
Problems of Forensic Sciences 2026, vol. 145, 5–23

Introduction

Saliva is a vital body fluid that is produced and se-
creted by salivary glands, such as the submandibular, 
parotid and sublingual glands in the mouth. Saliva is 
composed mainly of water (99%) and a mixture of elec-
trolytes (sodium, potassium, calcium, chloride, mag-
nesium, bicarbonate, phosphate), proteins, enzymes 
(amylase and lipase), antimicrobial agents (lysozyme 
and lactoferrin growth hormones, buffers, and mu-
cus  [1–3]. The enzyme, salivary amylase in saliva, 
fragments larger molecules into smaller ones, useful 
for the body, thereby initiating carbohydrate digestion. 
Saliva protects oral tissues from irritation and injury 
by keeping the mouth and throat moist. Compared to 
other biological samples, saliva is readily accessible, 
making it easier to collect. Saliva is a non-invasive 

and accessible biological sample which is frequently 
encountered in criminal and forensic investigations, 
including sexual assault cases [4]. The salivary micro-
biome consists of different microorganisms that live 
in human saliva. Streptococcus, Neisseria, Prevotella, 
Haemophilus, Veillonella, Porphyromonas, Rothia, 
and Fusobacterium typically make up eight genera 
in the salivary microbiome, which together make up 
more than 70% of the overall bacterial population. It is 
distinct from the oral microbiome. While the salivary 
microbiome itself is stable, its composition can change 
in response to various oral diseases and also factors 
such as lifestyle, eating habits, smoking habits, etc. 
This makes saliva a promising non-invasive diagnos-
tic tool for health monitoring. The salivary microbi-
ome profile is distinct from the skin and also stable for 
a longer term [5].
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Composition and characteristics of the salivary 
microbiome

The human mouth comprises a vast number of mi-
crobial communities inside the body, in which saliva 
plays a crucial role in carrying and reflecting its diver-
sity [6]. A classic salivary microbiome includes hun-
dreds and thousands of microbial species originating 
from several parts of the mouth, like the tongue, teeth, 
and gums [7]. The microbial patterns are not fixed and 
vary according to factors such as oral hygiene, food 
habits, medications, and environmental conditions. 
The most common bacterial groups are Firmicutes, 
Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria, and Ac-
tinobacteria, with commonly found genera including 
Streptococcus, Veillonella, Neisseria, Prevotella, and 
Haemophilus. S. salivarius and S. mutans are especial-
ly relevant in forensic studies due to their presence in 
almost everyone’s saliva and their variation between 
individuals [5]. The forensic relevance of saliva pri-
marily lies in the microbial composition that tends 
to remain stable over a certain period, unless and 
until there are some major health issues or any kind 
of lifestyle changes in one’s life. The consistency of 
the salivary microbiome, along with its natural vari-
ation among people, may contribute to human differ-
entiation when used alongside conventional forensic 
methods [8].

Factors affecting salivary microbiome profiling

Lifestyle

Salivary microbiome has a huge diversity, and fac-
tors such as lifestyle and diet of individuals can in-
fluence it [9, 10]. The common salivary microbiome 
present in a healthy individual includes Streptococ-
cus, Neisseria, Prevotella, Haemophilus, Veillonella, 
Porphyromonas, Rothia, and Fusobacterium. The di-
versity of these microbes can vary due to changes in 
lifestyle factors, such as diet, eating habits, smoking 
habits, alcohol consumption, oral hygiene practices, 
and the general health state. It makes changes in the 
number of specific microbial genera and contributes 
to both oral and systemic health and disease of a per-
son [4, 8]. The number of cariogenic bacteria, such 
as Streptococcus, can increase due to high levels of 
sugar and carbohydrate intake, which can reduce the 
salivary pH and may lead to dental caries [9]. The oral 
microbial community can be affected by alcohol con-
sumption in several ways: through direct cytotoxic ef-
fects on bacteria [11], by disturbing the saliva-bacterial 

interactions [12–14], and by using ethanol as a sub-
strate for bacterial metabolism [15]. Increased ethanol 
consumption can enhance the colonisation by S. mu-
tans [16], a bacterium responsible for dental caries. 
A  diet containing fermentable carbohydrates and 
starch can cause the growth of acid-producing bacteria 
that may lead to oral health issues. A balanced diet, 
including fruits and vegetables, promotes the growth 
of a healthy oral microbiome [17]. Excessive alcohol 
consumption (>3 drinks per day) with poor oral health 
can lead to variations in the salivary microbiome [18]. 
Drinking at least a glass of red wine a day is associ-
ated with reduced species richness and reduction of 
certain anaerobic bacteria in sub- and supragingival 
plaque [19], while the excessive use of tobacco and al-
cohol is associated with reduced species richness and 
decreased abundance of Neisseria, Aggregatibacter, 
and Fusobacteria in oral mucosa biofilms [20]. Apart 
from the direct effects, alcohol may also indirectly af-
fect the oral microbiota by disturbing the host defence 
system [21-24], subsequently resulting in host-mediat-
ed periodontitis [25, 26].

Cigarette smoking

Cigarette smoking is a risk factor with profound ef-
fects on the oral microbiome. Studies have shown that 
smokers exhibit a distinct microbial profile charac-
terised by a decrease in genera like Capnocytophaga, 
Peptostreptococcus, and Leptotrichia, while Atopobi-
um and Streptococcus are more prevalent [4]. Bacte-
roidetes at the phylum level and the genus Prevotella 
are significantly higher in the smoking group [27]. 
On  the other hand, Proteobacteria and Synergistetes 
at the phylum level, Lactococcus, Corynebacterium, 
Gemella, Capnocytophaga, and Streptococcus at the 
genus level are significantly higher in nonsmokers. 
The salivary microbiome from the nonsmokers is sig-
nificantly more diverse compared to the smokers [5]. 
Smoking affects the subgingival bacterial profile in 
healthy individuals and is responsible for the depletion 
of beneficial bacteria and the increase in periodonto-
pathogen bacteria [28]. The tobacco constituents in 
cigarettes create alterations in the oral microbiome by 
inducing a possible alteration in functional pathways 
and allowing oral pathogens to grow, thereby making 
smokers more susceptible to periodontal issues and 
other dental disorders [29].

Beverages

The frequency of coffee and tea intake can influ-
ence the salivary microbiome profile. Actinobacteria, 
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Firmicutes, Proteobacteria, and Saccharibacteria 
phyla are significantly higher among coffee drinkers 
as compared to tea drinkers, whereas Bacteroidetes 
and Fusobacteria are the significant phyla in tea drink-
ers. An abundance of microorganisms can be found in 
coffee drinkers, while a significant difference is not 
observed in tea drinkers. At the genus level, Capno-
cytophaga is significantly lower in the tea drinkers’ 
group in comparison with others [5]. Wine drinkers 
exhibit greater microbial diversity and a distinct mi-
crobial profile compared to non-drinkers. Non-wine 
drinkers tend to have lower abundances of the phyla 
Bacteroidetes and Firmicutes, as well as the family 
Peptostreptococcaceae [30]. Beer, although relatively 
low in alcohol content, has a complex chemical make-
up [31], offering a higher concentration of the pro-
teins, B vitamins, minerals, fibres, antioxidants, and 
a wider range of flavours compared to other alcoholic 
beverages [31], which could potentially influence the 
growth of the bacteria differently.

Diseases

The salivary microbiome plays a crucial role in 
both oral and systemic health. When an individual 
develops an oral disease, the composition and func-
tion of their salivary microbiome can undergo signif-
icant changes, known as dysbiosis. These alterations 
can be a consequence of the disease, contribute to its 
progression, or even serve as potential diagnostic bi-
omarkers. The salivary microbiota of individuals with 
dental diseases is unique compared to that of healthy 
people [32, 33]. Obesity may also lead to dental car-
ies [34] and periodontitis [35, 36]. Frequent sugar in-
take increases body weight, causing the risk of devel-
oping dental caries [37]. Smoking favours the growth 
of cariogenic (cavity-causing) microorganisms, such 
as S. mutans, which can lead to periodontitis among 
individuals. Alcohol consumption causes dehydration 
that may lead to reduced saliva production [38]. Bac-
teria grow in a dry mouth and thereby cause tooth de-
cay [39]. Low socioeconomic status can cause reduced 
dental checkups, leading to dental diseases [39–42]. 
Bacterial species like Neisseria, Haemophilus, and 
Fusobacterium are more diverse in people with low 
levels of caries experience, while the “caries group” 
shows a relative abundance of Streptococcus species. 
Frequent sugar intake may lead to the loss of diversi-
ty in the supragingival microbiota and cause caries. 
Oral hygiene and daily fluoride exposure can reduce 
caries [43].

Saliva as a diagnostic material

Saliva is a clear and slightly acidic body fluid 
(pH = 6.0–7.0) [44]. It plays an important role in var-
ious bodily functions, including digestion, lubrica-
tion, taste perception, speech and oral hygiene. Saliva 
helps to initiate digestion, aids in swallowing, protects 
teeth from decay, and helps to prevent infections [45]. 
In  general, the human salivary glands can produce 
about 1–1.5 l of serous and mucinous saliva daily, in-
cluding water, salts, and an abundance of molecules 
from the blood [46]. Saliva has gained recognition as 
a  non-invasive diagnostic medium for detecting dis-
eases, health conditions, and forensic information.

Advantages of the saliva over other biological 
fluids

The readily accessible saliva makes it easier to col-
lect when compared to blood samples. The presence 
and severity of periodontal disease, including gingivi-
tis and periodontitis, can be identified through the bi-
omarkers present in saliva. The health conditions, in-
cluding infections, cancers, and hormonal imbalances 
of an individual, can also be analysed using biomark-
ers [47, 48]. Saliva-based diagnostic testing is more 
economically feasible and non-invasive compared to 
blood or tissue-based diagnostics. Early detection of 
diseases, such as oral cancer, autoimmune diseases, 
and certain infections are also possible by saliva test-
ing [49]. Saliva serves as a condition that is used as 
a bridge between oral health and a systemic condition 
like diabetes. Salivary diagnostics help to identify in-
dividuals at risk of these diseases or those who are ex-
periencing them [44]. Although the lower concentra-
tion of saliva may limit its sensitivity when compared 
to other body fluids, these challenges can be overcome 
with the advancement of highly sensitive analytical 
techniques, such as molecular diagnostics, biosensors, 
and nanotechnology-based detection systems [46].

Forensic applications of salivary microbiome

The salivary microbiome has considerable forensic 
potential due to its unique microbial signature and re-
silience to environmental changes. While the salivary 
microbiome alone cannot serve as a personal identifi-
cation tool, it can assist in human differentiation when 
the traditional DNA is degraded [50]. Techniques such 
as high throughput sequencing can be used to help in 
the detection of unique bacterial patterns associated 
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with an individual’s oral microbiome [8]. In activity 
reconstruction cases, when saliva is accumulated on 
surfaces like cups, straws, skin, or clothing, the mi-
crobial communities present may provide insights into 
the identification of individual activities, habits, or 
lifestyle patterns. Similarly, in source attribution cas-
es, where samples are mixed or degraded, microbiome 
profiling has been used as a means to differentiate oth-
er biological samples, such as saliva, blood, or vaginal 
fluids, etc. [51]. Particularly in varied lifestyle infer-
ences, specific microbial taxa have been associated 
to form a correlation with certain behaviour patterns, 
such as diet, smoking, or even basic medical condi-
tions. These microbial formations can be used to view 
information that can support or challenge the claims 
of an individual [52]. In varied scenarios, where the 
conventional DNA fails, microbiome-based evidence 
may still provide investigative leads [53]. The persis-
tence of microbial DNA in trace evidence can help in 
retrospective analyses to further assess and contribute 
to narrowing down the investigative leads.

Resolution of 16S rRNA sequencing

Salivary microbiome profiling employs a range 
of molecular and computational-based techniques to 
identify and quantify the microbial taxa in the provid-
ed saliva sample. The analytical techniques used in-
clude DNA sequencing (both 16S rRNA and shotgun 
sequencing), quantitative PCR, and bioinformatics 
for data analysis. These methods allow researchers 
to characterise the bacterial diversity composition in 
the oral microbiome. In oral microbiome analysis, the 
16S rRNA gene amplicon sequencing has an impor-
tant role and is frequently used. However, this meth-
od can be biased because of the following steps: the 
selection of amplification regions and the referenced 
databases. There are more than 700 bacterial species 
present in the mouth [54]. Due to the dysbiosis of this 
complex microbiome, especially in dental plaque, 
dental diseases can occur [55–58]. Determination of 
the bacterial composition helps in identifying patho-
genic factors in the diseases caused by dysbiosis. 16S 
rRNA gene amplicon sequencing analysis is an ana-
lytical method used to identify the diversity as well 
as complexity of bacterial communities [59]. Identi-
fying the oral microbiota of an individual, the Human 
Oral Microbiome Database (HOMD; www.homd.org) 
is used as it contains information about 16S rRNA 
sequencing  [60]. HOMD and the V1–V2 primer can 
be used for analysing oral samples along with the V4 
and V3–V4 primers; relatively, the V1–V2 primer is 

more accurate in identifying Streptococci at the spe-
cies level [59].

Studies show that the V1–V3 region is the most 
accurate for evaluating bacterial composition of oral 
microbiota [61]. But the primers targeting the V3–V4 
and V4–V5 regions produce a higher yield [62]. While 
using the sequencing length of 300 bp, there is more 
yield than from 250 bp when using the primer target-
ing the V3–V4 region [63]. Information comparing 
the analytical performance of 250 bp versus 300 bp 
sequence reads is currently lacking. As a result, iden-
tifying the most suitable parameters for 16S rRNA 
amplicon sequencing in oral samples is essential for 
accurately characterising the microbiota. Factors like 
primer selection, sequencing length, trimming length, 
and database influence the 16S rRNA gene amplicon 
sequence [64, 65]. Previous reports suggest that long-
read sequencing provides better resolution for bacteri-
al identification than short reads [66].

Activity reconstruction using saliva-associated 
microbiota

Activity reconstruction using saliva-associated mi-
crobiota provides the unique and dynamic composi-
tion of an individual’s oral microbiome as reflected in 
their saliva. It helps to identify and analyse their recent 
activities, lifestyle habits or even their health condi-
tions. The microbial community in the saliva is highly 
individualised, just like the fingerprints. It is influ-
enced by factors such as genetics, environment, diet, 
hygiene, and specific behaviours. The saliva samples 
are collected from individuals, and DNA is extracted 
from them, while the extraction of the specific targets 
is the genetic material of the bacteria, fungi, and other 
microbes present (e.g. 16S rRNA gene sequencing for 
bacteria) in the saliva sample. The microbial profiles 
of different individuals or groups are compared, and 
specific bacterial species or entire microbial commu-
nity structures are uniquely associated with certain 
activities or conditions analysed. Depending on the 
spatial distribution and age, the salivary composition 
may vary. In general, microbiota diversity increases 
over time and decreases in the elderly [67, 68]. Health-
ier and more diverse salivary microbiomes can be ob-
served in an active lifestyle. Dietary habits will also 
influence the oral microbiome [69]. Changes in sali-
vary microbiota can be indicative of periodontal dis-
ease, dental caries, systemic conditions like non-alco-
holic fatty liver disease (NAFLD), cirrhosis, and even 
certain cancers. By analysing the saliva samples that 
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are left at a crime scene, it is possible to identify the 
individual’s lifestyle, health, and recent activities.

Bioinformatics and data interpretation in 
salivary microbiome analysis

The characterisation of salivary microbiome re-
quires a lot of computational analysis and techniques 
to handle a large and complex dataset from DNA se-
quencing. After the sequences are processed, they are 
then compared with the databases to find out about 
which bacteria are present in the given sample. Some 
of the common databases are SILVA, Green Genes 
and HOMD. But for studying the function of bacte-
ria, tools like PICRUSt2 and HUMAnN3 are main-
ly used. These tools predict functions based on upon 
the16S data, and also directly analyse the genes from 
sequencing [70–72].

Post-mortem interval (PMI) estimation using 
salivary microbiome

The salivary microbiome can exhibit predictable 
changes, which contribute to the estimation of the 
post-mortem interval. Following death, the aerobic 
bacteria gradually decrease, whereas anaerobic taxa 
such as Prevotella, Fusobacterium, and Porphyro-
monas increase over time. These succession patterns 

occur in response to environmental conditions such 
as temperature and humidity, but generally follow 
reproducible chronological trends. The oral microbi-
ome changes after death, and these changes can help 
estimate the post-mortem interval. It has been found 
that the composition of the oral microbiome changes 
in a consistent way over time after death, and certain 
bacteria increase or decrease in predictable patterns. 
Previous studies suggest that the PMI estimation is re-
liable and researchers can use standardised methods, 
including consistent sampling techniques, sequencing 
depth, clear metadata (temperature, humidity, environ-
ment, cause of death) and uniform bioinformatics for 
data analysis [73]. The microbial succession observed 
across external body sampling sites follows reprodu
cible temporal trends. Using both the genomic and cul-
ture-based techniques, it can be confirmed that there 
is a shift in microbial composition after death, cor-
relating with the progression of decomposition. This 
supports the use of microbiota as potential temporal 
indicators in post-mortem interval estimation  [74]. 
Although the use of salivary microbiota for PMI es-
timation shows its potential as a supplementary tool 
in death time determination, further validation across 
diverse climates, substrates, and decomposition stages 
is required before these approaches can be applied in 
forensic casework. Table 1 includes a summary of im-
portant findings from various research groups for PMI 
estimation using bacteria from the oral cavity.

Table 1.
Summary of key findings in saliva microbiota for PMI estimation

Model 
Used

Sampling 
sites

Major microbes 
observed 

Sequencing 
Method

Key findings Reference

Cadavers Buccal 
and rectal 
swabs

Streptococcus,
Prevotella,
Veillonella

16S rRNA, 454 
pyrosequencing 
platform

There is a difference in bacterial community com-
position between pre-bloat and post-bloat stages of 
decomposition, with Firmicutes abundantly present 
in pre-bloat and Proteobacteria in post-bloat. A shift 
from aerobic to anaerobic bacteria is observed. The 
bacterial community present in the buccal cavity 
needs to be collected properly, as improper collec-
tion can result in errors in reads after sequencing, 
resulting in different species found altogether.

[75]

Cadavers Oral and 
nasal 
cavity, 
organs

Streptococcus,
Veillonella,
Prevotella

16S rRNA, 
MiSeq platform 
(Illumina)

The bacteria that colonise saliva are very different 
from those that colonise other organs, such as the 
liver, spleen, brain, heart, and blood. Saliva also ex-
hibits distinct changes as decomposition progresses. 
The buccal cavity exhibits similar bacterial genera 
between the sexes, unlike other organs and blood.

[76]
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Model 
Used

Sampling 
sites

Major microbes 
observed 

Sequencing 
Method

Key findings Reference

Mouse Oral cavity Proteobacteria,
Gammaproteobacteria,
Enterobacteriales,
Enterobacteriaceae,
Proteus

16S rRNA, 
Ion S5 XL 
sequencing 
platform

Firmicutes increase as decomposition progresses, 
but then decrease. The opposite trend is observed 
for the phylum Proteobacteria. Although the phy-
lum of bacteria is the same across the stages of 
decomposition, the genus of bacteria changes over 
time. The genus Proteus can be used for the deter-
mination of PMI.

[77]

Rats Oral swabs Atopostipes,
Facklamia,
Cerasibacillus

16S rDNA, 
Ion S5 XL 
sequencing 
platform

This study found that the bacterial species Entero-
coccus faecalis is abundantly present at the start 
of decomposition but decreases as decomposition 
progresses. The authors also identified the bacteri-
al phyla Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, 
and Actinobacteria as the most important phyla for 
the estimation of PMI. Humidity and low oxygen 
levels have a strong impact on the varying bacterial 
community composition, but high salt concentration 
can increase the survivability of bacteria. 

[78]

Rats Mouth 
swabs

Vagococcus,
Escherichia-Shigella,
Ignatzschineria,
Savagea,
Peptos treptococcus,
Rothia,
Proteus,
Pseudomonas,
Lysinibacillus,
Globicatella,
Rodentibacter,
Myroides,
Sphingomonas,
Corynebacterium,
Streptococcus,
Aerococcus,
Jeotgalicoccus,
Bosea,
Psychrobacter,
Morganella,
Staphylococcus

16S rRNA, 
Illlumina 
NovaSeq 
platform

The fresh stage of decomposition is rich in the 
bacterial phylum Bacteroidetes. The later stages 
of decomposition are rich in the phyla Firmicutes 
and Proteobacteria. The relative abundance across 
decomposition from early to late stages of the phy-
la Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, and 
Bacteroidetes varies as follows:
1.	 Firmicutes increased, decreased, and then in-

creased.
2.	 Proteobacteria decreased and then increased.
3.	 Actinobacteria were high only at the initial hour 

and at 24 hours.
4.	 Bacteroidetes increased and then decreased.
The authors also performed statistical modelling 
using regression, which identified Actinobacteria as 
the best phylum for PMI.

[79]

Cadavers Oral and 
nasal 
swabs

Strepto coccus,
Acinetobacter,
Klebsiella,
Escherichia-Shigella,
Leptotrichia

16s rRNA, 
Illumina 
NovaSeq6000 
platform

The study established that oral microbiota is dif-
ferent from nasal microbiota, as the oral cavity is 
hypoxic and closed, which can be an excellent envi-
ronment for anaerobic bacterial taxa like Firmicutes 
to grow. The genus Streptococcus is the most impor-
tant bacteria for PMI within the phylum Firmicutes.

[80]

Ancestry and geolocation inference from 
salivary microbiome

Salivary microbiome profiles always show popu-
lation-specific patterns that can support ancestry in-
ference and geolocation, but they are currently only 
suitable as a complementary line of forensic evidence 
rather than a stand-alone method. The population-lev-
el differences in the salivary microbiome are a result 
of the combined effects of host genetics, habitual diet, 

local environment, and lifestyle factors, which can 
shape distinct community structures across geograph-
ic and different ethnic groups. These influences can 
create reproducible shifts in the relative abundance of 
key oral taxa that can act as population-associated mi-
crobial signatures when sufficient reference data are 
available [81]. In their study, Clarke et al. [82] com-
pared the oral (and stool) microbiomes from young 
women in Barbados, Chile, South Africa, and Thai-
land, showing that the oral community composition 
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differed significantly between these geographically 
distinct populations. In their data, the country of origin 
explained around 16% of the variation in oral micro-
biota. Multivariate analyses could separate samples by 
geography even after accounting for lifestyle metada-
ta, which highlights strong environmental and dietary 
contributions to the signal. Skonieczna et al. [83] ana-
lysed the salivary microbiome as signatures from Pol-
ish and Serbian individuals and developed a machine 
learning model capable of discriminating between 
these closely related national populations. This indi-
cates that microbiome-based classifiers can narrow the 
regions of origin within Europe, supporting the poten-
tial forensic value of salivary profiles for biogeograph-
ic ancestry when integrated with genetic markers [83].

Forensic microbiome research describes salivary 
bacterial communities as very important supplemen-
tary markers for ancestry estimation, individual iden-
tification, and geolocation, particularly when com-
bined with human genetic, isotopic, and convention-
al trace evidence. These emerging resources, such 
as the Forensic Microbiome Database, demonstrate 
that well-curated reference datasets can achieve 
a high-level prediction accuracy for the microbi-
ome-based geolocation, with saliva being the best 
sample type [84]. Despite these advances, microbi-
ome-based ancestry inference remains exploratory be-
cause existing datasets underrepresent many regions 
and often use heterogeneous sampling and sequencing 
protocols. Large, geographically inclusive databases 
and cross-validated studies on diverse and independent 
cohorts are required to establish robust error rates; so, 
at present, salivary microbiome profiling should only 
be used as a complementary tool alongside established 
genetic and isotopic approaches in forensic practice.

Limitations and challenges in forensic 
microbiome-based studies

Even though the oral microbiome remains stable in 
healthy individuals, its composition can change due to 
several internal and external factors, such as antibiotic 
use, illness, smoking, stress, and changes in oral hy-
giene habits [85]. This can cause a significant change 
in microbial shift and reduce its consistency in indi-
vidual microbial signatures, limiting its reliability for 
individual identification. Saliva samples are vulner-
able to different environmental contamination when 
they are left outdoors or in uncontrolled environments. 
Microbes from the air and soil in contact with objects 
can alter the microbial composition [86]. Without any 
strict contamination control, the differentiation of the 

original microbiome from the introduced microbes 
becomes very difficult [87]. Unlike DNA profiling, 
microbial analysis does not have universal guide-
lines, fixed procedures, and protocols for comparing 
the microbiome data across the samples [88]. Studies 
often rely on dependent models to draw the final con-
clusions on deciding whether two microbial profiles 
match or not. Microbiome analysis methods differ 
widely between the labs, affecting the reliability and 
accuracy. Inconsistencies through essential procedures 
and drawing conclusions make it difficult to compare 
results across universal model studies [89].

Future directions and recommendations

At the onset, there are a lot of variations in the way 
samples are collected, treated, and analysed from one 
lab to another. Due to lab conditions, it is not easy to 
provide the results or to present microbiome-related 
evidence in a court of law. Another major priority is 
the population scale. Presently, many research stud-
ies really depend on a small sample size or only very 
few populations, due to which certain challenges may 
persist in the criminal investigations and judicial pro-
cesses. Until similar guidelines like DNA testing are 
exclusively elaborated, microbial evidence corrobora-
tions become difficult to interpret in real time scenar-
ios. It is also important to focus on integration rather 
than replacement. Microbial profiling does not mean 
taking over from DNA analysis or any other foren-
sic tools. Combining both the microbiome data with 
genetic and protein-based markers can give a  com-
plete picture in different scenarios. As there are cer-
tain microbiome data, which can reveal information 
about others’ personal health conditions, habits, or 
even geographical background, it can also raise sig-
nificant ethical concerns regarding informed consent 
and privacy. Clear ethical guideline should be made 
in such a way that data is used widely. It is necessary 
to understand how different microbial evidence works, 
what are its strengths and limitations. The future of 
microbiome forensics is a promising area, but it will 
only be prolific if supported by validated scientific 
procedures, ethical clarity, and collaborative features 
across different fields.

Conclusion

The salivary microbiome is an emerging field in 
forensic science that provides an additional level of 
information that can be used to support investigations 
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beyond conventional DNA profiling. It has relative 
stability in environmental conditions due to its mul-
tifaceted structure, making it a valuable source of 
evidence in cases where conventional samples are 
degraded or contaminated. For physical identifica-
tion and behavioural information, the microbiome 
has demonstrated its utility. The reliability of micro-
biome-based evidence is advancing due to the devel-
opment in sequencing technology, data analysis and 
machine learning algorithms. This also has application 
in body fluid identification, time-since-deposition esti-
mation, and personal identification. Sample collection 
techniques are highly variable, and there is a substan-
tial risk of environmental contamination, particularly 
in uncontrolled samples. However, current limitations 
restrict forensic implementation. Concerns about con-
sent, privacy, and misuse of information must be open-
ly addressed prior to microbiome evidence becoming 
routine in legal proceedings. The salivary microbiome 
is a complementary tool for forensic examinations; 
when used in accordance with scientific and ethical 
standards, it will add quality to biological evidence, 
particularly in complicated or compromised forensic 
cases.
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Wprowadzenie

Ślina jest niezbędnym płynem ustrojowym, wytwa-
rzanym i wydzielanym przez gruczoły ślinowe, takie 
jak gruczoły podżuchwowe, przyuszne i podjęzykowe, 
znajdujące się w jamie ustnej. Ślina składa się głównie 
z wody (99%) i mieszaniny elektrolitów (sodu, potasu, 
wapnia, chlorków, magnezu, wodorowęglanów i fosfo-
ranów), białek, enzymów (amylazy i lipazy), substancji 
przeciwbakteryjnych (lizozymu i laktoferyny), hormo-
nów wzrostu, buforów oraz śluzu [1–3]. Amylaza śli-
nowa, czyli enzym zawarty w ślinie, rozkłada większe 
cząsteczki na mniejsze, przyswajalne przez organizm, 
rozpoczynając w ten sposób trawienie węglowodanów. 
Ślina chroni tkanki jamy ustnej przed podrażnieniami 
i urazami, utrzymując odpowiednią wilgotność w jamie 
ustnej i gardle. W porównaniu z innymi próbkami biolo-
gicznymi ślina jest łatwo dostępna, co ułatwia jej pobra-
nie. Ponadto pozyskiwana jest w sposób nieinwazyjny, 
co sprawia, że często spotyka się ją w dochodzeniach 
kryminalnych i sądowych, w tym w sprawach dotyczą-
cych przestępstw przeciwko wolności seksualnej [4]. 
Jej mikrobiom składa się z różnych mikroorganizmów 
– Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Haemophilus, 
Veillonella, Porphyromonas, Rothia i Fusobacterium to 
osiem rodzajów bakterii występujących zazwyczaj w mi-
krobiomie ludzkiej śliny, które łącznie stanowi ponad 
70% całej populacji bakteryjnej. Mikrobiom śliny różni 
się od mikrobiomu jamy ustnej. Chociaż sam jest stabil-
ny, jego skład może ulegać zmianom w odpowiedzi na 
różne schorzenia jamy ustnej, a także na takie czynniki, 
jak styl życia, nawyki żywieniowe, palenie tytoniu itp. 
Dzięki temu ślina stanowi obiecujące, nieinwazyjne na-
rzędzie diagnostyczne służące do monitorowania stanu 
zdrowia. Profil mikrobiomu śliny różni się od profilu mi-
krobiomu skóry i charakteryzuje się większą stabilnością 
w dłuższej perspektywie czasowej [5].

Skład i cechy mikrobiomu śliny

W jamie ustnej człowieka występuje ogromna liczba 
społeczności mikroorganizmów, a ślina odgrywa klu-
czową rolę w przenoszeniu i odzwierciedlaniu tej róż-
norodności [6]. Klasyczny mikrobiom śliny obejmuje 
setki tysięcy gatunków mikroorganizmów pochodzących 
z różnych części jamy ustnej, takich jak język, zęby 
i dziąsła [7]. Skład mikrobiomu nie jest stały i zmienia się 

w zależności od takich czynników, jak higiena jamy ust-
nej, nawyki żywieniowe, przyjmowane leki oraz warunki 
środowiskowe. Najczęściej występujące grupy bakterii to 
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria 
i Actinobacteria, a do najczęściej spotykanych rodzajów 
należą Streptococcus, Veillonella, Neisseria, Prevotella 
i Haemophilus. Bakterie S. salivarius i S. mutans mają 
szczególne znaczenie w badaniach sądowych ze względu 
na ich obecność w ślinie niemal każdego człowieka oraz 
różnice w ich występowaniu u poszczególnych osób [5]. 
Znaczenie śliny w dochodzeniach kryminalistycznych 
wynika przede wszystkim z jej składu mikrobiologicz-
nego, który zazwyczaj pozostaje stabilny przez pewien 
czas, o ile nie wystąpią poważne problemy zdrowotne 
lub nie nastąpią zmiany w stylu życia danej osoby. Spój-
ność mikrobiomu śliny, w połączeniu z jego naturalną 
zmiennością międzyosobniczą, może przyczyniać się 
do różnicowania osób, gdy jest wykorzystywana wraz 
z konwencjonalnymi metodami kryminalistycznymi [8].

Czynniki wpływające na profil mikrobiomu śliny

Styl życia

Mikrobiom śliny charakteryzuje się ogromną różno-
rodnością, a na jego skład mogą wpływać takie czynniki, 
jak styl życia i dieta poszczególnych osób [9–10]. Mi-
krobiom śliny występujący u osoby zdrowej obejmuje 
bakterie z rodzajów Streptococcus, Neisseria, Prevotel-
la, Haemophilus, Veillonella, Porphyromonas, Rothia 
i Fusobacterium. Różnorodność tych mikroorganizmów 
może się zmieniać w zależności od czynników związa-
nych ze stylem życia, takich jak dieta, nawyki żywie-
niowe, palenie tytoniu, spożywanie alkoholu, higiena 
jamy ustnej oraz ogólny stan zdrowia. Pociąga to za sobą 
zmiany w liczebności określonych rodzajów drobno-
ustrojów oraz ma wpływ na stan zdrowia i choroby za-
równo jamy ustnej, jak i całego organizmu [4, 8]. Liczba 
bakterii próchnicotwórczych, takich jak Streptococcus, 
może wzrosnąć w wyniku spożywania dużych ilości cu-
kru i węglowodanów, co może obniżyć pH śliny i prowa-
dzić do powstawania próchnicy [9]. Spożycie alkoholu 
może wpływać na mikrobiotę jamy ustnej na kilka spo-
sobów: poprzez bezpośrednie działanie cytotoksyczne na 
bakterie [11], poprzez zakłócanie interakcji między śliną 
a bakteriami [12–14] oraz poprzez wykorzystanie etanolu 
jako substratu w procesach metabolicznych bakterii [15]. 
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Zwiększone spożycie etanolu może sprzyjać kolonizacji 
przez S. mutans [16], bakterię odpowiedzialną za próch-
nicę zębów. Dieta zawierająca węglowodany ulegające 
fermentacji i skrobię może sprzyjać rozwojowi bakterii 
wytwarzających kwasy, co potencjalnie prowadzi do 
problemów ze zdrowiem jamy ustnej. Zbilansowana 
dieta, zawierająca owoce i warzywa, sprzyja rozwojo-
wi zdrowego mikrobiomu jamy ustnej [17]. Nadmierne 
spożycie alkoholu (>3 drinki dziennie) w połączeniu ze 
złym stanem zdrowia jamy ustnej może prowadzić do 
zmian w  mikrobiomie śliny [18]. Spożywanie co naj-
mniej jednej lampki czerwonego wina dziennie wiąże 
się ze zmniejszeniem różnorodności gatunkowej oraz 
spadkiem liczebności niektórych bakterii beztlenowych 
w płytce poddziąsłowej i naddziąsłowej [19], natomiast 
nadmierne spożywanie tytoniu i alkoholu wiąże się ze 
zmniejszeniem różnorodności gatunkowej oraz spad-
kiem liczebności bakterii Neisseria, Aggregatibacter 
i  Fusobacteria w biofilmach błony śluzowej jamy ust-
nej [20]. Oprócz bezpośredniego oddziaływania, alkohol 
może również pośrednio wpływać na mikrobiotę jamy 
ustnej poprzez zaburzenie działania układu odpornościo-
wego gospodarza [21–24], co w konsekwencji prowadzi 
do zapalenia przyzębia uwarunkowanego odpowiedzią 
immunologiczną gospodarza [25–26].

Palenie papierosów

Palenie papierosów stanowi czynnik ryzyka mający 
znaczący wpływ na mikrobiom jamy ustnej. Badania 
wykazały, że u palaczy występuje specyficzny profil 
mikrobiologiczny, charakteryzujący się zmniejszeniem 
liczebności rodzajów takich jak Capnocytophaga, Pep-
tostreptococcus i Leptotrichia, natomiast częściej wy-
stępują Atopobium i Streptococcus [4]. W grupie pala-
czy odnotowano znacznie wyższy udział bakterii z typu 
Bacteroidetes oraz z rodzaju Prevotella [27]. Z drugiej 
strony, liczba bakterii z gromady Proteobacteria i Syner-
gistetes na poziomie typu oraz z rodzajów Lactococcus, 
Corynebacterium, Gemella, Capnocytophaga i Strepto-
coccus na poziomie rodzaju jest w sposób istotny wyższa 
u osób niepalących. Mikrobiom śliny u osób niepalą-
cych jest znacznie bardziej zróżnicowany w porównaniu 
z osobami palącymi [5]. Palenie wpływa na profil bakte-
ryjny poddziąsłowy u osób zdrowych i powoduje zmniej-
szenie liczby bakterii pożytecznych oraz wzrost liczby 
bakterii patogennych wywołujących choroby przyzębia 
[28]. Składniki tytoniu zawarte w papierosach powodują 
zmiany w mikrobiomie jamy ustnej poprzez wywoływa-
nie potencjalnych zaburzeń w szlakach funkcjonalnych 
oraz sprzyjanie rozwojowi patogenów jamy ustnej, co 
sprawia, że palacze są bardziej podatni na choroby przy-
zębia i inne schorzenia zębów [29].

Napoje

Częstotliwość spożywania kawy i herbaty może 
wpływać na profil mikrobiomu śliny. Wśród osób pi-
jących kawę odnotowano istotnie wyższy udział grup 
bakteryjnych Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria 
i Saccharibacteria w porównaniu z osobami pijącymi 
herbatę, podczas gdy u osób pijących herbatę dominu-
ją typy Bacteroidetes i Fusobacteria. U osób pijących 
kawę stwierdza się dużą liczbę mikroorganizmów, na-
tomiast u  osób pijących herbatę nie zaobserwowano 
istotnej różnicy. W ujęciu rodzajowym, liczba bakterii 
z rodzaju Capnocytophaga jest istotnie niższa w grupie 
osób pijących herbatę w porównaniu z innymi grupami 
[5]. Osoby pijące wino charakteryzują się większą różno-
rodnością mikroorganizmów oraz odmiennym profilem 
mikrobiologicznym w porównaniu z osobami niepijący-
mi. U osób niepijących wina zazwyczaj obserwuje się 
mniejszą liczebność typów Bacteroidetes i Firmicutes, 
a także rodziny Peptostreptococcaceae [30]. Piwo, choć 
ma stosunkowo niską zawartość alkoholu, charaktery-
zuje się złożonym składem chemicznym [31] i zawiera 
większe stężenie białek, witamin z grupy B, minerałów, 
błonnika oraz przeciwutleniaczy, a także oferuje szerszą 
gamę smaków w porównaniu z innymi napojami alkoho-
lowymi [31], co może potencjalnie wpływać na rozwój 
bakterii w różny sposób.

Choroby

Mikrobiom śliny odgrywa kluczową rolę zarówno 
w zdrowiu jamy ustnej, jak i na poziomie ogólnoustro-
jowym. Kiedy u danej osoby rozwija się choroba jamy 
ustnej, skład i funkcjonowanie mikrobiomu śliny mogą 
ulec znacznym zmianom, znanym jako dysbioza. Zmia-
ny te mogą być następstwem choroby, przyczyniać się do 
jej postępu, a nawet służyć jako potencjalne biomarkery 
diagnostyczne. Mikrobiota śliny u osób cierpiących na 
choroby zębów różni się od mikrobioty osób zdrowych 
[32–33]. Otyłość może również prowadzić do próchnicy 
zębów [34] i zapalenia przyzębia [35–36]. Częste spo-
żywanie cukru powoduje wzrost masy ciała, co zwięk-
sza ryzyko wystąpienia próchnicy zębów [37]. Palenie 
sprzyja rozwojowi mikroorganizmów próchnicotwór-
czych, takich jak S. mutans, co może prowadzić do zapa-
lenia przyzębia u niektórych osób. Spożywanie alkoholu 
powoduje odwodnienie, które skutkuje zmniejszeniem 
wydzielania śliny [38]. W suchych ustach rozwijają się 
bakterie, co prowadzi do powstawania próchnicy [39]. 
Niski status społeczno-ekonomiczny może być związany 
z rzadszymi wizytami kontrolnymi u dentysty, co prowa-
dzi do chorób zębów [39–42]. U osób o niskim wskaźni-
ku próchnicy występuje większa różnorodność gatunków 
bakterii, takich jak Neisseria, Haemophilus i Fusobacte-
rium, podczas gdy w „grupie próchnicowej” przeważają 
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Wykorzystanie mikrobiomu śliny 
w kryminalistyce

Mikrobiom śliny wykazuje istotny potencjał krymi-
nalistyczny ze względu na swój unikalny profil mikro-
biologiczny oraz odporność na zmiany środowiskowe. 
Chociaż sam mikrobiom śliny nie może samodzielnie 
stanowić narzędzia identyfikacji osobniczej, może po-
móc w rozróżnieniu osób w sytuacji, gdy tradycyjny 
materiał DNA uległ degradacji [50]. Techniki takie jak 
sekwencjonowanie o wysokiej przepustowości mogą po-
móc w wykrywaniu unikalnych wzorców bakteryjnych 
związanych z mikrobiomem jamy ustnej danej osoby [8]. 
W przypadkach rekonstrukcji czynności, gdy ślina gro-
madzi się na powierzchniach takich jak kubki, słomki, 
skóra czy ubrania, obecne tam społeczności mikroor-
ganizmów mogą dostarczyć informacji pozwalających 
zidentyfikować poszczególne czynności, nawyki lub 
wzorce stylu życia. Podobnie w przypadkach ustalania 
pochodzenia próbek, gdy są one zmieszane lub uległy 
degradacji, profilowanie mikrobiomu wykorzystuje się 
jako metodę pozwalającą rozróżnić inne próbki bio-
logiczne, takie jak ślina, krew, wydzielina pochwowa 
itp. [51]. W szczególności w odniesieniu do wnioskowa-
nia o stylu życia, określone taksony mikroorganizmów 
wykazują korelacje z wybranymi wzorcami zachowań, 
takimi jak dieta, palenie tytoniu czy podstawowe stany 
chorobowe. Takie formacje mikrobiologiczne mogą być 
wykorzystywane do uzyskiwania informacji, które mogą 
potwierdzać lub podważać twierdzenia danej osoby [52]. 
W różnych sytuacjach, w których tradycyjne metody 
analizy DNA zawodzą, dowody oparte na mikrobio-
mie mogą nadal dostarczać wskazówek śledczych [53]. 
Utrzymywanie się DNA mikrobiologicznego w materia-
łach śladowych może wspierać analizy retrospektywne, 
przyczyniając się do dalszej oceny oraz zawężenia kie-
runków dochodzenia.

Rozdzielczość sekwencjonowania rRNA 16S

Analiza mikrobiomu śliny wykorzystuje szereg tech-
nik molekularnych i obliczeniowych w celu identyfikacji 
i ilościowego określenia taksonów mikroorganizmów 
w dostarczonej próbce śliny. Wykorzystywane techniki 
analityczne obejmują sekwencjonowanie DNA (zarówno 
sekwencjonowanie 16S rRNA, jak i sekwencjonowanie 
typu shotgun), ilościową reakcję łańcuchową polimerazy 
(PCR) oraz bioinformatykę do analizy danych. Metody 
te pozwalają badaczom określić charakterystykę składu 
oraz różnorodności bakteryjnej mikrobiomu jamy ustnej. 
W jego analizie sekwencjonowanie amplikonów genu 
16S rRNA odgrywa istotną rolę i jest często stosowane. 
Metoda ta może jednak być obciążona błędem systema-
tycznym z  powodu następujących czynników: wyboru 

gatunki Streptococcus. Częste spożywanie cukru może 
prowadzić do utraty różnorodności mikrobioty nad-
dziąsłowej i powodować próchnicę. Higiena jamy ustnej 
i codzienne stosowanie fluoru pomagają ograniczyć wy-
stępowanie próchnicy [43].

Ślina jako materiał diagnostyczny

Ślina jest przezroczystym i lekko kwasowym płynem 
ustrojowym (pH = 6,0–7,0) [44]. Odgrywa ważną rolę 
w  różnych funkcjach organizmu, w tym w trawieniu, 
nawilżaniu, odczuwaniu smaku, mowie i higienie jamy 
ustnej. Ślina wspomaga rozpoczęcie trawienia, ułatwia 
połykanie, chroni zęby przed próchnicą i pomaga zapo-
biegać infekcjom [45]. Zasadniczo ludzkie gruczoły śli-
nowe są w stanie wytworzyć dziennie około 1–1,5 litra 
śliny surowiczej i śluzowej, zawierającej wodę, sole oraz 
liczne cząsteczki pochodzące z krwi [46]. Ślina zyskała 
uznanie jako nieinwazyjny nośnik diagnostyczny służący 
do wykrywania chorób, oceny stanu zdrowia oraz pozy-
skiwania danych kryminalistycznych.

Zalety śliny w porównaniu z innymi płynami 
biologicznymi

Łatwa dostępność śliny sprawia, że jej pobranie jest 
prostsze w porównaniu z pobieraniem próbek krwi. 
Obecność i stopień zaawansowania chorób przyzębia, 
w  tym zapalenia dziąseł i zapalenia przyzębia, można 
rozpoznać na podstawie biomarkerów obecnych w ślinie. 
Stan zdrowia danej osoby, w tym infekcje, nowotwory 
i zaburzenia równowagi hormonalnej, również można 
analizować za pomocą biomarkerów [47–48]. Badania 
diagnostyczne oparte na ślinie są bardziej opłacalne i nie-
inwazyjne w porównaniu z diagnostyką opartą na krwi 
lub tkankach. Badania śliny umożliwiają również wcze-
sne wykrywanie chorób, takich jak rak jamy ustnej, cho-
roby autoimmunologiczne i niektóre infekcje [49]. Ślina 
stanowi istotne ogniwo łączące stan zdrowia jamy ustnej 
ze zdrowiem ogólnoustrojowym, umożliwiając ocenę 
zmian towarzyszących takim schorzeniom jak cukrzyca. 
Badania śliny pomagają zidentyfikować osoby zagrożo-
ne wystąpieniem tych chorób lub osoby, u których one 
występują [44]. Pomimo że niższe stężenie biomarkerów 
w ślinie może ograniczać czułość tej metody w porówna-
niu z analizą innych płynów ustrojowych, ograniczenia 
te mogą być przezwyciężone dzięki zastosowaniu za-
awansowanych, wysoce czułych technik analitycznych, 
takich jak diagnostyka molekularna, biosensory i syste-
my wykrywania oparte na nanotechnologii [46].



A. G. Nair, M. Joy, A. R. Isukapatla20

Problems of Forensic Sciences 2026, vol. 145, 5–23

regionów amplifikacji oraz baz danych, do których się 
odwołuje. W jamie ustnej występuje ponad 700 gatun-
ków bakterii [54]. W wyniku zaburzeń równowagi mi-
krobiomu, zwłaszcza w płytce nazębnej, mogą rozwinąć 
się choroby zębów [55–58]. Określenie składu bakteryj-
nego pomaga w identyfikacji czynników chorobotwór-
czych w schorzeniach spowodowanych dysbiozą. Ana-
liza sekwencjonowania amplikonów genu 16S rRNA to 
metoda analityczna stosowana do określenia różnorod-
ności oraz złożoności społeczności bakteryjnych [59]. 
W celu zidentyfikowania mikrobioty jamy ustnej danej 
osoby wykorzystuje się bazę danych Human Oral Mi-
crobiome Database (HOMD; www.homd.org), która za-
wiera informacje dotyczące sekwencjonowania genu 16S 
rRNA [60]. Baza HOMD oraz startery V1–V2 mogą być 
wykorzystywane do analizy próbek z jamy ustnej, podob-
nie jak startery V4 i V3–V4; względnie starter V1–V2 
zapewnia wyższą dokładność w identyfikacji paciorkow-
ców (Streptococci) na poziomie gatunkowym [59].

Badania wskazują, że region V1–V3 jest najdo-
kładniejszy w ocenie składu bakteryjnego mikrobioty 
jamy ustnej [61]. Jednak startery skierowane na regio-
ny V3–V4 i V4–V5 zapewniają wyższą wydajność [62]. 
Przy długości regionu poddawanego sekwencjonowaniu 
wynoszącej 300 pz uzyskuje się większą wydajność niż 
w przypadku długości 250 pz, gdy stosuje się starter skie-
rowany na region V3–V4 [63]. Obecnie brakuje danych 
pozwalających porównać wydajność analityczną odczy-
tów sekwencji o długości 250 pz i 300 pz. W związku 
z tym określenie najbardziej odpowiednich parametrów 
sekwencjonowania amplikonów 16S rRNA w próbkach 
pobranych z jamy ustnej ma zasadnicze znaczenie dla 
dokładnej charakterystyki mikrobioty. Na sekwencję 
amplikonu genu 16S rRNA wpływają takie czynniki, jak 
dobór starterów, długość regionu poddawanego sekwen-
cjonowaniu, długość regionu podlegającego odcinaniu 
końcówek sekwencji oraz baza danych [64–65]. Z do-
tychczasowych doniesień wynika, że sekwencjonowanie 
długich ciągłych fragmentów sekwencji do odczytu (ang. 
long-read sequencing) zapewnia większą dokładność 
w identyfikacji bakterii niż sekwencjonowanie krótkich 
fragmentów [66].

Rekonstrukcja czynności przy użyciu mikrobioty 
związanej ze śliną

Rekonstrukcja czynności przy użyciu mikrobioty 
związanej ze śliną pozwala uzyskać unikalny i dynamicz-
ny obraz mikrobiomu jamy ustnej danej osoby, odzwier-
ciedlony w jej ślinie. Pomaga to w rozpoznaniu i analizie 
jej ostatnich działań, nawyków związanych ze stylem 
życia, a nawet stanu zdrowia. Społeczność mikroorgani-
zmów w ślinie jest tak samo indywidualna jak odciski 
palców. Wpływ na to mają takie czynniki, jak genetyka, 

środowisko, dieta, higiena oraz określone zachowania. 
Pobiera się próbki śliny od poszczególnych osób, a na-
stępnie wyodrębnia się z nich DNA; przedmiotem eks-
trakcji jest materiał genetyczny bakterii, grzybów i  in-
nych mikroorganizmów obecnych w próbce śliny (np. se-
kwencjonowanie genu 16S rRNA w przypadku bakterii). 
Porównuje się profile mikrobiologiczne różnych osób 
lub grup, a konkretne gatunki bakterii lub całe struktury 
społeczności mikrobiologicznej są jednoznacznie powią-
zane z określonymi analizowanymi czynnościami lub 
warunkami. W zależności od lokalizacji w  organizmie 
i wieku skład śliny może się różnić. W  ogólnym uję-
ciu różnorodność mikrobioty wzrasta wraz z upływem 
czasu, a u osób starszych ulega zmniejszeniu [67–68]. 
W przypadku osób prowadzących aktywny tryb życia 
można zaobserwować zdrowsze i bardziej zróżnicowane 
mikrobiomy śliny. Na mikrobiom jamy ustnej wpływają 
również nawyki żywieniowe [69]. Zmiany w mikrobiocie 
śliny mogą wskazywać na choroby przyzębia, próchnicę 
oraz schorzenia ogólnoustrojowe, takie jak niealkoholo-
wa stłuszczeniowa choroba wątroby (NAFLD) czy mar-
skość wątroby, a nawet niektóre nowotwory. Analizując 
próbki śliny pozostawione na miejscu zbrodni, można 
ustalić styl życia danej osoby, jej stan zdrowia oraz ostat-
nie czynności.

Bioinformatyka i interpretacja danych w analizie 
mikrobiomu śliny

Charakterystyka mikrobiomu śliny wymaga przepro-
wadzenia wielu analiz obliczeniowych oraz zastosowa-
nia różnych technik w celu przetworzenia obszernego 
i  złożonego zbioru danych uzyskanych w wyniku se-
kwencjonowania DNA. Po przetworzeniu sekwencji są 
one porównywane z bazami danych w celu ustalenia, ja-
kie bakterie występują w danej próbce. Do popularnych 
baz danych należą SILVA, Green Genes i HOMD. Jed-
nak do badania funkcji bakterii wykorzystuje się głównie 
narzędzia takie jak PICRUSt2 i HUMAnN3. Narzędzia 
te przewidują funkcje na podstawie danych 16S, a tak-
że bezpośrednio analizują geny uzyskane w wyniku se-
kwencjonowania [70–72].

Szacowanie PMI na podstawie mikrobiomu śliny

Mikrobiom śliny może wykazywać przewidywalne 
zmiany, które pomagają w oszacowaniu czasu, jaki upły-
nął od zgonu (ang. post-mortem interval, PMI). Po śmierci 
liczba bakterii tlenowych stopniowo maleje, podczas gdy 
z upływem czasu rośnie liczba taksonów beztlenowych, 
takich jak Prevotella, Fusobacterium i Porphyromonas. 
Te wzorce sukcesji występują w odpowiedzi na warun-
ki środowiskowe, takie jak temperatura i  wilgotność, 
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ale ogólnie podążają za powtarzalnymi trendami chro-
nologicznymi. Mikrobiom jamy ustnej ulega zmianom 
po śmierci, a zmiany te mogą pomóc w oszacowaniu 
czasu, jaki upłynął od zgonu. Stwierdzono, że skład mi-
krobiomu jamy ustnej zmienia się w sposób powtarzalny 
w miarę upływu czasu od zgonu, a liczebność niektórych 
bakterii wzrasta lub maleje zgodnie z przewidywalnymi 
wzorcami. Dotychczasowe badania wskazują, że oszaco-
wanie wskaźnika PMI jest wiarygodne, a badacze mogą 
stosować standardowe metody, w tym spójne techniki 
pobierania próbek, odpowiednią głębokość sekwencjo-
nowania, przejrzyste metadane (temperatura, wilgotność, 
warunki otoczenia, przyczyna zgonu) oraz ujednolicone 
narzędzia bioinformatyczne do analizy danych [73]. 
Sukcesja mikroorganizmów obserwowana w różnych 
punktach pobierania próbek z powierzchni ciała wyka-
zuje powtarzalne trendy czasowe. Dzięki zastosowaniu 
zarówno metod genomowych, jak i opartych na hodowli, 
można potwierdzić, że po śmierci następuje zmiana skła-
du mikrobioty, która jest powiązana z postępem procesu 
rozkładu. Potwierdza to przydatność mikrobioty jako po-
tencjalnego wskaźnika w szacowaniu czasu zgonu [74]. 
Chociaż wykorzystanie mikrobioty ślinowej do szaco-
wania PMI wykazuje potencjał jako narzędzie uzupeł-
niające w ustalaniu czasu zgonu, przed zastosowaniem 
tych metod w praktyce kryminalistycznej konieczna jest 
dalsza walidacja w różnych warunkach klimatycznych, 
na różnych podłożach oraz na różnych etapach rozkładu. 
Tabela 1 przedstawia podsumowanie istotnych wyników 
uzyskanych przez różne grupy badawcze w zakresie sza-
cowania PMI z wykorzystaniem bakterii pochodzących 
z jamy ustnej.

Wnioskowanie o pochodzeniu i lokalizacji 
geograficznej na podstawie mikrobiomu śliny

Profile mikrobiomu śliny zawsze wykazują specy-
ficzne dla danej populacji wzorce, które mogą pomóc 
w ustaleniu pochodzenia i lokalizacji geograficznej, jed-
nak obecnie nadają się one jedynie jako uzupełniający 
materiał dowodowy w kryminalistyce, a nie jako samo-
dzielna metoda. Różnice w mikrobiomie śliny występu-
jące na poziomie populacji wynikają z łącznego oddzia-
ływania genetyki gospodarza, nawyków żywieniowych, 
lokalnego środowiska oraz czynników związanych ze 
stylem życia, które mogą kształtować odmienne struk-
tury społeczności w różnych grupach geograficznych 
i etnicznych. Czynniki te mogą powodować powtarzalne 
zmiany we względnej liczebności kluczowych taksonów 
jamy ustnej, które – przy dostępności wystarczających 
danych referencyjnych – mogą służyć jako mikrobiolo-
giczne sygnatury związane z populacją [81]. W swoim 
badaniu Clarke i in. [82] porównali mikrobiomy jamy 
ustnej (oraz kału) młodych kobiet z Barbadosu, Chile, 

RPA i Tajlandii, wykazując, że skład mikrobioty jamy 
ustnej w sposób istotny różnił się między tymi odległymi 
geograficznie populacjami. Zgodnie z danymi, kraj po-
chodzenia wyjaśniał około 16% zmienności mikrobio-
ty jamy ustnej. Analizy wielowymiarowe pozwoliły na 
rozróżnienie próbek według położenia geograficznego 
nawet po uwzględnieniu metadanych dotyczących stylu 
życia, co wskazuje na znaczący wpływ czynników śro-
dowiskowych i żywieniowych na uzyskane wyniki. Sko-
nieczna i in. [83] przeanalizowali mikrobiom śliny jako 
sygnaturę genetyczną osób z Polski i Serbii oraz opraco-
wali model uczenia maszynowego zdolny do rozróżnia-
nia tych blisko spokrewnionych populacji narodowych. 
Wskazuje to, że klasyfikatory oparte na mikrobiomie po-
zwalają zawęzić obszary pochodzenia w obrębie Euro-
py, co potwierdza potencjalną wartość kryminalistyczną 
profili ślinowych  do określania pochodzenia biogeogra-
ficznego w połączeniu z markerami genetycznymi [83].

Badania mikrobiomu w medycynie sądowej uznają 
społeczności bakterii ślinowych za bardzo ważne do-
datkowe wskaźniki służące do szacowania pochodzenia, 
identyfikacji osób oraz ustalania lokalizacji geograficz-
nej, zwłaszcza w połączeniu z ludzkimi danymi gene-
tycznymi, analizą izotopową oraz konwencjonalnymi 
śladami kryminalistycznymi. Te nowo powstające za-
soby, takie jak baza danych Forensic Microbiome Data-
base, pokazują, że starannie opracowane zbiory danych 
referencyjnych pozwalają osiągnąć wysoką dokładność 
prognozowania w zakresie geolokalizacji opartej na mi-
krobiomie, przy czym ślina jest najlepszym rodzajem 
próbki [84]. Pomimo tych postępów wnioskowanie o po-
chodzeniu na podstawie mikrobiomu ma nadal charakter 
eksploracyjny, ponieważ istniejące zbiory danych nie 
uwzględniają w  wystarczającym stopniu wielu regio-
nów i często opierają się na niejednorodnych protoko-
łach pobierania próbek i sekwencjonowania. Aby ustalić 
wiarygodne wskaźniki błędu, konieczne są obszerne, 
obejmujące szeroki obszar geograficzny bazy danych 
oraz badania zweryfikowane krzyżowo na zróżnicowa-
nych i niezależnych kohortach; w związku z tym obecnie 
profilowanie mikrobiomu śliny powinno być stosowane 
w praktyce kryminalistycznej wyłącznie jako narzędzie 
uzupełniające, obok uznanych metod genetycznych 
i izotopowych.

Ograniczenia i wyzwania związane z badaniami 
kryminalistycznymi opartymi na mikrobiomie

Chociaż mikrobiom jamy ustnej u osób zdrowych 
pozostaje stabilny, jego skład może ulegać zmianom 
pod wpływem różnych czynników wewnętrznych i ze-
wnętrznych, takich jak stosowanie antybiotyków, choro-
by, palenie tytoniu, stres oraz zmiany nawyków związa-
nych z higieną jamy ustnej [85]. Może to spowodować 
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istotną zmianę w składzie mikrobioty i osłabić spójność 
poszczególnych profili mikrobiologicznych, co ograni-
cza ich wiarygodność w identyfikacji osobniczej. Próbki 
śliny są narażone na różnego rodzaju zanieczyszczenia 
środowiskowe, gdy pozostawia się je na zewnątrz lub 
w warunkach, nad którymi nie ma się kontroli. Mikroor-
ganizmy pochodzące z powietrza i gleby, które mają kon-
takt z przedmiotami, mogą wpływać na skład mikrobioty 
[86]. W przypadku braku ścisłej kontroli kontaminacji 
rozróżnienie mikrobiomu pierwotnego od wprowadzo-
nych mikroorganizmów staje się bardzo utrudnione [87]. 
W przeciwieństwie do profilowania DNA, analiza mikro-
biologiczna nie dysponuje uniwersalnymi wytycznymi, 
ustalonymi procedurami ani protokołami służącymi do 
porównywania danych dotyczących mikrobiomu mię-
dzy próbkami [88]. W badaniach często wykorzystuje się 
modele zależne do wyciągnięcia ostatecznych wniosków 
dotyczących tego, czy dwa profile mikrobiologiczne są 
zgodne, czy nie. Metody analizy mikrobiomu różnią się 
znacznie w poszczególnych laboratoriach, co wpływa na 
ich wiarygodność i dokładność. Niespójności w zakresie 
kluczowych procedur i wyciągania wniosków utrudniają 
porównywanie wyników badań opartych na modelach 
uniwersalnych [89].

Kierunki rozwoju i zalecenia

Pomiędzy poszczególnymi laboratoriami obserwuje 
się znaczne zróżnicowanie w metodach pobierania, ob-
róbki i analizy próbek. Ze względu na specyfikę warun-
ków laboratoryjnych przedstawienie przed sądem wyni-
ków badań oraz dowodów dotyczących mikrobiomu nie 
jest łatwe. Kolejnym ważnym aspektem jest skala popula-
cji – obecnie wiele badań opiera się na niewielkiej próbie 
lub obejmuje zaledwie kilka grup społecznych, co może 
powodować utrzymywanie się pewnych trudności w do-
chodzeniach kryminalnych i postępowaniach sądowych. 
Dopóki nie zostaną opracowane szczegółowe wytyczne 
dotyczące np. badań DNA, trudno jest interpretować 
wyniki badań mikrobiologicznych w sytuacjach wyma-
gających natychmiastowej reakcji. Ważne jest również, 
aby skupić się raczej na integracji niż na zastępowaniu. 
Tworzenie profilu mikrobiologicznego nie oznacza, że 
zastępuje ono analizę DNA lub inne narzędzia kryminali-
styczne. Dopiero połączenie danych dotyczących mikro-
biomu z markerami genetycznymi i białkowymi pozwala 
uzyskać pełny obraz sytuacji w  różnych przypadkach. 
Ponieważ niektóre dane dotyczące mikrobiomu mogą 
ujawniać informacje na temat stanu zdrowia, nawyków, 
a nawet pochodzenia geograficznego innych osób, budzą 
one również poważne obawy etyczne związane ze świa-
domą zgodą i ochroną prywatności. Należy opracować 
jasne wytyczne etyczne, aby te dane mogły być szero-
ko wykorzystywane. Konieczne jest zrozumienie, w jaki 

sposób funkcjonują różne rodzaje dowodów mikrobiolo-
gicznych oraz jakie są ich mocne strony i ograniczenia. 
Badania kryminalistyczne oparte na analizie mikrobiomu 
są obiecującym obszarem, ale osiągną pełen potencjał je-
dynie wtedy, gdy będą opierać się na sprawdzonych pro-
cedurach naukowych, jasnych zasadach etycznych oraz 
współpracy między różnymi dziedzinami.

Wnioski

Mikrobiom śliny stanowi rozwijający się obszar nauk 
kryminalistycznych, który dostarcza informacji mogą-
cych posłużyć jako wsparcie w dochodzeniach wykra-
czających poza tradycyjne profilowanie DNA. Dzięki 
swojej wieloskładnikowej strukturze charakteryzuje się 
względną stabilnością w warunkach środowiskowych, co 
czyni go cennym źródłem dowodowym w przypadkach 
degradacji lub zanieczyszczenia próbek konwencjonal-
nych. Mikrobiom wykazał swoją użyteczność w zakresie 
identyfikacji fizycznej oraz informacji behawioralnych. 
Wiarygodność dowodów opartych na mikrobiomie rośnie 
dzięki postępom w dziedzinie technologii sekwencjono-
wania, analizy danych oraz algorytmów uczenia maszy-
nowego. Znajduje również zastosowanie w identyfikacji 
płynów ustrojowych, szacowaniu czasu, jaki upłynął od 
momentu pozostawienia śladu, oraz w identyfikacji osób. 
Metody pobierania próbek są bardzo zróżnicowane i ist-
nieje znaczne ryzyko zanieczyszczenia środowiskowego, 
zwłaszcza w przypadku próbek pobieranych w warun-
kach niekontrolowanych. Obecne ograniczenia utrud-
niają jednak wdrożenie tych rozwiązań w kryminalisty-
ce. Obawy dotyczące zgody, prywatności oraz ryzyka 
niewłaściwego wykorzystania informacji muszą zostać 
jednoznacznie i otwarcie rozwiązane przed wdrożeniem 
dowodów opartych na mikrobiomie do rutynowego sto-
sowania w postępowaniach sądowych. Mikrobiom śliny 
stanowi uzupełniające narzędzie w badaniach krymina-
listycznych; stosowany zgodnie z normami naukowymi 
i etycznymi podnosi wartość dowodów biologicznych, 
zwłaszcza w skomplikowanych lub trudnych do roz-
strzygnięcia sprawach sądowych.
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