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ABSTRAKT

Diplomova praca sa zameriava na vyuzitie mikroorganizmov v kriminalistickej
detekcii. Kriminalisticka identifikacia pomocou bakterialnych odtlatkov je nova disciplina
kombinujiica mikrobiologiu, genetiku a forenzné vedy. V teoretickej Casti je popisana
kriminalistickd identifikdcia osob, kriminalisticka genetika a vyuzitie spektroskopie
v oblasti forenznych vied ato predovSetkym terahertzovej spektroskopie V Casovej
doméne. Praktickd cast’ prace je venovana experimentalnej identifikacii vybranych
bakterialnych vzoriek pomocou spektroskopickej a mikroskopickej techniky, vyhodnoteniu
a diskusii ziskanych dat.

Klrucové slova: Kriminalisticka identifikacia, bakterialne odtlacky, mikroorganizmy,

spektroskopické metody.

ABSTRACT

Diploma thesis is focused on using the microorganisms in criminal detection. The criminal
identification by the bacterial fingerprints is a new discipline which combines
microbiology, genetics and forensic science. In the theoretical part, there are described the
criminal identification of persons, criminal genetics and spectroscopy usage in the field of
forensic science, especially the Terahertz time-domain spectroscopy. The practical part of
this work deals with the experimental identification of chosen bacterial samples by the

spectroscopic and microscopic techniques, evaluation and discussion about results.

Keywords: Criminal identification, bacterial fingerprints, microorganisms, spectroscopic

methods.
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UvVOD

Mikroorganizmy su vSade okolo nas. Ich rychla a sprédvna identifikacia je dolezita
nielen v laboratornej praxi v zdravotnictve alebo potravinarstve, ale rovnako nachadza
svoje uplatnenie v kriminalistickej detekcii. Klasické metody identifikacie pachatel’a
narazaju Gasto na nedostatok dokazného materialu. Ciastoény odtlacok prsta, ktory nie je
vhodny k identifikacii pachatela, Vv sebe ukryva mnozstvo stop. V zostatkoch koze
a tekutin, ktoré odtlacok tvoria, zostanti aj stopy latok a baktérii, ktoré sa daji vyuzit
k identifikacii.

Identifikacia baktérii je zalozena na vlastnostiach ako je rast na selektivnych
médiach, farba a vzhl'ad kolonii. Dalsou moznostou je identifikacia podl'a biochemickych
reakcii alebo molekularne biologickymi metodami. Tieto techniky dokazu baktérie presne
identifikovat’. St vSak Casovo naro¢né, ¢o je velkou nevyhodou aj v kriminalistickej

detekcii, kde sa vyzaduje identifikacia pachatel’a v ¢o najkratSom Case.

V tejto diplomovej praci sa zaoberam vyuzitim mikroorganizmov v kriminalistickej
detekcii. Cielom prace je poukazat’ na nové metddy identifikacie. Teoreticka Cast’ prace je
rozdelena na tri kapitoly. V prvej sa venujem problematike kriminalistickej identifikécie,
kde st uvedené zakladné pojmy a metddy kriminalistického skimania osob. V druhej
kapitole prace je nacrtnutd analyza DNA, ktora tzko stvisi s biologickou
a mikrobakterialnou  identifikaciou.  Vtretej  kapitole je uvedeny  prehlad

spektroskopickych metdd a ich vyuzitie vo forenznych vedach.

Prakticka Cast’ prace sa zaoberd experimentalnou analyzou bakterialnych vzoriek
vyuzitim terahertzovej spektroskopie apomocou mikroskopického pristroja. Merania
prebiehali na pristrojovom vybaveni FAI UTB. Pre meranie boli vybrané vzorky
Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Ziskané vysledky sa vzajomne porovnali

a vyhodnotili. VSetky data st spracované a uvedené v grafoch.
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1 KRIMINALISTICKA IDENTIFIKACIA

Identifikacia nie je vyuzivana len v kriminalistike, ale je aj dolezitou sucastou inych
vednych odborov, ako st napriklad chémia, botanika, zooldgia, geologia a iné. Takato
identifikdcia sa od kriminalistickej identifikdcie liSi predovSetkym podstatou
stotoziiovania, formami realizdcie a svojim cielom. V tychto vednych odboroch je cielom
uréenia rodu, druhu objektu, s ¢im by si kriminalistika nevystacila, nakol’ko je u nej

dolezité zistenie totoznosti konkrétneho, individualne urc¢eného objektu.

1.1 Pojem kriminalisticka identifikacia

Zakladom kriminalistickej identifikdcie je ucenie o identite, totoznosti,
individualnosti a relativnej stalosti objektu identifikacie. Terminom identita (totoznost)
objektu sa v kriminalistike oznaCuje predovSetkym jeho individualnost, odliSnost’ od
vSetkych ostatnych podobnych objektov, neopakovatelnost komplexu jeho vlastnosti a

identifika¢nych znakov. [1]

Kriminalistickd identifikacia je proces, v priebehu ktorého sa zistuje, ktorym
konkrétnym objektom bola vytvorena konkrétna kriminalistickd stopa. lde o proces
stotoznovania objektov podla kriminalistickych stop ainych zobrazeni, v ktorych sa
hladaji stvislosti o0sob alebo veci s kriminalistickou udalostou. Jednotlivi autori
charakterizuj a uvadzaju pre kriminalistickt identifikdciu rozdielne definicie, ich podstata
je v8ak rovnaka. Kriminalisticka identifikacia je Specialnou kriminalistickou teoriou, ktorej
zéklad spociva v stotozneni konkrétneho objektu pomocou metddy porovnavace;,
pouZzivanej pre stopu materidlnu aj pamétovl, pricom vlastny identifikacny proces sa
uskutocniuje porovnanim sthrnu identifikaénych znakov, resp. vlastnosti najmenej dvoch

objektov. [2]

Kriminalistickd identifikacia pre potreby dokazovania v trestnom konani zahriuje tieto
etapy:

1. odhalenie zdroja informécie obhliadnutim objektu,

2. urcenim vychodiskového sthrnu preverovanych objektov,

3. urcenie poctu preverovanych objektov z vychodiskového sthrnu preverovanych
objektov,

4. vlastné porovnavacie identifika¢né skiimanie,

5. zistenie h'adaného objektu, vysledok identifikacného skiimania.[1]
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Identifikéacia je dokumentovand a jej vysledky st zaznamenané dvoma zdkladnymi
formami, stanovenymi trestnym poriadkom, ktorymi moze byt znalecky posudok alebo
odborné vyjadrenie. V praxi sa stretivame ajSinymi formami dokumentov, napr.
oznamenie alebo sprava. Kriminalisticka identifikacia moéze byt ukoncend réznymi
vysledkami, ktoré mézu byt vSeobecné alebo formalne. VSeobecnym vysledkom mozeme
dosiahnut’ tzv. doviSenu identifikdciu, ¢o znamend Uplné stotoznenie alebo vylicenie
totoznosti objektu. Tym mdzeme konstatovat’, ze bola ndjdena dolezita informacia alebo
naopak, ze sa nepodarilo zo stopy vycitat’ ziadnu alebo dostato¢ni informaciu a tym je
stopa vylucend z d’alSicho skumania. V tomto pripade ide teda o vSeobecny vysledok

kriminalistickej identifikacie. [1]

Druhym typom je vysledok formalny, kde mo6ze nastat’ viac moznosti. Jednou z nich je,
ze dospejeme K individualnej identifikacii, pricom ide o stotoznenie alebo vylucenie
totoznosti konkrétnej osoby alebo predmetu. Dal$ou moZnost'ou moézeme dospiet’ k uréeniu
skupinovej prislusnosti, ¢im sa osoba alebo predmet zaradi do urcitej skupiny. Tret'ou
moznostou je zaradenie a definovanie pevnych, plynnych alebo kvapalnych latok k ich
zakladnému druhu. V neposlednom rade ide o zist'ovanie poznatkov ako je stav skimaného

objektu, zist'uje sa mechanizmus vzniku udalosti a vzniku stop. [1]

1.2 Objekt kriminalistickej identifikacie

Nie kazdy objekt je vhodny pre kriminalisticktl identifikaciu. Konkrétnym objektom
mozu byt len tie, ktorych suhrn Specifickych vlastnosti je neopakovatelny, a preto

umoznuje ich individudlne stotoznenie.

V procese vzajomného pdsobenia objektov vznikd materializovany odraz, ktory
nazyvame znak. Tento obsahuje urciti vlastnost’ objektu atak dochadza k uchovaniu
informacie o tomto objekte a moznému budticemu vyuzitiu. Identifikacné znaky su teda
vSeobecné a Specifické vlastnosti, ktoré obsahuje stopa trestného ¢inu a porovnavaci
materidl. Sthrn neopakovatel'nych vlastnosti, teda Specifickych identifikacnych vlastnosti
patri len ur¢itému objektu, ktory je nazyvany identifikacné pole. Napriklad vonkajsia
stavba papilarnych linii je jednou radou identifikaénych poli ¢loveka a prave toto jediné

pole postaci k identifikacii ¢loveka. [2]

V pripravnom trestnom konani sa pracuje s niekol’kymi d’al§imi pojmami, ako

hl'adany alebo preverovany objekt, pricom hladany objekt je taky, ktory mohol danu
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kriminalistick stopu vytvorit’ odrazom svojich vlastnosti alebo zanechal ¢ast’ zo svojho

celku. Preverovany objekt mohol danu stopu vytvorit,, a preto je skiimany.

Do procesu kriminalistickej identifikacie spravidla vstupuje niekolko objektov,
ktorych wloha v procese identifikicie je rozna. Rozpoznavame objekty stotoziiované

a stotoziujuce.

Stotoznovany (identifikovany) objekt je taky, ktory ma jednoznacni suvislost
s vySetrovanym pripadom. Je to objekt, ktory sa odrazil v stope alebo inom odraze a preto

je podrobeny identifikacii. [2]

Stotoziiujuci  (identifikujuci) objekt je taky, ktory zobrazuje vlastnosti

stotoziiovaného objektu, s ktorého pomocou identifikujeme osoby, pripadne predmety. [2]

1.3 Princip kriminalistickej identifikacie
Kriminalistickd identifikacia vychadza zo Styroch zakladnych principov.

Princip individualnosti objektu — je vyluc¢ené, aby dva objekty mali absolutne
rovnaké vsetky svoje vlastnosti. Musi ist’ 0 objekty materialneho sveta s relativne stalymi
priestorovymi hranicami (priestorovo neohranic¢ené latky ako su plyny alebo kvapaliny
mézu byt vroznych pripadoch celkom identické). Individualnymi objektmi
kriminalistickej identifikacie st osoby, zvierata, predmety. Priestorovo ohrani¢ené objekty
mdzeme individudlne identifikovat, pretoze okrem vSeobecnych vlastnosti maja
i vlastnosti Specifické. VSeobecné vlastnosti vznikaju vzdy u vSetkych objektov a st vzdy
spolo¢né pre urditd skupinu objektov (obuv, strelnd zbrai). Specifické vlastnosti
(individualne identifika¢né znaky) su nahodné a spojené s procesom vzniku konkrétneho
objektu apodmienkami jeho existencie (pouzivanim, opotrebovanim, vyvojom

konkrétneho ¢loveka a pod.) [3]

Princip relativnej stalosti objektov — medzi okamzikom spachania trestného cinu
ajeho vysetrovanim ubehne rdzne dlha doba a objekty v tejto dobe podlichaji zmenam.
Pdosobia na ne vplyvy poveternostné, fyzikdlne, chemické a d’alSie zmeny, ktoré
ovplyviiuju ich stabilitu. Pre uspesnu kriminalisticktl identifikaciu je dolezité, aby zmeny
na objektoch, ¢i ide o stopy alebo porovnavacie materialy boli o najmensie. Cim viac je

objekt stalejsi, tym je cennejsi pre identifikaciu. [3]

Sposobilost’ objektov prejavovat svoje vlastnosti navonok — objekty odrazaju

a zanechavaji svoje vSeobecné 1 Specifické vlastnosti vo vonkajSom prostredi, teda
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vytvaraju stopy. Kriminalisti pri svojej Cinnosti vyuzivaju rézne databazy a moderné
prostriedky identifikacie a vd’aka nim su schopni individualne identifikovat” dany objekt,

ktory stopu vytvoril alebo ktory je s nim spojeny. [3]

Princip totoznosti — znamena, ze sa objekt musi v dvoch ¢i viacej znakoch zhodovat
sam so sebou aby ho bolo mozné identifikovat’. Objekt odrazajlici zobrazi objekt odrazany

a to isté plati aj naopak. [3]

1.4 Metody kriminalistickej identifikacie

Kriminalistickd identifikacia a kriminalisticka metéda st dva samostatné pojmy
v kriminalistickej vede, kde len sufasnym uplatnenim postupu kriminalistickej
identifikacie a kriminalistickej metddy napliiujeme rdmec kriminalistického poznavania.
Opréavnenie niest’ oznacenie kriminalistickd m6ze mat’ len také identifikacia, pri ktorej sa
uplatnia Specifické poznatky vypracované kriminalistikou a pouziju sa Specifické metody

a prostriedky kriminalistiky. [3]

Kriminalistickii metdédu mdzeme vyuzit' aj pri rieSeni problémov inych vednych
odborov, pri¢om nejde 0 kriminalistickt identifikaciu. Podobne ak vyuZijeme pri rieSeni
problémov kriminalistiky iné ako kriminalistické metddy, nejde sa 0 kriminalistickt
identifikaciu. Kriminalistickd metdéda ma vedecky zéklad presne definovany a musi byt

takisto zohl'adneny v plnom rozsahu a bez vynimiek.

Ako priklad m6Zeme uviest’ kriminalisticktl daktyloskopiu, ktord vyuziva poznatky
genetiky, a to Ze papilarne linie vytvaraju na poslednych ¢lankoch prstov obrazce, ktoré
nepodliehaji  zdkonom dedi¢nosti a st pre kazdi osobu individudlne. Zakladom
kriminalistickej metddy porovnavania daktyloskopickych stdp je, ze postaCuje ndjst’ desat’
markantov zhodnej topografie, aby sme mohli obrazce povazovat’ za rovnaké. Z uvedeného
vyplyva, ze vedecky zaklad kriminalistickej metddy je iny ako teoreticky odkaz genetiky,

no reSpektujici vedecké poznatky.

V sucasnej kriminalistickej identifikacii existuje cely rad kriminalistickych metod,
ktoré su vyuzivané pri identifikacii osOb, zvierat aveci. Pouzivané metody sa pri
jednotlivych druhoch liSia, no nie je mozné ich striktne rozdelit’ do kategorii, v ktorych by
sa mala identifikovat’ len jedna skupina, pretoze v mnozstve pripadov mdézeme vyuzit

jednu metddu na vSetky okruhy objektov.
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1.5 Daktyloskopické skiimanie osob

Daktyloskopia je charakterizovana ako nauka o obrazcoch papilarnych linii
vytvorenych na vnuatornej strane ¢lankov prstov, na dlaniach a na prstoch n6h a chodidiel.

Vychédza sa z poznatkov, ktoré¢ dali podklad pre vznik troch daktyloskopickych zakonov:
1/ na svete nie su dvaja jedinci, ktori by mali rovnaké obrazce papilarnych linii,

2/ obrazce papilarnych linii zostavaji po cely Zivot relativne nemenné,

3/ papilarne linie su relativne neodstranitel'né. [3]

Daktyloskopia umoznuje identifikovat osobu, ktora stopu vytvorila, atak
nevyvratitelne preukéazat’ jej pritomnost’ na mieste ¢inu. Zaistené daktyloskopické stopy, ¢i
uz na mieste ¢inu alebo zaistené ako porovnavaci material, méZzeme vel'mi dobre uchovat’

Vv zbierkach pre neskorSie vyuZitie.

Daktyloskopické stopy vznikaji kontaktom casti pokozky pokrytej papilarnymi
liniami s predmetom, na ktorom zanecha obrazce papilarnych linii. Takto zanechana stopa
moze byt vidite'na alebo skrytd. ViditeI'né si plosne navrstvené stopy (krvou zaSpinené
brusko prstu), plosne odvrstvené stopy (pachatel’ chytil zaSpineny predmet) alebo stopy
plastické (vzniknuté tlakom prstu napr. do plasteliny). Skryté (latentné) daktyloskopické
stopy sa vyskytuji najcastejSie. Vznikaji prenosom potu na pokozke na plochu nosica

stopy (odtlacok na pohari). [4]

Daktyloskopické stopy sa zaist'uju in natura (vratane nosic¢a) zvyraznenim (Obr. 1)
ananesenim na daktyloskopicku foliu, pasku alebo fotograficky. Na mieste Cinu je
dolezité, aby kriminalisticky technik vyuzil k odhaleniu daktyloskopickych stop vsetky

dostupné metody.

Obr. 1 Zwraznovanie odtlacku prstu [5]
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Mimo S$tandardného zaistenia odtlacku prstov sa v sucasnej dobe pracuje na
vylep$eni metddy zaistenia odtlackov. Kazdy najdeny odtlacok by sa pripravoval v dvoch
krokoch. Najskor sa poprasi Specialnym padrom a potom sa jemne postricka kvapalnym
rozpustadlom. Vysledkom toho je vznik drobnych kryStalov, ktoré uchovavaju tvar
odtlacku a zaroven v sebe uchovaju aj jeho chemické zlozenie, vdaka ¢omu je mozné
odtlacok vyuzit' dvakrat. V prvom pripade klasickym porovnanim odtlacku v databaze.
Druhykrat by sa tento odtlacok vyuzil k podrobnej chemickej analyze, z ktorej je mozné
zistit, ¢oho sa podozrivy dotkol, pripadne ¢o sa deje v jeho tele. Chemicka analyza sa
vykonava pomocou hmotnostnej spektrometrie, ktora moéze poskytnut’ zaujimavé
informécie pre vySetrovatelov. Vyhodou je, Ze tieto informécie sa daju ziskat aj
z ¢iastoéného odtlacku prstu, ktorych kriminalisti nachadzaju vela, ale na priamu
identifikaciu pachatel'a nie st vhodné. Takyto postup znamend aj usporu casu pri

identifikacii pachatel’a.

1.6 Kriminalistické biologické skimanie o0sob

Hlavnym ciel'om kriminalistickej biologie je identifikovat’ jedinca a to bud’ priamo
alebo nepriamo. Az donedavna nebola konkrétna identifikacia mozna, vsetko sa zmenilo

vyuzitim deoxyribonukleovej kyseliny (analyza DNA).

Kriminalistickd biologia je aplikovanou biologickou vedou, ktora sluzi
kriminalistickej praxi vyhladdvanim, zaistovanim, skiimanim a vyhodnocovanim

biologickych stop 'udského, zvieracieho alebo rastlinného povodu. [3]

Biologické stopy st nositelmi radu cennych informacii, ktoré su vyuzitel'né pre
odhalovanie najroznejsich trestnych ¢inov. Nevyuzivaju sa len pre identifikaciu osob, ale
moézu pomdct’ aj pri stanoveni doby smrti pomocou hmyzu a rastlin na mftvole. [6]

Pre kriminalistickll prax st najdolezitejSie biologické stopy I'udského povodu, ktory
mozeme rozdelit’ do troch skupin podl'a mechanizmu ich oddelenia od ostatku organizmu:

1/ samovol'né (spontanne) odlic¢eny material bez pouzitia nasilia, ktory je prejavom
zivotnych funkcii jedinca a latkovej vymeny (mo¢, pot, sliny, vlasy, slzy, chlpy, ejakulat,
koZné Supiny a iné),

2/ material oddeleny pdsobenim vonkajs$im nasilim, ktorého povodcom méze byt

pachatel’ trestného Cinu, zviera (krv, ¢asti pokozky, nechty, tkanivo a iné)

3/ material zo zaniknutého organizmu (mftvoly, Casti tiel, kostrové nalezy a iné).
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Biologické stopy sa najcastejSie vyskytujii na miestach trestnych ¢inov. Ciel'om
biologického skumania je zistenie DNA, pripadne uréenie krvnej skupinovej vlastnosti.
V praxi je tiez vyznamné skimanie hmyzu, ktory bol najdeny v mftvolach alebo pod
telami mftvol, z dovodu, ze v iom mdzu byt’ obsiahnuté latky, ktoré by mohli mat’ stivis so

smrtou ¢loveka, alebo pomocou hmyzu sa da urcit’ priblizna doba smrti. [6]

1.6.1 Zaistovanie a skimanie biologickych stop

Uvedené stopy moézu mat charakter stop viditelnych alebo neviditeInych
(latentnych). Pri viditeI'nych stopach nie st zvy€ajne problémy, ked’ze st vizualne zrejmé.
Horsie vyhladdvanie moze nastat’ pri malych vzorkéch, ktoré nie st na prvy pohlad
viditel'né alebo splyvaju s podlozim. Pritomnost latentnych stop modzeme len
predpokladat’, aj pri vi¢csom mnozZstve st menej viditeI'né, na niektoré nas moéze upozornit’
zapach. Ich vyhladavanie sa vykonava pomocou kriminalisticko-technickych metod alebo

chemickymi postupmi. Vyuzivaja sa UV zariadenia, pripadne postreky luminalom. [6]

Pri zaistovani biologickych stdp je nutné reSpektovat vSeobecné poziadavky.
Délezité je stopu zaistit’ ¢o najskor, aby nepodlahla rozkladu a nebola ovplyvnena inymi
vonkaj§imi vplyvmi. Zarovenn je nutné dodrziavat urCité hygienické ndvyky, pouzivat
ochranné pomdcky a vyvarovat’ sa kontaminacie. Taktiez je vSak nutné davat’ pozor na
zdravotné rizikd, ktoré moZu hrozit osobdm manipulujiicim so zaistenym biologickym

materidlom. V kriminalistickej praxi musime reSpektovat’ nasledujuce Specifika:

- Nikdy sa nedotykat ndjden¢ho materidlu rukou bez ochrannych pomdcok
(chirurgickych rukavic) z dévodu kontaminécie biologického materialu. Tym by
doslo k ovplyvneniu nasledného sktimania. Zaroven by mohlo dojst’ i k prenosu
choroboplodnych zarodkov zo stopy na osobu, ktora ju zaist'uje.

- Pokial’ je to mozné, zaistit’ celé predmety, ktoré st nositel'mi biologickej stopy.
Nasledne si znalec urc¢i, aké mnoZstvo vzorky je potrebné na spravne skumanie.
Tymto sa ma zamedzit' znehodnoteniu biologickej stopy.

-V pripadoch, ked nie je mozné zaistit' stopu s jej nosiCom, sa musi vykonat
dokladné odobratie stopy zpodkladového materidlu. Vyuzivaji sa na to
mechanické alebo fyzikalne spdsoby. Mechanické zaistenie spociva v zoskrabani
zaschnutej stopy pomocou ostrych nastrojov alebo preneseni Sstopy pomocou

pinzety do sterilného obalu. Pri fyzikdlnom zaisteni stopy dochddza k zmyvaniu
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stopy na vatovy tampon, ktory je zvlhéeny destilovanou vodou alebo
fyziologickym roztokom.

- Biologické stopy aich nosic¢e sa na skumanie zasielaji suché, inak by mohli byt
napadnuté plesiiami alebo inym mikroorganickym procesom. To by mohlo zmenit’
vlastnosti zaistenej stopy a ovplyvnit’ vysledok skumania. Pokial’ nie su zaistené
stopy ihned’ odosielané, je vhodné ulozit’ ich do chladiaceho zariadenia. Vzdy je
potrebné dodrzat’ stanovené asové lehoty pre odovzdanie zaistenej stopy.

- Pre zaistenie stopy je najvhodnejSie pouzit’ papierové obalky, do ktorych sa da
umiestnit’ vac¢Sina biologickych stop. Tieto obalky st na rozdiel od plastovych
obalov priepustné a umoznuji doschnutie zaistenej stopy. Tekuté stopy sa zaistuju

do sklenenych obalov, skimaviek. [6]

Délezitou podmienkou pre d’alSie skiimanie je zaistenie porovndvacieho materialu.
Skumanie biologickych stop prebieha v Styroch fazach, ktoré na seba vzajomne nadvézuju.
Ide oorientacné skusky, Specifické skasky, rozliSenie stop, bliz§iu Specifikaciu
biologického materialu. V niektorych pripadoch je mozné niektori fazu vylucit. Moze to
byt z dovodu, Ze pre presnu identifikaciu postaci prevedenie len niektorych faz alebo
v pripade ked’ je zaistené mnozZstvo biologickej stopy vel'mi malé a v kone¢nej faze by

mohla chybat’.

1.6.2 Pravna uprava odberu biologického materiilu

Pre blizsie skimanie vzorky (najmé pri analyze DNA) sa vykonava porovnavanie
biologického materidlu zaisteného na mieste Cinu s biologickym materidlom
porovnavacim, ktory bol za tymto ucelom odobraty fyzickej osobe. Podl'a zasahu do
telesnej integrity delime odbery na invazivne (odber krvi) a neinvazivne (odber pomocou
steru). Toto delenie je zretelné priamo zo zdkona. VSetky tieto odbery sa vykondvaja

v stlade s ustanovenim §114 ods. 2 trestného poriadku, ktory znie:

Ak je k dokazu potrebné vykonat’ skusku krvi alebo iny odborny ukon, je osoba,
0 ktort ide, povinna strpiet, aby jej lekar alebo odborny zdravotnicky pracovnik odobral
krv alebo u nej vykonal iny potrebny ukon, ak nie je spojeny s nebezpeCenstvom pre jej
zdravie. Odber biologického materidlu, ktory nie je spojeny so zasahom do telesnej
integrity osoby, ktorej sa takyto tkon tyka, mdze vykonat' aj tito osoba alebo s jej

suhlasom organ ¢inny v trestnom konani. Na poziadanie organu ¢inné¢ho v trestnom konani
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moéze tento odber ibez sthlasu podozrivého alebo obvineného vykonat lekar alebo

odborny zdravotnicky pracovnik. [7]

Je teda zrejmé, Zze policajny organ méze podla sucasnej pravnej Upravy vymahat
identifika¢né ukony, ktoré nie st spojené so zasahom do telesnej integrity osoby napriek
odporu a proti voli. Musi vSak ist’ 0 osobu podozrivi alebo obvinenu. Pri podozrivej osobe
je nutny aj suhlas Statneho zastupcu. Toto ustanovenie bolo posilnené v suvislosti
s novelou z roku 2006, ktora do paragrafu vélenila novy $tvrty odstavec. Na nova Gpravu
reagoval aj zakon o Policii. Suc¢asna pravna uprava aplikuje zasady trestného poriadku

Vv niekol’kych ustanoveniach. Jednym z nich je §63 ods. 4 a 5 zakona o Policii:

Ak nie je mozné totoznost’ predvedenej osoby zistit’ na zaklade uvedenych udajov
ani v dostupnych evidenciach, je policajt opravneny ziskat informacie potrebné k jej
stotozneniu odobratim daktyloskopickych odtlackov, zistovanim telesnych znakov,
meranim tela, zhotovovanim obrazovych, zvukovych ainych zdznamov a odoberanim
biologickych vzoriek umoznujucich ziskanie informacii 0 genetickom vybaveni. Ak nie je
mozné ukon podla odstavca 4 pre odpor vykonat, je policajt opravneny tento odpor
prekonat’. Spdsob prekonania odporu musi byt primerany intenzite odporu. Prekonat
odpor osoby nemozno, ak ide o odber krvi alebo iny obdobny ukon spojeny so zasahom do

telesnej integrity. [7]

Pre policajné organy je rozhodujuci Zavdazny pokyn policajného prezidenta
¢. 88/2002 zo dna 29. 5. 2002 k napliiovaniu, prevadzkovaniu a vyuzivaniu Narodnej

databazy DNA.

1.7 Mikrobidlna kriminalisticka analyza

Mikroorganizmom sa dari nielen vo vnutri I'udského tela ale aj na nom. Jednym
Z najvicsich stanovist mikroorganizmov je povrch l'udskej koze, ktord ukryva velké
mnozstvo baktérii. Tieto baktérie sa uvolnia pri dotyku s predmetom, ¢im sa na danom
predmete zanechad trvala stopa — bakteridlny odtlacok. Baktérie mézu pretrvat’ na povrchu
predmetu dlhsiu dobu, pretoze mnohé z nich su odolné voci poveternostnym vplyvom,

teplote, vlhkosti aj UV ziareniu. [8]

Mikrobidlna forenzna analyza bola definovana ako vedny odbor, ureny na analyzu
dokazov z bioterorizmu, trestného c¢inu vykonaného pouzitim mikroorganizmov alebo

toxinov a na objasnenie takychto trestnych ¢inov. Mikrobidlna analyza je stale v Stadiu
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vyvoja a snazi sa vysetrovatelom ponuknut’ nové néstroje a techniky pre identifikaciu

pachatel’a. [9]

Hoci je mikrobialna forenzna analyza vo vyvoji, hl'ad4 techniky a metody, ktoré by
sluzili pre o najlepSie dosiahnutie vysledkov. Rovnako ako ostatné vedné odbory musi
byt nélezite preskimana a overena pred zavedenim do praxe. Tiez sa musi preukdzat’, ze
vysledky ziskané touto analyzou budi zodpovedat pre kriminalistické a pravne
dokazovanie. Mikrobiadlna analyza sa rozvija pomocou pribuznych vednych odborov,
pretoZze sa zaobera nespofetnym mnozstvom organizmov vratane virusov, baktérii, hub,
parazitov a toxinov, ktoré¢ tieto organizmy produkuju. Tiez sktma, ¢i vlastnosti tychto

organizmov neboli geneticky alebo chemicky upravené. [9]

1.7.1 Vyuzitie mikroorganizmov v kriminalistickej detekcii

Nielen DNA je pre kazdého jedinecna, ale aj zloZzenie baktérii, ktoré sa nachadzaji na
nasej kozi a dotykom st prenasané na predmety, s ktorymi manipulujeme, je rovnako
individudlne ako odtlacok prsta. Preto sa mikrobidlna forenzna analyza zaobera tymto
poznatkom, ktory by sa vyuzival ako novy nastroj identifikacie. S rozvojom techniky sa
objavuju nové moznosti identifikacie pachatela, aj ked’ na mieste ¢inu nezanechal odtlacok

prsta pre daktyloskopické skiimanie alebo vzorky pre identifikaciu pomocou DNA.

Nedavne vyskumy mikrobialnych kolonii na Tudskej pokozke ukazali velka
variabilitu baktérii afunkciu mikroorganizmov a preukazali, Ze zlozenie tychto
mikrobialnych kolénii ostava dlhsie casové obdobie nemenné. Tieto pozorovania
naznacuju, ze jedinci mozu byt jednoznaéne atrvalo identifikovani na zaklade ich

rezidentnej mikroflory. [10]
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2 KRIMINALISTICKA GENETIKA

Aj ked’ Struktura molekuly DNA bola popisana pred viac nez Sest’desiatimi rokmi, jej
vyuzitie na identifikaciu ¢loveka je zalezitostou poslednych troch desatro¢i. Rozvoj tohto
kriminalistického odboru zapriCinil objav amerického vedca Oswalda Averyho, ktory

oznacil DNA ako molekulu uplatiiujicu sa v prenose dediénych znakov.

Kriminalistickd genetika je vedna disciplina, vd’aka ktorej metdédam sme schopni
docielit’ presnt individudlnu identifikaciu osob. Pre tuto vednu disciplinu sa CastejSie
vyuziva oznacenie forenznd genetika, ktora sa deli na tri hlavné odvetvia. Prvym je
kriminalistickd genetika, ktora skuma predovsetkym stopy zanechané na mieste trestného
¢inu s cielom spojit’ ich s pachatelom. Druhym je identifikacnéd genetika, pod ktort spada
napriklad urovanie identity neznamych osob, a tretim odvetvim je kognitivna® genetika,

ktora sa zaobera pribuzenskymi vzt'ahmi. [3]

2.1 DNA

Deoxyribonukleova kyselina, Kktorej skratka DNA pochadza z anglického
deoxyribonucleic acid, je vysoko molekulova latka nachadzajica sa v bunkovych jadrach
vSetkych organizmov. Jej Struktura je velmi dobre preskumana. Sklada sa z dvoch
retazcov a kazdy retazec je zlozeny z velkého mnoZstva linedrne usporiadanych
zékladnych stavebnych jednotiek — nukleotidov, pri¢om plati, ze ak pozname sekvenciu
jedného retazca DNA, pozname aj odpovedajucu sekvenciu druhého retazca (Obr. 2).

Informécia zapisana v DNA sa dedi z bunky do bunky ale aj z jedinca na potomstvo. [11]

1 r . , .
poznavanie, poznavacia schopnost’
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Obr. 2 Struktiira DNA [12]

2.2 Metdédy analyzy DNA

Metdd, ktoré st vyuzivané pri porovnavani vzoriek deoxyribonukleovej kyseliny je

velké mnozstvo. Ich pouzitie sa vel'mi Casto prelina a kombinuje. Medzi najpouZzivanejsie

metddy moZeme zaradit’:

1. PCR - polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia) je proces, ktory

je pouzivany k vytvoreniu niekol’ko miliénov kopii vzorového fragmentu DNA
s maximélnou dizkou 10 000 nukleotidov, o umoziiuje vykonat analyzu DNA
i z vel'mi malej vzorky.

RAPD - random-amplified polymorphic patri medzi menej presné metody. Vd'aka
svojej jednoduchosti a mensej naro¢nosti sa vyuziva Casto ako predtest.

RFLP - restriction fragment length polymorphism (polymorfizmus dizky $tepenych
fragmentov) je metoda, ktorej podstatou je enzymatické Stiepenie molekil DNA
Vv Specifickom Stepenom mieste enzymom. Kazdy typ enzymu Stepi cielova DNA
v roznych miestach v zavislosti na sekvencidch DNA. Po rozdeleni vzniknutych
fragmentov pomocou gélovej elektroforézy mézeme na zaklade poctu a velkosti

fragmentov sledovat’ rozdiely v sekvencidch — polymorfizmy, ktoré su sposobené
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prestavbami v $tudovanych miestach, zapri¢inené zmenou poétu restrikénych?
miest.

4. STRP - short tandem repeat polymorphism je moderna, dnes najvyuzivanejSia
metoda, ktora sa podoba RFLP metode, pracujica s inak ziskanymi fragmentmi
DNA. 99% DNA maju spolocnych vSetci l'udia. Vyskytuji sa miesta, ktoré
neslizia ku kodovaniu génov asu tvorené opakovanim kratkeho motivu,
opakujiiceho sled 2 — 4 nukleotidov, ktorych podoba adizka je vyrazne
individualna. [11]

2.3 Ziskavanie a analyza stop DNA

Fyzickd stopa je hmatatel'ny objekt, vdaka ktorému moézeme péchatela spojit
s trestnymi ¢inom. Biologicka stopa obsahujuca DNA je tiez typ stopy fyzickej. Aj ked’ nie
st takéto stopy na prvy pohlad viditeIné, testovanie DNA rozSiruje typy pouzitenych
stop. Vsetky biologické stopy najdené na mieste ¢inu mozu byt podrobené testovaniu

DNA.

Beznym spdsobom ziskania DNA materidlu je bukalny (licny) ster, ktory spociva
v stere buniek z dutiny tGstnej sterilnym tamponom na drevenej tyCinke z vnatornej strany
ust. T4 sa nasledne vlozi do pripravenej skimavky, v ktorej je zasieland na laboratérne

spracovanie. Tato metoda sa vyuziva aj pre odber porovnavacich vzoriek. [3]

Ako rutinne geneticky spracovatelné biologické stopy oznacujeme tie materialy
I'udského povodu, v ktorych zostalo zachované bunkové jadro. NajéastejSie ide 0 krvné
stopy, kde je DNA izolovana z leukocytov a uvolnenych buniek tkaniva krvného obehu.
Dalej su to stopy slin, epidermické3 bunky uvolnené z pokozky na miestach kontaktu,
bunky zachytené na korienkoch vlasov, spermie alebo uvolnené bunky v telovych
sekrétoch. To znamena, Zze DNA moze byt ziskand z prepotené¢ho oblecenia, oliznutej
znamky, pouzitej zuvacky, ohorkov cigariet a inych biologickych vzoriek. Vsade kde dana

osoba zanecha svoje biologické stopy, zanecha aj svoju DNA. [11]

V momente, ked’ sa vzorka doruci na genetické oddelenie napr. Kriminalistického

ustavu Praha, je potrebné ju preskumat’, to znamena urcit’, aka metdda sa pre izolaciu DNA

2 ~ . ~ : v ~
zmen§ovanie, zmenSenie (napr. poctu, mnozstva)
* kozné
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pouzije. Po vykonani DNA analyzy sa vytvara takzvany profil DNA, ¢o s vybrané znaky,
ktoré sa zapisuju ako kombindcia pismen a Cislic, takze je mozné ich ulozit’ do databéazy
aV priebehu okamziku porovnat. Problémy moézu nastat’ len pri jednovajecnych

dvojcéatach, ktoré maju DNA celkom rovnaka. [11]

2.4 Vyuzitie DNA analyzy v kriminalistike

V stcasnej dobe su analytické metédy kyseliny deoxyribonukleovej jednym
z najrychlejsie sa rozvijajucich odborov kriminalistickej biologie. Skuto¢nost’, Ze je mozné
detailna geneticka analyzu vykonat aj zniekol’ko malo buniek, umoznila aplikaciou
metddy DNA skumat’ gény jedinca v kriminalistickej praxi. Analyza DNA umoziuje
spolahlivo identifikovat jedinca, v Kriminalistike sa zacala vyuzivat na prelome 80. a 90.
rokov s rozvojom techniky a metod skumania. V CR a SR sa tato metoda zacala vyuzivat
priblizne o 10 rokov neskor. Analyza DNA sa v kriminalistike vyuziva najviac pre urcenie

totoznosti 'udského jedinca na zaklade biologickych stop.

Pre kriminalistiku je dolezité, Ze zdroj kyseliny deoxyribonukleovej je Specificky
anepodlieha Zziadnym velkym zmendm. Pomocou genetickej analyzy je mozné
identifikovat’ pachatel’a ¢i jeho obet’, ale tiez napriklad urcit’ totoznost” obeti hromadnych
havarii. MoZeme tieZ preukazat paternitu’ ato ipo smrti otca (exhuméciou tela).
Kriminalistika na rozdiel od mediciny vyuziva naanalyzu odlisné molekuly DNA,

takzvané nekodujlice sekvencie, ktoré neposkytuju informacie o zdravotnom stave osoby.
[3]
V oblasti vySetrovania biologickych materidlov mé analyza 'udskej DNA mnoho prednosti

pred metddami sérologickymi a to najma z tychto dévodov:

- molekula DNA je ovela stabilnejSia neZ antigény aenzymy skimané
sérologickymi metodami,
- molekuly DNA st rovnaké vo vSetkych bunkach daného jedinca, antigénne

zloZenie buniek sa 1is$i podl'a druhu skimaného tkaniva,

4 e .
urcenie otcovstva
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- v DNA je mnozstvo miest, v ktorych sa dvaja jedinci liSia. Literatirou je uvadzané,
ze vyskyt dvoch o0sdb srovnakym profilom DNA nie je mozné predpokladat’
(s vynimkou jednovajeénych dvojéiat),

- metddy analyzy DNA su ovela citlivejSie nez metody sérologické a su potvrdené
priklady, ked’ k analyze DNA postacila DNA obsiahnuta v jedinej bunke,

- metdda DNA umoznuje spolahlivo stanovit’ pohlavie jedinca aj v pripadoch, ked’

iné zname metody zlyhali. [11]

Na zaklade tychto skusenosti mézeme konStatovat, ze pre skumanie DNA bol
prepracovany analyticky aparat, ktory ma zasadny kriminalisticky vyznam. V mnozstve
pripadov  je = moznd  individudlna  identifikdcia  0sdb, ¢o  doterajsie
kriminalisticko—biologické metody az na vynimky neumoziovali. Pre kriminalistickl prax
sa tak po ekonomickom spristupneni metédy pontika moznost’ jej vyuzivania nielen na

centralnej urovni ale aj na Grovni regionalnych kriminalistickych expertiznych pracovisk.

2.5 Ochrana osobnych adajov

Spolu s databazou DNA, kde dochadza k ulozeniu tychto biologickych vzoriek,
naskytla sa tiez otdzka ochrany osobnych tidajov, moznosti ich zneuzitia, pripadne obava

Z toho, Ze niekto mdze ziskat’ k dispozicii genetickt informdaciu urcitej osoby.

Ddélezité je poznamenat, ze v momente, ked’ sa ziska zo vzorick DNA ¢ast, ktora
slizi k identifikacii Vv pocitatovej databaze v podobe kodu, cisiel a pismen, je vSetko
ostatné znicené. Uchovavané su len vzorky od pachatelov. Vzorky od podozrivych, ktori
boli vyluceni ako pachatelia, pripadne svedkovia, ktori sa na mieste ¢inu pohybovali a ich
biologicky materidl sa musi odlisit’ od ostatnych, sa musia zniCit' a neuchovava sa ani

zmieneny profil DNA sluziaci na identifik4ciu.

MozZeme teda povedat’, Ze informécia, ktoru zistime z odtlacku prstu, je porovnatelna
s informaciou, ktorti ziskame na zdklade DNA profilu. To, ¢o je uchovavané ako
informacia ziskana z nasej DNA, nemdze uz neskor po ulozeni do databédzy sluzit’ na nic
iné nez na pripadnu identifikaciu alebo na stotoznenie osoby s biologickou stopou. [3]

S ochranou osobnych udajov suvisi aj pravna uprava pre odber porovnavacich

vzoriek, ktora je uz popisana v kapitole 1.6.2. Pravna tuprava odberu biologického

materialu.
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2.6 Databaza DNA

Uz niekol’ko rokov po svojom objaveni zacala byt metdda DNA v Sirokom meradle
vyuzivana policiou aV tejto suvislosti sa objavili aj uvahy o zriadeni porovnavacej
databazy, ktora by zvySovala pravdepodobnost’ uspesné¢ho uplatnenia tejto metody. Ako
prva na svete bola zriadena v roku 1995 Narodna databaza DNA vo Velkej Britanii. Na
medzinarodnej Grovni bolo rozhodnuté o zriad’ovani narodnych databaz DNA v roku 1997.
Z praktickych dévodov je potrebné, aby vznikajice databazy boli vzajomne kompatibilné
a mohlo dochéadzat’ k porovnavaniu jednotlivych genetickych profilov v nich obsiahnutych.
Tomuto vyraznym spdsobom napomdha databazovy systém CODIS, ktory vyvinula
americka FBI ako databazovy software genetickych profilov Specidlne pre kriminalistické
ucely a na zdklade dohdd ho poskytuje cudzim Statom bezplatne, vd’aka ¢omu je na svete

najrozsirenejsi.
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3 SPEKTROSKOPICKE METODY VO FORENZNEJ ANALYZE

Forenznad analyza sluzi predovSetkym na overovanie chemického zlozenia latok
a materialov, zistovani chemickych a fyzikélnych vlastnosti latok a urceni ich zloZenia.
Slizi ucelom sudneho vySetrovania, vyuzivajic analytické techniky, ktorych ucelom je

zistit’ zlozenie materidlov porovnavanim najdenej vzorky so vzorkou znamou.

Spektrometria moze v kriminalistike priniest’ zaujimavé informacie aj z ¢iasto¢ného
odtlacku, ktory nie je vhodny k identifikacii pachatela. V zostatkoch koze a tekutinach,
ktoré odtlacok vytvoria, zostani okrem mikroorganizmov aj stopy latok, ktorych sa

pachatel’ dotykal. M6zu to byt’ vybusniny, drogy alebo r6zne chemikalie.

Klasické metody identifikacie baktérii su zalozené na vlastnostiach, ako je rast na
selektivnych médiach, vzhl'ad a farba kolonii. Dalou moznostou je identifikdcia pomocou
biochemickych reakcii alebo molekularne-biologickymi metédami. Tieto techniky dokazu
baktérie presne identifikovat’, st vSak ¢asovo naro¢né, ¢o je nevyhodné pri potrebe rychlej
identifikacie mikroorganizmov. V kriminalistike, kde sa vyZaduje identifikacia v €o

najkratSom Case su spektroskopické metddy vel'mi uzitocné.

Spektroskopia je fyzikalny odbor zaoberajici sa vznikom a vlastnostami spektier
(Obr. 3). Metdda je zalozena na interakcii elektromagnetického Ziarenia so vzorkou danej
latky. Kazda latka totiz na elektromagnetické Ziarenie reaguje inak. Niektoré latky Ziarenie
absorbuju, iné naopak odrazaju alebo reagujii inym Specifickym spdsobom. Na zaklade
tychto znamych vlastnosti latok moézeme vyuZzitim vhodného typu spektroskopie odhalit’

napr. nebezpeéné latky, drogy, vybusniny, chemické latky ale aj mikroorganizmy. [13]
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UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 28

Zvolenie spravnej metdody napomaha k spravnemu urceniu druhu a zlozeniu vzorky.
Medzi najvyuzivanejSie spektroskopické metody v kriminalistickej detekcii  patri
infratervena  spektroskopia, ultrafialovd a viditelna  spektroskopia, = Ramanova
spektroskopia, hmotnostna spektrometria a terahertzova spektroskopia, ktorou sa v tejto

kapitole budem zaoberat’ najpodrobne;jsie, nakol’ko bola vyuzita v praktickej casti.

3.1 Infradervena spektroskopia

Infradervend  absorpénd  spektroskopia  je  zaloZend na  interakcii’
elektromagnetického Ziarenia vino¢tov v rozmedzi 10 az 10000 cm™ s meranou vzorkou.
Energia tohto Ziarenia je dostaCujuca na to, aby molekuly pri absorpcii zmenili svoj
rotacny ¢i vibraény stav. Tato zmena sa moze uskuto¢nit’ len prechodom medzi dvoma

stavmi charakterizovanymi ré6znymi vibra¢nymi ¢i rotaénymi ¢islami. [15]
Pri tejto metode mbézeme prakticky pracovat’ so vzorkami vSetkych skupenstiev:

- tuhé latky — vyhodna je metdda lisovanych tabliet. Z celistvych tuhych latok je
mozné na meranie vybruasit’ tenku dosticku alebo urobit’ foliu,

- roztoky — pre ich pripravu je potrebné pouzit nepolarne alebo malo polarne
rozpustadld a sucasne je treba pocitat’ stym, Ze v spektre budu pasy molekul
rozpustadla,

- plynné latky — meraji sa v kyvetach vybavenych dvoma bo¢nymi kohutikmi pre
napojenie na plyn. Absorpnd draha sa zvySuje viacndsobnym odrazom na

pozlatenych zrkadlach. [16]

Vo forenznej analyze nachédza tato metdda uplatnenie pri analyze drog, Skvin alebo

pri stanovovani zlozenia vlakien. [17]

3.2 Ultrafialova a viditel’'na spektroskopia (UV / VIS spektroskopia)

Tato dnes najpouzivanejSia metdda je zalozena na absorpcii ultrafialového
a viditelného ziarenia molekulami analyzovanej vzorky. NajcastejSie sa pouZiva Ziarenie
v rozmedzi vinovych dizok 200 — 800 nm. Mensie vinové dizky st zle meratelné kvoli

velkej absorpcii vzduchu. Pre merani ziskame elektronové spektrum kedze dochadza

® vzajomné posobenie dvoch alebo viacerych Einitelov
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pri pohlcovani Ziarenia k excitacii® valenénych elektronov. Ako bezfarebné sa nam javia
latky absorbujuce Ziarenie vinovej dizky men3ej ako 380 nm, teda Ziarenie ultrafialové.
Latky absorbujuce Ziarenie vinovej dizky 380 nm az 770 nm, teda viditel'né svetlo, sa nam

javia ako farebné a umoziiuji nam vidiet' farbu komplementéarne;j’ farby pohltenej. [16]
Metddy pre meranie UV / VIS spektroskopie:

- kolorimetria — najstarSia opticka metoda. Spoc¢iva vo vizudlnom porovnavani
intenzity sfarbenia vzorky a Standardu. Porovnavame bud’ roztok vzorky so sadou
rozne koncentrovanych roztokov pri rovnakych hrabkach absorpénej vrstvy, alebo
menime hribku absorbujucej vrstvy, pokial’ sa nedosiahne zhodna absorbancia.

- fotometria — spociva v objektivnom merani prejdeného Ziarivého toku. Na meranie
sa pouzivaji bud’ jednoduchsie fotometre (k vymedzeniu intervalu vinovych dizok
pouzivaju farebné filtre) alebo spektrofotometre. Pristroje st jedno- alebo dvoj

lagové. [16]

Ultrafialové a viditelné spektra sa doplnkovo vyuzivaju na identifikdciu neznamej
organickej latky a rieSeniu Struktirnych otdzok porovnavanim zmeraného priebehu spektra
so znamymi spektrami. Zistenie zhody nie je dostato¢né na vyvodenie zaveru
0 preukazatelnosti identifikacie, pretoZze spektrd su jednoduché a poskytuju pre
identifikaciu latky obmedzené mnozstvo informacii. Ziskame vSak podklady, ktoré vhodne

doplnuju informacie z merani infracervenych spektier a hmotnostnych spektier. [16]

3.3 Ramanova spektroskopia

Ramanova spektroskopia je metdda vibratnej molekulovej spektroskopie, ktord
umoznuje skumat’ Struktiaru a zloZenie latok na molekulovej trovni. Metdda je vhodna pre
analyzu kvapalin, pevnych latok, plynov a sluzi tieZz napriklad pre analyzu povrchov, ¢i

analyzu biologickych systémov (bunky, tkaniva, mikroorganizmy). [18]

Ramanova spektroskopia je zalozend na tzv. Ramanovom jave (rozptyle), kde

monochromaticky 1u¢ dopada na vzorku:

- vicsina dopadajiiceho Ziarenia prejde,

® vybudenie
" doplnkovej, dodato&nej
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- priblizne 10™ dopadajicich foténov je elasticky rozptylenych a dochadza len
k zmene fotonu bez zmeny frekvencie (tzv. Rayleighov elasticky rozptyl),

- cCast’ fotobnov mdze byt absorbovana elektronovymi preskokmi a potom emitovana
— fluorescencia,

- len nepatrné mnoZstvo foténov (cca 10®) je neelasticky rozptylenych a interaguje

so vzorkou. [19]

Ramanova spektroskopia ma v porovnani s ostatnymi analytickymi metodami vel'a
vyhod no samozrejme, ma aj svoje nevyhody. Za hlavné vyhody povazujeme, ze ide
0 bezkontaktni a nedesStruktivnu metddu, ide o rychlu analyzu bez naro¢nejsej pripravy
vzorky, moznosti ziskania spektra aj zmalej vzorky, analyza organickych aj
anorganickych latok, analyza vzoriek cez obalové materialy, napr. plastové vreckd, obalky.
K nevyhoddm radime nemoznost’ vyuZzit’ metodu pre vac¢sinu kovov a zliatin, citliva vzorka

moze podl'ahnit teplotnej degradacii vplyvom intenzivneho laserového Ziarenia.

Ramanova spektroskopia zaujala vo forenznych vedach dolezité postavenie, pretoze je
vyuzivand ako kriminalisticko-technicky prostriedok pri znaleckom skiimani vecnych
dokazov astop a mdze tak sluzit' dokonca aj na identifikéciu péachatela trestného Cinu.
Mobze byt vyuzita pri identifikacii auto lakov, analyze farieb, identifikacii narkotik,
overovani pravosti bankoviek a dokumentov, detekcii vybusnin ¢i zostatku strelného

prachu. [20]

3.4 Hmotnostna spektroskopia

Hmotnostna spektrometria je fyzikalno-chemickéd detekénd metoda, ktora vyuziva
separdciu urychlenych ionizovanych castic (iontov) vo vakuu podla ich hmotnosti pri ich

priechode magnetickym a elektrickym pol'om. [21]

Princip hmotnostnej spektrometrie spo€iva v rozdeleni nabitych Castic podla ich
molekulovych hmotnosti. Hmotnostny spektrometer separuje nabité Castice podla ich
merného naboja a umoznuje ich stanovenie. Zaznam molekuldrnych a fragmentovanych
iontov je charakteristicky pre danu latku (protein) a dava cenné informacie 0 ich Struktire
ana jeho zaklade je moZzné viacSinou Struktaru latky odvodit’ alebo potvrdit. Hmotnostna
spektrometria je citlivd metdda a umoziuje analyzovat’ latky v mnozstve az 107 g. Vsetky

tieto operacie prebiehaju v uzatvorenom priestore, kde je udrziavané vakuum. [21]
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K identifikacii proteinu mézeme vyuzit' jednoduchii atandemovu hmotnostnu
spektrometriu. Pri  jednoduchej hmotnostnej spektrometrii je protein naStepeny
proteolytickym enzymom nie mensim ako peptidys, ktorych presné hmotnosti st pomocou
hmotnostnej spektrometrie zmerané. Spektrum tychto hmotnosti je potom porovnané
s teoretickymi spektrami, ktoré st vypocitané zo sekvencii proteinov v dostupnych
databazach. Tandemova hmotnostna spektrometria vyuziva dva jednoduché hmotnostné

spektrometre spolupracujucich v kooperacii — tandeme. [21]

Hmotnostna spektrometria s laserovou desopciou aionizaciou za ucasti matrice
S preletovym analyzatorom je separacnd technika, pomocou ktorej mdzeme stanovit
molekulové hmotnosti  biopolymérov (peptidov), bielkovin, oligosacharidov aj

mikroorganizmov.

3.5 Terahertzova spektroskopia

Existencia terahertzovych vin je znama az od zagiatku 20. storo¢ia. DIhi dobu
zostavalo toto zariadenie mimo zaujmu kvoli technickym problémom pri jeho generovani
a detekcii. Vyskum terahertzovych systémov priniesol nové technologické pokroky, vd’aka
ktorym sa rozsiril potencial a profil systémov terahertzovej spektroskopie. Terahertzova
technologia sa stala vel'mi atraktivnou oblastou vyskumu v r6znych odvetviach, najma pri

analyze chemickych a biologickych latok, aplikacii v medicine a inych. [22]

3.5.1 Terahertzové viny

Terahertzové viny oznacuju oblast elektromagnetického vinenia o frekvencii
Vv pasme medzi 100 GHz az 10 THz, o zodpoveda vinovej dizke mensej ako 3 mm
avicsej ako 30 pum. V elektromagnetickom spektre vypliuja tieto viny oblast medzi
mikrovinnym a infratervenym Ziarenim. Terahertzova oblast bola dlhu dobu
nevyuzivanou oblastou celého spektra a z tohto dovodu bola oznacovana ako terahertzova
medzera. Terahertzové Ziarenie prenikd s nepatrnym zoslabenim véacSinou dielektrik

(beznymi materialmi, ako su textilie, papier, drevo, umela hmota). [23]

V porovnani s relativne dobre vyvinutymi technologiami a vSeobecne rozsirenymi

aplikaciami v oblasti mikrovin, stredne infratervenych a optickych pasiem je zakladny

8 produkty tiepenia bielkovin, ktoré st zloZzené z aminokyselin
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vyskum a vyvoj pokrocilych technologii a aplikacii pre realny svet v THz pasme stale
Vv zaciatocnej faze vyvoja. V poslednom desatroci vSak zazivaju terahertzové technologie
rychly vyvoj a umoznili aplikovat’ terahertzové snimanie a zobrazovanie v chemickych,
biologickych a d’alSich oblastiach roznych odborov, a ukazali sa ako sl'ubnd metdda pre

aplikaciu v oblasti obrany a bezpecnosti. [23]

3.5.2 Zdroje terahertzového Ziarenia

Terahertzové zdroje, ktoré je mozné v praxi vyuzit mozu byt Sirokopasmové

S pulznou vinou alebo tzkopasmové so spojitou vinou.

Vicsina Sirokopasmovych pulznych zdrojov je zaloZzend na excitacii rdznych
polovodi¢ovych materidlov pomocou ultrakratkych laserovych pulzov pomocou titan-
safirového laseru. NajcastejSie metody pre generovanie Sirokopasmovych pulznych

terahertzovych zariadeni st fotovodivostné emitory® a optické usmerfiovanie. [23]

Pri metode fotovodivostnych emitorov sa vytvara opticky laserovy pulz (dizka
trvania je 100 fs alebo menej) nosi¢a v polovodiCcovom materidly. Laserovy pulz je
zamerany na vel'mi tzku medzeru (10 um) dipolovej antény vytvorenej na polovodicovom
substrate. Za predpokladu, Ze energia foténov je vdcSia nez odstup pasma polovodica,
vytvoria sa pary elektron — diera a polovodi¢ sa tak meni z izolantu na vodi¢. Pokial’ je
aplikované dostatocne vel'ké predpdtie, su elektrony urychlené, ¢im vznikne prud, ktory

produkuje THz elektromagnetické viny. [23]

3.5.3 Terahertzova detekcia

Pri detekcii terahertzovych pulzov sa vyuzivaji metédy fotovodivostnej

a elektrooptickej detekcie. [24]

Pri naSom merani budeme pracovat’ s typom generovania terahertzového Zziarenia,

zalozenom na urychl'ovani ¢astic a ¢asovo premennom napéti.

Zakladny princip detekcie THz pola vo foto-elektricky vodivej anténe je prevazne
zhodny s THz generovanim vo foto-elektrickom ziari¢i. Pri absencii napatového pola

indikuje THz pole prad vo fotoelektricky vodive] medzere, za podmienky, ze su tu

% elektroda tranzistora, z ktorej vychadza prad
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privedené fotoelektrické nosice optického snimaného pulzu. Fotoelektricky prad trva tak
dlho ako je velka zivotnost’ nosica, ktord by mala byt mensia nez hustota THz pulzov pre
Casové rozliSené meranie tvaru viny. Vyvolany fotoelektricky prad je tmerny K velkosti
amplitddy pola THz ziarenia zameraného na fotoelektricky vodiva medzeru. Tvar THz
pulzu je snimany v ¢asovej zavislosti meranim pradu zatial’ ¢o sa meni oneskorenie medzi
THz pulzom a snimanym optickym pulzom. Typicky fotoelektricky prad je v rade nA,
preto je pre meranie potrebny prudovy zosililovac. V pripade zvicSenia odstupu medzi
signalom aSumom je signal spracovany synchronnym zosililovatom s modulatorom
optickej intenzity ako je preruSovac optického Iuca (optical chopper). Meranym

parametrom je zosilneny prid zodpovedajtci intenzite terahertzového pola. [24]

Elektrooptickd detekcia je zalozend na zmene dvojlomu kristalu v externom
elektrickom poli, kedy urcité kriStalové materidly v pritomnosti elektrického pola
lomi pod inym uhlom tzv. Pocklesov jav. Dvojlom vyvolany elektrickym polom
terahertzového pulzu vedie k zmene optickej polarizacie detekovaného pulzu. Zmena

polarizacie je umerna intenzite elektrického pola. [24]

Na obrazku (Obr. 4) je zobrazend schéma THz-TDS merania, kde je lu¢ ultra
rychleho laseru rozdeleny na budiaci (pump) a snimaci (probe) 1G¢, zatial’ ¢o budiaci Iuc je
inicidtorom vzniku THz pulzov a snimaci lu¢ je uréeny pre ich detekciu. Opticky budiaci

signal je ¢asovo predlZzovany oneskorovacim komponentom (delay line). [25]

Probe

Emitter Sensor
o
Chopper

Signall

i
=

Delay Line

lase s}

Obr. 4 Nastavenie generovania a detekcie THz pulznych vin [25]
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3.5.4 Vyhody a vyuZitie terahertzovej spektroskopie

Terahertzova spektroskopia ma svoje vyhody aj nevyhody. Kedze ide
0 technologiu, ktora je stale vo vyskume, jej uplatnenie nie je oproti ostanym technologiam
tak Siroké. Medzi vyhody tejto technologie patri, Ze terahertzové Ziarenie je nedestruktivne
a neionizujuce, neposkodzuje ani 'udské tkanivo, bez problémov prejde tenkymi vrstvami
nevodivych materidlov, ma velmi dobra rozliSovaciu schopnost ana rozdiel od
Ramanovej spektroskopie ziarenie nevytvara neziaduci luminiscenény jav. K nevyhodam
mozeme zaradit’ stale prebiehajici vyskum tejto technologie, nepriepustnost kovmi

a vodou a to, ze terahertzové ziarenie neprenika hlboko do tkaniv.

V bezpe¢nostnom priemysle nachadza terahertzova spektroskopia uplatnenie na
letiskach, Zelezni¢nych staniciach a d’alSich miestach so zvySenou koncentraciou osdb.
Vdaka uréeniu spektra nebezpec¢nych, vybusnych (Obr. 5) ¢i omamnych latok je mozné
vykonavat’ kontroly osdb a predmetov bez toho, aby tieto osoby alebo predmety boli

vystavené zdraviu skodlivému ziareniu.
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Obr.5 Terahertzové spektra vybusnin [26]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 NAVRH EXPERIMENTU

Kriminalistika ako vedna disciplina neustale napreduje. Je to dané technologickym
vyvojom. Nastroje a moznosti pre identifikdciu pachatela sa Coraz viac zdokonaluju.
Odvetvie skumania sa v dnesnej dobe vd’aka technickym pokrokom prestva do skimania

mikrostop alebo bakterialnych stop.

Nedavne prieskumy bakterialnych kolonii zijucich na T'udskej kozi ukazali, Ze su pre
kazdého jedinca individualne a na zéklade zanechané¢ho bakterialneho odtlacku je mozné
identifikovat’ osobu, ktord dany odtlacok zanechala. Bakteridlne odtlacky je mozné zo

skimaného predmetu za idedlnych podmienok odobrat’ aj po dlh§om case.

Z tohto dovodu je prakticka cast’ prace zamerand na Stadium vybranych bakteridlnych
vzoriek pomocou terahertzovej spektroskopie a mikroskopického sktimania. Meranie bolo

vykonané na pristrojovom vybaveni v laboratoriach FAT UTB.
Ciele praktickej casti:
- vyber, identifikacia a priprava bakteridlnych vzoriek,
- zoznamenie sa s terahertzovym spektroskopom TPS Spectra 3000

a mikroskopom Axio Scope.Al,

- vyhodnotenie a porovnanie nameranych dat.

Pre merania sme vyuzili baktérie Escherichia coli, Staphylococcus aureus a baktérie
kultivované z odtlackov prstov pravej ruky, na ktorych sme merali mieru absorbanicie na
THz spektroskope TPS Spectra 3000. Pre odtlacky prstov bolo vykonané aj laboratorne

vySetrenie v nemocni¢nom zariadeni.
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5 VYBERA PRIPRAVA VZORIEK

Baktériam sa dari nielen vo vnutri l'udského tel’a ale aj na niom. Jednym z najvacsich
mikro-bakterialnych stanovist je povrch ludskej koze, ktory ukryva vel’ké mnozstvo
baktérii. Typickym prikladom je ruka, ktora moze ukryvat’ az stovky unikatnych druhov.
Pocet a rozmanitost’ zlozenia baktérii je individualna, zavisi nielen na hygiene a pohlavi

jedinca, ale aj na podmienkach spojenych so Zivotom ¢loveka.

Prvym krokom pred samotnymi meraniami bola priprava vzoriek baktérii, ktoré boli
pre dané merania vybrané. Pre merania boli pouzité baktérie Escherichia coli skratene
E. coli a Staphylococcus aureus skratene S. aureus, ktoré patria k znamej$im a najcastejSie

sa vyskytujiicim baktériam u l'udi.

5.1 Escherichia coli

Escherichia coli (Obr. 6) je baktéria, ktora je sucastou ¢revnej flory ¢loveka a ostatnych
teplokrvnych Zivoc¢ichov. Na zaklade antigénnej Struktury sa rozliSuje okolo 700 sérovarov
v druhu. VicSina ztychto sérovarov je cCloveku prospesna a podstatne prispievaju

k fyziologickym pomerom a vyvazenym ekologickym vzt'ahom v ¢revnom trakte.

Produkuji mnoZzstvo latok, ktoré brania premnoZeniu patogénnych mikroorganizmov
Vv ¢revnom trakte, maju tieZ podiel na syntéze vitaminov. Zc€astiiuju sa na odburavani

nestravitel'nych zvyskov potravy. [27]
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Obr. 6 Escherichia coli pod elektronovym
mikroskopom [27]
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5.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (Obr. 7) st koky zoskupené do strapcovitych tvarov. St
najvyznamnej$im patogénom rodu Staphylococcus, vyvolavaju mnoho infekcii u udi aj
zvierat. Vyskytuje sa vSade okolo ndas - vo vzduchu, prachu, vode. Je sticastou mikroflory

nosnej a ustnej dutiny l'udi aj zvierat.

U tretiny l'udskej populédcie sa vyskytuje na kozi. Staphylococcus aureus odolava

chladu, pri teplote vyssej nez 60 °C nepreziva. [28]

AccV Spot Magp' “Det . WD l"-*'——'\* 111m
.300 k~V 20 ZOODOX SE 81 staph 97 11 52

Obr. 7 Staphylococcus aureus pod elektronovym

mikroskopom [28]

5.3 Bakterialna kultura

Baktérie potrebuju pre Zivot a rozmnozovanie vhodné prostredie, ktoré musi
obsahovat’ ziviny, soli, stopové prvky a rastové faktory. Okrem toho je potrebny aj urcity
obsah kyslika a oxidu uhli¢itého, ako aj vhodna hodnota pH a spravna teplota. Kym v
prirodzenom prostredi baktérie su tieto podmienky viac ¢i menej idealne, v laboratornych
podmienkach sa dari rastu baktérii len ak su prirodzené podmienky prostredia simulované
podl'a moznosti ¢o najlepsie. Na kultivaciu baktérii sa pouzivaju zivné média. Do tychto

médii si pridané vSetky potrebné ziviny. [29]
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G¢l oznacCovany aj ako zivny agar, obsahuje polysacharidovu agar6zu, ktora sa nad
96°C skvapaliiuje a pod 40°C prechiadza do gélovitého stavu. Agar je priesvitny,
bezfarebny a bez chuti. Zivné pody obsahuji jednopercentny agarovy roztok a leju sa do
plastovych alebo sklenenych misiek nazyvanych Petriho misky. Na povrchu platni mozu

bakterialne kultury rast’ a tvorit’ tam kolonie. [29]

Ockovanie poéd v Petriho miske sme vykonali jednoduchym rozterom
bakteriologickou kl'uckou, ktory sa pouziva vtedy, ked’ je potrebné ziskat o najvicsie
mnozstvo Cistej kultury mikroorganizmov. Pri ockovani sa vyuzila cela plocha Zivnej
pody. Baktérie boli pripravované k meraniu aj na polyetylénovej folii, ktora bola po
oc¢kovani pddy vlozena do Petriho misky. Nésledne sa baktérie dali kultivovat’ pri teplote
37 °C po dobu 12 hodin. Po tejto dobe st baktérie pripravené pre meranie (Obr. 8), alebo

sa ulozia do chladiaceho zariadenia pre neskorSie meranie.

Obr. 8 Kultivované baktérie

E. coli na Petriho miske

5.4 Bakterialne odtlacky prstov

Preto d’alsim krokom v experimentalnej Casti prace bola priprava vzoriek k meraniu
z odtlackov prstov pravej ruky, ktoré sa opatrne odtladili do zivného agaru v Petriho
miskach (Obr. 9). Podobne ako pri bakterialnych vzorkach sme baktérie kultivovali, avSak

pri izbovej teplote po dobu 24 hodin. Néasledne sme vybrali jednotlivé bakteridlne kolonie,
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ktoré boli rozliSené rozdielnym sfarbenim a skiimané pomocou mikroskopického merania
na zariadeni Axio Scope.Al. Tieto bakterialne kolonie sme preoc¢kovali samostatne na agar

a opat kultivovali.

Obr. 9 Kultivované baktérie

z odtlacku prstennika pravej ruky
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6 MERANIA BAKTERIALNYCH KULTUR

Jednotlivé druhy baktérii boli merané pomocou terahertzovej spektroskopie vyuzitim
transmisnej spektroskopie a skenovacieho rezimu odrazeného svetla. Dalej sa baktérie
skimali pomocou mikroskopického pozorovania a tiez sa vyuzilo laboratorneho vySetrenia

V nemocni¢nom zariadeni.

6.1 Spektroskopické merania vybranych vzoriek

Meranie bolo vykonané v laboratoriu FAI, kde je k dispozicii terahertzovy spektrometer
TPS Spectra 3000 (Obr. 10) od firmy TeraView Ltd., ktory je prvym komerénym
zariadenim umoznujucim vykonat spektroskopické merania a terahertzové zobrazenie
skimanej latky. Pre meranie bol vyuzity tzv. rapid-scan rezim transmisnej spektroskopie,
zobrazujuci spektralnu charakteristiku skiimanej latky v redlnom case. Pri tomto rezime je
vzorka snimand 30x za sekundu pri rozliSeni 32 GHz. Pouzili sme aj skenovaci rezim
odrazeného (reflexného) zobrazenia, pomocou ktorého vznikne obraz skimanej vzorky.

V tomto pripade ¢as merania zavisi 0d pozadovaného rozlisenia snimky.

6.1.1 TPS Spectra 3000

TPS Spectra 3000 je terahertzovy spektrometer, ktory vykonava merania pomocou
prechodu Ziarenia a absolutneho odrazu. Toto zariadenie umoZziuje pulzné zobrazenie

spektroskopického merania. Obsahuje:

- uzivatel'sky pristupnu zékladnu jednotku obsahujicu laserovy zdroj, uzatvoreny
opticky systém a uzatvoreny cyklus chladenia vody,

- uzatvoreny elektronicky systém zaloZeny na 16 bitovom digitdlnom integrovanom
procesore

- pocita¢, ktory vyuziva software TeraView, umoznujici ovladat spektrometer
a nastavovat potrebné parametre,

- dostupné prislusenstvo: reflaktanény zobrazovaci modul a zrkadlovy reflaktan¢ny
modul. [30]
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Obr. 10 TPS Spectra 3000

6.1.2 Postup merania

Spektrometer TPS Spectra 3000 umoziuje ziskat’ r6zne spektra signalu, index lomu,
absorbanciu'®, alebo transmitanciu. Pre meranie spektralnych vlastnosti skamanej vzorky
bolo potrebné najskor ziskat’ referenéntt hodnotu signalu. Tt sme ziskali prechodom THz
ziarenia cez podkladovi fo6liu, na ktort boli jednotlivé vzorky nanaSané. Vlastnosti

skiimanych vzoriek méZu byt’ ziskané porovnanim signalového a referenéného spektra.

Pred zaciatkom merania sme nastavili frekvenciu snimania. Pocet skenov bol
nastaveny na 10. Potom bola namerana referen¢nd hodnota — priechod THz Ziarenia
podkladovou foliou a vzduchom. Nasledne sme zacali meranie jednotlivych vzoriek. Tie
boli postupne umiestiiované do pracovného priestoru pristroja. Software pristroja spracoval
namerané hodnoty a previedol ich do ¢iselnej podoby, ktort je mozné vyuzit’ pre dalSie

spracovanie. Merania boli vykonané celkovo patkrat.

Prvé boli merané vzorky baktérii E. coli a S. aureu, ktoré sme naniesli pomocou
bakteriologickej kl'u¢ky na vy¢istenu a dezinfikovanu podkladova foliu. Podkladova folia
je vd’aka nizkej absorbancii vhodna na meranie. Na Cistenie a dezinfekciu sme vyuzili

izopropylalkohol, ktory sa vyuziva aj v zdravotnictve. Dezinfekcia a Cistenie boli

1% Absorbancia — znazorifiuje kolko svetla bolo pohlteného meranou vzorkou, ide 0 bezrozmernii veli¢inu
1 Transmitance — je mnoZstvo svetla, ktoré prejde meranou vzorkou (akym spdsobom material prepista
Ziarenie)
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vykonané z dovodu d’al$ieho kultivovania baktérii, ktoré boli nanesené na folii. Nasledne

boli vzorky postupne merané (Obr. 11).

s -
Obr. 11 Meranie vzorky baktérii na podkladovej folii

Dalej nasledovali merania baktérii na polyetylénovej folii, ktord sa pinzetou
odobrala zo zivného agaru v Petriho miske, umiestnila sa na vycistenu podkladova foliu

a pripevnila sa pomocou samolepiacej pasky (Obr. 12).

Obr. 12 Vzorky E.coli na PE folii

6.1.3 Terahertzové zorbrazovanie

Terahertzové zobrazovanie mozeme rozdelit’ na pasivnu a aktivnu oblast’. Pasivne
zobrazovanie snima THz Cast’ tepelného vyzarovania telies. Nasledne prevedie frekvencie
THz zZiarenia na viditelny obraz. Aktivne zobrazovanie vyuZziva, ze skimany objekt je

ozarovany zdrojom THz Ziarenia a zobrazuje ziarenie, ktoré bolo pohltené, alebo odrazené
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objektom. Snimanim sa ziska obraz, ktory je prevedeny do viditelnej oblasti. Cas merania
zavisi na pozadovanom rozliSeni snimky. K tomu aby sme ziskali kvalitny obraz latky
musi byt’ pracovné pole redukované idealne na otvor priemeru cca 3 cm. Tym sme dosiahli

ststredenie ziarenia do pozadovaného priestoru a vyhneme sa tak stratam signalu.

6.2 Mikroskopické porovnavanie vzoriek

Bakterialne kolonie, ktoré vykultivovali z odtlackov prstov mali rdzne sfarbenie

a niektoré sme podrobili mikroskopickému skiimaniu pomocou Axio Scope.Al.

6.2.1 Axio Scope.Al

Axio Scope.Al (Obr. 13) je polarizacny mikroskop so zvacsenim od 50x do 1000x.
Tento mikroskop umoziuje skumat’ vzorky a zobrazit’ ich v bielom svetle, polarizovanom
svetle pripadne zobrazenie stmavym farbenim. To poskytuje vynikajuci kontrast
a minimalizuje rozptylené svetlo. Model v laboratoriu UTB je vybaveny kamerou
AxioCam ICc 1 s rozlozenim 1392 x1040 pixlov, ktora je pripojena k pocitacu a ovladana

pomocou software Axio Vision. [31]

Obr. 13 Polarizacny
mikroskop Axio Scope.Al
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Pred zachytenim snimky pomocou AxioCam je mozné snimku vylepsit
prednastavenymi funkciami. Napr. Exposure umoziuje automatickii expoziciu, White
balance - vyvazenie biclej farby, upravi snimany obraz, aby sa ¢o najlepSie zhodoval
s podanim farieb tak, ako ho vidi I'udské oko. K pozorovaniu sme vyuzivali objektiv so

zvacSenim 5x a pouzili Sme rezim prechadzajticeho aj odrazeného svetla (Obr. 14 — 17).

Obr. 14 Baktérie E.coli viavo odrazené, vpravo prechadzajiice svetlo

-

Obr. 16 Baktérie zitych kolonii viavo 0drazené, vpravo prechadzajiice svetlo
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-

Obr. 17 Baktérie tmavozltych kolonii viavo odrazené, vpravo prechadzajice svetlo

6.3 Merania vykonané laboratéornym zariadenim

Pred samotnym otlaCenim prstov som navstivil laboratorne zariadenie, kde mi

sterilnym vatovym tamponom vykonali ster z konekov prstov pravej ruky.

Pri podobnych vySetreniach je nasledne tampdén naockovany na krvny agar
a kultivovany pri teplote 37 °C po dobu 24 hodin. Bakteridlne kmene, ktoré vyrasti na
pode su identifikované na zdklade mikroskopickych vlastnosti (preparat farbeny podla
Grama), podl'a biochemickych vlastnosti (PYR test) a pomocou hmotnostnej spektroskopie
vyuzitim metody MALDI TOF.

Preparat farbeny podla Grama je metdda, ktord sluzi na rozdelenie bakterialnych
druhov do dvoch skupin (gram-pozityvne a gram-negativne). Rozdelenie je zalozené na ich

chemickych a fyzikalnych vlastnostiach. [32]

PYR test je metoda, ktora sa vyuziva pre rychle odliSenie baktérii Streptococcus

pyogenes od ostatnych f hemolitickych streptokovov. [32]

Metoda MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization — ionizacia laserom za
pritomnosti matrice) sa vyuziva pre analyzu biomolektl a organickych latok, ktoré st
nachylné k fragmentacii pri ionizacii. K stanoveniu vyssich molekulovych hmotnosti sa
pouziva spolo¢ne v kombinacii s detektorom doby letu TOF (time of flight). Detektor
umoziuje zmerat dobu priechodu aznej je mozné vypocitat’ rychlost’ Castice. lonty
analyzovanej latky st zrychlené silnym elektrickym polom. Zariadenie obsahuje dosticku

s ter¢ikom, do ktorého sa aplikuje vzorka a matrica sposobi jeho krystalizaciu. [34]
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MALDI TOF hmotnostnd spektrometria predstavuje alternativu pri identifikacii
mikroorganizmov. Pomocou nej sa ziskaju hmotnostné spektra cCasti latok, ktoré su
obsiahnuté v bunke. Kazdy rod, druh, alebo kmen ma svoje charakteristické spektrum.
Ziskané spektra st porovnavané s udajmi v databaze a na zéklade toho je mikroorganizmus
identifikovany. Priprava vzorku k analyze aj samotnd analyza je velmi jednoducha
arychla. Najdlhsi cas zaberie kultivacia, ktord je vSak potrebnd aj pri klasickych

taxonomickych metodach.

Pri laboratornych stadiach bola hodnotena schopnost metody MALDI TOF pre
identifikaciu bakteridlnych kmenov, ktoré st bezne izolované zo vzoriek. Ziskané
bakteridlne koldnie, ktoré boli odobraté z roznych bakteridlnych sterov, boli analyzované
pomocou matri¢nej dosticky. Tieto boli potom podrobené meraniam a vysledky boli
porovnavané s databazou v softwari BioTyper 2.0. (Obr. 18). Uspesnost’ identifikacie bola
na arovni az 97%. [34]

CCA matrix hnotnostné spektrum databaza
Bakterialna koldnia / ' i
/ laser
Nezname Identifikacia
baktérie baktérie

Obr. 18 Priebeh identifikdacie pomocou metédy MALDI TOF [35]
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7 VYSLEDKY MERANI

V nasledujtcej kapitole si popisané vsetky vysledky merani. Vysledky st rozdelené

do Casti podl'a metody meranych vzoriek.

7.1 Vysledky spektroskopického merania

Software TPS Spectra 3000 umoziiuje export absorbancie, ktord vyuzivam pre

. ;o . "y I .
porovnanie. Pre vypocet absorbancie sa pouziva vzorec A = — log (1—), kde Aje
0
pozadovana absorbancia, | je intenzita THz ziarenia, ktoré preslo meranou vzorkou a ly je

referen¢nd intenzita Ziarenia bez pritomnej vzorky.

7.1.1 Porovnavanie vzoriek E.coli a S.aureus na podkladovej folii

Ako prvé st uvedené vysledné data vzoriek E.coli a S.aureus, ktoré boli merané
Cerstvé azbaktérii vyschnutych sedem dni na podkladovej folii anasledne
vykultivovanych. Namerané hodnoty st uvedené zvlast' v grafoch (Obr. 19 — 22), ked'ze

bolo meranych viac vzoriek jednotlivych baktérii.

Pri pohl'ade na absorpéné spektra st medzi jednotlivymi vzorkami baktérii vel'mi
malé rozdiely. Ziadna zo vzoriek nema ostré minimum ani maximum, ktoré by danu
vzorku charakterizovali. Z grafov vyplyva, Ze bakteridlne vzorky maji vel'mi podobnu
charakteristiku ajednotlivé baktérie su tazko rozliSitelné. Viditelné rozdiely
Vv absorpénych spektrach nie s medzi baktériami, ktoré boli merané Cerstvé a taktiez ani
medzi baktériami vysuSenymi a nasledne kultivovanymi. Z uvedenych tdajov a rozdielov
medzi jednotlivymi meraniami rovnakej baktérie je zrejmé, ze zavisi od hrubky vrstvy,
ktora bola nanesena na podkladovi fo6liu pomocou bakteriologickej kl'ucky. Preto boli

d’alSie merania vykonané aj s meranim hriibky nanesenej vrstvy.
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Obr. 20 Frekvencné spektrd vzoriek S.aureus — cerstvé
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Obr. 21 Frekvencné spektra vzoriek E.coli — susenych 7 dni a ndsledne
kultivovanych po prvom a druhom merani
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Obr. 22 Frekvencné spektra vzoriek S.aureus — suSenych 7 dni a nasledne

kultivovanych po prvom a druhom merani
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Dalsie data (Obr. 23) st z merani baktérii E.coli a S.aureus vyschnutych 7 dni
anasledne vykultivovanych. Pred jednotlivymi meraniami bola odmerana aj hribka

nanesenej vrstvy (uvedena pri vzorke) na podkladova foliu.

Z dat v grafe mozno pozorovat, ze aj ked’ st absorpéné spektra podobné, ¢im
vacsia je hribka nanesenej vrstvy baktérii, tym vyssie st aj absorpéné spektra. Pri najtensej
vrstve baktérii E.coli aj S.aureus su namerané hodnoty takmer totozné. Ani v tychto
meraniach nemali jednotlivé vzorky svoje maximé alebo minimd. Pri vacSich hribkach
vrstvy stipa absorpéné spektrum baktérie E.coli, ktoré si zachovava aj svoj tvar.
Absorpéné spektrum S.aureus pri vacSej hrabke vrstvy na frekvencii 1,05 THz prechadza
do nizsej absorbancie ako vzorka s tenSou vrstvou. V tychto meraniach sa potvrdilo, ze

miera absorbancie zavisi na hrubke meranej vzorky.

6

e c.c0li 10 - 0,230 mm

e e.cOli 11 - 0,310 mm

s @.cOli 12 - 0,580 mm
s S gUreus 9 - 0,270 mm
e 5 qureus 10 - 0,390 mm -

s.aureus 11 - 0,750 mm “V

e Podkladova félia

w

\\
)
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Obr. 23 Frekvencné spektra vzoriek E.coli, S.aureus susenych 7 dni a nasledne

kultivovanych po tretom merani S meranou hrubkou vrstvy
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7.1.2 Porovnavanie vzoriek E.coli a S.aureus na polyetylénovej folii

Dalsie merania boli vykonané so vzorkami baktérii E.coli a S.aureus, ktoré boli na
polyetylénovej folii. V tychto grafoch (Obr. 24, Obr. 25) je vidno, Ze tieto vzorky maja
odlisnu charakteristiku absorpénych spektier. T4 je vSak ovplyvnena pouzitim dvoch folii.

Cierna krivka zndzornuje absorpéné spektrum referencnej vzorky.

Absorpéné spektrum vzorky E.coli a ma podobny priebeh ako referencna vzorka.
Vzorka S.aureus nemala pri opakovanom merani Uplne totozny tvar, podoba v priebehu
absorpéného spektra ostala. Ani pri merani na polyetylénovej folii nemajii dané vzorky
charakteristické minimum ani maximum. Ostré minimum na frekvencii 1,72 je spdsobené

vodnymi parami.
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Obr. 24 Frekvencné spektra vzoriek E.coli na PE folii
0,45
e S aUreus 1 na PE folii
04 A
e S aUreus 2 na PE folii /
0.35 " PodKiadova folia + PE foli7\ I
0,3 N
— 0,25
8
2 02
©
2
o 0,15
w
-]
< 01
0,05
M AW
0
D LN O OO OO MO MO MO ANINSNANMNANN-S O o - O O N O MO WL O I O - O
005 RAOAMIINDOORNRRIRANOSATNNNNIINNOGOERRRRI®R A
Frekvencia [THz]

Obr. 25 Frekvencné spektra vzoriek S.aureus na PE folii
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7.1.3 Porovnavanie pomocou terahertzového zobrazovania

Pre skimanie vzoriek E.coli a S.aureus na polyetylénovej folii sme vyuzili aj

moznost’ terahertzového zobrazovania.

C-Scan Section

position fmm

-4.0 -2.0 0.0 2.0 4.0
position /mm

Obr. 26 THz snimok baktérii E.coli nanesenej na polyetylénovej folii

C-Scan Section

position /mm

-4.0 -2.0 0.0 2.0 4.0
position /mm

Obr. 27 THz snimoK baktérii S.aureus nanesenej na polyetylénovej folii

Medzi snimkami baktérii E.coli a S.aureus, ktoré boli nanesené na polyetylénove;j
folii (Obr. 26, Obr. 27) nie je znatel'ny rozdiel a absorpcia je v podobnych odtiefioch Sede;.
Cim svetlejsi je odtieti Sedej farby, tym vyssia je absorpcia snimanych latok. V &iernej
oblasti je vzorka takmer priechl'adna. Podobna je aj Struktura jednotlivych latok. Vyuzitim

2D skenovania nie je mozné jednoznaéne identifikovat’ bakterialne vzorky.
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7.1.4 Porovnavanie vzoriek odtlackov prstov

Posledné piate meranie bolo vykonané so vzorkami, ktoré boli ziskané bakteridlnymi
odtlackami prstov pravej ruky a naslednym preockovanim na zivna podu agaru. Tieto
vzorky boli rozdelené na zéklade odlisnej farebnosti (Obr. 28). Pri merani jednotlivych

vzoriek bola merand aj hribka nanesenej vrstvy na podkladovu f6liu.

Obr. 28 Vzorky vykultivovanych baktérii Z odtlackov prstov

= \/zOrka bielych kolonii 1
e \/z0rka bielych koldnii 2

====\/z0rka bielych kolonii 3

e \/z0rka bielych koldnii 4

4  Vzorka bielych kolonii 5
s \/z0r7ka bielych kolonii 6 W
3 e \/70rka bielych koldnii 7 .
v

= Podkladova félia

Absorbancia [ - ]
N

(Y e — —
D 1N O N O 1N O 1N O ;N O MW O wwOowowOouwmOowmwoLwmOoILuwmoO wmnmwowmowmwo wn o wmo
NAAMILTNNECRNDIRARS S A INARNILTNNEERNRRA RS
D O O OO OO0 OO0 0000000 Hd d = A = A o A o A oA A A A A A A A A AN

Frekvencia [THz]

Obr. 29 Frekvencné spektra vzoriek bielych bakterialnych kolonii
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Obr. 30 Frekvencné spektra vzoriek tmavozitych bakteridlnych kolonii
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Obr. 31 Frekvencné spektra ostatnych vzoriek bakteridlnych kolonii

V grafe (Obr. 29) st merané bakterialne vzorky z bielych kolonii. Z grafu je

vidno,

ze namnozené vzorky maju rovnaky charakteristicky tvar absorpéného spektra, ale nemaji

ziadne ostré maximum ani minimum. Zelend krivka znazornuje vzorku s najhrubSou
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meranou vrstvou. Priebeh absorpéného spektra je velmi podobny aj pri baktériach
koloniach oznacenych ako oranzové (Obr. 31), kde len vzorka s najtenSou meranou
vrstvou ma odlisny priebeh. Vzorka ¢ervenych bakterialnych kolonii pri frekvencii 1,35
THz ma svoje maximum. Vzorky baktérii tmavozltej farby (Obr. 30) maju podobny
priebeh, no nie celkom rovnaky a pre tieto vzorky taktiez nie je charakteristické ziadne

ostré maximum alebo minimum.

7.2 Vysledky mikroskopického skiimania

Vybrané bakteridlne kolonie vratane baktérii E.coli a S.aureus boli podrobené
mikroskopickému sktimaniu pomocou Axio Scope.Al. K pozorovaniu vzoriek bol vyuzity

objektiv so zvdcSenim 5x a rezim prechadzajuceho aj odrazeného svetla.

Vzhl'adom k tomu, ze skiimané vzorky kolonii baktérii boli pozorované priamo na
kultivacnej pode v Petriho miske, nebolo mozné vyuzit’ objektiv s vy$sim zvac¢Senim. Bolo
to dané nerovnomernym kultivovanim baktérii a pri priblizeni by mohlo ddjst’ k otlaéeniu
baktérii na objektiv. Zo zachytenych snimok pomocou AxioCam a spominanym
objektivom nebolo mozné rozlisit' jednotlivé bakterialne kolonie aani baktérie E.coli
a S.aureus. K rozliseniu by bolo vhodné vyuzitie elektronového mikroskopu, ktory je na

fakulte umiestneny, inStal4cia a zaSkolenie na meranie prebehli aZ po naSom skiimani.

7.3 Vysledky z laboratérneho vySetrenia

Na zéklade vykonaného steru v laboratornom zariadeni nebol aerdbnou kultivaciou
zisteny ziadny nalez. Az naslednym pomnozenim bol zisteny nalez (Obr. 32) baktérie
Enterococcus spp.. KedZe kultivacia prebiehala len na krvnom agare, nevyrastli tu vietky
kolonie baktérii tak, ako pri agare, ktory sme vyuzili na bakterialne odtlacky. Z vysledku je

vidno aj citlivost’ na antibiotika.
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Obr. 32 Vysledky steru prstov pravej ruky
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ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo zamerat sa na vyuzitie mikroorganizmov
v kriminalistickej detekcii a zoznamit' sa s metddami vyuzivanymi Vv Kriminalistickej
identifikacii. Dalej su popisané spektroskopické metody, ktoré sa vyuzivaju v oblasti
bezpecnostného priemyslu a kriminalistiky. Prakticka Cast’ prace je experimentalna, kde sa
pomocou terahertzovej spektroskopie a mikroskopu venujem skimaniu a identifikacii

vybranych druhov baktérii a bakterialneho odtlacku.

Aj ked’ vyskumy bakteridlnych odtlackov naznacuji, ze su pre kazdého jedinca
individudlne a je mozné identifikovat’ konkrétnu osobu, ktord dany odtlacok zanechala,
vynara sa otazka, ¢i identifikdcia osoby bude jednoznacnd V pripade uZzivania antibiotik
a lieciv, ktoré maju vplyv na baktérie zijuce v naSom tele. Taktiez zmena bydliska ma
vplyv na bakteridlne kmene, ktoré st na nasich rukach. Metoda identifikacie na zaklade
bakteridlnych odtlackov moéze dalsim skimanim arozvojom do budicna pomdct
kriminalistom pri identifikacii a popri siéasnych vyuzivanych metodach rozsirit moznosti

identifikacie osob.

Na ziklade merani, ktoré boli vykonané sa ukazalo, ze vicSina meranych
bakterialnych vzoriek na podkladovej folii malo podobny priebeh absorpéného spektra,
a meranie zna¢ne ovplyviuje aj hrubka vrstvy danej vzorky nanesenej na foliu. LepSie
vysledky neboli dosiahnuté ani pouzitim polyetylénovej folie, ktora znacne ovplyvnila

priebeh absorpéného spektra.

Namerané spektrd nie st jednoznacné atym ani identifikécia jednotlivych
bakterialnych kolonii, ktoré sa vykultivovali z odtlackov prstov, nebola mozna. Zaroven sa
ukazalo, Ze je mozné kultivovat’ baktérie aj po siedmych dnioch vyschnutia pri izbovej
teplote, ¢im sa potvrdilo, Ze sa bakterialne odtlacky daju odobrat’ zo skimaného predmetu

aj po dlhSom case.

Samotna podkladova folia sa vd’aka nizkej absorbancii ukazala ako vel'mi vhodny
material pre podobné merania. Naopak v kombinacii s polyetylénovou foliou nie je vobec

vhodna pre meranie bakteridlnych vzoriek.

Z tychto merani vyplyva, Ze terahertzova spektroskopia nie je najvhodnejsou metédou
pre skiimania bakteridlnych vzoriek. Dalgie skiimanie terahertzovej spektroskopie a merani

bakterialnych odtlackov by vyzadovalo dokladnejsiu pripravu bakteridlnych vzoriek, viac
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merani a Vel'ka pozornost’ by sa mala venovat’ hribke meranych vzoriek, ktora sa ukéazala

ako dolezity faktor pri merani.

Terahertzova spektroskopia vSak modze najst’ SirSie uplatnenie v kriminalistickej
detekcii. Vdaka terahertzovému Ziareniu a zobrazovaniu je mozné detekovat® skryté

predmety a vytvorit’ snimky s dostato¢nou rozliSovacou schopnostou.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

DNA  Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

FBI Federal Bureau of Investigation (Federalny urad pre vySetrovanie)
GHz  Gigahertz

PCR  Polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia)

PE polyetylénovy

RAPD Random-amplified polymorphic

RFLP  Restriction fragment length polymorphism (polymorfiznus dizky Stiepenych
fragmentov)

STRP  Short tandem repeat polymorphism
THz Terahertz
uv Ultrafialovy

VIS Viditelny
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