sa owady hematofagiczne, ktore —
znajdujac si¢ w domniemanym miejscu przestepstwa —
moga dostarczy¢ materialow dowodowych w sprawie.
Przyktadem takich owadow sg powszechnie wystepujace
pluskwy, komary, wszy i pchty. Pobrana przez nie krew
ludzka moze dostarczyé $ledczym potencjalnego mate-
riatu biologicznego zawierajacego DNA (Skowronek,
Tomsia, Drozdziok, Kabiesz, 2014). Multipleksowa re-
akcja PCR po wyizolowaniu DNA i nastgpujgca po tym
elektroforeza kapilarna umozliwia z duzym prawdopo-
dobienstwem identyfikacje osoby (ofiary lub sprawcy
przestepstwa), na ktorej zerowat owad hematofagiczny
(Spitaleri, Romano, Luise, Ginestra, Saravo, 2006).

Botanika sadowa

Botanika sadowa jest dziedzing nauk kryminali-
stycznych, ktora bada §lady biologiczne pochodzenia

ros§linnego pod katem ich przydatno$ci w postepowa-
niu $ledczym. W ramach tej dziedziny wykorzystuje si¢
wiedze z zakresu anatomii i ekologii roslin oraz biologii
molekularnej. Specyficznymi dzialami botaniki sado-
wej sa dyscypliny skupiajace si¢ na okreslonym rodzaju
materiatu roslinnego — sg to m.in. palinologia (badajaca
glownie pytek roslin nasiennych, zarodniki mszakow, pa-
protnikow i grzybow), lichenologia (badajaca porosty),
briologia (zajmujaca si¢ mszakami) oraz diatomologia,
w ktorej obiektem zainteresowania sg okrzemki (Bajer-
lein, Wojterska, Grewling, Kokocinski, 2015; Caccianiga
iin., 2021).

Jednym z najpopularniejszych badan w botanice
sadowej jest analiza ziaren pytku oraz zarodnikdéw roslin
i grzybow, czyli palinomorféw. Ziarna pytku i zarodni-
ki charakteryzuja si¢ bardzo niewielkimi rozmiarami,
wysoka trwaloscig i odpornoscig na dziatanie réznych
czynnikow zewngtrznych. Moga bardzo szybko przeno-
si¢ si¢ na znaczne odlegtosci, poniewaz latwo przylegaja
do roéznego rodzaju powierzchni (Bajerlein i in., 2015;
Lisiecka, 2019). Powyzsze cechy staly si¢ powodem, dla
ktérego palinomorfy sg tak czgsto uzywane jako mate-
rial dowodowy w toku §ledztwa. Badanie palinomorfow
moze ulatwi¢ ustalenie miejsca, w ktérym doszto do
zbrodni, jaka trasg przemieszczali si¢ uczestnicy zda-
rzenia, czy znalezione ciato ofiary zostato przeniesio-
ne. Moze takze pozwoli¢ na powigzanie podejrzanego
z miejscem przestepstwa (Alotaibi i in., 2020; Bajerlein
iin., 2015; Lisiecka, 2019).

Nie tylko zarodniki, ale takze cate rosliny nalezace do
grupy mszakow sg wykorzystywane jako wazny materiat
dowodowy. Fragmenty mszakoéw latwo przyczepiaja si¢
do ubioru i obuwia, a ich analiza i dopasowanie do rosli-
ny macierzystej moze sta¢ si¢ dowodem obecnosci dane;j
osoby w okre§lonym $rodowisku (Bajerlein i in., 2015;
Virtanen, Korpelainen, Kostamo, 2007).

Oprocz  wykorzystania podstawowych narzedzi,
takich jak mikroskop, w celu okre$lenia cech morfolo-
gicznych nasion zastosowanie znajduja zaawansowane
techniki badawcze. Analiza DNA utatwia identyfikacje
nasion uszkodzonych (np. przez soki trawienne, w przy-
padku tych pobranych z przewodu pokarmowego ofiary)
czy takich, ktorych identyfikacja jest bardzo trudna (Lee,
Huang, Hsu, Lee, 2019).

Botanika sadowa odgrywa réwniez wazng role pod-
czas poszukiwan miejsca pochowku zwlok. Zakopanie
zwlok w ziemi powoduje miejscowe zmiany w struktu-
rze pokrywy ro$linnej, ktéore moga utrzymywac si¢ na-
wet przez dtuzszy czas (Caccianiga, Bottacin, Cattaneo,
2012). Czesto obserwowanym zakldoceniem w miejscu
pochowania zwlok jest zmiana w sktadzie gatunkowym
pokrywy roslinnej zwigzana z zanikiem dotychczas wy-
stepujacych gatunkow lub pojawieniem si¢ gatunkow
nietypowych dla tego miejsca, co czyni je wskaznika-
mi grobow (grave indicators, post-burial indicators).
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W badaniach przeprowadzonych na terenie otwartym
pokrytym roslinno$cia zielna w potnocnych Wioszech
zauwazono, ze w miejscu w ktorym wykopano grob,
zwigkszyta si¢ liczba gatunkow ruderalnych, tj. typowych
dla terenéw silnie przeksztalconych przez czlowieka.
Z kolei zmniejszeniu ulegla liczba gatunkow takich jak
turzyca wiosenna (Carex caryophyllea Latourr), ozanka
wlasciwa (Teucrium chamaedrys Latourr) czy strzgplica
piramidalna (Koeleria pyramidata). Zmiany te byly ob-
serwowane zar6wno w przypadku grobow pelnych, jak
i pustych, co sugeruje, ze zasadniczym czynnikiem za-
ktocajacym zbiorowisko roslinne w tym przypadku byt
sam czynnik mechaniczny — proces kopania (Bajerlein
iin., 2015; Caccianiga i in., 2012).

Do$¢ czesto w miejscu zakopania zwlok rozwija
si¢ wyraznie wyzsza i bardziej zielona ro$§linno$¢ niz
w miejscach sgsiadujacych z miejscem pochowku. Jest
to zwigzane ze zwickszeniem si¢ w glebie ilosci zwigz-
kow mineralnych pochodzacych z rozkladajacych sie
zwlok. Rozwdj bujniejszej roslinnosci moze nastapic
takze w efekcie lepszego napowietrzenia i rozluznienia
struktury gleby spowodowanych kopaniem, co z kolei
wplywa pozytywnie na rozwoj systemow korzeniowych.
Z drugiej strony czynno$¢ kopania moze dziata¢ destruk-
cyjnie na ro$linno$¢ poprzez zniszczenie systemu korze-
niowego. W takim przypadku miejsce pochowania zwlok
bedzie wyrdzniato si¢ stabszym wzrostem roslinnosci
w porownaniu z roslinnoscia jego otoczenia lub nawet
catkowitym zniszczeniem pokrywy roslinnej. Zasadni-
czym czynnikiem majacym wplyw na tego typu zmiany
jest glebokos¢ grobu (Watson, Forbes, 2008).

W obecnych czasach dzigki rozwojowi technik biolo-
gii molekularnej mozliwe jest duzo doktadniejsze zbada-
nie materialu roslinnego, nawet jesli ulegt on znacznym
uszkodzeniom uniemozliwiajacym jego identyfikacje
podstawowymi metodami badawczymi. Podczas takich
analiz szczegoblnie pomocne jest plastydowe DNA, cha-
rakteryzujace si¢ duzg konserwatywnoscia. Korzysci daje
rowniez analiza markeréow DNA (,kodu kreskowego”
DNA), czyli sekwencji DNA w wybranym standardo-
wym regionie genomu, pozwalajacej na identyfikacje ga-
tunku (Aquila i in., 2014; Bajerlein i in., 2015). Aby moc
rozpoznac¢ osobnika macierzystego, z ktorego pochodzi
materiat roslinny badany w sprawie, wykorzystuje si¢
wiedze¢ zdobyta podczas badan wykrywajacych polimor-
fizmy markeréw DNA, takich jak polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych — RFLP (restriction frag-
ments length polymorphism), polimorfizm pojedynczego
nukleotydu — SNP (single nucleotide polymorphism) czy
polimorfizm prostych sekwencji powtarzalnych — SSR
(simple sequence repeats) (Bajerlein i in., 2015).

Warunki $srodowiskowe wplywajace na tempo
rozkladu zwlok

Temperatura otoczenia stanowi istotny czynnik ze-
wnetrzny determinujacy tempo rozktadu zwlok. Wptywa
ona na intensywnos$¢ procesow biochemicznych i bio-
logicznych biorgcych udzial w tym procesie. Z kazdym
wzrostem temperatury o 10°C nastepuje kilkukrotne
przyspieszenie procesoOw chemicznych zachodzacych
w obrebie zwlok (Wescott, 2018). Istotna rolg odgrywa-
ja réwniez mikroorganizmy i stawonogi biorace udziat
w procesie degradacji tkanek zwlok. Rowniez w tych
przypadkach wzrost temperatury stymuluje ich aktyw-
no$¢, niemniej jednak odbywa si¢ to tylko w grani-
cach odpowiedniego dla nich optimum temperaturo-
wego (Carter, Yellowlees, Tibbett, 2008). Temperatury
suboptymalne (zar6wno wyzsze, jak i nizsze) powoduja
zaburzenie kolonizacji i rozwoju populacji stawonogow
w zwlokach. Moga takze doprowadzi¢ do obumarcia
pewnych mikroorganizméw, co moze rowniez opdzniac
tempo rozktadu zwtok. Analiza szybkosci tego procesu
W powigzaniu z temperaturg otoczenia stanowi kolejne
pomocne narzegdzie stuzace do okreslenia PMI (France-
schetti, Amadasi, Bugelli, Bolsi, Tsokos, 2023).

Rowniez badania gleby jako czgsto wybieranego
miejsca pochowku dostarczajg istotnych informacji na
temat wpltywu srodowiska na przebywajace w nim zwlo-
ki. W otoczeniu pochowanych w glebie zwlok w poczat-
kowym okresie wzrasta zar6wno warto$¢ odczynu gleby
(wzrost pH z wartos$ci 4,5-6 do ok. 8 w ciagu 25 dni),
jak 1 wilgotno$¢ (wzrost z poziomu 10-15%, do okoto
25% w ciagu 25 dni) (Szelecz, Koenig, Seppey, Le Bay-
on, Mitchell, 2018). Wptywa to na rozwdj mikroorgani-
zmow glebowych i entomofauny, czyli ogotu gatunkow
owaddéw wystepujacych na okreslonym obszarze. Wzrost
pH wplywa niekorzystnie na rozwoj mikroorganizmow
glebowych i entomofauny. Natomiast podwyzszona wil-
gotno$¢ wspomaga rozwdj osobniczy poszczegodlnych
gatunkow i1 ich metamorfoz¢ pomigdzy stadiami rozwo-
jowymi (Hauteo i in., 2013). Obecno$¢ zwtok wptywa
takze na podwyzszenie zawarto$ci w glebie takich sktad-
nikow jak azot catkowity i fosfor (Benninger, Carter,
Forbes, 2008). Wykrywanie nasilonej dzicki zwigzkom
azotu pochodzacym ze zwtok wegetacji roslin jest mozli-
we metodami spektrometrii z wykorzystaniem sensorow
hiperspektralnych i/lub multispektralnych (Silvan-Car-
denas i in., 2021).

Innym czynnikiem wplywajacym na czas rozkladu
zwtok jest ich wapnowanie (Robinson i in., 2021). Uzy-
cie wapna palonego lub gaszonego na zwlokach moze
opo6zni¢ procesy rozkladu ciata, poniewaz wapno pod-
wyzsza pH gleby, wplywajac niekorzystnie na rozwoj
mikroorganizméw glebowych, dodatkowo powodujac
wysuszenie zwlok, co zniech¢ca owady do zerowania.
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Markery $rodowiskowe pomocne
w kryminalistyce dostepne w glebie

Podczas rozktadu zwlok do gleby przedostajg si¢
ptyny ustrojowe i produkty rozpadu tkanek. Pozwala to
na proby izolacji z materialu glebowego potencjalnych
markeréw rozktadajacego si¢ ciata (von der Liithe, Daw-
son, Mayes, Forbes, Fiedler, 2013). Przyktadem takich
biomarkeréw sa sterole, mi¢dzy innymi cholesterol
i koprostanol (von der Liihe i in., 2013). Innym przykta-
dem markeréw $rodowiskowych moga by¢ tlenek azotu
i dwutlenek wegla. W miejscu pochéwku wykrywa si¢
ich zwickszone st¢zenie (Dalva, Moore, Kalacska, Le-
blanc, Costopoulos, 2015). Natomiast lotne zwiazki or-
ganiczne, takie jak siarczki, aldehydy i kwasy karbok-
sylowe powstajace podczas rozktadu zwtok, odgrywaja
wazng role w wykrywaniu miejsca pochowku przez psy
tropiace (Alexander, Hodges, Bytheway, Aitkenhead-Pe-
terson, 2015; Alexander, Hodges, Wescott, Aitkenhead
-Peterson, 2016). Badania pokazuja, ze w okresie letnim
intensywno$¢ wydzielania si¢ tych zwigzkow jest wyz-
sza niz w okresie zimowym (Forbes, Perrault, Stefanuto,
Nizio, Focant, 2014).

Whioski

Metody sledcze wykorzystujace wiedzg opierajaca si¢
nie tylko na anatomii czlowieka czy badaniach medycz-
nych moga wnies¢ wiele do sledztwa i pomdc w istotnych
kwestiach, takich jak: udowodnienie winy podejrzanego,
identyfikacja miejsca popehienia przestepstwa czy ukry-
cia zwlok, okre$lanie czasu i przyczyny zgonu ofiary.
Dlatego istotne jest propagowanie wspotczesnej wiedzy
dotyczacej nowoczesnych technik kryminalistycznych,
w tym takze tych opartych na zdobyczach biologii i mi-
krobiologii. Dotychczasowe sukcesy $ledcze uzyskane
dzigki wykorzystaniu mikroorganizmow, owadow, roslin
oraz gleby w badaniach kryminalistycznych uzasadniaja
rozwdj 1 dalszy wzrost znaczenia opisanych w niniejszej
pracy dzialéw kryminalistyki sagdowej i weterynaryjne;j.
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