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UVOD

Stanoveni posmrtného intervalu, tedy doby od umrti ¢lovéka, je klicovy poznatek
forenzni mediciny a kriminalistiky. Pfesné urceni ¢asového rozmezi od smrti do nalezu téla
muZe vyrazn¢ napomoci pii vySetfovani trestnych ¢inti, zejména pfi identifikaci podezielych,
ovéiovani jejich alibi nebo rekonstrukci udalosti, které vedly k umrti ¢lovéka.

Tradi¢ni metody pro ur€eni posmrtného intervalu vyuzivaji fyzikalni a biologické
zmény na téle, mezi né€z patii méfeni poklesu télesné teploty, hodnoceni posmrtnych skvrn,
posmrtné ztuhlosti ¢i stupné rozkladu téla. Tyto metody maji vSak sva omezeni a jejich pfesnost
je tak pouzitelna pouze v kratkém ¢asovém obdobi po smrti.

V poslednich letech vzrostl zdjem o alternativni pfistupy, pficemz do popiedi
se dostava forenzni mikrobiologie. Studie ukazuji, ze mikroorganismy kolonizujici télo
po smrti — tzv. thanatomikrobiom, vykazuji specifické casové zmény, a lze je proto vyuzit
k odhadu posmrtného intervalu s vyssi presnosti. Sleduje se proménlivost mikrobidlnich
komunit na riiznych télnich lokalitach i v okolnim prostfedi béhem rozkladu téla. Tyto zmény
se odehravaji nejen v travicim traktu, ale také v dutin€ Gstni, na kazi ¢i plicich. Studium téchto
postupnych zmén otevird nové moznosti pro odhad posmrtného intervalu zejména
v pokrocilejsich fazich rozkladu.

Cilem této bakalatské prace je shrnout aktuadlni poznatky o kolonizaci mikroorganismi
behem jednotlivych fazi rozkladu a jejich vyuziti ke stanoveni posmrtného intervalu. Prace
jerovnéZ zameéfena na metody analyzy a detekci jednotlivych mikroorganismi ze vzorka

a budouci perspektivy tohoto piistupu ve forenzni véde.
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1 ULOHA MIKROORGANISMU PRI URCENI POSMRTNEHO
INTERVALU

Lidské télo predstavuje slozity ekosystém osidleny mnoha biliony mikroorganismy,
které spolecné ziji symbiotickym zplsobem. V piipadé umrti clovéka dochazi
v tomto ekosystému k pocetnym biochemickym ¢i fyzikdlnim zménam. Mezi hlavni zménu
v mikroprosttedi a nasledny vznik neptiznivych podminek pro mikroorganismy, je povazovana
produkce kyseliny mocové, hypoxanthinu a akumulace nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH) v téle (Dash a Das, 2022).

Postupné zmény ve slozeni mikroorganismu vznikajici v lidském téle po smrti je mozné
vyuzit pfi odhadu posmrtného intervalu (PMI), pro ur€eni mista a pfi¢iny Gmrti, popiipadé
také k identifikaci ptivodu neznamych vzorkl v porovnanim s identifikovanymi jedine¢nymi
mikroorganismy charakterizujici kazdého jednotlivce (Metcalf, 2019; Singh a Okpeku, 2024).
Pti zjiStovani okolnosti nepfirozené smrti poméahaji mimo jiné také stupenn rozkladu, odpor
ktze, teplota a dalsi (Dash a Das, 2022).

V poslednich letech se vyzkum mikroorganismt jako nastroje pro forenzni védu
vyrazné roz$ifil diky technologickym pokrokiim v sekvenovani nové generace a vylepSeni

bioinformatickych metod (Zhang et al., 2023).

1.1 Mikroorganismy lidského téla

Lidska mikroflora je souhrnné oznaceni pro vSechny mikroorganismy zijici uvnitf
lidského téla 1 na jeho povrchu (Nérodni zdravotnicky informaéni portal, 2025).
Jedna se o bakterie, archeu, houby, protisty a viry Zijici v definovaném prostfedi téla
za pritomnosti urcitych fyzikalnich, biologickych a chemickych podminek. Odhadovany pocet
bakteridlnich bunck je 100-200 biliont, zatimco samotné lidské té€lo obsahuje 50100 biliont
somatickych bunék. Kolonizace naseho téla je nepfetrzity proces, ktery zacina jiz od narozeni
a pokracuje cely zivot. Slozeni mikrobiomu je zavislé na nékolika faktorech, mezi které patii
rasovy puvod Cloveéka, strava, zivotni styl, genetika, vliv prostfedi a dalsi.
Ptestoze kazdy ¢lovék ma mikrobiom jinak slozeny (mezi jednotlivei liSici se az o 90 %)
existuje skupina mikroorganismil, kterd se nazyva jadrovy mikrobiom a je pro vSechny stejna.
Prevaznd vétSina téchto mikroorganismill télu zZadnym zplsobem neSkodi, naopak poméha

ke spravnému fungovani organismu napiiklad produkci nékterych nezbytnych vitamini
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nebo jsou dilezitou slozkou imunitniho systému. Bakterialni rody lidské mikroflory se shlukuji
do cCtyt hlavnich kmenQ: Bacteroidota, Bacillota, Actinomycetota a Pseudomonadota
(Claudia Ferreira et al., 2023; Singh a Okpeku, 2024).

Vzhledem k obrovskému forenznimu potencialu, ktery pfedstavuje mikrobialni analyza,
je nutné vyvinout standardizované operacni postupy pro databazi na shromazd’ovani, analyzu
a interpretaci mikrobidlnich dikazi. Umozni se tak vyuziti mikroorganismii jako pomocného
materidlu v trestné oblasti, napiiklad k odhadu posmrtného intervalu a dalSich kli¢ovych
informacich (Garcia ef al., 2020). I pfes veskeré vyhody s vyuZitim mikrobidlni analyzy,
se ale n¢kteti védci obavaji aplikace tohoto oboru kvili mikrobidlnim variacim, problémim

s klasifikaci ¢i omezenou biomasou (Garcia et al., 2020).

1.1.1 Dlan ruky

Mezi hojné osidlena mikrobidlni mista patii dlan ruky. Podle jedné studie se ukazalo,
ze povrch dlan€¢ ruky muze obsahovat az 150 riznych bakteridlnich druhti znichz 17 %
je spole¢nych pro obé ruky a pouhych 13 % sdileji riizné osoby. V ptipadé, Ze dojde ke kontaktu
s vnéjSimi povrchy, mohou se na né pfenést mikroorganismy kiZe. Slozeni mikroorganismi
na dotykovém povrchu bude pro daného clove€ka tak specifické, Ze s presnosti 95 % lze urcit,
kdo se dané¢ho povrchu dotkl, jakym prstem nebo casti téla (Singh a Okpeku, 2024;
Rogers, 2024). Povrch rukou skryva vyssi uroveil mikrobidlni diverzity oproti jinym Castem
ktze. Mezi lety 2008 a 2015 bylo provedeno nékolik vyzkumil tykajicich se identifikace
mikrobiomu rukou. Pfestoze se mikrobiom rukou neustale méni, v 18 studiich se védci zamérili
predevsim na bakterie a mnohem mén¢ na houby, viry a prvoky. Byly nalezeny 4 hlavni kmeny
bakterii: Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria a Bacteroidetes. Klicovymi faktory
ovlivityjici sloZeni mikrobiomu rukou jsou ¢asova a biogeografickd dynamika, v€k, pohlavi
a dalsi vnéjsi faktory (Edmonds-Wilson, 2015).

Ve studii Park et al. (2017) byla sledovana diverzita mikrobidlnich spolecenstev
na dlanich ruky mezi jednotlivci. Pomoci kultivacnich metod. Bylo vyizolovano
686 bakteridlnich kmenli a pomoci analyzy sekvence genu 16S rRNA dourceno do rodi.
Hlavnimi vyizolovanymi rody byly Staphylococcus, Micrococcus a Enhydrobacter.
Podle vyzkumnik se bakterialni komunity dlani kvalitativné podobaji vice komunitam na kiizi

predlokti nez komunitdm na ¢ele nebo vnitinim lokti (Pyrek, 2020).
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1.1.2 Gastrointestinalni trakt

Dalsim dilezitym a velkym mikroekosysttmem naSeho téla jsou stieva
a gastrointestinalni trakt. Vyskytuje se zde vice nez 1000 druhti bakterii. Jedna se o nejvétsi
a nejrozmanitéjsi mikroekosystém lidského téla, ktery je ve srovnani s vnéjSimi organy, napf.
kGzi, méné¢ néachylny na zmény okolnich teplot. Mezi soudnimi lékati zacind byt stievni
mikroflora dilezitym ukazatelem pro odhadovani PMI (Li et al., 2023). Dominantnim druhem
je fakultativné anaerobni bakterie Escherichia coli, ktera se zde vyskytuje v hojném poctu.
Dulezitymi kmeny jsou také Bacteroidetes, Bacillota, Firmicutes, Actinomycetota
a Pseudomonadota. Mezi dalsi prevladajici, ale méné hojné bakterie patii zéastupci rodi
Bifidobacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Clostridium ¢i Faecalibacterium.
Stfevni mikrobiom chrani pfed rozmnoZenim patogennich mikroorganismdi, zpracovava Ziviny
a pfeménuje je na energii, komunikuje s imunitnim systémem a podili se na mnoha chemickych
reakcich (napt. metabolismus 1é¢iv) (Claudia-Ferreira et al., 2023; Lloyd-Price et al., 2016).

PtestoZe bakteridlni slozka tvofi vétSinu stfevni mikrobioty, ve stieve se rovnéz nachdzi
archea, bakteriofagy, viry, jednobunééné eukaryoty a houby. Maji dalezity vyznam pro udrZzeni
zdravé mikrobialni komunity. V lidském stteve se vyskytuji houby rodu Aspergillus, Candida,
Cryptococcus a Penicillium tvoftici 0,3 % mikrobioty (Dieterich ef al., 2018).

1.1.3 Dutina ustni

Unikatni sloZzeni mikroorganismi je zastoupeno také v dutin€ ustni, kde se vyskytuje
Streptococcus spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Actinomyces spp., Neisseria spp.
a dalsi. Sliny pfedstavuji velmi vyznamnou sloZku pro ur¢ovani PMI, jelikoZ mistni mikrobiom
je odlisny od jinych mist v téle, ale u jednotlivct je podobny. Ve slinach se pfirozené vyskytuji
antimikrobidlni faktory, které se jiz po smrti neprodukuji, a tak pftispivaji k posmrtné
mikrobidlni invazi do dutiny ustni (Claudia-Ferreira et al., 2023).

Oralni slozeni mikroorganismil se béhem rtznych fazi rozkladu méni a bakteridlni
spole€enstvi je pro kazdou fazi odlisné. Autoii studie Adserias-Garriga et al. (2017) sledovali
oralni mikrobiom na patfe, jazyku, tvafich a zubnim povrchu v kazdé fazi rozkladu.
V této studii bylo prokdzano, Ze pivodni ordlni mikrobiom se béhem faze rozkladu zménil
ato tak, ze v pozdim stadiu rozkladu se objevily zastupci celedi Peptostreptococcaceae,

Enterococcaceae a Bacteroidaceae. Pfi posmrtné analyze mohou tedy soudni lékafi urcit,
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v jaké fazi rozkladu se té¢lo nachézi a odhadnout tak PMI (Adserias-Garriga et al., 2017;
Singh a Okpeku, 2024).

1.14 Kiize

Slozeni kozniho mikrobiomu se na riznych ¢éastech lidského téla lisi podle fyzikalnich
a chemickych vlastnosti (pH, pot, kozni maz). Mezi nejvice zastoupené rody na kizi patii
Corynebacterium a Staphylococcus. Mazové zlazy umisténé napiiklad na obliceji, pokozce
hlavy a zadech, tvoii velké mnozstvi mazu a mnozi se zde predevsim lipofilni anaerobni
zastupci rodu Cutibacterium. Pro forenzni védu mtze byt Cutibacterium acnes dulezité, protoze
jeho pritomnost je vysoce specifickd a v pfipad¢ jeho prokazani v odebraném vzorku lze
potvrdit, Ze se jedna o kiizi (Hayman a Oxenham, 2016). KiZe je nejvétsi organ téla a jedna
se o komplexni zivy ekosystém ukryvajici riznd mikrobidlni spolecenstvi na riznych mistech.
Stupent diverzity kozniho mikrobiomu zavisi na taxonomické hloubce analyzy. Konkrétni
sloZzeni mikrobiomu zéavisi na prostiedi, vyvoji, zdravotnim stavu, vyzivé atd. (Tozzo et al.,

2020).

1.1.5 Krev

Krev je tekutina, kterd se bézn€ nachazi v misté imrti a mize pochazet z riznych casti
téla v€etné menstruacni krve, nosni krve, zilni krve apod. Dlouhodobé byla krev povaZzovana
za sterilni, av§ak pomoci studie sekvenovani 16S rRNA bylo zji§téno, ze menstruacni krev
obsahuje velké mnozstvi druhi Lactobacillus, nosni krev je ovlivnéna nasalnim dechem fedici
mikroorganismy a krev z kozniho epitelu obsahuje mikroorganismy z ktize. Z nedavné studie
bylo rovnéz zjisténo, Zze pomoci krve dochazi k translokaci komenzalnich mikroorganismi
z jinych C€asti téla, a to zejména ze stieva, ust ¢i urogenitalniho traktu (Hayman a Oxenham,

2016).

1.2 Rozdilny mikrobiom u muzi a u Zen

Mikrobiom u Zen a muzi se li§i zejména v disledku biologickych, hormonalnich
a anatomickych faktort. Tyto rozdily mohou ovliviiovat slozeni a funkci mikroorganismu
v téle. Pohlavi je jeden z hlavnich faktorti, které ovlivituje stfevni mikrobiotu, avSak piima
souvislost nebyla dosud dostatecné zjiSténa. Na zdklad€ nékolika studii se ptfesto prokazaly
rozdily ve slozeni mikrobiomu u Zen a u muzi. V roce 2006 probihal vyzkum ve Francii,

Némecku, Italii a Svédsku. Bylo zji§téno, ze u muzii byla pozorovana vyssi Grovent skupiny
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Bacteroides-Prevotella. Rozdily ve stfevni mikrobioté jsou mezi pohlavim zfetelnéjsi,
kdyz je v téle pfitomna stievni infekce. Pfiporovndni mikrobioty pacientll se stfevnim
onemocnénim zpusobenym patogennimi mikroorganismy (Salmonella, Escherichia coli
produkujici Shiga toxin, Campylobacter a Shigella) a zdravych jedinci, mélo pohlavi vliv
na celkovou Cetnost taxontl. Ve studii z Italie se zjistilo, Ze také slizni¢ni mikrobiota je odlisna
u obou pohlavi. U zen vykazovaly vys$i cCetnost taxonomické jednotky z Actinobacteria,
Lactobacillaes, Streptococcaceae, Bifidobacterium améné zcCeledi Veillonellaceae
a neklasifikovanych z ttidy Clostridia (Kim et al., 2020).

U zen ve vagindlnim mikrobiomu je pfitomno velké mnozstvi bakterii, které jsou
dalezité pro zdravi zZeny a novorozenci. Dominantni taxony jsou Bacillota
(Lactobacillaceae, Streptococcaceae), Pseudomonadota (napt. Enterobacteriaceae).
PtestoZe je vaginalni mikrobiom stabilni, je u kazdé¢ Zeny odli$ny a zaleZi na zdravotnim stavu,
tehotenstvi, uzivani antikoncepce atd. Muzské pohlavni organy nebyly tak podrobné studovany
v porovnanim s zenskym pohlavnim ustrojim. Piesto bylo prokdzano, ze sperma ma u zdravych
osob sviij specificky mikrobiom. Pfitomny je Lactobacillus nebo Prevotella. Ptitomnost druht
jako je Ureaplasma urealyticum &1 Mycoplasma hominis vétSinou souvisi s nizkou kvalitou
spermatu (Hayman a Oxenham, 2016).

Rozdilné sloZeni mikroorganismi u obou pohlavi se vyskytuje také po smrti. Vyzkum
provedeny Bell ez al. (2018) zahrnoval vySetieni riznych anatomickych oblasti naptiklad srdce.
Zjistilo se, Ze zmény v mikrobidlnich komunitach byly zavislé jak na pohlavi, tak na PMI.
Stejny tym védci provedl dalsi vyzkum, kdy u deseti zemielych s PMI v rozmezi
od 6 do 58 hodin pozorovali srde¢ni tkan. Rozdily v mikrobiomech byly potvrzené jak u muzii,
tak u Zen, kdy byla prokazana zvySena ptitomnost rodu Streptococcus u muzi a vyssi Cetnost
rodu Pseudomonas a Clostridium u zen. Pomoci provedenych vyzkumi se prohloubil potenciél
analyzy mikrobii pro odhad PMI a rovnéz doslo k ¢astecnému objasnéni pochodu, ke kterym
dochdzi v mikrobidlnich komunitach béhem procesu rozkladu (Bell er al., 2018;

Singh a Okpeku, 2024).

1.3 Definice a vyznam posmrtného intervalu
Posmrtny interval je oznaceni pro casové rozmezi mezi fyziologickou smrti

a prohlidkou zemftelého. Jednd se o velmi dilezitou soucdst pii vySetfovani smrti
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(Sampaio-Silva et al., 2013). Forenzni patologové timto omezenim doby umrti definuji Casovou
osu udalosti, které vedly ke smrti (Shrestha et al., 2023).

Po smrti v téle nastava prirozeny sled udalosti a reakci vedoucich k rozkladu téla.
I kdyz tyto zmény probihaji v relativné presném potadi, fada vnéjsich i vnitinich faktortt mohou
tento proces zrychlit ¢i zpomalit (KlimeSova a kol., 2015). Mezi vnitini faktory, které jsou tzce
spojeny s posmrtnymi procesy patii vék zemtelého, pohlavi a také télesnd hmotnost. Velky vliv
maji i vn¢jsi faktory jako je teplota prostiedi, vlhkost, ptidni faktory a ¢innost hmyzu ¢i jinych
organismil (Adheke a Oghenemavwe, 2023).

Prestoze soudnim lékatem ziskané a vyhodnocené parametry jsou velmi dulezité
pro stanoveni PMI, Ize se na n¢€ spolehnout v prvnich 24—72 hodinach od smrti. Po uplynuti
této doby jsou mikroorganismy a hmyz obvykle nejcennéj$im a Casto jedinym prostiedkem
pro stanoveni doby smrti (Anderson, 2005). Hlavni vyhodou pro odhadovdni PMI pomoci

mikrobidlnich komunit je, Ze pfedvidateln¢ reaguji na zmény prostiedi (Moitas et al., 2024).

1.4 Tradi¢ni metody urceni posmrtného intervalu

Pro urceni PMI se vyuzivaji jak tradi¢ni, tak moderni postupy. Kriminalisté v pfipadech
nepfirozen¢ho umrti provetuji vSechny informace, které jim piipadné napomiizou dopadnout
pachatele. Pouzivaji jak metody spojené s posledni komunikaci zemielého (aktivita mobilniho
telefonu nebo ocité svédectvi) tak biologické metody souvisejici s lidskym télem a okolnim
prostiedim. Kazda tato metoda ma pro piesné stanoveni PMI svd omezeni (dny, tydny, mésice,
(Metcalf, 2019).

Soudni 1ékafi se spoléhaji na rizné metody, jako je vySetieni posmrtnych zmén v téle,
analyza kostnich struktur a instrumentalni a molekularni pfistupy. Ptes toto usili a novy rozvoj
metodik ziistdva piesny odhad PMI sloZitym tkolem. Do dneSni doby neexistuje Zadna piesna
a bezpetnd metoda, jak presné urcit dobu od smrti, a odhad pozdniho posmrtného intervalu
zUstava jednim z nejdiskutovangjSich témat ve forenzni patologii (Franceschetti et al., 2023).

Vdne$sni dobé se PMI stanovuje pomoci biochemickych, fyzikalnich,

mikrobiologickych, entomologickych ¢i botanickych vyzkum (Sampaio-Silva et al., 2013).
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1.4.1 Kratkodoby posmrtny interval

V bézné praxi se standardné kratkodoby PMI (tj. béhem prvnich 24—72 hodin po smrti)
odhaduje dle posouzeni diikazi, které vznikly reakci samotného téla. Jedna se o zménu télesné
teploty, svalovou a nervosvalovou reaktivitu, postmortalni lividitu neboli promodrani
¢i autolyzu. Tato posmrtna faze je klicova pro co nejpiesnéjsi odhad PMI. Definitivni zavéry
ohledn¢ odhadu PMI vsak neni mozné vyhodnotit na zakladé¢ jedné postmortalni zmény
(Fais et al., 2018). V obdobi bezprostiedné po umrti ¢lovéka dochazi v téle k rychlym
biochemickym a fyziologickym zménam, které jsou zplsobeny predevsim absenci krevniho
ob¢hu a ztratou regulacnich mechanismi. Tyto zmény jsou nejvice pozorovatelné v oich
a na kiiZi. V oc€ich se objevuje segmentace retinalnich krevnich cév, ktera je projevem pieruSeni
kontinudlniho sloupce krve. Tento ocni jev se objevi do ptl hodiny po smrti a mlze trvat
az dv¢ hodiny. Mezi dal$i o¢ni projevy béhem par hodin po smrti patii ztrata nitroocniho tlaku
a zakaleni rohovky. V tomto obdobi klize ztraci svoji pruznost a lesk, projevujici se celkovym
zblednutim ¢lovéka. Histologické vySetfeni klize nevykazuje zddné zmény do 6 hodin od smrti

(Almulhim a Menezes, 2023).

1.4.2 Dlouhodoby posmrtny interval

Dlouhodoby PMI, coz znamena dny az roky, se hodnoti dle stadia rozkladu,
entomologické analyzy (rGst larev much) ¢i stanoveni koncentrace kostniho radioizotopu.
Aby bylo uréeni PMI co nejpfesnéjsi, je nutné zohlednit vék, pohlavi, fyziologické
a patologickeé stavy zemielého. V tomto stadiu se pro piesné uréeni PMI vyuZziva zavisla Casova

degradace biologickych markeri jako je DNA, RNA a proteiny (Haas et al., 2021).
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2 FAZE ROZKLADU LIDSKEHO TELA

Rozklad lidského téla po smrti je nepfetrzity proces, ktery zac¢ind v okamziku umrti
rozpadem tkani a konci, kdyz je t€lo ve stadiu vysusené kostry. Zmény vznikajici na téle ihned
po smrti jsou Casto rychlejs$i nez ty, k nimz dochazi postupné béhem procesu rozkladu
(Goft, 2009). Jiz ¢tyfi minuty po smrti enzymy v téle zacnou rozkladat buiiky, a poté dojde
k osidleni bakteriemi ze stiev. Mezitim dochazi k vnéjSimu zpracovani téla pomoci bakterii,
které¢ ziji na kazi. Piestoze je kazdy rozklad individualni a liSi se na zékladé¢ podminek,
kde se zemfeld osoba vyskytuje a dalSich faktorii (pocasi, teplota, vlhkost, pH, pfi¢ina smrti,
poloha téla ¢i hladina kysliku) obecné existuje pét fazi rozkladu. Prvni faze se nazyva autolyza,

druha faze nafouknuti, tfeti faze aktivni rozklad, ¢tvrta faze pokrocily rozklad a posledni

pata faze je skeletonizace, jak 1ze vidét na obrdzku 1 (Engelhaupt, 2024).

Nafouknuti
Autolyza , Aktivni

by rozklad

§" Pokrogily rozklad

Obrazek 1: Féaze rozkladu (upraveno dle Cohen; 2019)

Mezi obecné znamky smrti patti velmi bleda kiize, kterd po nékolika minutach ztraci
pruznost. Rty jsou suché a tvrdé. Nastavaji ocni zmény, které zahrnuji zakaleni rohovky a ztratu
rohovkového reflexu a dochézi k celkovému ochabnuti oka. V ptipadé, ze po smrti jsou oci
oteviené, dochézi k usazovani ¢astic prachu pfimo do oka. Bunééné zbytky, sliznice a prach
spoleéné vytvaii zlutou trojahelnikovou oblast na obnazeném sklivci. Mezi dal$i oéni projevy

patii fragmentace krevnich cév neboli ,kevorkianské znameni“, které¢ se objevi par minut

20



po smrti a trvd asi hodinu. Ve sklivei rovnéz dochdzi k trvalému vzestupu hladiny kalia

(Shedge et al; 2023).

2.1 Autolyza

Prvni fazi lidského rozkladu je autolyza neboli samozazivani a zac¢ina ihned po smrti.
Mezi okamzit¢ posmrtné zmény patii necitlivost, ztrata volnych pohybt, zéastava dychani
a obéhu a zastava funkci nervového systému. Smrt nastava v okamziku, kdy se zastavi krevni
ob¢h a dychani, tudiz t€lo nemd moznost ziskat kyslik a odstranit odpadni latky. Nadbytek CO»
vytvori kyselé prostiedi, které zplisobi praskani membran bunék. Z popraskanych membran
se uvolni enzymy, které zacnou rozkladat vnitini orgadny (Brunning, 2014; Shedge et al., 2024).

Béhem prvni faze rozkladu je mrtvolny ekosystém sloZzen nejvice z bakterii
systému a mikroorganismy se voln¢ $ifi i do organti, kde se bézné nevyskytuji. Nejvice bakterii
se vyskytuje ve stfevech, a proto zde zacina Sifeni, konkrétné na spojnici tenkého a tlustého
stfeva. Stfevni bakterie zaGinaji travit stieva a poté okolni tkané. Clenové bakterialnich komunit
obsahuji geny kodujici mechanismy, které $t€pi aminokyseliny jako je glycin, glutamat, ornitin
a lysin. Tyto bakterie jsou zZivé diky smési latek, ktera unika z poskozenych bunék. Dale dochazi
k napadeni kapilar traviciho tstroji a lymfatickych uzlin a postupuji do jater, sleziny, a nakonec
do srdce a mozku. Jakmile dojde k Uniku bakterii ze zaZivaciho traktu, nastava druhd faze
hniloby (Babéakova, 2025; Metcalf ef al., 2016).
jelikoz vétSina krimindlnich ptipadd pochéazi z tohoto obdobi. Jednéd se o obdobi, které trva
od 3 do 72 hodin. Casna posmrtna faze zahrnuje tzv. klasickou triadu posmrtnych zmén — algor

mortis, rigor mortis a livor mortis (Hayman a Oxenham, 2016).

2.1.1 Algor mortis

Algor mortis je posmrtny proces, pii kterém se télesnd teplota vyrovnava s teplotou
okoli. Béhem Zivota se normalni télesna teplota pohybuje v rozmezi 36,0 — 36,9 °C. Po smrti
rychlost zmény teploty zavisi na né€kolika faktorech, mezi které patii okolni teplotni podminky,
télesna hmotnost, poloha téla, pfitomnost ¢i nepiitomnost obleceni atd (Hayman a Oxenham,

2016).
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Samotny proces ochlazovani probihd podle fyzikdlniho Newtonova zakonu
ochlazovéni, ktery tika, Ze rychlost ztraty tepla télesem je pfimo umérnd rozdilu mezi
jeho teplotou a teplotou okoli. V piipad¢ lidského téla pokles teploty probiha nerovnomérné
kvali faktoriim, které to ovlivituji. T¢lesnd teplota se u zemielého nejcastéji meti v rektalni
oblasti pomoci digitdlniho teploméru nebo specidlnim termometrem pro forenzni ucely,
ktery se nazyva thanatometr. V nékterych ptipadech se teplota uruje pomoci jehly, ktera méefi
hodnotu pfimo v jadru téla (napft. v jatrech) (Saukko a Knight, 2016).

V prvnich 3 hodindch po smrti té€lo ztraci teplotu nejrychleji, protoze rozdil mezi
teplotou téla a okolim je nejvétsi. Rychlost klesani teploty v této fazi je 0,5 — 1,5 °C za hodinu.
Po 12 hodinach od smrti se rychlost teploty chladnuti zpomaluje na 0,5 °C za hodinu. V ptipadé
meéfeni teploty po vice nez 12 hodinach dochézi k tepelné rovnovaze s okolim a teplota téla

se neméni (Saukko a Knight, 2016).

2.1.2 Rigor mortis

Rigor mortis je oznaceni pro posmrtnou ztuhlost piicné pruhovanych i hladkych svali
zemielého c¢loveéka ndsledkem vycerpani adenosintrifostatu (ATP). Dochazi k hromadéni
laktatu ve svalové tkani s naslednou neschopnosti uvolnéni aktin-myosinové vazby. Ztuhlost
svali se nejdiive projevi v menSich svalech (napf. oblast cCelisti, ocniho vicka a prsti)
kvtli rychlejSimu vy€erpani ATP ve srovnani s v&tSimi svaly na trupu a koncetinach. Postupem
¢asu vSak faze rigor mortis postihne vSechny svaly v téle, véetné srde¢niho svalu, a postupuje
smérem od hlavy k dolnim koncetindm (Almulhim a Menezes, 2023).

Nastup této faze nastavd obvykle do 3 hodin po smrti a vrcholi asi za 12 hodin,
avSak celkovy proces rigor mortis trvd 24-48 hodin (viz tabulka 1). Té€lo se neza¢ne stahovat,

ale pouze zlstane v poloze, ve které doslo k umrti.

Tabulka 1: Casovy pribéh rigor mortis za b&Znych podminek (Dillon, 2025)

0-3 hodin po smrti T¢lo je stale teplé a nevykazuje Zadné znamky ztuhlosti

3-8 hodin po smrti Zacind se objevovat ztuhlost, télo je stale caste¢né pohyblivé

a zustava teplé

8-36 hodin po smrti Svaly jsou plné ztuhlg, télo je chladné a tuhé

36 a vice hodin po smrti | Ztuhlost postupné mizi, svaly se opét stdvaji pruznymi a télo

je studené
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Rigor mortis neni ideélni casovy usek pro uréeni PMI, protoze zahrnuje Siroké ¢asové
rozmezi a hranice mezi jednotlivymi ¢asy se mohou liSit az o 24 hodin. Na jeho pribéh maji
vliv rizné faktory, predevsim okolni teplota. Vyssi teplota proces urychluje (urychleni nastupu
hniloby), nizsi jej zpomaluje. Dal§imi kli¢ovymi faktory je onemocnéni pied smrti, které mize
zvysit koncentraci kyseliny ve svalové tkdni a tim i zvysit intenzitu ztuhlosti, a fyzicka aktivita
pred umrtim, kterd mize zvysit miru ztuhlosti rovnéz zvySenim koncentraci kyseliny ve svalech
(Almulhim a Menezes, 2023; Dillon, 2025).

Vymizeni rigor mortis ozna¢ované jako ochablost svalli nastava plisobenim alkalickych
kapalin produkovanych hnilobou v disledku enzymatického rozkladu vazebnych mist pro aktin

a myosin (Shivpoojan, 2018).

2.1.3 Livor mortis

Livor mortis je proces, pii kterém se krev po zastaveni obéhu shromazd’uje v nejnize
polozenych krevnich cévach organd v dusledku gravitace, coz se nazyva hypostaza. Typicka
je tvorba fialovomodrych skvrn na kiizi (viz obrazek 2), které vznikaji béhem pual hodiny
az 2 hodin po smrti. Po urcitou dobu tyto skvrny nejsou fixovany, coZ znamena, Ze oblast
lividity (promodralosti) vystavenim tlaku zbéld, protoze odkyslicend krev je vtlatena zpét
do kapilar. Pokud dojde béhem této faze k pohybu téla, lividita se piesune do jiné oblasti.
Po 8-12 hodinéach dochézi k fixaci v disledku rozpadu krvinek a prosakovanim hemoglobinu.
Po fixaci oblast tlakem nebledne a neposouva se s polohou téla. Fixace je potvrzena tlakem

palcti a pouziva se pii odhadu PMI delsiho neZ 12 hodin (Hayman, 2021).

Obrazek 2: Livor mortis (Serra, 2025)
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Na zacatku vzniku livor mortis je zbarveni klize rGzovocervené, jelikoz v téle
se vyskytuje dostate¢né mnozstvi okyslicenych erytrocytii. Postupem ¢asu dochazi k tmavnuti
ktze, protoze hladina kysliku klesd a nastava modrofialovy odstin. Toto zbarveni mtze byt
vsak ovlivnéno i fadou faktort. V ptipad¢ otravy oxidem uhelnatym nebo kyanidem je barva
svétle Cervenoriizova. Stejné zbarveni bude i pii podchlazeni téla. Hnéda barva se objevi
pfi otravé dusi¢nany ¢i dusitany v disledku tvorby methemoglobinu, a zelena barva vznika
pii hnilobnych zménach nasledkem akumulace sulthemoglobinu (Byard, 2020).
ztratou krve pied smrti nebo u tézce anemickych lidi. Problematické rozpoznani
livor mortis mize byt u lidi stmavou pleti nebo svyraznym opalenim

(Almulhim a Menezes, 2023; Byard, 2020).

2.2 Nafouknuti

Druha faze rozkladu lidského téla nastava disledkem autolyzy tedy procesu, pii kterém
enzymy z mrtvych bunék rozkladaji tkdn€. Béhem tohoto rozkladu podléhaji bakterie, ptevazné
z gastrointestinalniho traktu, uvniti téla anaerobnimu dychani. Bakterie se v téle mnozi
a pii spotiebé tkani produkuji plyny a zapachajici kapaliny jako vedlejsi produkty.
Mezi vytvarené plyny patii sirovodik, metan a mezi kapaliny patii biogenni aminy kadaverin
a putrescin. Dochazi k hromadéni téchto plynii a kapalin uvnitf téla a nastava jeho nafukovani
a pozdéji také vylucovani tekutin pfirozenymi otvory (Usty, nosem ¢i kone¢nikem) z téla ven
(Hyde et al., 2013).

Faze nafouknuti nastdva 3 az 5 dni po smrti, avSak zavisi na podminkach prostiedi.
Jako v predchozi fazi tak i zde teplé podminky (nad 30 °C) proces urychluji a chladngjsi
zpomaluji. V piipadé, Ze je télo ponofené ve vodé, samotné nafouknuti téla se opozd'uje,
ale zesiluji se hnilobné procesy (Galloway ef al., 1989).

Charakteristickym projevem této faze je celkové zvétSeni téla, které se podle nékterych
studii zvétsi az o 200 %. Obvyklym mistem, kde nafukovani zacinad je bfiSni oblast
a dale pomalu postihuje oblicej, oblast genitalii ¢i hrudnik. Hydrolytické enzymatické traveni
zpusobuje vznik puchyii naplnénych hnilobnou tekutinou a jev zvany degloving,
coz je oddéleni kize od podkoznich tkéni a svalti. Nejcastéji k tomuto jevu dochazi
na koncetinach. Na takto odhalena mista poté Iépe ptisedd hmyz a zahajuje na téle svoji aktivitu.
Vyraznym projevem faze nafouknuti je projev mramorovani kize, kdy jsou na kiizi krevni cévy
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patrné jako tmavé zelené az Cerné pruhy. Postupné se zméni touto barvou celé télo,
ato v disledku tvorby sulthemoglobinu (Almulhim a Menezes, 2023; Hau et al., 2014;
ServiceMaster BioClean, 2025).

2.2.1 Cinnost mikroorganismi

Béhem rozkladu téla v této fazi dochazi k posunu bakterii od fakultativné aerobnich
(Staphylococcus) k anaerobnim (Clostridia ¢1 Bacteroides). Ve studii dle autort Janaway et al.
(2009) je jako divod posunu uvedena ztrata redox potencidlu tkdn¢ nésledkem nedostatku
okyslicené krve. Bakterie gastrointestinalniho traktu, jako jsou rod Pseudomonas ¢i Bacillus
redukuji sirany a hraji vyznamnou roli pfi rozkladu proteinti zemielého (Janaway et al., 2009).

Vroce 2011 byl proveden vyzkum na univerzité¢ v Texasu, kde v&dci Sibyl Bucheli
a Aron Lynne umistili dvé Cerstvé zemfeld té€la do venkovnich podminek a nechali je zde
rozkladat. Poté odebrali vzorky bakterii z riiznych ¢asti na téle, a to na zacatku a na konci stadia
nafouknuti. Ze vzorkl extrahovali bakterialni DNA, sekvenovali ji a nakonec zjistili, ze pro fazi
nafouknuti je charakteristicky vyrazny posun mikroorganismu aerobnich k anaerobnim druhlim
(Costandi, 2015).

Dominantnimi mikrobidlnimi organismy produkujici plyny jsou bakterie rodu
Clostidium. Konkrétnimi druhy jsou Clostridium sordellii, Clostridium difficile a Clostridium
septicum vyskytujici se ve stfevech. Rozkladaji aminokyseliny a bilkoviny na putrescin,
kadaverin a metan. Fermentaci produkuji ethanol, butanol a aceton. Pfi rozkladu se v téle
vyskytuje také druh Methyloferula stellata, coZ je methanotrofni bakterie, kterd se zivi
vznikajicim methanem. Dulezitym produktem, ktery pii rozkladu vznikd je sirovodik.
Tento bezbarvy plyn produkuji sulfat redukujici bakterie pifi spotiebé vodiku
(Hyde et al., 2013; Javan et al., 2017).

Charakteristickym projevem aktivity a ¢innosti anaerobnich bakterii produkujici plyny
je hnilobny zépach. Prvnim hmyzem, ktery je k télu zapachajicimi plyny pfitahovén, jsou
mouchy (Calliphoridae). Mouchy kladou do otevienych mist na téle vajicka, z nichz se lihnou
cervy, ktefi se Zivi mrtvou tkéni. Aktivita hmyzu se vyskytuje na rozhrani druhé a tfeti faze

rozkladu (Almulhim a Menezes, 2023).
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2.3 Aktivni rozklad

Ve tteti tazi dochazi k aktivnimu rozkladu t€la neboli hniti. Vyskytuje se cca 10 az 20 dni
po smrti a jednd se o nejrychlejsi a nejprogresivnéjsi fazi. Aktivita Cervili, vzniklych mezi
druhou a treti fazi, zptisobi praskdni ktize. Dochazi tak k uniku plynii a t€lo se postupné
zmensSuje. Popraskana mista jsou vstupni branou pro dal$i mikroorganismy a hmyz, kteti dale
rozkladaji télo. Nastava vyznamny rozpad mekkych tkéani, svall a organti, které vlivem
enzymové mikrobidlni aktivity zkapalfuji. Zkapalfiovani je doprovazeno ptitomnosti pény
a velmi silnym zépachem, zplisobenym tékavymi organickymi latkami z metabolismu bakterii.
Dochazi k ubytku hmotnosti a tekutiny zacinaji prosakovat do okoli (Hau et al., 2014;
Whaley, 2021; Woolsey, 2024). Existuje n€kolik slou€enin vytvarejici charakteristicky zapach.
Dv¢ hlavni slouceniny se nazyvaji kadaverin a putrescin, jejichz zapach je popsan jako ,,hnijici
maso“. Dalsi slouceniny jsou skatol (zapach wvykald) a indol (zatuhly zapach).
Nékteré slouceniny vzniklé plisobenim bakterii obsahuji také siru. Napiiklad sirovodik zapacha
po zkazenych vejcich, nebo dimethylsulfid jako ¢esnek (Brunning, 2014).

Mikrobiadlni a hmyzi Ccinnosti se vétSina mékkych tkani rozpadne a zlstane
pouze odolngjsi tvrdsi hmota jako jsou kosti, Slachy, chrupavky, vazy a také vlasy. Popraskané

¢asti klize zacinaji Cernat, a nakonec zCerna celé t€lo (Woolsey, 2024).

2.3.1 Reakce mikroorganismi uvnitf téla

Mikroorganismy a hmyz hraji v této fazi rozkladu velice dulezitou roli. Hlavnimi
mikroorganismy rozkladajici télo jsou anaerobni bakterie, které zacaly byt aktivni jiz ve druhé
fazi rozkladu. Bakterie vylucuji extracelularni enzymy, které rozkladaji makromolekuly
bilkovin, lipidl ¢i sacharidii na jednodussi slouc¢eniny (napt. glukéza). Jednoduché slou€eniny
jsou metabolizovany za ucelem uvolnéni energie pro rist a mnozeni mikroorganismi
(Lauber et al., 2014). Mezi vysoce aktivni bakterie patii zastupci kment Firmicutes,
Proteobacteria a Bacteroidetes. N&které houby z okoli se také podileji na rozkladu téla,
pro bakterie neptistupné (BureSova et al., 2019; Lauber et al., 2014).

Ve fazi, kdy t€lni tekutiny zacinaji z téla prosakovat do plidy, za¢iné interakce s ptiidnimi
mikroorganismy. Zvysi se tak rychlost rozkladu kvili produkei dal§ich enzyma a dochazi
ke zméné mikrobidlniho prosttedi v okoli (Lauber et al., 2014). Pokud dojde k premisténi téla

na jiné misto, ptidni profil, mineralogie a mikrobialni DNA poskytnou informaci o ptid¢ a mistu,
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kde k umrti doslo. V né&kolika nedavnych studii bylo prokazano, ze existuje rozdil mezi ptidami
hrobovymi a nerozkladajicimi, a to na zaklad¢ toho, ze zemftela t¢la do pidy uvoliuji obrovské
mnozstvi organického materidlu. Tento material slouzi jako potrava pro mikroorganismy
adiky jeho velkému uvoliiovanému mnozstvi jsou hrobni plidy idealni prostiedi

cey

pro mikroorganismy, kteti zde Ziji i vice nez rok po rozkladu (Metcalf et al., 2016).

2.3.2 Hmyz

Aktivita hmyzu v této fazi dosahuje vrcholu. Larvy vylihnuté z nakladenych vajicek
much poziraji tkan¢ a ptinasi do nich dal§i mikroorganismy a dochézi tak k aktivnimu rozkladu.
Na konci faze aktivniho rozkladu jsou cervy a larvy orientovani prevazné v hrudni oblasti.
Larvy svou ¢innosti vytvaii teplo, které mize zvysit teplotu v okoli ostatkl a urychlit rozklad.
Vylucuji enzymy, které zkapaliiuji tkan€ a tim zpfistupni Ziviny pro sebe i pro mikroorganismy
(Bugelli et al., 2018; Manning, 2020).

Rozkladajici télo zacne po urcité dobé pfitahovat i brouky. Mezi hlavni druhy patii
Histeridae (klaunoviti), Staphylinidae (rohacoviti) ¢i Silphidae (mrchozrouti), ktefi se zivi
pfedevsim larvami a reguluji tak mnozstvi much na ostatcich téla. Aktivita brouki vystavuje
hlubsi vrstvy tkané€ vzduchu, coZ usnadiiuje mikrobidlni kolonizaci a rozklad je tak urychlen.
Ptitomnost rlznych druhti broukd muize poskytnout informace kurceni PMI
(Bugelli ef al.,2018; Manning, 2020).

V kazdém druhu hmyzu, ktery navstivi télo, je obsaZeno rozmanité a jedinecné mnozstvi
mikroorganismi. Samotna plida, na které t€lo lezi, obsahuje také své vlastni bakterie
a jiné mikroorganismy. VSechny tyto mikroorganismy se tak v zemielém misi napiiklad
kolobéhem mouchy. Moucha, ktera na téle ptistane, naklade vajicka a tim tam nechd vlastni
mikroorganismy, ale zarovei piijme st bakterii, které najde v okoli. Kazdé mrtvé télo ma tedy
s nejveétsi pravdépodobnosti jedinecny mikrobiologicky systém, ktery se mize za urcitych
okolnich podminek ménit. Odhad doby zemfeni s osidlenim hmyzu je velmi nepfesny,
avSak spojeni informaci hmyzu a mikroorganismi by mohlo odhadnuti PMI velice zptesnit
(Costandi, 2015).

Cervy opoust&jici t&lo signalizuji konec faze aktivniho rozkladu (Woolsey, 2024).
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2.4 Pokrocily rozklad

Za nékolik tydnt po smrti dochazi ke ¢tvrté fazi rozkladu. VétSina mékkych tkani
je rozlozena, télo je v zaschlém stavu a zbyly pouze tvrdsi ¢asti téla: kosti, vlasy, chrupavky,
vazy a lepkavé vedlejsi produkty rozkladu. Béhem této faze ptichazi k télu velké mnozstvi
vétstho hmyzu (brouci), aby zpracovali 1 tuto tuhou hmotu (Cohen, 2019). Mezi brouky,
ktefi se zivi ztuhlou kizi a Slachami patfi druh Necrobia rufipes neboli Pali¢nik rudonohy
(Forbes et al., 2016).

Pokud na téle zbyla cast klize, nachazi se v suchém ¢i kozovitém stavu, avSak casti
kostry budou viditelné a dochazi k obnazovéani kosti. Zbytky kiize maji Cernou barvu,
a proto se nékdy této fazi tika faze Cernd. Dochdzi k dokonCovani stidia hniti a ztéla
se uvolnéné tekutiny vsakuji do okolniho prostfedi a tim ptispivaji ke kolobehu zivin
(Hau et al., 2014; Rai et al., 2023). Aktivita mikroorganismi pomalu za¢ina slabnout, protoze
proces hniloby se zpomalil a postupné nastava pata faze rozkladu (Ditto, 2024). Zapach neni
tak intenzivni jako ve fazi aktivniho rozkladu. Je citit pouze syrovy zdpach zplisobeny kyselinou
maselnou vzniklou fermentaci anaerobnich bakterii. Bakterie (napi. druh Clostridium)
preménuji lipidy a proteiny na tuto kyselinu. Timto procesem tak dochazi k odstranéni zbytkt
tkani a postupnému vysuSovani téla. Kyselinu maselnou lze vyuZit jako relativné presny
ukazatel pro odhad PMI, jelikoZ v ostatcich pfetrvava, i kdyZ ostatni t¢kavé slouceniny ubyvaji
(Australian museum, 2020; Matoba et al., 2022).

Po rozkladu ptida pod zemielym télem obsahuje vysokou koncentraci zivin vzhledem
k ekosystému v okoli. Odhaduje se, ze kazdy kilogram suché télesné hmoty uvolni do pidy
32 g dusiku, 10 g fosforu, 4 g drasliku a 1 g hotc¢iku. VSechny tyto Ziviny potiebuji
mikroorganismy a hmyz pro svoji aktivitu. V ptidé mohou latky zistdvat 1 nékolik let,
aprotojsou vnimany jako dulezity ukazatel pro forenzni védce (Costnadi, 2015;

Manning, 2020).

2.4.1 Adipocere

Na téle se muze vyskytovat jev zvany adipocere, coz je proces specidlni mumifikace.
Adipocere lze jinymi slovy nazvat jako hrobovy ¢i mrtvolny vosk, ktery je produktem rozkladu
tukové tkan¢ vzniklé hydrolyzou triacylglyceridi na glycerol a volné mastné kyseliny.
Tato zezacatku voskova hmota ma svétle Sedou barvu, kterd postupem Casu zac¢ne tuhnout

arovnéz ztuhnou i1 mista na téle, kde se vyskytuje. Na samotné tvorbé adipoceru se podili
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i bakterie Clostridium perfringens, kterd je dulezitd pti tvorbé mastnych kyselin po smrti.
Pro samotné bakteridlni a enzymatické procesy je dulezitad pritomnost vody, ale naopak
pritomnost kysliku, tedy vystaveni téla na vzduchu, reakci inhibuje. Tvorba adipoceru vyzaduje
pritomnost lipidl, takze se vice vyskytuje u zen ¢i obéznich jedinct. NejCastéjSimi misty,
kde adipocere vznikd jsou tvare, brada, bficho ¢i hyzd€. V zévislosti na podminkach,
ve kterych se télo nachazi, je vznik adipoceru viditelny asi mésic po smrti a Ize tak odhadnout
posmrtny interval. NejcCastéji se vSak vyskytuje u zemfelych, kteii se nachdzi pod vodou
(Tsokos, 2005). Vznik adipoceru a doba jeho trvani zavisi nejen na vlhkosti a nedostatku
kysliku v okoli, ale také na pH a teploté, kdy je vyzadovano teplé prostiedi (Jopp-van Well
etal., 2016).

2.4.2 Mumifikace

Mumifikace je vysledek vysychani nebo dehydrataci ktize ¢i tkané. Nastava
kvili nedostatecné vlhkosti, ktera je potfebna pro rozkladnou ¢innost mikroorganismi. Celkové
télo vypada vyprahle, coz jej chrani po delsi dobu. Vznika v suchém horkém prostiedi,
poptipadé¢ kdyz se télo nachazi ve vétrnych podminkach nebo v teplém privanu. Kuize
zemielého ztmavne, ztvrdne a vypada kozovité. Dale ma kiiZze natazeny vzhled pres vy¢nélky,
jako jsou naptiklad jafmové kosti, dolni Celist apod. Samotné télo se zmenSuje, ale rysy
v obliceji, popfipadé zranéni jsou zachovany, takze v této fazi je identifikace téla snazsi.
Pro tvorbu mumifikace télo potiebuje vice Casu nez pro vytvofeni adipocere. Mumifikace
se miZe objevit u téla jako celku nebo v lokalizovanych oblastech, jako jsou naptiklad
koncetiny nebo jazyk (Almulhim a Menezes, 2023; Durham University, 2025;
Hau et al., 2014; Shedge et al; 2023).

2.5 Skeletonizace

Konecnou fazi rozkladu téla je skeletonizace. Charakteristické je obnazeni vice
nez poloviny kosternich ¢asti a celkové télo vypada vyschle. MlZe se zde stale vyskytovat malé
mnozstvi mékké tkané nebo chrupavky ¢i Slachy, k nimz jsou kosti ptfipojené. Na zdkladé
rizného typl prostedi, abiotickych ¢i biotickych podminek miiZze nékdy nastat Castecna
skeletonizace (Lichnerova, 2011; Shrestha et al., 2023).

Skeletonizace vzniké za nékolik tydnii az mésicii po smrti a doba jejiho trvani je nékolik

let, nez se kosti Gplné rozpadnou. Mezi faktory ovlivitujici tuto fazi patii teplota (optimalni
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pro rychly rozklad je mezi 3040 °C), pH pudy (kyselé mize urychlit rozklad kosti)
a ddle hmyz a mikroorganismy. Béhem této faze z kosternich ostatkii vypadéavaji zuby a nehty,
popiipad¢ vlasy. Pfestoze skoro vSechno ze zemielého ¢lovéka je rozpadnuto, kosti jsou stale
velkym zdrojem informaci pro identifikaci, vcetné¢ vé&ku, pohlavi, DNA a traumatu
(Pistekova, 2011; Prokes, 2015).

V piipadé, Ze na kosterni ostatky sviti slunecni zéafeni, povrch kosti se zacne zesvétlovat
a ultrafialové paprsky rozkladaji organické zbytky. Rychlost béleni je pro kazdy typ kosti jina.
Zebra a lopatky se béli rychleji neZ ostatni. Kosti, které se nachazi v zastinéném misté bélaji
pomaleji (Hawkins et al., 2017; Horék et al., 2022).

Postupem casu se pH ptdy vraci na piivodni troven a rovnéz dochdzi k névratu slozek
normalni piidni fauny. Neexistuje vSak konecny bod této faze a rozdily v plidni fauné mohou
byt zjiStény 1 nékolik mésicii az let po smrti, coZ naznacuje, Ze se na misté¢ nachazelo télo

(Goff, 2009).

2.5.1 Role mikroorganismi

Mikroorganismy jsou velice dilezitou slozkou ve fazi skeletonizace. Pfispivaji
k rozkladu zbytkl organickych latek a ovliviiuji forenzni analyzy. Hlavnimi mikroorganismy
v této fazi jsou zastupci rodu Devosia a celedi Phyllobacteriaceae, kteti jsou s postupem
rozkladu aktivngj$i. Jedna se o dusik fixujici bakterie vyuZivajici kolagen v kostech jako zdroj
dusiku. Timto zpisobem urychluji rozklad organickych slozek kosti. Postupnym rozkladem
kosti se vytvaii a zvySuje tzv. porozita neboli porovitost. Toto mikroprostfedi je idealni
pro aerobni bakterie celedi Phyllobacteriaceae, kteti vyuzivaji kyslik pro dychaci
metabolismus ausnadiuji tim rozklad organickych slozek (Deel et al., 2021;
ServiceMaster BioClean, 2025).

Mikrobialni prostiedi v kostech je klicovym indikdtorem pro odhad PMI béhem
pozdniho rozkladu téla. Po tfech a vice tydnech ztraci mikroorganismy z kiize a pudy svoji
uziteCnost, avSak pro odhad PMI v této fazi jsou dileziti zastupci rodu napti. Devosia
(Deel et al., 2021; ServiceMaster BioClean, 2025).

Mikrobialni spolecenstva v kostech se li§i v zavislosti na ¢asti téla i konkrétnim jedinci,
pficemz klicovou roli hraje jak prostfedi rozkladu, tak vnitini faktory, jako je typ kosti.
Tato variabilita komplikuje pouziti univerzalnich metod pro odhad PMI, a proto je zapotiebi

vyvijet lokalné ptizpisobené forenzni ptistupy (Emmons et al., 2020).
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3 THANATOMIKROBIOM

Tanatomicky mikrobiom spolecné s epinekrotickou mikrobialni komunitou patii mezi
slozky lidského postmortalniho mikrobiomu. Epinekroticky mikrobiom oznacuje
mikroorganismy na vnéjSich povrsich téla a thanatomikrobiom popisuje mikroorganismy uvniti
zemielého (viz obrazek 3). Kazda z téchto slozek miize poskytnout informace o posmrtnych
mikroorganismech v téle. Studie lidského mikrobiomu prokézaly, Ze se tyto komunity vyskytuji

v téle jiz kratce pied smrti (Javan ef al., 2016a).

Lidsky posmrtny mikrobiom

o

Ustni dutina

T

Slezina Srdce Kaze
Jatra
Trup
Thanatomikrobiom Nekrobiom

Obrazek 3: Lidsky posmrtny mikrobiom (upraveno dle Javan et al., 2016a)

Thanatomikrobiom pochazi z feckého slova thanatos neboli smrt. Zabyva se studiem
mikroorganismd, ktefi se nachdzeji ve vnitinich organech zemftelého téla (v mozku, srdci,
jatrech a slezin¢). Mikroorganismy jsou soucasti i krve, kterd je po smrti odebrdna. Samotny
thanatomikrobiom je definovén jako mikrobidlni spolecenstvo vnitinich télesnych mist vznikly
sukcesnim procesem, pii kterém triliony mikroorganisml osidluji, mnoZi se nebo odumiraji
uvniti mrtvého téla. Tento proces vede ke zméné slozeni spolecenstva v pribehu Casu a stava
se tak obrovskym aspektem pro odhad posmrtného intervalu a pro poskytovani mikrobidlnich

dikazl pro soudné-lékarské vySetfovani umrti (Javan et al., 2016a; Javan a Finley, 2018).
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Po smrti lidského téla dochazi u bilionti mikrobidlnich bun¢k k zasadni promeéné.
Mikrobiom se vyrazné¢ méni — nejen co se tyce samotnych mikroorganismt zijicich v téle
hostitele, ale 1 v souvislosti s komplexnim sledem udalosti, které nastavaji béhem rozkladu,
kdy dochazi k rozpadu bunék a uvolnéni jejich vnitiniho obsahu. Tento proces zasadné
ovlivituje slozeni lidské mikrobidlni komunity komenzali. T¢lo se stava obrovskym zdrojem
zivin, zahrnujici dusik, uhlik, fosfor, vodu a dalsi. Prostfedi uvnitf téla se méni na hypoxické
aprechazi do procesu anaerobni fermentace, piicemz vznikaji plyny jako sirovodik,
oxid uhli¢ity, metan, amoniak a dal$i. V této fazi zacinaji télo kolonizovat mikroby z vnéj$iho
prostiedi, a zaroven dochézi k vyraznym zménam v pocetnosti nékterych komenzalnich druhi.
Nastava nekontrolovatelnd reprodukce kolonizovanych mikroorganismi a tim dochazi
k utlumeni ¢innosti ostatnich bunc¢k. Timto d&€jem se nekrobiom na povrchu ovlivni rychleji
nez mikrobiom uvniti téla. Nasledné se zaCinaji organy rozkladat podle zatéZze mikroorganismi
a PMI. Napitiklad ve studii autorti Tuomisto et al. (2013) nebyly v jatrech detekovany zadné
mikroorganismy pti PMI 5 dni. (Abdoun et al., 2023; Can et al., 2014; Dash a Das, 2020).

Tuomisto et al. (2013) popsali na 33 zemielych télech thanatomikrobiom jednak pomoci
kultiva¢nich technik a jednak pomoci molekularné biologickych metod, konkrétné€ kvantitativni
reverzni transkriptdzovou polymerdzovou fetézovou reakci (RT-qPCR). Pro analyzu pouzili
vzorky z krve, jater, portalni Zily, lymfatickych uzlin a perikardialni tekutiny. Vysledkem bylo
prokdzano 21 rodi, pfi¢emz nejvyssi vyskyt vykazovaly Staphylococcus spp., Streptococcus

spp., Clostridium spp., Enterococcus spp., a Escherichia spp. (Javan a Finley, 2018).

3.1 Dominantni druhy

Podle faze rozkladu téla se prubézné¢ meéni slozeni dominantnich druhd mikroorganismi.

V tabulce Cislo 2 jsou shrnuty hlavni tfidy, ¢eledi nebo rody v kazdé fazi rozkladu.

Tabulka 2: Dominantni mikroorganismy b¢hem rozkladu (Claudia-Ferreira et al., 2023)

Autolyza Nafouknuti Aktivni rozklad | Pokro¢ily rozklad | Skeletonizace
Escherichia Lactobacillaceae | Pseudomonas Actinobacteria Proteobacteria
Bacteroidetes | Bacteroidaceae | Proteobacteria | Streptomyces Actinobacteria
Streptococcus | Clostridium Firmicutes Agrobacterium Pseudomonas
Prevotella Tenericutes Turicibacter Bacillus
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Velky vliv na samotné slozeni mikrobiomu maji abiotické a biotické faktory. Mezi
abiotické faktory patii Cas, teplota, vlhkost, pH, strava ¢i uzivané 1éky. Biotickymi faktory jsou
hmyz, mrchozrouti, pfitomnost komenzalnich mikroorganismt a dalsi. Prostiedi, ve kterém
se télo nachazi, se musi pii odhadu PMI také zohlednit, protoze v ptipad¢, kdy je télo ve vode,
muze se na ném objevit vyssi zastoupeni mikroorganismil zijicich ve vodném prostiedi napf.
zastupct rodu Pseudomonas (Dash a Das, 2020).

Jelikoz je pojem thanatomikrobiom relativné novy termin, neexistuje mnoho studii, které
by se timto mikrobiomem podrobné zabyvaly. Mezi prvni nejvétsi studii posmrtného
mikrobialniho spolecCenstva vnitinich organd patii studie autortt Javan et al. (2016b).
Autofti pfedpokladali, ze casové zavislé zmény v thanatomikrobiomu béhem rozkladu mohou
odhalit cas smrti. Vzorky byly odebrany od 27 zemitelych pochézejicich z trestnich ptipadii
zriznych pfi€in umrti s posmrtnymi intervaly od 3,5 hodin do 240 hodin. Byla pouzita
technologie sekvenovani amplikon 16S rRNA pro klasifikaci taxont v organech zemtelych.
Vybranymi orgdny myly mozek, srdce, jatra a slezina. Dale se vyuzily stéry z bukdlnich dutin
a také krevni vzorky z kazdého téla. Celkem bylo osekvenovano 66 vzorkl. Dalsi vysledky
ukazaly, Ze se bakterie mezi organy v ramci jednoho pohlavi neliSily, ale mezi muZem a Zenou
ano. U Zen byl zaznamenan vysoky vyskyt rodu Pseudomonas a Clostridiales, zatimco u muzi
velké zastoupeni druhit Clostridium, Streptococcus a Rothia. Vyjimka vSak nastala u zastoupeni
mikroorganismi v duting ustni, kde se u obou pohlavi vyskytovaly podobné rody, kterymi byly
Streptococcus, Viellonella a Prevotella. Na zafatku rozkladu byly pozorovany vysoké pocty
neznamého druhu Clostridium spp., Prevotella bivia a Prevotella timonensis (29,5 hodiny).
Zajimavosti je, ze druh Clostridium novyi byl hojnéjsi naopak pti poslednim PMI (240 hodin).
Nejstabilngjsim kmenem, ktery se vyskytoval naptic riiznych mist v téle byl kmen Firmicutes.
Timto pralomovym vyzkumem byl vytvofen mikrobidlni seznam thanatomikrobiomu,
ktery by mohl byt uzite€ny jako forenzni néastroj pro poskytnuti informaci o lidskych ostatcich
(Javan et al., 2016b).

Dalsi studie byla provedena v Italii na 40 télech, které mély PMI v rozmezi od 24 hodin
do 432 hodin. Bylo zjisténo, Ze béhem rozkladu jsou déloha a prostata posledni vnitini organy,
které se rozkladaji. Tyto organy maji siln¢ odliSné sloZeni mikroorganismli v porovnani

s nereproduk¢nimi organy (Lutz, 2020).

33



3.1.1 Trasy kolonizace

Kolonizace mikroorganismi po smrti za¢inad z gastrointestinalniho traktu. NaruSenim
sttevni bariéry dochézi k prostupu bakterii do krve a dalSich organti difiznim systémem.
Prvni kolonizované orgéany jsou jatra, slezina, srdce a mozek. Tyto organy jsou u zdravych lidi
povazovany za sterilni, ale béhem 24 hodin od smrti v nich dochazi k hojnému mnoZzeni
mikroorganismti. Hlavnimi endogennimi mikroorganismy jsou Escherichia coli ¢i Bacteroides
spp., ktefi jsou béznou soucasti stfevni mikroflory. Z ustni dutiny se v hlavové ¢asti téla Siti
Streptococcus spp., Prevotella spp., Staphylococcus spp. ¢i Lactobacillus spp. Jejich ¢innosti
dochazi k rozkladu mékkych tkani v hlavé. Béhem prvnich 2 dnti rozkladu byla v oblasti tvare,
bicepsi a trupu dominantni skupina Proteobacteria. Druhy Bacteroides a Lactobacillus
lze vyuzit jako kvantitativni markery pro stanoveni PMI. V dusledku autolyzy a uvoliiovani
zivin, dochazi k anaerobni fermentaci. Zpoc¢atku dominuje druh Lactobacillus, ale postupné
ubyva kviili nedostatku kysliku. V tomto anaerobnim prostiedi se zac¢inaji rozmnozovat druhy
Clostridium (1040 %), konkrétné Clostridium perfringens nebo Clostridium septicum
a dale Bacteroides spp. nebo Prevotella. Zastupci rodu Clostridium produkuji enzymy a toxiny,
které zapficinuji nadymani t€la. Tlak plynt usnadiiuje mikrobidlni migraci. Bacteroides
postupuji z gastrointestindlniho traktu a rozkladdaji polysacharidy a bilkoviny. Pocet téchto
bakterii s postupem casu klesa a prevladaji zastupci rodu Clostridium. Hnilobnymi bakteriemi
jsou Pseudomonas, Shewanella nebo Aeromonas, ktefi jsou adaptovani na vlhké prostiedi.
Aktivni  jsou 1 Proteobacteria, kteréjsou v pozd¢jSich fazich nahrazeny kmenem
Firmicutes (5-20 % z celkové komunity). Dale nastava faze, kdy piivodni lidsky mikrobiom
je ptekonan mikrobiomem z okoli a objevuje se na povrchu téla. Mezi tyto dominantni bakterie
patii Acinetobacter (5-20 %) nebo Bacillus, kvasinky rodu Candida ¢i mikroskopické vlaknité
houby rodu Aspergillus. Jejich Glohou je kolonizace sliznic a velkych povrchil pti pozdnim
rozkladu. Vlivem hmyzu jsou do téla pfivadény hmyzi mikroorganismy. U larev masatek
je zndm mikrob Ignatzschineria spp. (20-55 %) (Dash a Das, 2020; Hyde, 2013;
Javan et al., 2016b; Metcalf, 2013).
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3.2 Padni mikroorganismy

Pidni mikrobidlni spoleCenstvi se oproti lidskému mikrobiomu velice 1isi. Na zaklad¢
mikrobidlnich zmén v pud¢ Ize prokazat diivéjsi pritomnost pohibeného nebo rozkladajiciho
se téla. Dulezitou roli hraji ptidni mikroorganismy i pfi ur¢ovani PMI, kdy jsou pfitomni
na povrchu téla v riznych stadiich rozkladu. Pidni mikroorganismy zacinaji rozklad ovliviiovat
az v lehce pokrocilém stavu. Mezi piidni bakterie, ktera v téle preménuje amoniak na dusi¢nany
patii Nitrosomonas spp. a druhou dulezitou bakterii je Nitrobacter spp., ktera pretvaii dusitany
na dusi¢nany. Mezi dal$i nitrifikacni bakterie patii Nitrocococcus spp., Nitrosocystis spp.
a Nitrospira spp. V ptipad¢ neptitomnosti nitrifika¢nich bakterii se amoniak hromadi v ptdé.
Dalsi dalezitym prvkem uvoliujicim se béhem rozkladu je fosfor, ktery se v téle nachazi
v mnoha slozkéch. Je souc¢asti bilkovin, nukleovych kyseliny a koenzymi, fosfatu a fosfolipidu.
Pro transformaci fosforu z nerozpustnych organickych komplexd na rozpustné jsou dualezité
bakterie Pseudomonas, Mycobacterium, Micrococcus, Flavobacterium, zastupci rodu
Penicillium atd. (Dent et al., 2004; Wojcik et al., 2021).

Tuky mohou také podléhat oxidaci pomoci bakterii, hub, a ptedev§im vzdusného
kysliku. Rozkladaji se na glycerol a mastné kyseliny, a nakonec na oxid uhli¢ity a vodu.
Za téchto aerobnich podminek a vystaveni tukovych tkdni viditelnému svétlu je rozklad
urychlen. Dosud existuje malo informaci o tom, které plidni mikroorganismy zpiisobuji rozklad
lipida. Z t€lniho prostiedi je tuk rozkladan pomoci bakterie Clostridium perfringens. V ranych
fazich rozkladu dochazi vlivem ptisobenim mikroorganismu k uvoliiovani sacharidii z mékkych
tkani. K tomuto déji dochéazi pfevazné v jatrech, kde se naptiklad glykogen rozklada na cukry,
které jsou poté bakterii Clostridium spp. rozloZeny na fadu organickych kyselin a alkoholy.
V anaerobnich podminkach dochazi k produkei kyseliny mlécné, kyseliny maselné, kyseliny
octové a acetonu. Fermentaci sacharidi se také produkuje plyn metan, vodik a sirovodik
(Dent et al., 2004).

Béhem rozkladu, kdy je té€lo v kapalném stavu jsou organy mekké a zdegenerované
k nepoznani. K tomuto stavu dochdzi vlivem rozkladu proteini na jednodussi slozky
a tim je umoznén rust vétsiho poctu druht mikroorganismi na substratu a jejich nasledné
rozptyleni ve tkanich. Zkapalnujici tkané jsou naplnény plyny z rozkladajicich se zbytk.
Nékdy dochazi Uniku téchto kapalin z pfirozenych otvort ven ztéla vlivem tlaku plynd.

(Janaway, 1997).
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Mezi jednu z poslednich ¢innosti mikroorganismi v rozkladu téla je rozklad kolagenu
u kosternich zbytkll. Pisobenim bakterialnich kolagenaz dochazi k redukci proteind na peptidy
a nasledné¢ na aminokyseliny, které se vyplavi do podzemni vody. Degradaci kolagenu
zpusobuje napt. bakterie Clostridium spp., pficemz rovnéz vznika plynova gangréna (Janaway,

1997).

3.2.1 Zmény v pudnim spolecenstvi vlivem rozkladu

Pro odhad PMI se vyuziva také kvantifikace taxonomické a funk¢ni posloupnosti
mikroorganismu v pud¢ pod lidskymi ostatky. Ve studii autortt Coubagh et al. (2015) bylo
zjisténo, ze dominantnimi ptidnimi mikroorganismy pod lidskymi ostatky jsou zastupci kmenii
Proteobacteria, které zvySily plidni hojnost z 15 na 26 % a také Firmicutes, jejichZ zastoupeni
se zvysilo z 1 na29 %. Naopak hojnost kmenu Acidobacteriota se snizila z30 na 9,5 %
(Dash a Das, 2020; Wojcik et al., 2021).

V rané fazi rozkladu se mnozstvi mikroorganismi na rozhrani mezi télem a ptidou rychle
zvySuje predevsim po prasknuti téla (Finley, 2016).

Pro nejpiesnéjsi vyzkum mikroorganismi z pidy je dilezity spravny odbér vzorku.
Vyzaduje se rozliSeni ptdy, kterd souvisi s se zménami thanatomikrobiomu od srovnéavaciho
vzorku cCisté pudy bez kontaktu se zemielym. Odebira se ptida s maximalni hloubkou 5 cm.
Cisty vzorek pudy by mél byt odebran nejméné 5-15 m od t&la. Autoti Finley et al. (2016)
rozdélili ve své praci zemielé do dvou skupin. Prvni skupina byly téla na povrchu pidy a druha
skupina téla pohibena. Bylo zjisténo, ze v obou skupindch ptevladal kmen Proteobacteria,
ale o néco méné bylo zastupct tohoto kmene ve skupiné pohibenych tél. Naopak zastupcii
kmene Acidobacteriota bylo vice v pohibenych télech nez v povrchoveé skupin€. Po 9 mésicich
se pfevladajicim kmenem v povrchové skuping stal kmen Firmicutes. V pohibené skupiné byly

hojné kmeny Acidobacteriota a Verrucomicrobiota (Wojcik et al., 2021).
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4 METODY DEKTEKCE

Existuje nékolik metod pro odhad doby timrti na zaklad€ rtiznych zmén, kterymi télo
po smrti prochazi (v kratkodobém horizontu, bezprosttedn¢ po smrti, zmeény ve sklivci
¢1 mekkych tkani apod.). VétSina téchto metod je vSak nepfesna, protoze proces rozkladu
je ovlivnén nékolika faktory, a to predevsim teplotou a vlhkosti. Pro lepsi a presnéjs$i odhady
se vyvinuly dal$i oblasti, a to thanatobiologie a thanatomikrobiom. Thanatobiologie je zalozena
na odhadu PMI z degradace DNA/RNA a analyze proteinti. Tato oblast je vyuzivana hlavné
v prvnich fazich rozkladu a thanatomikrobiom pro pozdni faze rozkladu (Hauther et al., 2015;
Zapico et al., 2022).

V poslednich letech se testovalo mnoho metod pro odhadnuti PMI s co nejvysSim
stupném specifity. Studie se pohybovaly od analyzy iontové koncentrace télnich tekutin,
analyzy metabolitll v organismu, aplikaci radiologickych technologii az po entomologickou
analyzu v pozdnich stadiich rozkladu. Kazda z t€chto metod byla néjakym zpisobem uzite¢na
ale mély urCit¢é omezeni. Pro stanoveni PMI neexistuje tedy pouze jedind metoda
(Tozzo et al., 2022).

Lidska zemfeld téla pouzivana pro posmrtné mikrobidlni studie jsou darovana téla
z programil dobrovolného darovani do venkovnich zafizeni pro rozklad. Jako vhodny odbér
se navrhuje stér ze studované oblasti nez preparace tkani, protoZe stér poskytuje vyssi
mikrobidlni diverzitu. V riznych studiich byly testovany a hodnoceny odli§nd mista na téle
(organy a tkang). Pfi odbéru je dulezité mit na paméti porovnavani zmén v mikrobialni
komunité v riiznych oblastech té€la. Cilem téchto studii je urceni, které taxonomické jednotky
jsou pritomny v riznych fazich rozkladu (Zapico et al., 2022).

Vétsina studii mikrobiomu zahrnuje generovani kompozi€nich profild mikrobiomu
s identifikaci pfitomnych mikroorganismi a jejich kvantifikaci. SloZeni mikrobiomu
lze zkoumat metodami zavislymi nebo nezavislymi na kultufe. V metod¢ zavislé na kultufe
se vyuziva izolace nebo kultivace zivotaschopnych mikroorganismi ze vzorka. Umoznuje
identifikaci mikroorganismi s vysokou spolehlivosti. Nevyhodou vSak je zkresleni vlivem
kultiva¢nich podminek, protoze ne vSechny mikroorganismy z okoli jsou zivotaschopné
a kultivovatelné na pouzitych médiich za danych podminek. V metodach nezavislych

na kultuife se pfimo extrahuji nukleové kyseliny ze vzork a zastoupeni mikroorganismu
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je nejcastéji douréeno pomoci sekvenacnich metod. Tyto metody poskytuji velice piesné

a komplexngjsi vysledky (Zhou et al., 2018).

4.1 Sekvenovani 16S rRNA

Sekvenacni technologie v analyze mikroorganisma pro odhad PMI vyrazné pokrocily.
Pomoci sekvenovani ribozomalni RNA je mozna identifikace a kvantifikace taxonti bakterii
ve tkanich (Al-Juhani et al., 2025).

Genova sekvence 16S rRNA je nejvice pouzivanym genovym markerem ke studii
mikrobidlni taxonomie a fylogeneze. Tento gen koduje malou podjednotku bakteridlniho
ribozomu a umoznuje definovat vyvojové vztahy. Délka genu je ptiblizné 1550 part bazi
obsahujici 9 druhové specifickych hypervariabilnich oblasti (V1-V9), které jsou rozprostfeny
mezi konzervovanymi oblastmi. Konzervované oblasti jsou podobné mezi riznymi
bakteridlnimi druhy, a proto jsou vhodné pro univerzalni primery pro amplifikaci v Siroké
oblasti bakterii. Variabilni oblasti jsou rozdilné mezi jednotlivymi druhy, ¢imz se umoznuje
identifikace bakterii v riznych mikrobidlnich prostfedich. Tato vlastnost je idedlni
pro vytvareni operacnich taxonomickych jednotek (OTU) =z nejpodobnéjSich sekvenci.
Konfrontaci s OTU se definuji vyvojové vztahy, a nakonec dojde k identifikaci bakteridlni
komunity. Velkou vyhodou této metody je, Ze identifikaci Ize provést 1 z fragmenti 16S rRNA
o velikosti pouze 100 pard bazi. Dalsi silnou strankou této metody je bioinformatické
vyhodnocovani. K dispozici jsou kvalitni databaze a spolehlivé klasifika¢ni kanaly, ¢imz je
umoznéna vetsi hloubka Eteni a niZsi ndklady ve srovnani s metagenomickym sekvenovanim
(Aryal, 2024; Tozzo et al., 2022).

Princip sekvenovani genu 16S rRNA je zaloZen na sekvenovani amplikonu, které cili
na specifické oblasti genomu. Vyuziva genetickou informaci ulozenou v genu pro identifikaci
a klasifikaci bakterialnich druhi. Proces zahrnuje extrakci DNA z odebraného vzorku, PCR
amplifikaci genu 16S rRNA, konstrukci knihovny, sekvenovani a naslednou analyzu dat
pomoci bioinformatickych nastroji. Jednotlivé kroky sekvenovani jsou zobrazeny
na obrazku 4 (Aryal, 2024).

Ve studii autorti Hyde et al. (2013) byla provedena analyza mikrobiomu béhem rozkladu
téla. Vzorky byly odebrany z riznych mist na téle véetné€ vnitiniho prostiedi u dvou zemielych
ve dvou ¢asovych stadiich — na za¢atku a na konci faze nadymani. Pomoci sekvenovani genu
16S rRNA byl zjistén posun od aerobnich bakterii k anaerobnim ve vSech castech téla. Rovnéz
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se zjistily rozdily ve struktufe spolecenstev mezi tély, misty odbéru vzorka a mezi zacinajicim

a koncovym bodem rozkladu (Tozzo et al., 2022).

\ Templatova DNA
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Obrazek 4: Sekvenovani genu 16S rRNA (upraveno dle Aryal, 2024)

4.2 Sangregovo sekvenovani

V metod¢ Sangerova sekvenovani lze sekvenovat pouze jeden fragment v Case
zaméfeny na urcity gen. Vyuzivaji se primery pro vyhledavani specifickych geni DNA
napt. pro vyhledani genu 16S rRNA. Pofadi jednotlivych bazi — chromatogram se vyhodnoti
pomoci specialniho softwaru. Dochéazi k porovnani vysledkii s referenénimi databazemi
akazda OTU (operacni taxonomicka jednotka) se poté identifikuje podle vlastni genové

sekvence (Fakultni nemocnice Brno, 2025; Gomes a Korf, 2018).

4.3 Sekvenovani nové generace

V metod¢ sekvenovani nové generace (NGS) lze sekvenovat miliony fragmenti DNA
najednou, coz poskytuje podrobné informace o struktufe genomi, genetickych variacich
a zménach v chovani genti. Podstatou je zpracovani miliond sekvenci zaroven v jednom béhu,
¢imz se ziska velké mnozstvi dat. Do reakce vstupuji vzorky v tzv. knihovné. Pro zahajeni
je potfeba ziskani sady fragmentd (knihovny). PCR produkty obsahuji tyto cilené useky
16S rRNA, které se oznaci specidlnimi sekvenanimi adaptory a pro odliSeni jednotlivych
vzorkd se pouziji ¢arové kody. Knihovna se poté amplifikuje (zisk tisice presnych kloni

z jednotlivych fragmentll). Nésledné jsou vSechny fragmenty piecteny sekvendtorem.
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Vysledkem je ziskani mnoha miliont kratkych cteni, které odpovidaji bakterialnim
16S sekvencim. Tyto sekvence se poté pomoci softwaru slou¢i a porovnaji s databidzemi
mikroorganismt a tim se identifikuji (Novotna, 2018; Satam et al., 2023).

Od roku 1984 se profilovani DNA k rozliSeni vzorkl stalo hlavnim vySetfovacim
nastrojem ve forenzni védé. V dnesni dobé dominuje metoda sekvenovani nové generace.
NGS se stalo ve forenznich laboratotich velice vyznamné diky schopnosti poskytovat pfesné
a citlivé vysledky z kontaminovanych vzorkl z mist ¢inti. Touto metodou Ize nejen urcit
mikrobidlni sloZeni pro zjisténi PMI, ale také identifikace muzské DNA, identifikace stop
v piipadé¢ otravy, sledovani pfibuzenstvi, identifikace stafi ¢i télnich tekutin

(Satam et al., 2023).

4.4 Strojové uceni

Studiemi rozkladu zemfelych tél se mohou vytvaret regresni modely. K vytvoreni téchto
model jsou zapotiebi data n¢kolika mikrobidlnich spolecenstev. Vzorky jsou odebirany v fadé
casovych intervali ze stejného mista na téle. Strojové uceni (ML — Machine learning) zlepSuje
odhad PMI analyzou dat mikrobiomu s vyuZitim vzorci mikrobialni sukcese. V laboratotich
se pomoci ML vytvaii prediktivni modely, kterymi lze ur¢it PMI na zaklad¢ casové tfady
vzorkd. Data jsou rozdélena do trénovacich a testovacich soubord. Trénovaci data slouzi
k naprogramovani algoritmu ML. Tim dochézi vygenerovani modelu a nasledné testovaci data
se pouziji k ur€eni jeho pfesnosti. Po vytvofeni modelu se zanalyzuji stéry odebrané z ostatki
s neznamym PMI a vysledky se poté zadaji do systému, ktery vygeneruje PMI s poskytnutim
mozné miry chybovosti (Aliouche, 2023).

4.4.1 Random forest

Metoda ndhodného lesa (RF — Random forest) je metoda strojového uceni pro vytvoieni
ptedpovidani PMI pomoci mikrobidlnich vzorki (Al-Juhani ef al., 2025).

Vzorky jsou odebirdny ze samotného zemielého téla nebo zplidy pod nim.
Dochazi k sekvenovani 16S rRNA pro vytvofeni mikrobidlniho profilu a identifikaci. Nasledné
dochézi k bioinformatickému zpracovani pomoci OTU a vysledkem je relativni zastoupeni
jednotlivych druht ve vzorku. Poté se model trénuje, kdy se vkladaji idaje o mikrobialnim
sloZzeni a znamém casu od smrti, popfipadé l1ze vlozit i teplotu prostiedi. Poté jednotlivé

»stromy** hlasuji pro spravny vysledek, tedy spravny ¢as doby imrti (viz obrazek 5). V modelu
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dochdzi k urceni mikroorganismt, ktefi se nachazi v jednotlivych fazich rozkladu, a porovnani
nezndmé se znamymi vzorky sdanym PMI. Kone¢nym vysledkem je predpoveéd
neboli jak model spravné vyhodnotil data a jaka je primérnad odchylka. Model je tedy schopen

vvvvvv

spoleCenstva v ¢ase méni (Javan et al., 2016b; Metcalf et al., 2013)

Novy vzorek

| l l

Vysledek 1 Vysledek 2  Vysledek 3
| VétSinové hlasovani/ primeér |
|
Vysledna pfedpovéd

Obrazek 5: Model Random Forest (upraveno dle Yehoshua, 2023)

Vyhodami tohoto modelu je vysokd presnost pfi odhadu PMI s vyuZzitim
mikroorganismi po smrti. Podle vyzkumt je chybovost malo pfes 5 %. DalSim benefitem
je redukce Sumu béhem zpracovani dat ze vzorku, kombinace dat z riznych typi vzorku
¢1 taxonomickych turovni. Dokéze také zpracovat nelinearni vztahy mezi jednotlivymi

mikroorganismy a doby od (Belk et al., 2018).

4.5 Lidsky posmrtny mikrobialni projekt

Lidsky posmrtny mikrobialni projekt neboli Human Postmortem Microbiome Project
(HPMP) se zabyva identifikaci a charakterizaci thanatomikrobiomu, epinekrotickych
spolecenstev a ptidniho mikrobiomu pod rozkladajicim se zemielym télem. Tento projekt slouzi
k usnadnéni experimentalniho modelu ke srovnéni udaji ziskanych z mezinarodnich laboratoti

a tisicti zemtelych lidi. Pomoci HPMP lze sjednotit celosvétovy vyzkum a rozsifit stavajici data
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zahrnujici napt. odbér vzorkd, zpracovani, sekvenovani a bioinformatickou analyzu. Nésledné
lze vytvofit univerzalni standard pro analyzu posmrtného mikrobiomu. Pro védce HPMP
zajist'uje informace o moznostech, jak si nechat zpracovat stavajici a budouci vzorky rozkladu
pomoci standardnich metod. Dochazi k vyménam informaci a znalosti mezi posmrtnymi
mikrobialnimi studiemi. Vysledkem projektu by mohlo byt zlepSeni, validace pokroku
pouzitelnych ndstroji pro mikrobiologické studie ¢lovéka a pochopeni role mikroorganismu

pii rozkladu téla (Javan a Finley, 2018).

4.6 Sav¢i modely

Sav¢i modely jsou nejpfesnéjsi technikou pro vyzkum odhadu posmrtného intervalu.
Typickymi savéimi modely jsou mysSi, prasata a kralici. Umoznuji etické, kontrolované
a sdélovaci experimenty, které by u lidi nebylo mozné provadét. Témito modely dochazi
k testovani mikrobidlnimu rozkladu a vyvoji tzv. mikrobialnich hodin. Nej¢astéjSim modelem
je mysi, a to z divodu své malé velikosti, coz umoziuje rychly rozklad. Lze zde kontrolovat
teplotu prostiedi, vlhkost, hmyzi aktivitu apod. Tento mys$i model je vhodny pro kratkodobé
intervaly. Ve studii autorit Metcalf ef al. (2013) byly mysi rozkladany v rGzném prostiedi
a vzorky odebrany zust, povrchu téla apod. Druhym vyznamnym modelem je praseci,
protoze se nejvice podoba ¢loveku, kvuli své anatomii, hmotnosti, kiizi a sttevni mikroflore.
Je vhodny pro studie dlouhodobych intervalll (tydny az mésice). Ve studii dle Pechal et al.
(2013) byla prasata umisténa v pfirozeném prostfedi a byly odebirany vzorky z téla a pidy.
Zjistily se zmény v relativnim zastoupeni hlavnich bakteridlnich kmenii v priabéhu riznych fazi

rozkladu (Cobaugh et al., 2015; Javan et al., 2016b; Metcalf et al., 2013; Pechal et al., 2013).
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5 BUDOUCIi SMEROVANI

Mikrobialni spolecenstva predstavuji pro forenzni védu velky potencial pro odhad PMI.
Ptestoze je v této oblasti dalSich SirSich vyzkum, které by zahrnovaly odbéry vzorka z riiznych
Casti téla, rozsahlejsi studie za variabilnich podminek ¢i porovnani mikroorganismt v pidé
pod télem a v kratké blizkosti, dosavadni vysledky ukazuji, ze mikroorganismy se v prub¢hu
rozkladu v zavislosti na Case vyvijeji pfedvidatelnym zptisobem. Do budoucna by bylo vhodné
vytvorit standardizovany protokol pro odbér vzorkii za ticelem analyz PMI. M¢ly by byt rovnéz
zohlednény rozdily mezi pohlavim, jelikoz se az na jisté vyjimky na téle li§i. Timto
zohlednénim by bylo mozné rozpoznat pohlavi na zdklad¢ mikroorganismti. Autofi ve své studii
doporucuji zamétit budouci vyzkum predevsim na efektivni strojové uceni (Motias et al., 2023).

Budoucim smérem pro zvyseni spolehlivosti je zaclenéni multi-omickych pfistupt
do studia PMI pomoci mikrobiomu. To zahrnuje kombinaci metagenomického sekvenovani
jako jsou metaproteomika, metatranskriptomika ¢i metabolomika. Témito sméry lze ziskat
komplexnéjsi ~ pochopeni  aktivit ~a  interakci =~ mikrobidlnich  spolecenstev,
vcetné jejich metabolickych pochodii a molekuldrnich mechanismi. Existuji vSak urcita
omezeni, kterd je potieba fesit. Jedna se ovlivnéni v diisledku vnéjSich vlivil ¢i vneseni jinych
mikroorganismi pomoci hmyzu. Pfekondanim omezeni a roz§ifenim studii pro zvySeni pfesnosti
a spolehlivosti pro odhad PMI pomoci mikrobiomu by v kone¢ném vysledku velice posililo

moznosti forenzniho vySetfovani (Jangid a Dalal, 2023).
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ZAVER

Stanoveni posmrtného intervalu patii mezi zakladni ukoly forenzni védy,
pricemz jeho pfesnost miize zasadné ovlivnit uspéSnost vysetfovani krimindlnich ptipadi.
Tradi¢ni metody jsou ovliviiovany fadou faktort a jejich vyuziti je omezeno pouze na kratké
casové obdobi po smrti. Analyza mikrobialnich spolecenstev po smrti vykazuje ptesnéjsi
zpusob, jak posmrtny ¢as odhadnout.

Mikrobiélni spolecenstva jsou piirozenou soucasti lidské mikroflory. Pro kazdou oblast
téla 1 pohlavi jsou specifické ur¢ité druhy mikroorganismi. Po umrti dochdzi vlivem nedostatku
kysliku a postupujiciho rozkladu ke zménam v jejich slozeni. Pro urcitou fazi rozkladu
jsou typické druhy mikroorganismi a dochazi k ibytku aerobnich a prevladnuti anaerobnich
druhil. Postupem casu kolonizuji télo i mikroorganismy z okolniho prostiedi, zejména z ptldy,
a samotny rozklad je ovlivnén také pfitomnosti hmyzu. Mikrobidlni spolecenstva na lidském
téle 1 v jeho okoli vykazuji urcité Casové zakonitosti, které 1ze vyuzit pro odhad posmrtného
intervalu, a to i v pozdé&jSich fazich rozkladu.

Moderni technologie, jako je napfiklad sekvenovani DNA ze vzorkd a nasledné
zpracovani dat pomoci bioinformatickych néastrojii, umoziuji detailni sledovani zmén na Grovni
jednotlivych druht mikroorganismt. Existuje mnoho technologii a studii zabyvajicich
se odhadem PMI, pfiCemz vyzkum v této oblasti stile pokracuje s cilem dosdhnout
co nejptesnéjsich vysledku.

Ackoliv je k dispozici Siroké mnozstvi metod pro detekci mikroorganismil a ziskani
spolehlivych informaci, praktické vyuziti forenzni mikrobiologie je dosud limitovano n¢kolika
faktory. Patfi mezi n¢ vysoka variabilita mikroorganismli mezi jednotlivci, rozdily v prostredi
¢1 chybéjici standardizace metod. V budoucim sméfovani 1ze o¢ekavat vétsi rozvoj technologii,
vétsi dostupnost dat a zdokonaleni jiz existujicich analytickych postupl. Forenzni
mikrobiologie by tak mohla vyznamné doplnit nebo dokonce nahradit tradi¢ni pfistupy

pii ur€ovani posmrtného intervalu.
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