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Anotace: Vyzkumna prdce je zamérena na zkoumani mikroorganismii uvniti strevni
mikroflory a jater laboratorniho biologického materialu se zamerenim na identifikaci aerobni
a anaerobni mikroflory. Matematickym vyjadienim je provedena analyza vyse uvedené
mikroflory a jeji vliv na zménu télesné teploty v procesu smrti biologického
materialu. Vysledky jsou zpracovany pomoci védeckotechnickych vypocti v interaktivnim
programovem prostiedi MATLAB. Verifikaci a validaci ziskanych hodnot prdce vyustuje
k odbornému zdaveéru v oblasti vlivu bakterialni translokace vySetiované brisni oblasti
laboratorniho materialu. Vysledkem tohoto zkoumdani je overeni metody stanoveni doby umrti
a jeho nasledné vyuziti v oblasti kriminalistiky.
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Uvod

V predlozené vyzkumné praci prezentuji problematiku bakterialniho rozboru jaterni tkan¢
biologického laboratorniho materidlu v dobé timrti. Uvedeny vyzkum spada do forenzni
kriminalistiky, ktera fesi krimindlni ¢innost pomoci védeckych poznatkl, vyzkuml a
riznych chemickych, biologickych a jinych rozbori. Konkrétné zde je vyuzita Cast
forenzni medicina. V této oblasti jsem se zaméfila na aerobni a anaerobni bakterie, coz
predstavuje vySetfovanou oblast biisni dutiny — jaterni oblast. Hlavni testy jsou zalozeny
na bakteriologickém vySetfeni, piedev§im na pfitomnost aerobnich a anaerobnich
bakterii. Vyzkum byl provadén na potkanech Rattus norvegicus (laboratorniho
biologického materialu), ktefi nebyli specialné vyslechténi k jinym ucelim. Vzorky
urcené pro bakterialni translokaci byly odebirany v n¢kolika fazich, kdy byly odebirany
bezprostiedné po smrti, dal§i vzorky v riznych ¢asovych intervalech od doby tmrti
zkoumanych objektd. Disproporce u téchto vzorkd jsou pfedevSim v mnoZzstvi
nakultivovanych bakterii.

1. Forenzni védy

Forenzni védy jsou takto oznacovany podle latinského slova forensis znamenajici férum.
V davném Rimé se feSeni trestnych ¢ind prezentovalo na vefejnych forech, proto toto
oznaceni. V ¢eském jazyce se slovo forenzni ¢asto nahrazuje slovem soudni.

Forenzni védy se =zabyvaji problematikou kriminalistky. Tyto védy dopomaéahaji
K vySetfovani a odhalovani v oblasti kriminalistiky a to pomoci aplikaci specifickych
metod na védeckém zaklad€. Forenzni védy se rozviji spole¢né s vSeobecnym pokrokem.
U téchto véd je tteba jak védeckych poznatki, tak i1 logickych tsudkii a dedukci, aby
jednotliva fakta, vyplyvajici z védy davala celek a tak mohla vytesit kriminalni ptipady.
Forenzni védy tvoii rozsahlou oblast védy, ktera se neustdle posouva kuptedu, je proto
nutné tyto védy néjak dale délit, abychom se mohli podrobngji zaméfit na urcitou
problematiku. V ptedlozené praci vyuzivam cast forenzni medicina.

2. Kriminalistika

Kriminalistika je samostatny védni obor. V ptedlozené praci tento obor zmifuji, protoze
uzce souvisi s forenznimi védami. Kriminalistika slouzi k ochrané¢ obcani a statu pied
trestnymi Ciny. Stejné jako forenzni védy vyhledava pfi¢iny vzniku trestného ¢inu a
zkoumd a zajiStuje stopy. Zabyva se predevSim zékonitostmi vzniku, trvani a zéniku
stop, dale zadkonitostmi vyhleddvani, zajisténi a zkoumani vyuzivanych stop.

2.1 Kriminalisticka biologie

Kriminalistickd biologie se zabyvad vyhledavanim, zjiStovanim, zkoumanim a
vyhodnocovanim biologickych stop lidského, zvifectho a rostlinného plvodu.
Biologicky material lidského pivodu jako objekt zkoumani lze rozdélit do né€kolika
skupin:

e samovoln¢ odlouc¢eny material,

e materidl oddéleny od lidského téla plisobenim nasili,

e materidl pochéazejici ze zaniklého organizmu.
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Misto ¢inu

Mistem ¢inu se mysli Gzemi, prostor, kde doslo k vysetfované uddlosti. V uzs$im slova
smyslu se jedna o misto, kde byla dokonana trestna ¢innost pachatele. Misto ¢inu je Casto
jedinym zdrojem informaci o spachaném trestném cinu. Na tomto misté se zajiSt'uji
provadi jako prvni zajisténi mista ¢inu, aby nedoslo k naruSeni a znehodnoceni stop. Déle
je nutné ohledat misto ¢inu. Je-li na misté ¢inu zemiely, je tfeba t€lo ohledat. Ohledani
zemielého provadi soudni Iékar. Vyzkum dané problematiky se déla predevsim z ditvodu
usnadnéni vysetiovani spachaného trestného ¢inu. Je-li nalezeno misto ¢inu se zemielym,
prvni policista mize provést prvni zkouméani — méteni teploty jater. Diky této rychlé,
snadné a bezkontaktni metod€ ndsledné stanovi dobu umrti. NeZ na misto ¢inu dorazi
soudni lékat, aby blize prohlédl télo, policista, ktery jiz stanovil dobu umrti, mize
promyslet a zahdjit metody patrani pro dopadeni pachatele. Cely proces vySetiovani se
timto urychli a usnadni.

V problematice ptedlozené prace je tfeba se zamé&fit pravé na manipulaci se zemielym.
Aby nedoslo ke zkresleni vysledk, je tfeba provést méfeni teploty jater predtim, nez se
bude se zemielym jakkoli hybat. Télo by mélo zistat v pozici, jak ho kriminalisté nasli.
Az po zaznamendni namétfenych vysledki by mélo dojit k nasledné manipulaci
zpusobené 1ékaiskym ohleddnim téla.

v r

Vyzkumna ¢ast

Zpracovani vysledkii bakteridlni translokace. Pii vysledcich z bakteridlni translokace
laboratorniho biologického materialu byla zjisténa ptitomnost bakterii (Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterococcus solitarius) v jatrech, které nam
ovlivituji prabéh poklesu teploty. Vzorky byly odebirany z parenchymu. V jatrech se
bézné vyskytuje velky pocet bakterii riznych kmend. Nejcastéji se jedna o bakterie:
Aerococcus viridans, Micrococcus luteus, Staphylococcus xylosus, Pasteurella
pneumotropica, Staphylococcus aureus, Staphylococcus nepalensis, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Enterococcus solitarius. Pievazné zde pievladaly 4 konkrétni druhy
bakterii (viz. Vypis z identifikace vzork®) - Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Escherichia coli, Enterococcus solitarius. Tyto bakterie byly uréeny s piesnosti +++ az
++, coz znamena, ze identifikace jednotlivych bakterii je velmi piesna, bakterie
vyskytovaly v hojném poctu. Identifikace bakterialnich rozborii byla provedena metodou
MALDI-TOF. Tato metoda je velice pifesna. Da se aplikovat na Siroké spektrum
mikroorganismu. Bakterie se daji pomoci popsané metody rozlisit na rodové, druhové i
kmenové Grovni. Ve zjednoduSeném pojeti je tato metoda zalozena na spektrometrii.
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Obrazek ¢. 1 — odbér vzorki z povrchu jater

4.1 Escherichia coli

E. coli je jeden z nejznaméjsich a nejbéznéjsich mikroorganismii. Jedna se o modelovy
organismus, na kterém byly prozkoumany a popsany jevy jako bakterialni konjugace ¢i
replikace DNA.

Jedna se o pohyblivé, gramnegativni, nesporulujici ty¢ky, 2-3 um dlouhé a 0,5-0,8 pm
Siroké. Vyskytuji se jednotlivé nebo po dvojicich, jsou pohyblivé peritrichalnimi biciky.
Maji jak respiratorni, tak fermentatorni typ metabolismu, zivi se chemoorganotrofné.
Rostou na béznych pudach, kde se jevi jako drobné kulaté kolonie, vykazuji znacnou
biochemickou aktivitu - s§tépi glukézu a laktozu za tvorby plynu, tvoii indol, nestépi
mocovinu. E. coli je oxidaza negativni, katalaza pozitivni, metylerven pozitivni, citrat
negativni. Optimalni teplota rdstu je 37 °C. Je soucasti pfirozené stfevni mikroflory
¢loveka a dalsich teplokrevnych zivocicht, kde se plsobi jako uzite¢ny komenzal. E. coli
produkujici enterotoxiny mohou zptsobovat priijmy a jsou i Castymi pivodci infekci
mocového traktu, nozokominélnich infekci véetné septikémii a meningitid.

Ve studiich a odborné literatuie neni prokazano, ze by se E. Coli bézné vyskytovala v
jaterni tkani. Je tedy pravdépodobné, ze se do tkan¢ bakterie dostala sekundarné. Jeden
z davodii sekundarniho vyskytu je, Ze vSechny vzorky utrp€ly krevni trauma. Tento
rustu, nevime totiz, z jakého prosttedi zkoumany material pochéazi. Nékteré kmeny E.
Coli mohou zpuisobovat u potkanti chronickd onemocnéni jater, ale ve studiich je
uvadéno, ze se vzdy jednalo o aktivni inokulaci daného kmene E. coli, coz znamena, ze
by E. coli musela byt naockovana. Primarné se zde nevyskytuji.
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4.2  Proteus mirabilis

Proteus mirabilis je gramnegativni anaerobni bakterie.  Zpasobuje 90 % infekci
rodu Proteus. Je soucasti normalni stievni flory, vyskytuje se také v pud¢, ve vodé, na
rostlinach, ve stolici lidi a zvitat. Proteus je nalezeny v mnoha ekologickych stanovistich,
vcéetné¢ dlouhodobych zdravotnickych zafizeni a nemocnic. Patii do skupiny
enterobakterii. Vyznacuje se plazivym ristem. Nejcastéji dochazi k infekcim, pokud se
bakterie piesunou do mocové trubice a mocového méchyte.

Bakterie mohou vstoupit do krevniho fecisté skrze poranéni, vyvolaji zanétlivou reakci,
ktera muze zpusobit sepsi.

Stejné¢ jako E. coli je vyskyt této bakterie v jatrech sekundarni. | zde je velice
pravdépodobna inokulace tohoto kmene.

4.3 Staphylococcus aureus

S. aureus je asi lum mikroorganismus kulovitého tvaru, vyskytuje se jednotlivé, ve
dvojicich, tetradach ¢i nepravidelnych shlucich. Typicky je rast stafylokokii ve shlucich
tvaru hroznu. Barvi se grampozitivné, je nepohyblivy, nesporulujici, fakultativné
anaerobni. Zivi se chemoorganotrofné, metabolismus ma jak respiratorni, tak
fermentatorni. Kolonie jsou obvykle neprihledné, bilé az krémové barvy, obcas zluté az
Zlutooranzové. Kataldza pozitivni, oxiddza negativni, redukuji nitraty. Rostou v
pritomnosti 10% NaCl, optimdalni teplota ristu se pohybuje mezi 30 °C — 37 °C.
Stafylokoky jsou vSudyptitomné bakterie, jejich vyskyt je primarné€ vazan s kiizi, koznimi
zlazami a sliznicemi Sirokého spektra teplokrevnych obratlovct, kde se uplatiuje jako
béZzny komenzal. Déle jsou Casto izolovany z rtiznych potravin zivociSného plivodu
(maso, mléko, syr) a z nejriznéjsich zdroji v prostiedi jako je pida, voda, pisek a prach.
onemocnéni od nejbéznéjSich hnisavych onemocnéni kilize, abscesii aZ po sepse a
alimentarni intoxikace. Mé pozitivni koaguldzu volnou i vazanou.

Bakterie se mliZze primarné vyskytovat prakticky ve vSech tkénich a organech. Nejedna se
ale o invazivni mikroorganismus, pokud je hostitel zdravy a jeho imunitni systém
v potadku. Pokud se v jatrech vyskytovala jen v malych poctech, pravdépodobné
nezapficinila zvySovani teploty. Aby ji zvySila, muselo by se jednat o vét§i mnozstvi
nebo uz o stafylokokovou infekei. Z naSich vysledkd zname, ze se v jatrech vyskytovala
bakterie ve vétSim poctu a to u mnoha vzorkd.

4.4 Enterococcus solitaries

Jedna se o anaerobni gram-pozitivni bakterie vyskytujici se v parech ¢i fetézcich. Tvofi
ptirozenou mikrofloru ve sttevé. Rostou v hypertonickém roztoku NaCl, ale mohou velmi
dobfe rist i za pfitomnosti zluci. Patfi mezi podminéné patogeny.

Vzorky, u kterych byla identifikovana bakterie Enterococcus solitarius byly zamoteny
infekei. Infekénimu zamoteni organismu mohlo dojit v pribéhu Zivota, ale také po smrti
vzorku. U téchto vzorkl bylo vice pravdépodobné, ze pravé zminéna bakterie se podilela
na zvysujici se teploté nejvice. Doslo-li k infekci, bakterie se vyskytovala ve vySetfované
oblasti ve ve&tSim poctu, proto 1 po translokaci byla ve vysledcich tato bakterie
V nejvetsim poctu.


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Gramovo_barven%C3%AD
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Bakterie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Z%C3%A1n%C4%9Bt
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Sepse

STOC 2016 - Studentskd tviiréi a odbornd innost
21. dubna 2016, FAI UTB ve Zliné

Obrazek ¢. 2 — Postupné chladnuti biologického materialu

Tabulka €. 1 — zastoupeni bakterii zkoumanych vzork

Escherichia coli 82%
Staphylococcus aureus 64%
Proteus mirabilis 36%
Enterococcus soltarius 18%
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5. Graficky vystup teplotni zavislosti na bakterialnim zamoreni parenchymu

100 Histogram 500°F
9
8
7 58.7
6
B 57.6
4
3
2 56.4
1
75.1°F
55.3

413 478 543 608 673 738

100, Histogram 24.3°C
23.7 7
232 1
226
36.4°C

- N WA O N ®©

221

93 145 197 249 301 354

100 Histogram 68.3°F
67.6

66.9

66.2

76.5°F 655

- N WA D N W ®©

451 511 572 632 693 753

100 Histogram 68.5°F

- N W A OO N W

76.6°F

67.6
66.7
65.8
65.0

434 498 562 626 689 753

100 Histogram 68.6°F
67.7

66.8

65.9

77.0°F  §5.0

442 505 56.8 631 694 757

- N W s OO N




STOC 2016 - Studentskd tviiréi a odbornd innost
21. dubna 2016, FAI UTB ve Zliné

Na snimcich z termokamery Ize vidét teplota jater zkoumaného materidlu. Mista
S nejvyssi teplotou jsou oblasti s nejpocetnéjsi bakterialni translokaci.

6. Verifikace dat v programu MATLAB

Na zakladé naméfenych dat byly vykresleny grafické zavislosti Casu, teploty a
bakterialni translokace dvou ukazkovych vzorka Vv programu MATLAB. Zékladni
vypis zdrojového kodu pro vykresleni je uveden nize.

Nacteni dat
Nacteni dat ze souboru:

vzorekl = xlsread('pluska.xlsx', 1, 'I12:K89');
vzorek2 = xlsread('pluska.xlsx', 1, 'M12:089');

Vykresleni dat

Vykresleni nactenych dat, popis grafu, popis os:

figure(1l);

s = stem3(vzorekl(:,1),vzorekl(:,2),vzorekl(:,3));
title('Teplotni zavislost na cCase a bakteridlni translokaci');
xlabel ('¢as[min] ") ;

ylabel ('teplotal[°C]");

zlabel ('bakteridlni translokace[-]"'"):;

view (3);

figure(2);

s = stem3(vzorek2(:,1),vzorek2(:,2),vzorek2(:,3));
title('Teplotni zavislost na c¢ase a bakteridlni translokaci');
xlabel ('¢as[min] ') ;

ylabel ('teplotal[°C]");

zlabel ('bakteridlni translokacel[-]"):;

view(3);

Teplotni zévislost na Ease a bakteriaini translokaci Teplotni zavislost na Case a bakterialni translokaci

bakteridlni translokacel-|
bakterialni translokace[-]

200

. . o
teplota[°C] 0 Eas{min] teplota[*C] o Eas|min]

10
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6.1 Teplotni zavislost na ¢ase a bakterialni translokaci

Teplotni zdvislost na Case a bakteridlni translokaci - vzorek €. 1

tas [min] 0 3 10 13 20 23 30 33 40 43 30 35 60
teplota [°C] 386 | 376 | 3683 336 | 346 | 339 [ 332 326 | 320 | 314 | 308 303 | 297
halcteridlni translokace 127 127 127 127 127 128 1,30 1,30 1.30 1,31 3 1,33 1.34
tas [min] 63 T 13 80 83 &0 83 100 103 110 115 120 125
teplota [°C] 203 | 289 | 284 | 280 | 276 | 273 | 269 | 265 | 262 | 258 | 235 | 232 | 250
halcteridlni translokace 137 138 141 143 146 146 147 147 148 1,30 1,32 1,34 133
tas [min] 130 133 140 143 150 133 160 130 170 173 180 185 190
teplota [°C] 247 | 244 | 2401 | 240 | 238 | 236 | 235 | 233 | 2371 | 229 | 228 | 227 | 225
halcteridlni translokace 1,57 137 137 1,37 139 139 1.61 1,62 1.62 164 1,63 1,63 1.66
as [min] 193 200 203 210 213 220 225 230 233 240 243 230 233
teplota [°C] 224 | 222 | 221 | 220 | 219 | 218 | 216 | 215 | 214 | 214 | 212 211 | 210
halcteridlni translokace 1.68 169 1,70 1,70 1,71 1,71 1,71 1,72 1,74 1,73 176 176 177
as [min] 260 263 27 273 280 283 220 205 300 303 310 313 320
teplota [°C] 209 | 208 | 206 | 205 | 205 | 205 | 205 | 204 | 204 | 203 203 | 203 | 202
halcteridlni translokace 1,78 1,78 179 1.81 1,82 1,82 1.87 1,59 1,93 197 | 208 | 211
as [min] 323 330 333 340 343 330 353 360 363 370 383 380 383
teplota [°C] 202 | 202 | 202 202 | 202 | 202 202 | 201 | 201 | 201 | 202 | 201 | 201
halcteridlni translokace 214 | 216 | 216 | 217 219 | 223 | 223 | 226 | 226 | 228 | 230 | 232 | 233

Teplotni zdvislost na case a bakteridlni translokaci - vzorek &. 2
£as [min] 0 3 10 13 20 23 30 35 40 43 50 35 60
teplota [°C] 38.7 | 383 | 378 376 | 371 36.8 36,5 | 3532 | 3.7 [ 3353 | 331 | 325 | 317
balcteridlni translokace 143 143 143 143 143 144 | 145 145 147 147 148 1,30 1,50
£as [min] 63 T 73 80 85 a0 95 100 105 110 113 120 123
teplota [°C] 3007 | 2946 | 282 | 280 | 276 | 273 | 269 | 264 | 262 | 238 | 236 | 232 | 230
balteridlni translokace 152 1,33 134 | 1.33 1.38 139 | 160 | 160 2 1.63 1.63 1.66 1.68
£as [min] 130 135 140 145 150 155 160 150 170 173 180 183 120
teplota [°C] 247 | 244 | 2401 | 240 | 238 | 257 | 235 | 234 | 232 | 229 | 228 | 227 | 2235
baliteridlni translokace 1,69 170 | 170 | 170 | 171 1,72 1,72 174 | 174 | 174 | 173 1,77 1,78
£as [min] 193 200 203 210 213 220 223 230 233 240 245 250 235
teplota [°C] 223 ) 222 | 221 220 | 219 | 218 | 2.7 | 214 | 213 | 213 | 212 | 2.1 | 210
balkteridlni translokace 1.80 181 1,83 184 | 186 | 186 | 186 | 1.87 1,88 191 1,92 1,93 1,93
€as [min] 260 263 270 273 280 3 280 203 300 303 310 313 320
teplota [°C] 209 | 208 | 206 | 205 | 205 203 | 204 | 2 204 | 205 | 205 | 206
balcteridlni translokace 194 196 | 197 190 | 190 | 201 | 202 | 203 | 208 | 214 | 219 | 224 | 228
£as [min] 323 330 333 340 343 350 333 360 3683 370 383 380 383
teplota [°C] 205 | 204 | 203 | 202 | 202 | 202 | 202 | 201 | 2001 | 201 20,1 | 201
balcteridlni translokace 230 | 232 | 252 | 234 | 236 | 2537 | 237 | 237 | 238 | 240 | 241 | 241 | 243

11
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7. Zavér

Vyzkum byl zaméten na zvySovani teploty jater v procesu Algor Mortis. Jak jiz bylo
vySe uvedeno, vzorky pro bakterialni rozbor byly odebirany z povrchu jater.
Vzhledem k vyskytu bakterii uvnitt jaterni tkdné muselo dojit k zaplaveni bakteriemi
celou zkoumanou tkani a nasledn¢ se bakterie translokaci dostaly az na povrch
vySetfované oblasti. Pfi pozitivnim bakterialnim nalezu je ziejmé, ze k translokaci
dochazi ihned po tmrti zkoumaného materidlu. Translokace je dlouhy proces, pii
kterém se nakultivuje obrovské mnozstvi poctu bakterii. Na zaklad¢ verifikace dat
neni mozné piesn¢ stanovit, kterd konkrétni bakterie teplotu navySuje nejvice. Ve
zkoumanych vzorcich byly nejvice zastoupeny 4 druhy bakterii. V tabulce ¢. 1 je
uveden procentudlni vyskyt téchto bakterii. Z tabulky lze vycist, Ze nejCastéji se
vyskytujici bakterie je E. Coli. Pfitomnost této bakterie byla prokazana u 82%
zkoumanych vzorki. Po umrti u biologického materialu v jaterni oblasti dojde
k nekontrolovatelnému zaplaveni bakteriemi vySetifované oblasti. Po urcité dob¢ dojde
ke skokovému navyseni teploty vySetfované oblasti (viz graf ¢. 1 a 2). Pfi¢inou tohoto
narustu jsou exotermické reakce, které zpusobuje pravé bakteridlni translokace. Ke
zvySovani teploty dopomahaji vSechny bakterie nachdzejici se ve vySetfované oblasti.
Je nutné, aby se bakterie v jatrech mohly primarné vyskytovat nebo aby tam mohly byt
krvi, lymfou dopraveny. Z problematiky vyplyva, ze je nutna piitomnost bakterii
v dob¢ umrti zkoumaného materialu V jatrech primarné nebo aby se bezprostifedné po
smrti do jater dostaly.
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