Forensic essentials in aquatic insects ecology

Osnovi forenzike u ekologiji akvaticnih insekata

Co-funded by the
Erasmus+ Programme
of the European Union

ECOBIAS

Vladimir Ziki¢

Nis, 2021



Sadrzaj

1.Uvod uforenzickubiologiju ..................cocoiiiiiiii 1
I 174 3 =T S o 0 o PP
11T Nesigurni znaci Smrti.....oevveiveiiiiiiiiiiie e
113 SIgUMNIZNACT SMILT .. ..o e
1.1.2Verovatni ZNaci SMIMi .. ... .eeee ettt
1.2 Istorijat forenzicke entomologije .......covvviiiiiiiiii

2. Discipline forenzicke entomologije ...
2.1 Osnovne forenzicke disCipling .......ccovviiiiiiiiii s
2.2 Forenzicka entomologija ......oeieiiiii i e
2.2.1 Urbana entomologija ....coovviiiviiiiiii i i e
2.2.2 Entomologija uskladiStenih proizvoda ..............coooii i,
2.2.3 Medicinsko-pravna entomologija ..........ccovviiiiii i

3. Dekompozicija u slatkovodnim ekosistemima

3.1 Dekompozicija leSevainsektima ........cccooiiiiiiiiiiiii e

3.2 Faze raspadanja leseva usled aktivnostiinsekata ...............ccooeviiiiiiinnnn,
3.2 T FazasveZeg tela oo vvu it e
3.2.2Faza NadUuVeNOSti .. .c.uuineiit e
3.2.3 FazZaraspPada ..oviiniii i e e
3.2 4 Faza Post-raspada ......coveiiiiiiiii i e
3.2.5 Faza skeletonizacCije .....ooviriiiii

4. Morfologija insekata od znacaja za forenziku
4.1 Opsta Morfologija DIPtera ......ooveriiiiiiie e e s
4.1.1 Morfologija adulta Diptera ........cooovviiiiiiiiiic e
4.1.2 Morfologija larvi Diptera .........ccveeviiiiiiii e
4.2 Opsta morfologija Coleoptera ......ccovvviiiiiiiiii e
4.2.1 Morfologija adulta Coleoptera .......ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiceieeens
4.2.2 Morfologija larvi Coleoptera ........ccoviiiiiiiiiiiiiieiceeeeae

5. Diptera znacajni za forenziku vodenih ekosistema ....................................

5.1 RaZmMNOzZavanje Diptera ...ooueiiuiiii i e e e e e

5.2 POdred NemMatoCera ... .vue et e
5.2.1 Familija Chironomidae .........ccooviiiiiiiiii e
5.2.2 Familija Culicidae .....c.ooviiiiiii
5.2.3 Familija SIMuliidae ......ccouvvniiiiiiii

5.3 Podred (Brachycera) Orthorrhapha .........cooiiiiiiiii e

5.4 Podred (Brachycera) Cyclorrhapha .........cooiiiiiiiiiiiiee e,
5.4.1T Familija MUSCIAAE . .iuviiiiii i e e ie e e
5.4.2 Familija Sarcophagidae .........cciiiiiiiiii i
5.4.2 Familija Sarcophagidae ...........cooovviviiviiiiiiiiiinnnn.
5.4.3 Familija Calliphoridae ........ccoovveiiiviiiiiiiiinnns
5.4.4 Familija Fannidae ..........ccooviiiiiiiiiiiee,
5.4.5 Familija Scatophagidae ...........cooovviviiiiiiiiiiiinnnn,



6. Coleoptera znacajni za forenziku vodenih ekosistema .......................................
6.1 Familija Staphylinidae ..........ooooiiiiiii
6.2 Familija Silphidae ..o e
6.3 Familija Dermestidae .......o.oiriiiiiii i e
6.5 Familija GEotrupidag ... ..ovvuiniiii e
6.6 Familija Cleridag .. .o.vineiii i e
6.7 Familija Trogidae ......cviiii i e
6.8 Familija DYtiSCIa ...ovviiniiiii e

7.Biologija i ekologija vodenihinsekata .........................

8. Akvaticni insekti znacajnizaforenziku ...
8.1 Red Ephemeroptera ....c.uinii i e
I <o I [T alo o =] - PP
8.3 R THCROPLEIA .. ettt e

9. Drugi zglavkari vazni za forenziku vodenih ekosistema ....................................L
128 € 0T PN
0.2 RAKOVI ettt e e e

10. SakupljanjeinsekatanaleSu ...

10.1 Metode sakupljanjainsekata ........c.coviviiiiiiiiiiiiiii e
10.1.1 Direktno sakupljanje uzoraka ............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiii

10.2 Metode sakupljanja akvati¢nih insekata ...........cooovviiiiiiiiiiii e,
10.2.1 Mreze za sakupljanje insekata sadnarekaijezera........................
10.2.2 Bageri za sakupljanje insekata sa dnarekaijezera........................

10. 3 Rastvori za CUVANJE UZOaKa .....vrirriiniitiiteite e i e e ee e eeee e e e eenenns
10.3.1 Rastvori za ¢uvanje terestricnih uzoraka .............cooviiiiiiiiiiiiienn..
10.3.2 Rastvori za Cuvanje akvati¢nih uzoraka ...........ccccoovviiiininiiniinnnnn..

10.4 Prikupljanje meteoroloskih podataka ...........c.cooiiiiiiiiiiii

T1. Entomotoksikologija ............coooiiiiii e

12. Molekularne metode u forenzi¢koj entomologiji ............................l

12.1 Prikupljanje i konzerviranje materijala ..........ccooviiiiiiiiiiiii

12.2 Ekstrahovanje DNK Iz Uzoraka .........oouiiiiiiiiiii e

12.3 PCRiDNK amplifikacija ....vvereeiiieii e

12.4 Identifikacija insekata bazirana na COl sekvenci ..........ccccoieiiiiiiiiiiiiiiiniinnn,
12.4.1 Provera amplifikacije DNK ........c.oiiiiiiiiiiii e
12.4.2 Metabarkodiranje ......co.oiriiriiiiiiiii e
12.4.3 SEKVENCIIANE o vttt e
12.4.4 PiroSeKVEeNCIranj@ .....uueuieii e

T3 SIUCAJOVI ... e
13,7 SIUCAj ,CrVENA CaraPa” . ottt e e e e e e e e e e e e neaneeas
13.2Mumijadetetai grinje ..o
13.3 Termiti na nefosilizovanim ljudskim kostima ............cccooviiiiiiiiiiiiinnne.
13.4 Triazolam i smrt 22-godiSNje ZeNe ....c.iviiiiii i
13.5 SamOoUbIStVO VESANJEM ... .ot



IS = Y 1T - TN



Osnovi forenzike u ekologiji akvaticnih insekata

1. Uvod u forenzicku biologiju

Forenzika je nauka koja se bavi prikupljanjem dokaza koji se mogu iskoristiti u resavanju
razlicitih problema, pre svega u kriminalistici. Ona se bavi utvrdivanjem identiteta osobe koja
je pronadena mrtva, utvrdivanjem vremena smrti, mesta smrti, a u poslednje vreme, obuhvata
i domen kompjuterskih prevara. Forenzika se primenjuje i u mnogim bioloskim istraZivanjima,
kao sto su: prac¢enje migracija odredenih vrsta organizama ili populacija, otkriti poreklo jedinki
u populaciji (filogeografija) i drugo.

Znacaj vodenih insekata u smislu forenzicke istrage moze biti od velike koristi u slucajevima
utapanja ili ubistva. Vodeni insekti su veoma korisni u istrazi smrti. Istrazivanje uzroka utapanja
kroz analizu faune vodenih insekata obi¢no zahteva koordinisane napore i stru¢nost vise
timova, posebno onih koji se bave prirodnim vodnim sistemima.

1.1 Definicija smrti

Smrt je, po opstoj definiciji, ireverzibilni gubitak svojstava zZive materije, tj. prekid bioloskih
funkcija koje definisu zZivi organizam. Nauka koja se bavi istrazivanjem smrti se naziva
tanatologija. Medutim, pod ovim terminom podrazumevaju se i mnogi simbolicki elementi i
procesi dozivljavanja umiranja, kao i brojni rituali i verovanja koji prate smrt i sahranu. U blisku
vazu sa smréu povezuju se i groblja.

Zavisno od nivoa na kojem posmatramo smrt ona moze biti telesna (somatska) i celijska.
Somatska smrt se definiSe kao prestanak cirkulacije i respiracije usled ¢ega dolazi do gubitka
koordiniraju¢e funkcije organizma, nakon ¢ega dolazi do pojave ranih, a potom i kasnih
znakova smrti. Dakle, predstavlja ireverzibilni (nepovratni) prestanak rada i funkcionisanja
vitalnih sistema i organa ljudskog organizma u koje spadaju: centralni nervni sistem,
respiratorni sistem i kardiovaskularni sistem. Celijska smrt (molekularna, bioloska smrt) je
prestanak metabolizma u tkivima i celijama usled ¢ega pocinje autoliza, a zatim dolazi do
razvoja promena posle smrti — postmortalne promene.

Treba napomenuti da postoji veliki nesklad izmedu broja objavljenih forenzickih studija koje se
bave kopnenim insektima i onih koje se bave vodenim insektima. Do ove nejednakosti doslo je
iz nekoliko razloga. Prvo, vodeni insekti, za razliku od svojih kopnenih srodnika, nisu razvili
obavezne sarkofagne navike da bi se hranili strvinom u svom okruzenju. Rakovi, koji se nalaze
na istim stanistima gde i vodeni insekti, verovatno su najbliZi ovom funkcionalnom nacinu
hranjenja.

1.2 Znaci smrti
Strucni termin za znake smrti je signa mortis. To su telesne promene na osnovu kojih se

utvrduje stanje ,umrlosti”. Obuhvata primarne radnje koje imaju za zadatak da procene da li je
osoba zaista mrtva.
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Znaci smrti mogu se podeliti u tri grupe:

e Nesigurni znaci smrti
e Verovatni znaci smrti
e Sigurni znaci smrti

1.2.1 Nesigurni znaci smrti

To su znaci somatske smrti tj. promene koje nastaju u trenutku umiranja ili u narednih nekoliko
minuta.

e Besvesno stanje — usled kortikalne ishemije dolazi do prekida funkcija mozga nekoliko
sekundi posle prestanka cirkulacije i respiracije.

e Prestanak disanja — za vreme agonije disanje je nepravilno, sa periodima apneje, koji u
agoniji (skup svih pojava koje prethode smrti) retko traju duze od 30 sekundi.

e Prestanak sr¢anog rada i cirkulacije - otkucaji srca mogu trajati jos nekoliko minuta
nakon prestanka respiracije.

o Gubitak motiliteta (pokretljivost), senzibiliteta (osecajnost) i refleksne aktivnosti —
nema reakcije na bolne nadrazaje, gube se refleks zenice na svetlost i kornealni refleks
(zatvaranje ocnih kapaka pri dodiru roznjace).

e Primarna mrtvacka mlitavost - dolazi do mlitavosti misi¢a zbog gubitka normalnog
tonusa. Kako se primarna mrvacka mlitavost manifestuje na svim misi¢ima dolazi i do
relaksacije sfinktera.

e Promene naocima
1) kao posledica neutralnog polozaja relaksiranih misi¢a duzice, zenice zauzimaju
srediSnju poziciju;
2) dolazi do pada pritiska u o¢noj jabucici (ve¢ posle nekoliko minuta moze se uociti

pocetno razmeksanje ocne jabucice);

3) pri otvorenim o¢nim kapcima usled isparavanja te¢nosti dolazi do zamudéenja
roznjace, a ova promena se moze javiti nakon samo 10 minuta od trenutka smrti;

4) zamucenje roznjale praceno je daljim promenama, delovi beonjace brzo
isparavaju i sasusuju se usled ¢ega dolazi do stvaranje crnih mrlja (tache noir) kada se
providi pigment mreznjace (slika 1).
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Slika 1. Crna mrlja na oku (tache noir).

1.2.2 Verovatni znaci smrti

Verovatni znaci smrti nastaju u prvih nekoliko ¢asova nakon smrti. Nazivaju se verovatni jer se
neki od njih mogu javiti jos za Zivota osobe ukoliko umire u agoniji koja dugo traje. Ovi znaci se
s velikim pouzdanjem mogu koristiti za odredivanje vremena smrti.

a) Mrtvacko bledilo (pallor mortis) se javlja kod prirodno bledih ljudi izuzetno brzo posle
smrti. Pojavljuje se ve¢ posle 15-20 min od smirti (slika 2).

Slika 2. Mrtvacko bledilo (pallor mortis).

b) Mrtvacke mrlje (livores mortis) nastaju usled prestanka cirkulacije krvi kroz telo, pri
¢emu pod dejstvom sile zemljine teze dolazi do sleganja krvi u krvne sudove najnizih
delova tela (slika 3).

e Pojava sivoljubicastih ili ljubi¢astocrvenih koloracija koze

e Mrlje se ne javljaju na delovima tela koji su u kontaktu sa podlogom
e Jasno izrazene nakon 60 minuta

e Maksimalno su izrazene 6-24 ¢asa nakon smrti
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Slika 3. Mrtvacka mrlja (livor mortis).

¢) Mrtvacka ukocenost (rigor mortis) je u u osnovi hemijska promena koja rezultuje
ukocenoscu telesnih misica usled promena u miofibrilima misi¢nog tkiva (slika 4). To je
svakako, jedan od najprepoznatljivijih znakova smrti.

e Dolazi do defosforilacije ATP u ADP kao i do stvaranja mle¢ne kiseline koja snizava
Celiski pH. Usled manjka ATP-a u celijama i niskog pH dolazi do ,zaklju¢avanja”
mostova izmedu aktina i miozina u miofibrilima i do gré¢enja misica.

e Pojavljuje se 2 do 3 ¢asa nakon smrti.

e Nakon 6 do 12 ¢asova zahvata sve misice a iS¢ezava posle 36-84 casa.

Slika 4. Mrtvacka ukocenost (rigor mortis).

d) Mrtvacka hladnoca (algor mortis) (slika 5) je direktna posledica drugog principa
termodinamike.

Drugi princip termodinamike odreduje smer toplotnih procesa: toplota nikada ne prelazi
spontano sa tela koje ima nizu temperaturu na telo koje ima visu temperaturu. U sustini, to je
proces pretvaranja toplote u rad, a to znaci hladenje tela koje odaje toplotu. Drugi princip
termodinamike primenjen ovde znadi da:

* setelo hladi do dostizanja spoljasnje temperature;
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* sam proces hladenja obi¢no traje 18-20 c¢asova, ali moze bitno varirati u
zavisnosti od spoljasnje temperature.

Slika 5. Mrtvacka hladnoca (algor mortis).

1.2.3 Sigurni znaci smrti

Sigurni znaci smrti obuhvataju slededi niz promena:
a) Truljenje (putrefactio) je postmortalna promena koja dovodi do autolize tkiva (slika 6).

Autoliza nastaje kao posledica promena u pH vrednosti tkiva pri ¢emu ona prelaze iz alkalne,
preko neutralne u kiselu pH vrednost, rastvarajuci tkivo. Prvi znak truljenja je pojava prljavo
zelenkaste prebojenosti koze koja se naziva pseudomelanoza (javlja se prvo na trbuhu). Ovo je
rezultat hemijske reakcije gvozda iz hemoglobina i sumpora iz vodonik-sulfida pri ¢emu
nastaje gvozde(ll) suflid poznato i kao fero sulfid (FeS) koje je zelene boje. Prisustvo ovog
jedinjenja u telu dovodi do otvaranja rana, kosa lako opada.

Slika 6. Truljenje (putrefactio).



Uvod u forenzicku biologiju

b) Raspadanje (decomposio) se nastavlja na proces truljenja i zapaza se 4-6 meseci nakon
smrti.

U ovom procesu, dolazi do pucanja telesne Supljine i izlaska gasova i te¢nosti iz nje. Moguce je
uociti kosti. Brzina raspadanja i truljenja zavisi od veceg broja faktora spoljasnje sredine
(temperatura, vlaznost...), kao i od unutrasnjih faktora (uzrok smrti, Zivotno doba, telesni sklop i
drugo).

¢) Mumifikacija je kasna promena koja se javlja kod leseva koji su izlozeni strujanju suvog
vazduha koji dovodi do isusivanja tela (slika 7).

Slika 7. Mumificirano telo.

Ovom promenom moze biti zahvaceno celo telo ili neki delovi; u zavisnosti od uslova
spoljasnje sredine razvija se za nekoliko nedelja ili nekoliko meseci. Tokom procesa
mumifikacije, telo postaje progresivno dehidrirano tako da je proces truljenja zaustavljen.
Uobicajeno se javlja pri strujanju toplog suvog vazduha. Proces mumifikacije se moze desiti u
prostoriji, npr. sobi ukoliko su u duzem vremenskom periodu otvoreni naspramni prozori.

d) Saponifikacija je hidroliza masti na soli masnih kiselina (sapune) i glicerol u baznoj
sredini. Kao postmortalna promena javlja se kod le3eva koji se nalaze u vlaznoj sredini
ili kod tela koja se nalaze u samoj vodi gde je nivo kiseonika nizak. Takode, javlja se i
tamo gde kiseonika uopste nema.

e) Maceracija (gnjiljenje) je kasna leSna promena na telima koja se nalaze potopljena u

tecnosti (naj¢es¢e vodi) i odnosi se na izrazite promene u izgledu lesa.

Nakon nekoliko sati koza postaje izbeljena i nabubrela, naborana na vrhovima prstiju 3aka i
stopala. Nakon dve nedelje pocinje odvajanje epidermisa od dermisa; epidermis se svlaci kao
rukavica. Takva pojava se naziva ,mrtvacka rukavica”.

1.3 Istorijat forenzicke entomologije
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Prvi pisani trag o upotrebi insekata u resavanju krivi¢nih dela potice iz Kine iz 13. veka. Sung
TZ'u (Sung Cu) - pravnik i kriminalisticki istrazitelj je napisao knjigu ,Ispravljene nepravde” ili
,Prikupljeni slucajevi ispravljenih nepravdi” na engleskom — Washing Away of Wrongs (slika 8).

THE WASHING AWAY
OF WRONGS

Sung Tz'u

I'ranslated by Brian E. McEnighit

Scienee, Medicine, & Technodogy
in East Asia

Slika 8. Sung Tz'u; Nalovnica knjige ,Washing Away of Wrongs"”.

Ova knjiga je predstavljala priru¢nik za druge kriminalisticke istrazitelje tog vremena. Pored
detaljnih opisa kako sistematski pregledati ljudsko telo u slu¢aju sumnjive smrti i kako
razlikovati zadavljenja i utopljenja, pisac navodi i prvi slu¢aj ubistva koje je rasvetlio
upotrebom entomologije. U ovoj knjizi Sung Cu opisuje nekoliko slu¢ajeva u kojima je vodio
beleSke o tome kako je osoba umrla i razradio verovatne uzroke. Sung Cu detaljno objasnjava
kako pregledati le$ pre i posle sahrane. Takode, objasnjava postupak kako da se utvrdi
verovatni uzrok smrti. Glavna svrha ovog priru¢nika bila je da se koristi kao vodic forenzi¢kim
istraziteljima kako bi mogli efikasno da procene mesto zlocina. Njegov nivo zapazanja detalja u
objasnjavanju onoga $to je zapazao u svim njegovim slucajevima postavljala je osnove za
savremene forenzi¢cke entomologe. Ovo delo predstavlja prvi evidentirani izvestaj u istoriji da
je neko koristio forenzi¢ku entomologiju u svrhu sudenja i kasnijeg osudivanja okrivljenog. U
priru¢niku je opisan i ubrzan razvoj larvi muva na leSevima tokom toplog dela sezone kao i
mogucnost njihove upotrebe u prepoznavanju rana nastalih nakon smrti. Kako je Kina bila
zatvorena drZava, ostatak sveta je ostao uskracen za ovo saznanje (kao i za mnoga druga).

Opis istrage izgledao je ovako: u jednom kineskom selu pronadeno je mrtvo telo muskarca koji
je ubijen srpom. Upotreba srpa, oruda koje su seljaci koristili za seCenje pirin¢a u vreme berbe,
nagovestava da je ubistvo pocinio radnik u selu. Lokalni sudija zapoceo je istragu; naredio da
svi seljani donesu svoje srpove na seoski trg. Kada su se seljaci okupili, sudija je naredio da svi
osumnijiceni stave svoje srpove na zemlju ispred sebe i da se zatim povuku nekoliko metara
unazad. Nakon nekog vremena muve su pocele da se sakupljaju samo na jednom secivu srpa
privu¢ene ostacima krvi i tkiva. Naravno, ovi tragovi su za ljudsko oko bili nevidljivi, ali Culni
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Suocen sa dokazima istrage ubica je priznao krivi¢no delo nakon ¢ega je osuden.

Razvoj forenzicke entomologije kao nauke bio je mogu¢ tek nakon sto je Francesko Redi
(Francesco Redi) 1668. godine opovrgao teoriju spontanog stvaranja zive materije iz nezive,
odnosno da se crvi pojavljuju spontano iz mesa (slika 9). Upravo je Redi dokazao vezu izmedu
muva i crva. Zapisao je: ,Sva Ziva bica poti¢u od Zivih bica” i ,Spontana generacija ne postoji”.

Slika 9. Francesko Redi (1626-1697).

On je uporedio dve tegle sa mesom. Prva je bila izlozena insektima, a druga prekrivena gazom.
U onu nepokrivenu, muve su polozile jaja iz kojih su se brzo izlegli crvi. Na mesu prekrivenom
gazom nisu se pojavili crvi, ali je Redi primetio da su jaja poloZena i to na spoljasnju povrsinu
gaze (slika 10).

Tightly sealed |ar Jar covered
with cloth netling

Slika 10. Redijev eksperiment sa muvama.

Upotreba forenzicke entomologije u Evropi i Americi je zabeleZzena tek sredinom 19. veka.
Temelje forenzi¢cke entomologije u Evropi postavio je Marcel Bergeret (1814-1893), poznat i
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kao Bergeret d’Arbois (Berzere d’Arboa). Radio je kao patolog na slucaju smrti bebe pronadene
prilikom renoviranja jedne kuc¢e u okolini Pariza. Doktor Bergeret d'Arbois izvrsio je obdukciju
tela bebe skrivene unutar cigle pariskog kamina. Naime, jedan bra¢ni par kupio je kucu u
okolini Pariza i po¢eo sa njenim renoviranjem. U toku radova, oni su otkrili mumificirane
ostatke deteta iza kamina (slika 11).

Slika 11. Ekshumirana beba iza kamina.

Sumnja je odmah pala na njih i vlasnici kuce su uhapieni zbog ubistva. Medutim, doktor
d'Arboa je primetio adulte i druge stadijume nekrofagnih insekata prisutnih na telu deteta i
zabeleZio vreme potrebno za njihovo kompletno razvi¢e. Utvrdivanje PMI i vreme useljavanja
novih vlasnika (koji su u kudi ziveli krac¢e od dve godine) se nije slagalo. Ispitivanjem insekatske
faune pronadene na mumificiranom telu, dr d'Arboa je zakljuc¢io da je beba mrtva ve¢ oko dve
godine. To je usmerilo policijsku istragu na prethodne stanare koji su kasnije uhapseni i
osudeni za zlocin.

Prvu sistematsku studiju iz forenzi¢ke entomologije izveo je nemacki lekar Hermann Reinhard
(1816-1892). On je 1882. godine objavio je delo pod imenom ,Prilozi fauni grobova” (Beitrage
zur Graberfauna) u kojoj daje podatke o nekoliko vrsta insekata koje je povezao sa leSevima.
On je pravio kolekciju svih insekata koje je pronasao na i pored leSeva. Njegova kolekcija
insekata se jo$ uvek ¢uva u Prirodnjackom muzeju u Drezdenu. Dr Rajnhard je radeci kao lekar
na masovnim ekshumacijama sakupio veliki broj muva iz familije Phoridae (slika 12), kao i veliki
broj tvrdokrilaca i dokazao da se razvoj velikog broja insekata moze dovesti u vezu sa mrtvim
telima. Njegov rad je dugo godina koris¢en kao osnova drugim entomoloskim istrazivanjima.
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Slika 12. Muva iz familije Phoridae (levo); larve forida na lesu (desno).

Smatra se da je zacetnik savremene forenzicke entomologije francuski vojni veterinar Jean
Pierre Mégnin (1828-1905). Opisao je 8 faza raspadanja ljudskog tela sa sukcesijom insekata
koji kolonizuju telo nakon smrti. Objavio je dve knjige, prekretnice za forenzicku entomologiju:
»Fauna grobova” iz 1887. godine (La Faune des Tombeaux) i ,Fauna leSeva” iz 1894. godine (La
Faune des Cadavres). Ove studije su posluzile kao podsticaj daljim istraZivanjima u smeru
forenzicke entomologije, pre svega u Kanadi i Americi.

Krajem XIX i pocetkom XX veka nemacki lekari Klingelhoffer i Maschka kao i lekar sudske
medicine Stefan von Horoszkiewicz iz Krakova pokazali su da mravi, bubasvabe i slatkovodni
beski¢menjaci mogu naneti postmortem povrede koje lice na tragove zlostavljanja. Od 1990-
tih, forenzicka entomologija se uci i praktikuje u mnogim zemljama na svim kontinentima, a
medunarodne prakse za studente se redovno odrzavaju od 2002. godine.

2. Discipline forenzicke entomologije
2.1 Osnovne forenzicke discipline

Forenzika se sve viSe razvija i postaje jedna multidisciplinarna nauka koja spaja mnoge klasi¢ne
i moderne grane. Nemoguce je pobrojati sve ¢ime se forenzika danas bavi ili gde se moze
primeniti, ali svakako su prepoznatljive:

e Forenzi¢ka antropologija — odnosi se pre svega na upotrebu kostiju

e Forenzicka odontologija — upotreba morfologije zuba

e Forenzicka botanika - analiza polena u svrhu odredivanja vremena i mesta smrti; deo
palinologije

e Forenzicka entomologija — insekti, svi njihovi stadijumi

e Forenzicka ornitologija — analiza pera, makroskopski i mikroskopski

e Forenzicka patologija — autopsije

e Forenzicka toksikologija — hemijski, farmakoloski testovi

e Kompijuterska forenzika — otkrivanje IP adresa, prepravljane slike i fotomontaze u
Photoshop-u

2.2 Forenzicka entomologija
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Forenzicka entomologija je grana primenjene entomologije sa multidisciplinarnim pristupom
upotrebe insekata i drugih terestri¢nih i akvati¢nih zglavkara kao $to su pauci, stonoge, grinje,
rakovi ali i ostalih grupa koje pripadaju makrozoobentosu u reSavanju raznovrsnih problema,
pre svega u kriminalistickom istraZivanju, odnosno utvrdivanju mesta i vremena smrti. Kao $to
je prethodno receno, forenzicka entomologija se moze koristiti i u nekriminalistickim
istrazivanjima, kao $to su migracija, pracenje trofickih lanaca obeleZzavanjem prvog ¢lana
trofickog lana nekim radioaktivnim markerom, utvrdivanju stetocina, prisustva droge, otrova u
telu i dr. Zbog toga je vrlo vazno je poznavati biologiju, ekologiju i distribuciju svake vrste za
uspesno davanje ekspertize.

Insekti se u forenzi¢kim istragama najcesce koriste za utvrdivanje minimalnog PMI i u tu svrhu
se mogu koristiti dva tipa informacija:

e biologija razvi¢a, odnosno, trajanje preadultnih stadijuma (larva, lutka) insekata
pronadenih na lesu

e sastav faune insekata na lesu

Posto insekti nastanjuju skoro sve oblasti gde ljudi Zive, mnogi od njih su usko povezani sa
ljudima i ljudskim delatnostima. Kao rezultat toga, insekti cesto postaju neprocenjivi dokaz
pocinjenog zlocina, pruzajuci vazne informacije za forenzi¢ku istragu.

Forenzicka entomologija je podeljena na specijalizovane discipline koje su opsteprihvacene:

e urbana entomologija
e entomologija uskladistenih proizvoda
e medicinsko-pravna entomologija

2.2.1 Urbana entomologija

Urbana entomologija se bavi insektima i drugim zglavkarima koji ,$tetno” deluju na vestacke
tvorevine u ¢ovekovoj zivotnoj sredini. To su objekti kao Sto su zgrade, kuce i sli¢ni objekti u
kojima ljudi borave i smatraju ih svojim domom. Najznacajnija grupa insekata za urbanu
entomologiju su termiti (Isoptera) koji u nekim slucajevima mogu dovesti do potpunog
unistenja objekata (slika 13). Problem sa termitima je narocito rasprostranjen u tropima, na
Severnoameri¢ckom kontinentu, delom Australiji. U Evropi, ozbiljnije probleme prave u Spaniji i
Francuskoj.
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Slika 13. Masivno gnezdo termita u zidu montazne kuce.

U ovu granu forenzi¢ke entomologije su svrstane i muve (koje poticu sa farmi) koje svakako
nisu smestene u urbanoj sredini, pa je ovaj termin (urbana) neadekvatan, ali je usao u opstu
upotrebu.

Ujedi zglavkara, poput krevetne stenice, Cimex lectularius (Hemiptera, Cimicidae) su takode,
predmet proucavanja urbane entomologije (slika 14). Krevetne stenice se nalaze u celom svetu
u skoro svakom podrucju koje su naselili ljudi. U proslosti su posebno bile problem siromasnih
i javljale su se u masovnim sklonistima. Medutim, u modernom vremenu, turisti¢ka podru¢ja su
posebno pogodena. Prisustvo stenica u velikim gradovima, Njujork, Pariz i drugi predstavlja
veliki problem u hotelijerstvu u slucaju prenamnozavanja u krevetima i sobama, koji mogu
dovesti do sudskih sporova. PoSto ne postoje obavezni zahtevi za izvestavanje, taéni podaci o
pojavljivanju stenica nisu poznati, a zbog stigmatizacije osobe mnoge infekcije jednostavno
nisu prijavljene.

Slika 14. Krevetne stenice u prenamnozenju.

Jos jedna znacajna grupa za urbanu entomologiju su sinantropne vrste bubasvaba (Blattodea).
Najezde ovih insekata i Stete koje pri¢injavaju mogu biti uzrok sudskih sporova gde je onda
neophodno vestacenje stru¢njaka iz oblasti forenzicke entomologije. U Evropi su sinantropne
vrste Blatta orientalis, Blatella germanica (slika 15) i Periplaneta americana (Mediteran). Kada su
u pitanju bubasvabe, kao i vatreni mravi (Juzna Amerika) ukoliko se hrane leSom, mogu na telu
proizvesti artefakte po izgledu sli¢ne hemijskim oZiljcima, ogrebotinama, kontuzijama. Ovakvi
tragovi nastaju specifi¢nim ostecenjima tkiva i mogu zavarati neistrenirano oko.
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Slika 15. Bubarusa (Blatella germanica) na drvenim gredama.

2.2.2 Entomologija uskladistenih proizvoda

Entomologija uskladistenih proizvoda izucava insekte koji se hrane, nastanjuju i ,zagaduju”
razli¢ite vrste prehrambenih proizvoda u skladistima i kao takvi mogu biti povod za
inspekcijske posete ali i uzrok sudskih sporova. Najcesce se radi o razlicitim vrstama moljaca,
larvi brasnara i drugih tvrdokrilaca (slika 16), ali i mnogim grinjama (slika 17). Osnovni zadatak
entomologija uskladistenih proizvoda je utvrdivanje mesta i vremena infestacije proizvoda od
strane insekata.

b 4 2

Slika 16. Sitophylus sp. (levo); Plodia interpunctella (desno).

Skladistne grinje (slika xx) prodiru u ljudsko okruzenje iz tla, preko gnezda ptica i glodara i tako
postaju nezeljeni stanovnici u kucama. Oni zaraze uskladistenu hranu za ljude ili Zivotinje,
uklju¢ujuci biljni materijal kao $to su Zito, su$eno voce, sirevi, suéena riba, $ecer itd.
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Slika 17. Grinje u brasnu (levo); grinje u hrani za pse (desno).

2.2.3 Medicinsko-pravna entomologija

Medicinsko-pravna entomologija je zasnovana na procesu kruzenja materije u prirodi, tj. na
biogeohemijskim ciklusima, jer prirodni ekoloski ciklusi razlaganja biljnog i Zivotinjskog
materijala veoma cesto ukljucuju i insekte. Ova grana forenzicke entomologije za predmet
svojih istrazivanja ima insekte koji se hrane mrtvim Zivotinjama (medu kojima su i ljudi) ili se
razvijaju na njima. Na osnovu utvrdenih cinjenica (mesto, vremenski uslovi, godiSnje doba,
razvojni stadijum i drugo) moguce je odrediti vreme, ¢esto i mesto smrti ¢oveka ili Zivotinje.
Validna analiza za presudu u sudskim procesima: ubistva, samoubistva, silovanja, fizicko
zlostavljanje, krijumcarenje, trgovina ljudima i drugo. U istragama ubistava istrazuju se jaja,
larve i lutke insekata i na osnovu uzrasta insekta i fizickih parametara sredine odreduju vreme i
mesto smrti. Redosled pojavljivanja insekatskih vrsta je takode od velike koristi za istragu. Na
sudu je medicinsko-kriminalna forenzicka entomologija definisana kao primena prouc¢avanja
insekata i drugih zglavkara na nasilna krivi¢na dela kao 3to su ubistvo, samoubistvo, silovanje,
kao i fizicko zlostavljanje. Njena uloga je u rasvetljavanju krivi¢nih dela kao 5to su:

e Ubistva s predumisljajem upotrebom insekata ili drugih zglavkara (pauci, Skorpije
ali i insekata kao $to su ose, pcele ili strsljenovi). U tom slucaju, osim identifikacije
vrsta, dodatno se radi i toksikoloski test.

e Slucajevi iznenadne smrti, npr. usled anafilaktickog Soka nakon ujeda insekta (kod
ljudi koji su alergi¢ni na otrove insekata).

o Slucajevi nekih saobracajnih nezgoda koje su se desile bez ociglednog razloga. Na
primer, udes usled izbezumljenih pokusaja da se izbegne osa unutar automobila.

U najvecem broju slucajeva u svrhu procene vremena proteklog od smrti do pronalaska tela
izraCunava se postmortem interval (PMI). Nesto rede, koristi se za procenu mesta izvrsenja
krivicnog dela. Postmortem interval izveden je iz vremenskog rasporeda zajednice zglavkara
opisanih u kontrolisanim studijama, eksperimentima. Schoenly et al. (1996) predstavljaju
metod organizovanja podataka iz forenzi¢kih studija sukcesije koji omogucava da se PMI
izvede iz poredenja grupe taksona prikupljenih na lesu u vreme njegovog pronalaska (fauna
lesa), sa skupom taksona koji se sistematski prikupljaju i uvode u kontrolisane studije tokom
vremenskog sleda razgradnje (kontrolna fauna). Podaci se organizuju u matricu pojavljivanja
(osnovni podaci), koja opisuje prisustvo ili odsustvo nekog taksona u odredenoj tacki unutar
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vremenske linije. Kada se le$ otkrije, uzimanje uzoraka u trenutku otkrica predstavlja skup
beski¢menjaka koji bi odgovarao idealnom skupu poznatom iz osnovnih podataka iz kojih se
moze utvrditi PMI.

Glavne metode koje se koriste za analizu insekata na lesu:

*  Sukcesijski talasi insekata
* Razvojni stadijum i starost insekatskog stadijuma

Metoda 1 se koristi u slu¢aju kada je osoba mrtva od nekoliko nedelja do godinu dana ili
ponekad i vise. Neke vrste insekata su privu¢ene u najranijim fazama razlaganja (muve), dok
drugi (tvrdokrilci) dolaze mnogo kasnije na scenu. Posto insekti (razli¢ite vrste) uglavnom
naseljavaju le$ u predvidljivim "talasima", forenzicki entomolozi mogu da koriste prisustvo
tac¢no odredene vrste insekata za preciznu procenu vremena smrti.

Metoda 2 moze dati datum smrti ta¢an na dan ili manje, ili niz dana koristedi starost i razvojnu
fazu insekata (larve, predlutke, lutke). Kako se tkiva lesa raspadaju, ostaci prolaze kroz brze
fizicke, bioloske i hemijske promene, a razlicite faze razgradnje su atraktivne za razli¢ite vrste
insekata. Odredene vrste insekata, poput muva zunzara (Calliphoridae) ¢esto su prvi svedoci
zlo¢ina.
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3. Dekompozicija u slatkovodnim ekosistemima
3.1 Dekompozicija leSeva insektima

Kao Sto je re¢eno, medu glavnim zadacima kojima se bavi forenzicka entomologija je analiza
insekata na ili unutar lesa kako bi se utvrdilo koliko je vremena proslo od smrti osobe do
njenog pronalaska, odnosno postmortem intervala (PMI). Za razliku od primene forenzickih
istraga u terestri¢nim ekosistemima, vrlo je malo primera cak i testova dekompozicije le3a u
slatkovodnim ekosistemima. Vrlo cesto, kada telo ispliva na povrsinu vode, ili se nasuée na
obalu, fauna insekata je slicna kao i kod situacija kada se istrazuje telo koje je pronadeno na
kopnu. Zato ¢e u narednom tekstu, paralelno biti pra¢ena situacija dekompozicije lesa na
kopnu i opisane razlike, kada je telo pronadeno u vodi.

Kako bi se dobila ta¢na procena, pored paZljivo prikupljenih uzoraka insekata, entomolog
koristi informacije kao $to su:

e zivotna sredina na mestu zloc¢ina
e uzrok smrti
e prosecna temperatura

Svako staniSte se karakterie faunom insekata (lokalna fauna insekata). Insekti u svom
zivotnom ciklusu mogu na razlic¢ite nacine interagovati sa telom u raspadanju. Priroda ovih
odnosa varira od taksona do taksona i znacaj tih pojedinih odnosa moze biti veoma razlicit za
forenzicku istragu. Takode, i znacaj jednog tipa odnosa istih taksona moze varirati zavisno od
okolnosti.

3.2 Faze raspadanja leSeva usled aktivnosti insekata

Proces raspadanja leseva je kontinuiran, pa su faze raspadanja prouzrokovane insektima slabo
razgranic¢ene. Opsteprihvacena je podela na pet faza, mada ima primera gde se navodi Sest
faza i to u slu¢aju dekompozicije u vodi (slika 18). Neophodnost podele proces raspadanja
leseva usled aktivnosti insekata u faze je pre svega, zbog olaksavanja komunikacije osoba koje
se bave ovom problematikom. Tradicionalno prihvacene i definisane faze raspada tela na
kopnu su:

o FazasveZegtela

e Faza naduvenosti

e Fazaraspada

e Faza post raspada

e Faza skeletonizacije



Razgradnja tela potopljenog u vodenoj sredini dogada se brzinom otprilike upola manjom od
razgradnje na vazduhu, prvenstveno zbog nizih temperatura i inhibicije aktivnosti kopnenih
insekata. Na osnovu studija na kojima su koricene uronjene svinje (Sus scrofa) od juna do
novembra, Payne & King (1972) su revidirali faze dekompozicije kako bi se prilagodili lesevima
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Slika 18. Komparacija faza raspadanja tela na kopnu i u vodi.

pronadenim u vodenim stanistima.

Faze raspada potopljenog tela:

Kao i kod vecine drugih studija o leSevima u vodenim i poluvodenim sredinama, one se
prvenstveno karakterisu ili definiSu prisustvom ili odsustvom kopnenih insekata, ¢esto bez

faza sveze potopljenog tela
faza rano-plutajuceg tela
faza raspada plutajuceg tela
napredno raspadanje

faza plutajucih ostataka
faza potonuca tela

ikakvog pomena o kolonizaciji tela vodenim insekatima.

3.2.1 Faza svezeg tela

Na kopnu, faza sveZeg tela zapocinje trenutkom smrti i traje do pojave prvih vidljivih znakova
naduvenosti. Telo u ovoj fazi uglavnhom moze biti bez ikakvih fizickih promena. Takode, mogu
se zapaziti i neke od ranih postmortalnih promena kao $to su: crne mrlje (tache noir) na o¢ima,

mrtvacke mrlje (slika 19), pseudomelanoza i sli¢no.
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Slika 19. Crna mrlja (tache noir).

Prvi insekti koji kolonizuju le$ su po pravilu muve iz familija Calliphoridae i Sarcophagidae
(Diptera). One dolaze ve¢ u roku od 10 min nakon smrti privu¢ene mirisima koji dolaze sa tela
lesa. Kolonizacija zapocinje preko prirodnih otvora tela kao $to su nos, usta, usi, oci, anus i
genitalni otvori ili eventualnih rana na telu, ukoliko se radi o ubistvu ili samoubistvu. Kao
ulazno mesto u telo, muve ipak naj¢esce koriste prirodne otvore na glavi, jer su anus i genitalni
otvori obi¢no nedostupni zbog garderobe. Utvrdeno je da su rane nastale pre smrti privla¢nije
od rana nastalih nakon smrti.

Nezavisno od otvora, zenke muva ulaze veoma duboko unutar tela gde polazu jaja ili ve¢
oformljene larve (ovoviviparija) sto zavisi i od vrste muve i od spoljasnjih faktora. Larve po
izleganju iz jaja odmah pocinju da se hrane tkivima u unutrasnjosti tela. Zbog toga, inicijalna
aktivnost larvi ¢esto moZe prodi potpuno nezapazeno, jer spolja gledano, ¢esto ne postoje
nikakvi pokazatelji da su muve ve¢ kolonizovale telo. U Evropi naj¢es¢e muve koje su predmet
forenzickih istrazivanja su vrste: Calliphora vicina, C. vomitoria, Lucilia sericata i L. caesar (slika
20).

Slika 20. Calliphora vomitoria (levo); Lucilia sericata (desno).

Kada govorimo o vodenoj sredini, ova, prva faza oznacavala bi fazu sveze potopljenog tela. U
ovom priru¢niku, sve faze raspadanja u vodi bi¢e prokomentarisane kroz eksperiment. Vreme u
sezoni kada se zapocinje eksperiment igra vaznu ulogu u odredivanju trajanja svake faze
razgradnje. Zivotinje se postavljaju u kaveze (slika 21). Jedna Zivotinja nije vezana za dno, $to
joj omogucava da se u fazi naduvenosti podigne sa dna, dok je druga vezana za dno kaveza.
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Slika 21. Postavljanje eksperimenta sa svinjama u specijalno konstruisanim kavezima.

Zivotinje se potapaju u do 2 metra duboku vodu (slika 22). Telo Zivotinje izgleda sveZe i posle
nekoliko sati; nema spoljnih znakova raspadanja. Nakon vise sati telo je jos uvek potonulo. Ova
faza raspada se zavrsava onog trenutka kada telo ispliva na povrsinu.

Slika 22. Potopljeno telo svinje u kavezu.

U zavisnosti od geografskog polozaja stanista tekuce ili stajace vode, mikrostanista unutar
ovog vodnog tela i doba godine, trup svinje mozda nece poceti da se nadima i podize na
povrinu vode tokom 2 do 13 dana u prolece, u zavisnosti od geografske irine.

Vodeni insekti koji se pojavljuju u prvoj fazi raspada tela su npr. Heptageniidae
(Ephemeroptera), Hidropsichidae (Trichoptera) i Chironomidae (Diptera). One pocinju da
kolonizuju le$ u svim slatkovodnim sistemima; tekuc¢im i staja¢im vodama. Odrasli hidrofilni
insekti strvinari kao na primer, vrste iz roda Sphaeridium (Coleoptera: Hidrophilidae) dolaze na
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potopljena tela svinja u stajacim vodama. Ovi insekt se obi¢no zavlace ispod tela Zivotinje
(Chin etal, 2011).

3.2.2 Faza naduvenosti

Tokom ove faze zapocinje proces truljenja. Truljenje se javlja kao proizvod metaboli¢ke
aktivnosti truleznih bakterija. Dolazi do stvaranja gasova, $to se prvenstveno manifestuje
naduvenosc¢u abdomena. Prvi znaci naduvenosti abdomena se uzimaju kao pocetak ove faze.
Kako se truljenje nastavlja, tako celo telo postaje naduveno, poput balona (slika 23).

.
Slika 23. Faza naduvenosti - telo kita.

Udruzenom aktivnos¢u truleznih mikroorganizama i larvi muva dolazi do znacajnog podizanja
temperature leda (i do 50° C), ¢ime on postaje staniste koje je potpuno nezavisno od mesta na
kome se nalazi. U ovoj fazi le$ postaje veoma privlacan adultima muva iz familije Calliphoridae,
kada dolazi do sekundarne kolonizacije lesa. Mirisi postaju sve intenzivniji. Muve ubrzano
polazu jaja. Sa sobom, na svojim telima, muve donose i ¢itav spektar drugih organizama, pre
svega bakterija, ali i grinja. Grinje ustvari koriste muve kao svoje vektore, tako da one nisu
paraziti. Spolja na lesu, u velikim populacijama uocavaju se larve muva, narocito oko mesta
primarne kolonizacije (prirodni otvori tela ili rane). Medutim, njihov broj je znatno vedi u
unutrasnjosti lesa. Jaja i larve muva u ovako velikom broju mogu privuéi neke vrste
predatorskih kratkokrilaca (Coleoptera: Staphylinidae) (slika 24).

Slika 24. Staphylinidae na le3u.
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Osim promena u fauni samog lesa dolazi i do promene u fauni okoline lesa. Usled velikog
pritiska gasova dolazi do curenja telesnih te¢nosti kroz prirodne otvore (slika 25). Kako su te
tecnosti bazne reakcije dolazi i do alkalinizacije zemljista ispod lesa i prirodna fauna napusta
podrucje ispod i u neposrednoj okolini leSa. Ovu faunu zamenjuju insekti koji su u blizoj vezi sa
telom u raspadaniju.

Slika 25. Izlazak telesnih te¢nosti iz lesa i alkalinizacija tla.

Adekvatno promenama na lesu u kopnenoj sredini, ova faza bi odgovarala fazi rano-plutajuceg
tela Sa povecanjem gasova u abdomenu pod uticajem anaerobnog disanja bakterija, trup
svinje koja je u eksperimentu isplivava na povrsinu, odnosno penje svinju u gornji deo kaveza.
Trupovi mnogih udavljenjih Zivotinja (svinja, pacov, ribe ili ljudi) isplivavaju iznad vodene
povrsine privlace¢i kopnene vrste nekrofagnih insekata, npr. zunzare (Calliphoridae), muve
mesare (Sarcophagidae) ili kuéne muve (Muscidae), na isti nacin, kao $to se to dogada na
kopnu. Ove muve polazu jaja ili larve na izlozene delove trupa. Bube strvinari (Silphidae) i
kratkokrilci (Staphylinidae) dolaze da bi se hranili i larvama muva i/ili mesom zivotinje koja
pluta.

Vodeni beski¢menjaci prisutni na telu mahom zbog algi: tulari iz familije Hydropsihiidae,
hironomidne musice, vodeni izopodni rakovi i majski cvetovi iz familije Heptageniidae. Oseca
se miris raspadanja, tkiva su iz ruzi¢astih nijansi presla u nijanse plavo-zelene. Zuc¢kasta te¢nost
i gasovi se pojavljuju iz telesnih otvora, nokti pocinju da se uklanjaju sa svinjskih papaka.
Strana tela okrenuta ka dnu je obrasla algama i perifitonom kojim se hrane larve nekih vodenih
insekata.

3.2.3 Fazaraspada

Zapocinje pucanjem koze 3to omogucava izlazak gasova $to dalje dovodi do ,ispumpavanja”
tela. Pocetni deo ove faze se karakterise izuzetno jakim mirisima. Glavna odlika ove faze je
izuzetno veliki broj larvi dvokrilaca. Osim truljenja, u ovoj fazi dolazi i do fermentacije ¢iji su
produkti privla¢ni nekim drugim grupama kao $to su tvrdokrilci familija Histeridae (Saprinus
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semistriatus, S. planiusculus, S. rotundatus), Silphidae (Nicrophorus humator), adulti familije
Dermestidae, kao i muve familije Muscidae (Hydrotaea capensis, H. meteorica) (slika 26).

Slika 26. Saprinus semistriatus (gore levo); Nicrophorus humator (gore desno); Hydrotaea
capensis (dole levo); H. meteorica na leSu humator (dole desno).

U fazi raspada se povecava i broj vrsta iz familije Staphylinidae. Do kraja ove faze larve
dvokrilaca pojedu skoro svo meso sa lea Calliphoridae i Sarcophagidae zavr3avaju larveni
stadijum i ulutkavaju se u okolnom zemljistu (slika 27).

Slika 27. Ulutkavanje muva.

Na trupovima koji plutaju na povrsini vode primecuju se tragovi hranjenja crva, pre svega, to
su muve iz familije Calliphoridae. Vide se mnogobrojni otvori na kozi. Adulti i larve silfida,
stafilinida i histerida u eksperimentu sa prasetom, primeceni su u velikom broju. Dolazi do
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kopulacije insekata na plutaju¢em telu. Na potopljenoj strani plutajuceg tela primecuju se
larve kamenjarki (Plecoptera) iz familije Perlodidae (slika 28).

Slika 28. Perlodidae: Isoperla similis.

Larve Perlodidae su predatori i hrane se larvama Chironomidae i Simuliidae (Diptera) koje su
prethodno kolonizovale le$ da bi se hranile tkivom u raspadu. Simuliide se javljaju u velikom
broju (slika 29).

Slika 29. Larve simulida na lesu.

Pored insekata, primecena je i pojac¢ana aktivnost rakova koji se inace hrane leSinama ispadaju
u takozvane ,cCistace” (slika 30). Faza raspada plutaju¢eg tela moze trajati od 25 do ¢ak 330
dana u zavisnosti od geografske Sirine na kojoj se radi eksperiment ili je pronadeno telo. Kraj
ove faze je pucanje tela usled nagomilavanja plinova unutar telesne duplje potopljenog tela.
Trbuh je splasnut, medutim, telo jos neko vreme pluta.
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Slika 30. Dekapodni rakovi na leSu praseta.

3.2.4 Faza post-raspada

Odlike tela u fazi post raspada su: les se sastoji se samo od kostiju, koZe i hrskavice, druga tkiva
su najces¢e potpuno sasusena. Familije muva koje su bile dominantna karakteristika svih
prethodnih faza (Calliphoridae i Sarcophagidae) se vise ne mogu pronaci na lesu. Dolazi do
smene razli¢itih grupa insekata. Tako u suvim i srednje vlaznim staniStima dominantna
karakteristika ove faze postaju tvrdokrilci iz familije Dermestidae (slika 31).

Slika 31. Larva i adult dermestida.

Na leSu se srec¢u i adulti i larve raznih vrsta. Dermestidae se hrane hrskavicom i sasusenim
tkivom na kostima. Posle njihove posete lesu, ostaju samo potpuno ocis¢ene kosti. Zbog ove
njihove osobine koriste se prilikom preparacije skeleta raznih Zivotinja (slika 32).
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Slika 32. Larve dermestida ciste lobanju srndaca.

Sa druge strane, vlazna stanista, kao 5to su mocvare, tropske kisne Sume i slicna okruzenja ne
odgovaraju razvoju vecine vrsta iz familje Dermestidae i njih zamenjuju razli¢ite familije muva
zavisno od stanista. Vrlo cesto, pojavljuju se gljive. Od muva koje dolaze da kolonizuju ostatke
lesa, najcesce su to vrste iz familije Psychodidae, poznate kao papatasi (slika 33). Nezavisno od
tipa stanista jedna od glavnih karakteristika ove faze raspadanja tela je povecanje diverziteta i
brojnosti parazitoida i predatora kao i zemljisnih insekata.

Slika 33. Psychodidae; larva, lutka i imago.

Odgovarajuca faza raspadanja u vodi bila bi faza plutajucih ostataka Tokom ove faze, istureni
delovi ve¢ poodmaklo raspadnutog tela koji plutaju na povrsini vode tonu usled kontinuirane
aktivnosti larvi muva koje se hrane retkim ostacima tkiva. Prateéi postavljeni eksperiment u
kavezu sa svinjom, primecujemo da kako crvi sazrevaju i dolaze do trenutka ulutkavanja, oni
migriraju dalje od trupa uzpuzavajudi se uz delove kaveza koji su van vode ili, u prirodi kada je
le$ nasukan uz obalu, koriste grane ili samo kopno.

Dalji proces raspadanja dovodi do odvajanja koze i mesa od kostiju, kao i dezartikulacije
falangijalnih kostiju i kostiju udova. U ovoj fazi, prisustvo dvokrilaca hironomida i simulida je
dominantno, uz prisustvo nekih vrsta riba koje dolaze da se njima hrane. PMI potpaljenih
leSeva u forenzi¢kim istragama moze se proceniti na osnovu pupa nekih vodenih insekata koji
kolonizuju les i tu se razvijaju, npr. larve Trichoptera koje su se prilepile za telo koje truli ili
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uplele u kosu i odecu lesa. Prisustvo Tichoptera podrazumeva da je le$ sve vreme bio u vodi i
ovu ¢injenicu svakako treba imati na umu kada se procenjuje PMI. Takode, zna se da se larve
trihoptera ulutkavaju tek sredinom leta, te je vrlo bitno zabelezZiti stadijum insekta na mestu
nalaska tela.

3.2.5 Faza skeletonizacije

Faza skeletonizacije pocinje kada ostanu samo kosti i kosa. Ne postoje specijalizovane grupe
insekata koje su vezane za ovu fazu raspadanja tela. U nekim sluc¢ajevima je moguce prisustvo
tvrdokrilaca iz familije Nitidulidae (slika 34). U ranijim fazama skeletonizacije prisutne su neke
vrste zemljisne faune koje se mogu iskoristiti za procenu postmortem intervala. Takve su neke
vrste grinja i Collembola. Ne postoji trenutak kada se moze redi da je faza skeletonizacije
zavrsena, jer se neke promene u zemljisnoj fauni mogu detektovati i nekoliko meseci, pa i
godina, nakon $to je telo potpuno razloZeno.

Slika 34. Nitidulidae (levo); Collembola (desno).

S obzirom na to da kosti zbog svoje specifi¢ne tezZine i grade ne mogu da plutaju, u vodenoj
sredini, faza skeletonizacije povla¢i za sobom i potonuce tela. Bakterije i gljive su na kraju
razlozZile i poslednje ostatke tkiva prethodno obradenih od serije insekata i drugih zglavkara. U
mnogim slucajevima kosti koje budu dezartikulisane. Telo moze da potone i sa delom
nepojedenih ostataka, tada se na eventualnim delovima mekih tkiva mogu se zatedi
dekapodni rakovi i larve efemera i hironomida. Usled talozenja cestica na dno slatkovodnog
ekosistema, kosti bivaju prekrivene sedimentom i time postaju nedostupne za forenzicka
istrazivanja.

4. Morfologija insekata od znacaja za forenziku

Za preciznu morfolosku identifikaciju identifikaciju, neophodno je posedovati validne klju¢eve
(obi¢cno dihotome) za svaku istrazivanu grupu. Najbolje je angazovati specijalistu, po
mogudstvu iz regiona u kojem se vodi istraga. Ovde e biti predstavljene najbitnije grupe,
adulti i njihove larve. Za vodene larve i nimfe dati su osnovni klju¢evi za identifikaciju (slike 35-
38).



Osnovi forenzike u ekologiji akvaticnih insekata

FIRST LEVEL OF RESOLUTION

LARVAE IN PORTABLE CASE
__Caddisfies (Order Trichoptera) — .
CASES ORGANIC CASES MINERAL
Leaf, stick, needle, bark Sand, fine, gravel

e

Families Limnephilidae (in part)
Lepidostomatideae (in part) Families Glossosomatidae, Limne-
Phyrganeidae, Leptoceridae (in part) philidae (in part), Helicopsychidae

SHREDDERS SCRAPERS

SECOND LEVEL OF RESOLUTION considers a few fairly common caddisflies that would be
misclassified above on the basis of case compositon alone.

CASES ORGANIC CASES MINERAL
Cases square in cross section Cases long, slender, and Cases long, slender, and
and tapered, with no bark or tapered, made of plant material tapered (mostly fine sand),
flat leaf pieces included. front or cases ovoid and very flat

attached to substrate. Larvae in cross section
extend legs and filter the current. ;
Foreleg with -
filtering hairs

s,

Family Leptoceridae (in part)

sl i ©
Family Brachycentridae Family Leptoceridae (in part)
FILTERING GATHERING GATHERING
COLLECTORS COLLECTORS COLLECTORS

Slika 35. Larve sa prenosivim ku¢icama.
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FIRST LEVEL OF RESOLUTION
LARVAE WITH FIXED RETREAT
AND CAPTURE NET
Note: Care must be taken when collecting to observe nets.

; Caddisflies (Order Trichoptera) ; True Flies (Order Diptera)

COARSE NET FLATTENED SOCK-LIKE TUBE WITH SILK STRANDS
IN “SCAFFOLDING” OR TRUMPET-SHAPED STRUNG BETWEEN
NET OF FINE MESH TERMINAL PRONGS

2

Smaller than +—

True Midges (Family Chironomidae)

Families Hydropsychidae, Philopotamidae, Polycentropodidae
FILTERING COLLECTORS

SECOND LEVEL OF RESOLUTION separates from free living larvae those net spinning caddisflies
that may have been inadvertently collected without being associated with their nets.
NET SPINNING CADDISFLIES FREE LIVING CADDISFLIES
Frequently separated from their nets Non net spinning

. .

HEAD AS WIDE HEAD LONG, SMALL,
ASTHORAX AND NARROWER
THAN THORAX

Especially Philopotamidae (bright yel-

low) and Hydropsychidae (bright green Rhyacophilidae (often bright green)

’ or brown) I
FILTERING COLLECTORS PREDATORS

Slika 36. Larve sa fiksiranim mrezama za lov.
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FIRST LEVEL OF RESOLUTION

WORM-LIKE LARVAE
WITHOUT JOINTED LEGS

LARGE SMALL
Larger than pe—— Smaller than pe———
. LONG AND SLENDER BOWLING PIN SHAPE
Head retractile and poorly developed Bulbous base usually fastened

Caudal lobes with eye-like spiracles

Craneflies (Family Tipulidae in part)

et

SHREDDERS

tightly to substrate

True Midges (Family Chironomidae)

Note: Subtract 10% of count for Predators.  Blackflies (Family Simuliidae)

GATHERING FILTERING
COLLECTORS COLLECTORS

SECOND LEVEL OF RESOLUTION considers some common worm-like Predators that would be misclass-

ified in the above key.
WORM-LIKE LARVAE
WITHOUT JOINTED LEGS
} iy Prolegs poorly developed
LARGE SMALL or absent
b Jaws well developed
Very active
Posterior segment swollen Prolegs along entire length
Head retractile Head visible

Family Tipulidae (Dicranota type)

: 'n . Family Athericidae (Atberix)

Family Tipulidae {Eriocera type) *

PREDATORS

Slika 37. Crvolike larve bez ¢lankovitih nogu.
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FIRST LEVEL OF RESOLUTION
NYMPHS WITH JOINTED LEGS
3 (or 2) TAILS (FILAMENTS) AT BACK 3 FLAT PADDLES OR POINTS AT BACK
NO EXTENDIBLE LOWER LIP (LABIUM) ——-\ |—— EXTENDIBLE LOWER LIP

3 (or2) TAILS WITH 2 TAILS WITHOUT
LATERAL ABDOMINAL GILLS LATERAL ABDOMINAL GILLS 3 FLAT PADDLES AT BLACK POINTS AT BACK

Mayflies (order Ephemeroptera) Stoneflies (order Plecoptera)

¥,

Body shape cylindrical

Body shape ovoid
Round in cross section

Flat in cross section

Bright color pattern Dull brown or black
Very active Sluggish

Damselflies Dragonflies
Families Baetidae, Leptophiebiidae, (suborder Zygoptera) (suborder Anisoptera)
Ephermerellidae (in part),
Families Heptageniidae, Ephemeridae I i
Ephemerellidae (in part) GATHERING Setipalpian Stoneflies Filipalpian Stoneflies
SCRAPERS COLLECTORS PREDATORS SHREDDERS PREDATORS

Slika 38. Nimfe sa ¢lankovitim nogama.

4.1 Opsta morfologija Diptera
4.1.1 Morfologija adulta Diptera

Dvokrilci imaju razvijena samo prednja krila (ukoliko su krilate forme), dok su zadnja krila
redukovana i transformisana u njihalice - haltere (slika 39).

HEAD THORAX ABDOMEN Antermae

mesopleuron  scutellum
anterior
spiracle scutum /
prescutum V
compound Ll

eye

arista haltere
posterior

spiracle

antenna’

maxillary
palps

pseudotracheae

labellum

Slika 39. Opsti plan grade dvokrilca; laterlano (levo), dorzalno (desno).

U osnovi haltera se nalazi hordotonalni organi za percepciju zvu¢nih signala. Jos jedna uloga
haltera je u stabilizaciji leta. Ovo nekim muvama pomaze da lete neverovatnom brzinom od
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¢ak 60 km/h, a osolikim muvama (Syrphidae) lebdenje u mestu. Medutim, neke parazitske vrste
uopste nemaju razvijena krila, kao naprimer, rodovi Melophagus ili Braula. Dvokrilci imaju
snazno razvijenu krilnu muskulaturu i jedni su od najbrzih leta¢a medu insektima. Imaju i veliki
broj vazdusnih kesa u grudima, $to im i omogucava izuzetne letacke sposobnosti.

Glava dvokrilaca je vrlo pokretna sa krupnim ocima i 2-3 ocele, posebno kod naprednijih
grupa. Antene primitivnih grupa su visec¢lane i koncaste, dok su kod progresivnijih (kod vecine)
tro¢lane sa ¢ulnom &ekinjom - aristom (slika 40).

Ocellar Vertex

triangle l
~ 0

Frontorbital

Lunula

Ptilinal
suture

Facial ridge

Parafacials

Vertex

Ocelli /

Frons -
F, S
N

2+ antennal A
segment i
s i
Arista =
(plimose) !/ {

P2 Gena or Jowls

Ocellar
triangle

3+ antenmal
segment

Vibrissa

Proboeis

Labellum
Labelhu

Slika 40. Morfologija glave dvokrilca.

Usni aparat je kod vecine grupa za lizanje, odnosno izbacivanje enzima na supstrat i usisavanje
rastvorene hrane. Ovo je izrazeno kod pravih muva, osolikih muva ili vinskih musica
(Drosophilidae). Neke imaju usni aparat specijalizovan za bodenje i sisanje, kao na primer,
komarci ili slicne modifikacije modifikacije. Tipovi usnih aparata kod dvokrilaca prikazani su na
slici 41.

anterior view

cardo

stipes

clypeus

maxilla and labium
posterior view

Jabrum

mandible

Slika 41. Modifikacije usnog aparata kod Diptera.

Kod roda Stomoxys (Muscidae), usni aparat je prilagoden za lizanje i usisavanje ali i za bodenje
jer se hrane krvlju. Ima i onih ¢iji se adulti ne hrane, pa je usni aparat nerazvijen
(Chironomidae). Toraks je kompaktan, mezotoraks je najjace razvijen deo grudi sa snaznom
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muskulaturom. Noge su kod nekih duge, a kod ostalih krace, sa kandZicama, pulvilima ili
empodijumima. Abdomen je graden od 5-9 vidljivih segmenata.

4.1.2 Morfologija larvi Diptera

Veliki broj vrsta Diptera se razmnoZava polno, samo neke vrste su partenogenetske. Neke su
ovoviviparne. Vecina larvi Diptera je crvolika (slika 42). Neke imaju razvijene glavene kapsule,
kao sto je to vecina akvati¢nih vrsta, dok mnoge imaju redukovanu glavu ili je uopste nemaju
(acefalne larve), npr. predstavnici podredova Orthorrhapha i Cyclorrhapha. Ono 3$to je
zajednicko za sve larve dvokrilaca je da na trbusnim segmentima noge nikada nisu razvijene
(slika 37). lako je identifikacija larvi veoma teska, najcesci karakteri od kojih se polazi, posebno
za akvati¢ne larve, je broj laznih nogu, veli¢ina procerkusa i razvijenost glave. Detaljni klju¢ za
akvati¢ne larve dali su Irwin et al. (2003).

thorax abdomen

head capsule | |
./—‘n—"“‘ T YT W N Il

Y

e - ___h _,,L iL *"‘\ | :
L

\ \ anterior prolegs posterior 4" !

prolegs

procercus

antenna

Slika 42. Lateralni prikaz larve Chironomidae.

4.2 Opsta morfologija Coleoptera
4.2.1 Morfologija adulta Coleoptera

Coleoptera se kolokvijalno nazivaju bube, su najveci red potklase Insecta Zvani¢no je opisano
350.000 vrsta. Imaju veliki ekonomski znacaj, pre svega, jer je ogroman broj vrsta Stetocina;
hrane se drvetom, lis¢em, semenima, kozom i dr. Ima i predatora, kao i polinatora. Prednja krila
su vrlo hitinizirana To su elitre (lat. elytra) i prekrivaju membranozna zadnja krila koja najvedi
broj vrsta koristi za let, mada ima i neletaca, Meloideae, neke Carabidae. Opsti plan grade tela
tvrdokrilaca dat je na slici 43. Veli¢ina tela je vrlo varijabilna unutar ovog reda; najkrupniji
tvrdokrilci su veli¢ine oko 15 cm, kao Sto je na primer, Dynastes hercules (Scarabaeidae), dok su
najsitniji oko 0,14 mm, Scydosella musawasensis (Ptiliidae).
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anlenna

antennae

ma\lllan mandlb prelarsus

h \ v tell A d
rojthorax ) scu cllum Ny
(pro) \ 0 / n , A head \ /\

\é\ Q) (projthorax

N mandibles 7

elytral
epipleuron

Slika 43. Opsti plan grade tela tvrdokrilaca.

Glava je prognatna, usni aparat je za grickanje, kod Curculionidae i za busenje biljnog tkiva. O¢i
su dobro razvijene kod vecine vrsta, redukovane kod mnogih pecinskih i vrsta koje zZive u stelji.
Antene su sa po 11 segmenata, moze biti varijabilan. Krila mogu biti redukovana u potpunosti
ili nerazvijen samo drugi para krila. Noge su prilagodene za hodanje i tr¢anje. Prednje noge
mnogih zemljisnih vrsta adaptirane su za kopanje; vodeni tvrdokrilci imaju naj¢es¢e zadnji par
nogu prosiren i prilagoden za plivanje; vrste iz podfamilije Halticinae (Chrysomelidae) imaju
prosirene zadnje femure koji su adaptirani za skakanje. Protoraks je po pravilu Sirok i veoma
pokretan. Broj vidljivih trbusnih segmenata varira od 8-10.

4.2.2 Morfologija larvi Coleoptera

Razvice Coleoptera je holometabolno. Larva tvrdokrilaca se moze razvijati i nekoliko godina i
presvudi vise desetina puta, kao sto ej to kod jelenaka (Lucanidae). Larve su morfoloski veoma
razlicite medu grupama (slika 44). Medutim, zajednicko za sve je da su oligopodne. Kod
mnogih surlasa (Curculionidae), strizibuba (Cerambycidae) ili krasaca (Buprestidae), larve su
apodne, tzv. gr¢ice su poznate kod raznih vrsta gundelja (Melolonthidae), balegara
(Scarabaeidae) i jelenaka (Lucanidae), ali i drugih grupa. Kod vodenih tvrdokrilaca, na priemr
kod gnjuraca (Dytiscidae), larve su izduzene i sa snaznim mandibulama jer su predatori. Opsti
plan grade larvi tvrdokrilaca dat je na slici 45. Vecina tvrdokrilaca ima slobodne lutke, a manji
broj vrsta pokrivene (pupa obtecta).
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Slika 44. Varijabilnost larvi tvrdokrilaca.
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Frontal teeth

Thoracic terga <
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Slika 45. Opsti plan grade larve tvrdokrilaca.

5. Diptera znacajni za forenziku vodenih ekosistema

Dvokrilci su zbog svoje brojnosti i Sirokog spektra nacina ishrane predstavljaju vrlo vaznu
grupu insekata za coveka, narocito StetocCine biljaka i paraziti Coveka i Zivotinja.
Makroklasifikacija reda Diptera je neuskladena. U vecini entomoloskih knjiga se dele na dva
podreda:

* Subordo Nematocera (dugoantenasi)

*  Subordo Brachycera (kratkoantenasi), obuhvata Orthorrhapha i Cyclorrhapha

Medutim, uzimajuci u obzir karakteristike grade larvi i lutaka, mnogi entomolozi klasifikuju
dvokrilce na tri podreda:
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*  Subordo Nematocera
* Subordo Brachycera
*  Subordo Cyclorrhapha

5.1 Razmnozavanje Diptera

Velika vecina Diptera se razmnozavaju polno, samo neke vrste su partenogenetske. Neke su
ovoviviparne. Larve muva su uglavnom crvolike (slika 46). Kod primitivnih grupa larve imaju
glavu sa kratkim antenama, prostim ocima i snaznim mandibulama. Kod vecine, larve su sa
neizrazenom glavom - acefalne (acephala) i sa jakim mandibulama. Ove larve se razvijaju na
leSevima, a mnoge su paraziti gljiva, biljaka i Zivotinja. Larve komaraca, simulida ili hironomida
se razvijaju u vodi, vlaznom zemljistu, organskom otpadu. Lutke su kod primitivnih su
slobodne (pupa libera), a kod vecine zatvorene (pupa coarctata), u strukturi poznatoj kao
burence (puparium).

5.2 Podred Nematocera

Nematocera su primitivna grupa Diptera. Imaga imaju Sestoc¢lane koncaste antene koje su
duZe od glave. Larve su sa dobro diferenciranom glavom i sa horizontalno pokretnim
mandibulama. Lutke su slobodne, bez puparijuma. U okviru podreda se izdvaja mnogo familija
od kojih su naznacajni predstavnici iz: bastenski komarci (Tipulidae), pravi komarci (Culicidae),
krvavi crvi (Chironomidae), crne ili golubacke musice (Simuliidae), papataci (Psychodidae),
muve galice (Cecidomyiidae) i druge. Od posebnog znacaja za forenziku su Chironomidae i
Simulidae, svakako i Culicidae.
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Slika 46. Larve razli¢itih familija iz reda Diptera.

5.2.1 Familija Chironomidae
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Poznato je oko 3000 vrsta hironomida. Zive pored vode u kojoj se razvijaju njihove larve koje
su Cesto crvene boje zbog pigmenta hemoglobina i nazivaju se krvavi crvi. Imaga su sli¢na
komarcima, ali su bez ljuspica na telu i krilima. Cesto se masovno javljaju uvece kada lete u
rojevima. Muzjaci imaju izuzetno peraste antene. Larve se hrane organskim otpadom, a i same
sluze kao bitan izvor hrane ribama. Larve su vazne u forenzi¢kim istrazivanjima jer kolonizuju
potopljeno telo. Najpoznatiji rodovi su Chironomus, Larsia, Cricotopus, Diamesa i drugi. Prikaz
adultai larve dat je naslici 47.

Slika 47. Chironomidae; adult (levo), larve (desno).

5.2.2 Familija Culicidae

Do danas je poznato je preko 3200 vrsta komaraca. Rasprostranjeni su u celom svetu. Imaju
izduzeno telo sa dugim nogama. Krila su pokrivena ljuspicama. MuZjaci imaju peraste antene i
hrane se nektarom. Zenke imaju dobro razvijen aparat za bodenje i sisanje kojim sisu krv
kicmenjaka. Kod nekih vrsta se i zenke hrane nektarom. Razvice larvi se odvija u vodi.

Slika 48. Larve Culicidae.

Larve imaju veoma krupnu glavu sa dobro razvijenim antenama, oc¢ima i usnim aparatom za
grickanje. Hrane se mahom biljnim ali i Zivotinjskim materijalom koji je dostupan u vodi.
Najpoznatije vrste komaraca pripadaju rodovima Anopheles, Culex i Aedes (slika 48). Komarci su
prenosioci mnogobrojnih bolesti koje izazivaju virusi, bakterije, prazivotinje i nematode.
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5.2.3 Familija Simuliidae

Poznato je vise od 2200 vrsta crnih musica. Imaga imaju zdepasto telo i 3iroka krila. Zive pored
&istih i brzih voda u koje polaZu jaja. Zenke simulida si$u krv sisara, pa i ¢oveka. Tipi¢ne regije
koZe koje favorizuju crne musice uklju¢uju mesta bez dlaka, posebno na trbuhu, nogama i
glavi. Na glavi biraju povriinu usne 3koljke, ali i udni kanal. Najpoznatija vrsta kod nas je
Simulium columbaczense - crna (golubacka) musica (slika 49). Ubod crne musice izaziva bolnu
koznu traumu, koja moze krvariti ¢ak i nakon obroka insekta. Buduci da crne muve lete u
rojevima, ¢ovek ili Zivotinja moze biti Zestoko napadnut. One mogu biti vektori mnogih
zaraznih bolesti. Najpoznatije je re¢no slepilo kod ljudi uzrokovano nematodom iz roda
Onchocerca, na primer, O. volvulis. Kolonizuju potopljeno telo; na osnovu prisustva na lesu
moze se odrediti PMI.

Slika 49. Simuliidae; adult (levo), larva (u sredini), larve na lesu (desno).

5.3 Podred (Brachycera) Orthorrhapha

Ovaj podred obuhvata predstavnike familija ¢ije vrste imaju kratke troc¢lane, nepravilne antene.
Lutke su u puparijumima koji pri ekloziji imaga pucaju po pravoj liniji (otuda i naziv ovog
podreda). Najpoznatije familije su Tabanidae — obadi, Asilidae - grabljive muve, Bombyliidae -
muve bumbari, Phoridae - muve giljotine i druge. Za forenzicku entomologiju nije bilo
kandidata za analizu iz ovog podreda.

5.4 Podred (Brachycera) Cyclorrhapha

Ovo je najobimnija grupa Diptera, koja broji ¢ak preko 72.000 vrsta. Na osnovu svoje biologije,
mnogi entomolozi ih smatraju najprogresivnijim. Kao i predstavnici Orthorrhapha, imaju
tro¢lane antene sa cekinjom (arista) koja je na scapus postavljena dorzalno. Larve su acefalne.
Lutke su u puparijumima (pupa coarctata), koji pri izletanju imaga pucaju kruzno, po ¢emu je i
ova grupa dobila ime. U ovaj podred su klasifikovane neke od familija od izuzetnog znacaja u
forenzici: muve zunzare (Calliphoridae), kué¢ne muve (Muscidae), muve mesare
(Sarcophagidae) ili Fannidae, ali i osolike muve (Syrphidae), zitne muve (Chloropidae), muve
mineri (Agromyzidae), vo¢ne muve (Tephritidae) ili vinske musice (Drosophilidae).

5.4.1 Familija Muscidae

Muscidae su svakako napoznatija grupa muva, pre svega po vrstama koje prate coveka. Vrste
potfamilije Stomoxyinae imaju razvijen usni aparat za bodenje i sisanje, dok vrste potfamilije
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Muscinae imaju usni aparat samo za lizanje sa krupnom labelom. Najpoznatije vrste potfamilije
Stomoxyinae su Stomoxys calcitrans koja zivi kod nas i siSe krv Zivotinja i coveka, ujed ove muve
je prili¢no bolan (slika 50). Siroko su poznate muve ce-ce, Glossina palpalis i G. morsitans koje
prenose tripanozome (slika 50).

Slika 50. Stomoxys calcitrans (levo), Glossina palpalis (desno).

Iz potfamilije Muscinae, najpoznatija vrsta je Musca domestica, sinantropna vrsta sa Sirokim
rasprostranjenjem (slika 51). Larve se razvijaju u organskim materijama (dubriste, lesevi), imaga
prenose uzro¢nike mnogih bolesti. Poznata je i vrsta Muscina stabulans koja je takode
sinantropna (slika 51).

Slika 51. Musca domestica (levo), M. stabulans (desno).

5.4.2 Familija Sarcophagidae

Poznato je preko 2000 vrsta. Larve se razvijaju u raznim organskim materijama. Larve nekih
vrsta su paraziti sisara i Coveka. Razvijaju se na raznim delovima tela, ispod koze, gde izazivaju
mijaze. Najpoznatija vrsta koja izaziva mijaze je Wohlfahrtia magnifica, njene larve se razvijaju u
ocima, usima, nosnim 3upljinama i u koZi Zivotinja pa i Coveka (slika 52). Za forenzi¢ku
entomologiju znacajne su vrste iz roda Sarcophaga (slika 53).



Osnovi forenzike u ekologiji akvaticnih insekata

o

TR

Slika 52. Wohlfahrtia magnifica; adult (levo), infekcija usne skoljke psa (desno).

Slika 53. Sarcophaga nodosa.

5.4.3 Familija Calliphoridae

Poznato je oko 1200 vrsta. Imaga su metalno zelene ili plave boje. Vazna karakteristika ove
grupe je raspored Cekinja koje se koriste za razlikovanje vrsta ove porodice. Larve se razvijaju
na organskim materijama (na mesu, leSevima, ranama Zivotinja i sl. Larve nekih vrsta iz roda
Lucilia, L. sericata, L. caesar i Calliphora, C. vomitoria, C. vicina (slika 54) se razvijaju u ranama
zZivotinja, gde se hrane nekroznim tkivom i tako pospesuju zarastanje rana. Ovo je ujedno i
najinteresantnija grupa za forenzicku entomologiju, jer ove muve prve stizu na les i na osnovu
njihovog prisustva se vrlo precizno izra¢unava PMI (slika 55).
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Slika 54. Lucilia caesar (gore levo), L. sericata (gore desno), Calliphora vomitoria (dole
levo), C. vicina (dole desno).

15.8°C 207°C 23.3°C

Time to reach stage (hours) Time to reach stage (hours) Time to reach stage (hours)
Stage Min Max Min Max Min Max
1" instar 406 444 209 236 2 22
2 instar 943 103.3 52.3 523 45 45
3% instar 135.7 158.7 78.3 95.3 77 7
Prepupal 2337 246.7 1279 145.3 145 159.5
Pupal 3823 3923 285.7 3569 264 270
Adult 775 97 486.2 647.8 468.5 6245

Slika 55. Razvice Calliphora vicina u laboratorijskim uslovima.

5.4.4 Familija Fannidae

Familija Fanniidae je mala grupa muva koja je uglavnom ograni¢ena na holarktik.
Identifikovano je 285 vrsta klasifikovanih u pet rodova. Odrasle jedinke su srednje do male
veli¢cine (nekoliko milimetara). Obi¢cno su tamno obojene. MuzZjaci se okupljaju u
karakteristi¢nim rojevima ispod drveca ili ispod lustera u sobama gde izvode ples udvaranja,
dok su zenke slabije aktivne u tom smislu. Larve se odlikuju spljostenim telima sa upadljivim
bocnim ispupcenjima. One su cistaci organske materije u raspadu, te se zbog takve biologije
koriste u forenzi¢kim istrazivanjima.
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Mala kucna muva Fannia canicularis (slika 56), je sinantropna vrsta rasprostranjena u celom
svetu. Dostize duzinu od 4 do 6 mm. OC¢i su sa belim obrubom. Kod muzjaka se odi spajaju na
vrhu glave, dok su kod zenki o¢i razmaknute. Grudi su smede-sive, imaju tri crne, uzduzne
pruge, izraZzenije kod muzjaka. Prva dva trbusna segmenta su bledoZuta sa tamnosmedom
obojenosti u bazi svakog segmenta. Tamne trapezoidne markacije na ostalim segmentima kod
muzjaka tesko se razaznaju kod zenki. Haltere su Zuckaste.

Slika 56. Fannia canicularis.

5.4.5 Familija Scatophagidae

Scatophagidae je familija sa skoro isklju¢ivo holarktickim rasprostranjenjem. Samo 5 od
ukupno 500 vrsta je zabelezeno na juznoj Zemljinoj hemisferi. Najc¢eSce vrste ove familije su
zuto do crvenkasto obojene, a telo im je gusto prekriveno dlakama. Njihove larve se hrane
organskom materijom u raspadanju. Druge vrste su uglavnhom tamne kao adulti a njihove larve
se hrane kao mineri liS¢a, mineri stabljika ili semenjem biljaka. Mogu se pronaci na leSevima,
kada ima ekskremenata (praznjenje creva nakon relaksacije sfinktera) ili kada sadrzaj creva
postane lako dostupan. Najznacajnija vrsta je Scatophaga stercoraria — Zuta muva balegarka
(slika 57).

Slika 57. Scatophaga stercoraria; adult (levo), larve (desno).
Rasprostranjena Sirom severne hemisfere. Odrasla jedinka dostize duzinu od 7 do 10 mm.
Samo telo je crno, ali prekriveno gustim slojem zute ili Zuto-smede dlake, ¢ineci tako ¢itavog
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insekta svetlozutim. Iz toraksa viri nekoliko dugih, crnih dlaka, a krila obi¢no drze preko leda
kada miruju. Odrasle jedinke su aktivne od proleca do kasne jeseni. Larve se javljaju u raznim
stanistima, ali i na leSevima i to kada su prisutni izmet ili sadrzaj creva koji je izloZen.

6. Coleoptera znacajni za forenziku vodenih ekosistema

Red Coleoptera su kod nas poznati kao tvrdokrilci i druga su grupa po znacaju za forenzicku
entomologiju. Neki entomolozi smatraju da su zapostavljena grupa u odnosu na muve, a
osnovni razlog je taj Sto muve brze pronalaze i kolonizuju le§ pa omogucavaju i preciznije
izraCunavanje postmortem intervala (PMI). Medutim, novije studije su pokazale da i neke vrste
tvrdokrilaca mogu kolonizovati le§ u prva 24 ¢asa, npr. Thanatophilus micans (Silphidae) sto
omogucava veoma precizno utvrdivanje PMI.

Tvrdokrilci su bioloski i ekoloski najraznovrsnija grupa insekata koji se hrane leSevima pa moze
pruziti najrazlicitije dokaze u forenzickim istragama, sto joS uvek nije ni priblizno dovoljno
iskoris¢eno.

6.1 Familija Staphylinidae

Opisano je oko 63.000 vrsta stafilinida, poznatih kao kratkokrilci Zive uglavhom ispod kamenja,
kore trulog drveca, u stelji i drugim skrovitim mestima. Neke vrste Zive u mravinjacima koji im
sluze kao skroviste ili se hrane njihovim larvama. Vrste rodova Lomechusa i Oxypoda Zive u
simbiozi sa mravima i luce sekrete kojima se mravi hrane. Telo im je izduzeno i spljosteno sa
vrlo kratkim elitrama po kojima su prepoznatljivi (slika 58). Na kraju abdomena imaju dva
nastavka. lako vrlo brojna, generalno su slabo proucena grupa.

Slika 58. Opsti izgled kratkokrilaca.

Istrazivanja koja su sprovedena u poslednjih par godina izdvojila su neke vrste kao veoma
korisne za utvrdivanje PMI-a na osnovu sastava faune insekata (Omalium spp., Philonthus sp., i
Creophilus maxillosus). Na lesevima u Evropi sre¢u se vrste rodova: Aleochara, Atheta,
Creophilus, Gyrohypnus, Omalium, Tachinus i dr. (slika 59).
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Slika 59. Staphylinidae: Atheta hygrotopora (levo), Omalium rivulare (u sredini), Tachinus sp.
(desno)

Larve su kampodeiformne (nazivaju se jo3 i stafiliniformne), $to znac¢i da su izduzene i
spljosStene (slika 60). U nekim potporodicama (Paederinae, Staphylininae, a u manjoj meri i kod
njihovih neposrednih rodaka) glava je relativno jace sklerotizovana i postoji izrazit ,vrat”.
predlutke potporodice Steninae, ispredaju svilenu ¢ahuru u kojoj se ulutkavaju. Lutke su
egzaratne (otkrivene), bele i nesklerotizovane u svim potporodicama, osim kod kratkokrilaca,
gde su sakrivene, pigmentisane i sklerotizovane, Generalno, nezreli stadijumi se brzo razvijaju,
za nekoliko dana do nekoliko nedelja, a kao odrasli, mogu da zive dugo.
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Slika 56. Larve kratkokrilaca.

Neki istrazivaci doveli su u pitanje tacnost procene PMI na osnovu prisustva stafilinida, jer
sukcesija na leSu moze biti veoma promenljiva u zavisnosti od geoprostorne lokacije, uslova
okoline (tj. temperature i vlaznosti) i vrste doticnog mrtvog organizma. Tokom toplih letnjih
meseci, odrasle jedinke mogu nastaniti le$ vec dva dana nakon smrti, a vreme inkubacije traje
pet dana (Wang et al. 2008). Prisustvo larvi, zajedno sa odsustvom adulata, ukazuje na mnogo
kasniji PMI.

6.2 Familija Silphidae
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Silphidae su mala grupa tvrdokrilaca, sa oko 200 opisanih vrsta, koje naseljavaju pretezno
umereni klimatski pojas. U narodu su poznati kao grobari, strvinari Najpoznatiji predstavnik je
vrsta Nicrophorus vespillo — Sareni grobar. Imaga ove vrste zakopavaju u zemlju ledeve sitnih
Zivotinja i na njih polazu jaja iz kojih se legu larve koje se hrane leSom. Poznate su i druge
nekrofagne vrste, kao Sto je Silpha obscura (slika 57). Ima i Stetocina, na primer, na secernoj
repi; vrste iz roda Aclypea.

Slika 57. Nicrophorus vespillo (levo), Silpha obscura (desno).

Elitre su dobro razvijene, ali su obi¢no krace od tela tako da je nekoliko (1-5) poslednjih
abdominalnih segmenata vidljivo sa dorzalne strane. Antene su sastavljene od 11 ¢lanaka, po
obliku su glavicaste. Skutelum je dobro razvijen i Sirok skoro koliko i glava. Tarzusi svih nogu su
sastavljeni od pet segmenata. Larve se lako mogu razlikovati od ostalih familija, pre svega po
gradi usnog aparata: mandibula, maksila i urogomfi (izrastaji na kraju abdomena)
dvoclankoviti i pokretno zglobljeni za telo (slika 58).
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Slika 58. Larve Silphidae.

Jedino za vrstu Thanatophilus micans (Silphinae) postoji statisticki model razvica koji se moze
direktno primeniti za utvrdivanje PMI, u Americi. Ova vrsta se javlja u ranim fazama raspada
leSa, ali se ipak vecina vrsta javlja u kasnijim fazama. Za evropske vrste ovakvi modeli jo3 uvek
ne postoje. Poznato je da neke vrste (Nicrophorus spp.) mogu usporiti raspad antibakterijskim
dejstvom svoje pljuvacke. Predatorske vrste mogu bitno uticati na sastav faune tela u
raspadanju. Najcesce vrste koje se mogu pronaci na ljudskim leSevima u Evropi su: Silpha spp.,
Thanatophilus spp., Nicrophorus spp., Necrodes littoralis, Oiceoptoma thoracicum.
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6.3 Familija Dermestidae

Otkriveno je i opisano oko 800 vrsta slaninara. Zive u vrlo razli¢itim stanistima, ali se sve hrane
ostacima zivotinja Mogu se nadi u gnezdima ptica, glodara, osa, plela, na suvim leSevima, na
suvom mesu i slanini i slicno. | larve se hrane isusenom organskom hranom i nanose velike
Stete na mesu, kozi i u zbirkama insekata. lako su Stetocine, neke vrste su korisne jer se koriste
za prepariranje skeleta (larve pojedu sve sem kosti). Najpoznatije vrste kod nas su: Dermestes
lardarius - veliki slaninar (slika 59), i u muzejskim zbirkama, narocito zbirkama isekata je velika
Stetocina vrsta Anthrenus museorum (slike 59, 60).

Slika 59. Dermestidae: Dermestes lardarius (levo) Anthrenus museorum adult (u sredini) A.
museorum larva (desno).

Slika 60. Efekti prisustva A. museorum u zbirci insekata.

Vrste koje su znacajne za forenzicke istrage pre svega, pripadaju rodu Dermestes. Dermestidae
se uvek pojavljuju na leSevima u kasnijim fazama raspada (faze post- raspada i pocetak
skeletonizacije). U eksperimentalnim uslovima, na lesu svinje, prve jedinke se pojavljuju nakon
23-50 dana od pocetka eksperimenta. Njihova aktivnost je usko povezana sa atmosferskim i
klimatskim prilikama, jer ne tolerisu povecanu vlaznost i obi¢no su brojne u letnjem periodu.
Zabelezeno je da ukoliko se jedinke Dermestes nadu u dovoljno velikom broju, mogu ljudski les
ocistiti do skeleta za samo 24 dana.

6.4 Familija Scarabaeidae
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Bube skarabeje broje preko 2000 vrsta Cije Zenke prave loptice od balege koje kotrljaju do
svojih jamica i na njih polazu jaja. Na osnovu takvog ponasanja, u narodu su poznati kao
balegari, kotrljani. Larve su te koje se hrane balegom. Poznate su vrste iz roda Scarabaeus: S.
sacer, S. affinis, Copris lunaris, C. hispanus (slika 61).
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Slika 61. Scarabaeidae: Scarabaeus sacer (levo), Copris lunaris (desno).

Zivotne istorije balegara su raznovrsne; adulti se hrane izmetom, le$evima, polenom, zelenim
delovima biljke, vo¢em, biljnim materijalom u raspadanju, gljivama. Neke vrste Zive u
gnezdima mrava, termita, glodara i ptica. Retke vrste su stetocine u poljoprivredi — defolijacija
biljaka ili oSte¢enja na korenu. Neke vrste su veoma korisne kao polinatori. Sporadi¢no se srecu
na leSevima i ne predstavljaju znacajne forenzicke inidikatore posto njihovo prisustvo na lesu
zavisi vise od dostupnih ekskremenata nego do faze raspada lesa.

6.5 Familija Geotrupidae

Po morfologiji i biologiji su sli¢ni predstavnicima familije Scarabaeidae. Zenke vecine vrsta
kopaju jazbine u koje polazu jaja. Tipi¢no su detritivori, unose u svoja gnezda biljnu hranu,
mahom od opalih listova (Cesto plesnivim), ali su povremeno koprofagi, po su ustvari vrlo sli¢ni
pravim balegarima. Jaja se polazu u ili na masu hrane koju Zenke ,sahranjuju”, a larve u razvoju
se kasnije tom masom hrane. Predstavnici ove familije koji se relativno cesto sre¢u na leSevima
u Evropi, Anoplotrupes stercorosus, Geotrupes spiniger, Trypocopris vernalis, Onthophagus sp i
druge (slika 62).

Slika 62. Geotrupes vernalis.

Dubine tunela i jazbina nekih vrsta mogu prelaziti 2 metra u dubinu zemljista, tako da je
potraga za ovim svedocima prisustva tela na odredenom mestu ponekad uzaludna. Inace, na
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osnovu prisustva geotrupida, ne moze se izracunati PMI, ve¢ samo da li se telo moZze dovesti u
vezu sa lokalnom faunom insekata, poput ovih.

6.6 Familija Cleridae

Familija Cleridae obuhvata oko 3500 vrsta, od kojih vecina Zivi u tropima. Upadljivih su boja i
obi¢no Sarene. Sve vrste su predatori. Najpoznatija vrsta je Trichodes apiarius (slika 63). Kao
imago, zivi na cvetovima gde polaze jaja koja pcele sa polenom nose u kosnice, izlegle larve se
hrane larvama i lutkama pcela. Vrsta Thanasimus formicarius se hrani larvama potkornjaka.

Slika 63. Trichodes apiarius (levo), Necrobia rufipes (lesno).

Buduci da su kleride predatori, pronadeno je da se hrane larvama muva, kao i kozom i kostima
ledine (Majka, 2006). Vecina klerida nije od velike koristi u forenzici zbog njihovog izbora hrane,
ali neke vrste, poput Necrobia rufipes (slika 63), mogu biti korisne. Ova kosmopolitska vrsta je
priu¢ena le$om u kasnijim fazama razgradnje tela, tako da njihov dolazak na le§ moze pomoci
u proceni PMI. lako nije najznacajniji insekt na lesini, njegova sposobnost razmnozavanja u
strvini koja je izlozena zivotnoj sredini pruza izvesnu forenzi¢ku vaznost.

6.7 Familija Trogidae

Vrste ove familije su posledniji insekti koji kolonizuju les i to u fazi kasnog postraspada. Hrane
se sasusenim tkivom (koZom, krznom i perjem), mada je eksperimentalno pokazano da mogu
jesti sva Zivotinjska tkiva i tako u potpunosti ocistiti le$ do kostiju. Znanja o biologiji (pre svega
o zivotnom ciklusu) ovih vrsta skoro da ne postoje, usled ¢ega su od marginalnog znacaja u
forenzickim istragama. Evropski rodovi su Trox (slika 64) i Omorgus.

Slika 64. Trox sabulosus.
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6.8 Familija Dytiscidae

Poznato je oko 2500 vrsta iz familije Dytiscidae. Poznati su pod imenom gnjurci. Zive u vodi, i
larve i imago, mada u vreme parenja mnoge vrste izlaze iz vode i lete. Dok su u vodi,
povremeno izlaze na povrsinu radi uzimanja vazduha. Telo im je ovalno i spljosteno. Zadnje
noge su transformisane u vesla. Oba pokretna stadijuma, imago i larva, su predatori.
Najpoznatije vrste kod nas su: Dytiscus marginalis (slika 65) i Cybister lateralimarginalis.
Pricinjavaju Stete u ribnjacima jer se hrane ribljom mladi. Neke vrste roda Rhantus su znacajne
za forenziku (slike 65, 66).

Slika 66. Prisustvo adultnih jedinki gnjuraca povezanih sa postmortalnim artefaktima (crvene
strelice); u gornjem delu grudi (levo) i zadnjem delu glave (desno).

7.Biologija i ekologija vodenih insekata

Preko 80% studija o primeni insekata u istragama utvrdivanja mesta smrti odnos se na
kopnene organizme. Manje od 20% odnosi se na vodene organizme, oko 88.500 vrsta (Huryn,
2009; Dijkstra et al., 2014). Do danas se vecina empirijskih dokaza koji istrazuju kolonizaciju
insekata u vodenim sistemima koncentrisala na muve zunzare (Calliphoridae) i nekoliko
kopnenih insekata koji kolonizuju le$ nakon $to se, zbog nadimanja, izdigne na povrsinu vode.
Uz nekoliko izuzetaka, evolucijski gledano, ne postoje pravi vodeni ,sarkofagni” insekti koji su
funkcionalno evoluirali da bi se hranili samo lesinama, kao sto je to slucaj sa pravim muvama.
Za forenzicka istrazivanja se koriste pre svega larve vodenih insekata, ali i lutke i adulti. Larve
dvokrilaca su, svakako, glavni fokus forenzicara.
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Pored insekata koji su direktno vezani za potopljeno telo, veliki potencijal leZi i u analizi drugih
makroinvertebrata, kao $to su vodeni puZzevi, ali i alge. NataloZeni sedimenti se takode mogu
nadi u potopljenom telu, te se medu njima mogu pronadi i ostaci vodenih insekata.

U zavisnosti od karakteristika mesta pronalazenja tela (reka, jezero, dubina, podloga, stepena
razgradnje i sastava lokalne faune), ljudski ostaci pronadeni u slatkovodnim ili morskim
ekosistemima imaju nekoliko ekoloskih funkcija:

* postaju neposredni ili potencijalni izvori hrane za Siroku lepezu beski¢menjaka i riba
strvinara

* obezbeduju bezbedno mikrostaniste za male nestrvinarske vrste

» privlace razlicite sekundarne predatorske vrste privu¢ene primarnim strvinarima

* obezbeduju supstrat koji primarni proizvodaci, npr. alge i drugi perifiton, mogu
kolonizovati i razvijati se

* u poodmakloj fazi razgradnje sluze kao supstrati za beski¢menjake koji pasu (puzevi,
hironomide), privuceni prevlakama bakterija ili algi (biofilm) na kozi, odedi ili samim
kostima kao izvor kalcijuma i drugih minerala
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Buduci da se le$evi ¢esto nalaze u vodenom okruzenju, vazno je da forenzicari i policija koji
posecuju mesto zlo¢ina imaju vise znanja o vodenim organizmima koji mogu potencijalno
kolonizovati ljude i druge sisare. Uz to, neophodno je poznavanje i fizicko-hemijskih faktora
sredine, ali i osnovne procese kruzenja materije (slika 67).
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Slika 67. KruZenje materije u vodenim ekosistemima.

Insekti koji nastanjuju leSeve, ujedno i ostali zglavkari bivaju uvuéeni u kompetitorske odnose
zbog ogranic¢enih resursa — mrtvo telo. Svaka vrsta opstaje isklju¢ivo zahvaljujuci svojoj
ekoloskoj nisi u okviru koje ostvaruje neku prednost u odnosu na sve druge vrste. Zbog toga je
pravilna identifikacija vrsta od klju¢nog znacaja za forenzi¢ku entomologiju i rasvetljavanje
nekog krivicnog dela. Na primer, znanja o razvojnoj biologiji, ekologiji i geografiji date vrste.
Greske u identifikaciji vrsta mogu za sobom povuci greske u proceni postmortem intervala sto
moze potpuno poremetiti kriminalisti¢ku istragu. Najsire gledano, svaka vrsta insekata moze
biti od znacaja za razli¢ite slucajeve u forenzi¢koj entomologiji. Sa stanovista medicinsko-
pravne entomologije to su pre svega, Diptera i Coleoptera.

lako samo 3% svih vrsta insekata ima akvati¢ne ili semiakvati¢ne stadijume, u nekim
slatkovodnim biotopima insekti mogu da cine preko 95% svih vrsta makroinvertebrata.
Evolucija Sirokog spektra morfoloskih, fizioloskih i bihevioralnih adaptacija kod vodenih
insekata omogucava im da nastanjuju prakti¢no sve vodene sisteme, jezera, potoke, bare i
retko morska stanista. Vodeni insekti mogu nastanjivati i ekstremna vodena stanista, kao 5to su
vreli izvori, razli¢ite rupe u prirodi napunjene vodom, bazeni za kupanje i druge posude
napunjene vodom i ostavljene neko vreme, hladni planinski potoci i drugo.

Zajednice vodenih insekata mogu se uveliko razlikovati unutar i medu stanistima. Ove
zajednice igraju znacajnu ulogu u slatkovodnim ekosistemima u kojima zive, bilo kroz kruZenje
hranljivih materija ili kroz njihov ukupni doprinos kao sekundarnim proizvodac¢ima hrane.
Vodeni insekti doprinose trofickoj strukturi ekosistema ostvarujuéi funkcionalne uloge u
rasponu od detritivora do predatora, istovremeno postajudi izvor hrane mnogim ki¢menjacima
i beski¢menjacima, kao Sto su to na primer, majski cvetovi iz reda Ephemeroptera (slika 68).
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Slika 68. Rojenje Ephemeroptera.

Mnogi vodeni insekti u svom Zivotnom ciklusu pored vodenih larvi imaju i vodene adulte. Neki
imaju vodene larve, a terestri¢ne adulte. Njihov uticaj u ekosistemima nije ograni¢en samo na
vodeno okruzenje, ve¢ se proteze i na kopno, tj. priobalnu zonu. Osnovni proces koji je
insektima predstavljao sustinski problem u evolucijskom uspehu u usvajanju vodenih stanista
je disanje. Insekti su ovo pitanje resili na mnogo razli¢itih nacina, od kojih neki disanjem preko
koze ili Skrgama, ¢ak i ekstrakcijom vazduha iz vodenih biljka (Huryn et al., 2019).

Hidrobiolozi akvati¢ne insekte razmatraju kroz zajednice akvati¢nih insekata. Raznolikost i
integritet zajednica vodenih insekata vazni su zbog uloga funkcionalnih ekosistema koje
obavljaju u svim delovima vodenih ekosistema. Tac¢an sastav zajednice akvati¢nih insekata duz
npr. potoka ili reke je od esencijalnog znacaja zbog translokacije potopljenog tela; pre svega
menjanjem vodostaja.

Promene u vodenim ekosistemima, izazvane bilo prirodno ili antropogeno, mogu rezultirati
promenama u relativnom udelu odredenih grupa vodenih insekata. Vodeni insekti se ¢esto
koriste kao zamena (indirektno) za procenu kvaliteta vode i uticaja zagadenja u slatkovodnom
okruzenju. Na primer, indeks bogatstva EPT (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera) jedan je
primer surogata koji se Siroko koristi u mnogim hidrobioloskim studijama. Bogatstvo vrsta ova
tri insekatska reda koji su netolerantni na zagadenja koristi se u mnogim istrazivanjima kao
pokazatelja stanja Zivotne sredine, koji se takode, mogu iskoristiti u forenzickim istraZivanjima.

8. Akvaticni insekti znacajni za forenziku
8.1 Red Ephemeroptera

Ovi insekti su dobili naziv po tome $to imago zivi veoma kratko, svega nekoliko dana ili ¢ak sati
u zavisnosti od vrste. Trivijalni naziv, vodeni cvetovi, su dobili zato $to se za vreme parenja roje
iznad vode i nakon toga ugibaju i padaju na povrsinu vode odavajuci utisak da voda cveta.
Naseljavaju sve delove sveta, a njihov Zivot vezan je isklju¢ivo za slatke vode (sa nekoliko
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izuzetaka) gde se odvija njihovo embrionalno i postembrionalno razvice. Najpoznatija vrsta je
Ephemera danica (slika 69).

Veli¢ina tela je naj¢es¢e od 10-15 mm. Telo je izduzeno, sa jasno izdvojenom glavom, toraksom
i vretenastim abdomenom. Glava je sa kratkim cekinjastim antenama (slika 70). Imaju slozene
oCi i tri ocele. Usni aparat je za grickanje (znatno redukovan) ali se imago ne hrani. Crevo je
zbog toga ispunjeno vazduhom 3to olaksava letenje. Protoraks je znatno manji od mezo- i
metatoraksa. Krila su membranozna i sa dobro razvijenom nervaturom. Prednji par je znatno
vedi, a kada miruju drze ih uspravno. Dobri su letaci.

Slika 69. Ephemera danica; adult (levo), larva (desno).

Abdomen je graden od 10 segmenata i zavrsava se dugim Cekinjastim cercima. Opsti plan
grade imaga i larve Ephemeroptera prikazan je na slici 71.

Slika 70. Glaveni region Ephemeroptera.

U vreme parenja masovno se javljaju iznad vode, gde nakon parenja muzjaci padaju u vodu, a
zatim i Zenke, gde polazu jaja i nakon toga ugibaju. Povriina vode nakon toga izgleda kao da je
procvetala, pa odatle i narodni naziv vodeni cvetovi. Iz jaja se razvijaju larve koje se znatno
razlikuju od imaga. One se uglavnom hrane algama i biljkama, mada ima i zoofagnih. Imaju
dobro razvijen usni aparat za grickanje i krupne oci i ocele. Noge kod larvi su dobro razvijene, a
na abdomenu su razvijene Skrge, sedma pari, koje su naj¢es¢e u obliku listi¢a ili cuperaka. Na
kraju abdomena su razvijena dva cerka i jedan neparni izrastaj, kaudalni filament (slika 71).
Larve se presvlace vise puta (20-30 puta), a razvice traje 1-3 godine.

Razvice je hemimetabolno, tako da se larve Ephemeroptera obelezavaju kao nimfe.
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Slika 71. Opsti plan grade Ephemeroptera; larve (levo) i imaga (desno).

Vodeni cvetovi su morfoloski i bihevioralno raznoliki, a larve su grupisane u Cetiri Zivotna
oblika prilagodena za:

e plivanje

e puzanjeipenjanje

e prijanjanje i probijanje
e skrivanje u rupama

Od znacaja za forenziku su plivajuce (Baetidae) i spljostene prijanjajuce (Heptageniidae) koje
se hrane svinjskim trupovima (eksperiment) ili u njihovoj blizini (Haefner 2005; Hobischak
1997; Schultenover i Vallace, neobjavljeni podaci). Larve heptageniida i (npr. Ameletidae)
struzu alge i perifiton sa podloga kao sto su stene, balvani ili, u nekim slucajevima, lesevi. One
se ne skrivaju. Larve sakupljaca (eng. collectors-gatherers), poput Baetidae ili Ephemerellidae,
se hrane uglavnom finim ¢esticama organskog materijala [FCOM] jednostavnim sakupljanjem
odakle god je mogu naci, na primer ispod kamenja, u zonama talozenja ili na povriini kamenja
ili drugih supstanci. FCOM se akumuliraju na mnogim mestima (zona taloZenja) u koritu reke,
gde im god rec¢na struja dozvoli da se slegnu iz vodenog stuba.
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8.2 Red Plecoptera

U svetu je opisano oko 2000 vrsta, od toga, oko 400 u fauni Evrope. Adulti kamenjarki su
terestri¢cne forme i Zive blizu vode, a njihove larve prvenstveno u ¢istim, hladnim, tekucim
vodama. Ima i vrsta koje su prilagodene Zivotu u velikim oligotrofnim alpskim jezerima. Postoji
i manji broj vrsta u braki¢nim vodama S obzirom da larve Zive u ¢istim teku¢im vodama se
koriste kao indikatori kvaliteta vode. Opsti izgled adulta i larve kamenjarki prikazan je na slici
72.

I S —————

Slika 72. Rezultati geometrijske morfometrije dve uporedene grupe.

Glava je prognatna sa usnim aparatom za grickanje. Antene imaga i larve su duge i ¢ekinjaste.
Protoraks je krupan, odvojen i pokretan. Krila su dobro razvijena i membranozna. Slabi su
letac¢i. Abdomen je graden od 11 segmenata i na kraju nosi duge cerke (nemaju nikada
centralni filament). Zenke polazu jaja u vodu, gde se odvija embrionalno i postembrionalno
razvi¢e. Hemimetabolni. a larveno razvice traje 1-3 godine.

Larve imaju specificne zahteve kada su parametri: temperatura vode (hladni stenotermi), tip
supstrata (obi¢no Soder i kamene gromade) i veli¢ina tekucice (male do srednje velicine) u
pitanju. Oni diktiraju njihovu distribuciju, kao i sukcesije duz toka potoka i reka (Stevart i
Harper 1996). Uglavnom su karnivori, predatori larvi komaraca, hironomida, vodenih cvetova i
drugih beski¢menjaka. S druge strane, larve i imaga Plecoptera su hrana ribama i drugim
krupnijim predatorima.

Najpoznatije su vrste kamenjarki dolaze iz familije Perlidae. Sirokoprisutan je rod Isoperla, ili
vrste Perla marginata, Dinocras megacephala. Vecina vrsta se ¢vrsto drzi za podlogu, dobro
prijanjajudi. Sto se ti¢e ishrane, mogu se podeliti u dve funkcionalne grupe: one koje grickaju
(Taeniopterigidae, Nemouridae, Pteronarciidae) i predatore (Perlodidae, Perlidae). Iz svih
familija zabelezeni su kolonizatori primecene su kako kolonizuju strvine u teku¢icama, a larve
Pteronarciidae hrane se mesom lososa u laboratoriji (Schuldt & Hershei 1995).

Na osnovu ogranicenih zahteva staniSta kamenjarki, ali i predatorske prirode mnogih vrsta,
prisustvo larvi na utopljenom telu (slika 73) moze ukazivati na to da je ono verovatno
nasukano (zaglavljeno) u brzaku potoka ili reke. Boravak tela na takvom mestu neko vreme
moze omoguditi kolonizaciju drugih insekata, koji bi u to vreme mogli sluziti kao plen
kamenjakama povezanih sa leSom.
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Slika 73. Kolonizovana tela riba velikim brojem larvi Plecoptera.

8.3 Red Trichoptera

U svetu je poznato je oko 5000 vrsta Trichoptera. Adulti su vezani za vegetaciju u neposrednoj
blizini vode, gde se i hrane pretezno te¢nom hranom. Uklju¢eni su u lance ishrane mnogih
vodenih i suvozemnih Zivotinja, pre svega riba i ptica. Slabi su letaci i uglavhom prelecu kraca
rastojanja, ali su noge dobro razvijene, tako da vrlo brzo trée. Siroko rasprostranjeno ime za
ovu grupu insekata je tulari.

Njihovo telo je mekano, obojeni su neupadljivim nijansama, naj¢esce svetlo ili tamno braon,
neke vrste su ¢ak i sa upadljivim Sarama (slika 74). Mandibule su redukovane i usni aparat je
izduzen, prilagoden za sisanje te¢ne hrane. Imaju krupne oci, a antene cekinjaste. Oba pola su
krilata, imaju dva para membranoznih krila pokrivenih gustim dlac¢icama (po ¢emu su i dobile
ime) koje u mirovanju drze sklopljena iznad tela kao krov. Prednja krila su izduzena, dok su
zadnja kraca, odnosno $ira od prednjih. Trbuh graden od 10 segmenata.
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Slika 74. Opsti izgled adultnih jedinki tulara.

Razvice tulara je holometabolno, a filogenetski su povezani sa leptirima. Larve su akvaticne,
oligopodne (slika 75) i formiraju ,kucice” od svilastog materijala koji impregniraju zrncima
peska, delovima biljnog porekla u vodi ili nekog drugog materijala iz okolne sredine (slika 76).

Slika 75. Opsti plan grade larve tulara.
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Slika 76. Kucice tulara izgradene od razli¢itih materijala.

Na primer, neke rane faze larvi kod dve vrste tulara iz porodice Limnephilidae, Pycnopsyche
lepida i P. luculenta, grade kucice sastavljene od ploc¢ica maltene hirurski isecenih od lisca koje
je u vodu palo sa okolnog drveca, koje je potonulo i nakupilo se u potocima. Kako larve rastu i
sazrevaju, a raspolozivi lisni materijal viemenom znacajno opada u potocima, P. lepida menja
tip kucice tako $to u izgradnju uklju¢uje vise mineralnih naslaga (zrna peska) koja lepi svilom.
Takode, larva prelazi u brzu vodu (Cummins 1964). Suprotno prethodnoj vrsti, P. luculenta se
prebacuje sa istog tipa kucice (napravljene od lisnih plocica) na pravljenje kucice oblozene
delovima grancica. Zatim prelazi u sporiju vodu. Stoga, poznavajuéi ponasanje larve odredene
vrste i materijal koji ona koristi za izgradnju kucice u odredenoj fazi svog razvoja, u svrhu
forenzicke istrage moglo bi se odrediti godiSnje doba ili ¢ak mesec kada je telo dospelo u
vodu. Sve to, naravno, u slucaju da se larve tulara pronadu na ostacima Zrtve u toku istrage.
Lutke su po tipu pupa libera (slobodna lutka).

Slucajevi kada su Trichoptera pronadene na leSu takode mogu ukazivati na to da li je les
premesten iz odredenog stanista u lotickom okruzenju (npr. brzaci ili lagune) ili ga je vodena
struja prevezla na drugo mesto, u svakom slucaju, nizvodno. Za mnoge vrste tulara je poznat
geografska distribucija i fenologija, tj. vreme dogadaja odredenih bioloskih faza u njihovom
zivotnom ciklusu. Na osnovu vrsta prikupljenih na leSu, mogao bi se utvrditi i prostorna i
vremenska veza (kao §to je verovatnoca da se le§ premesta na velike daljine ili doba godine
kada je leS premesten u odredeni deo reke. Forenzicki slucaj sa larvom tulara i crvenim
¢arapama utopljenika opisan je u poglavlju 13, Slucajevi.
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9. Drugi zglavkari vazni za forenziku vodenih ekosistema

Nema mnogo podataka o drugim zglavkarima koji kolonizuju les, narocito kada su vodeni
ekosistemi u pitanju. Dok su specifi¢ni insekti dominantni cistaci kopnenih i slatkovodnih
sredina, rakovi, ribe, puZevi i bodljokosci su dominantni Cistaci u morskom okruzenju (Sorg et
al., 1997).

9.1 Grinje

U terestri¢nim ekosistemima pored insekata, znac¢ajne su samo jo$ grinje. One mogu direktno
sti¢i na le$ ili da koriste druge insekte kao prevozno sredstvo. Te grinje koje su vezane za npr.
muve ili neke tvrdokrilce. Vodene grinje su upotrebljene samo jednom u svrho forenzicke
istrage. Tyroglyphus longior (slika 77). Jedna od pronadenih grinja na leu je Tyroglyphus longior
(slika 78). Ova grinja je cesto nalaZena na sirevima kao i njen srodnik T. siro.

Slika 77. Tyroglyphus longior.

Grinja Myianoetus muscarum se hrani ki¢cmenjacima, uklju¢ujuci i ljudske ostatke. lako je strvina
vrlo hranljiva, ona je efemerni resurs koji se slu¢ajno pojavljuje u okruzenju. Pronaci le$ i doci
na hranjenje nije lako kada organizam ne leti, kao na primer, puzajuce grinje duzine manje od
jednog milimetra. Tu na scenu dolazi muva Synthesiomyia nudiseta, koja je ustvari vektor
distribucije grinje. Ova vrsta muve se inace koristi za izracunavanje PMI.
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Slika 78. Grinja Myianoetus muscarum na telu muve Synthesiomyia nudiseta (levo); uve¢ano
(desno).

Muve su izuzetno pokretne i izvrsne su u pronalaZzenju mrtvih organizama. U jednoj fazi svog
zivotnog ciklusa, grinja (Il stupanj nimfe) M. muscarum koristi letacke osobine muve. Male
grinje uspuzu uz noge muve i ¢vrsto se drZe za njeno telo do sletanja na novi les. Ovaj odnos
izmedu grinje i muve naziva se ,forezija“. Kao tip komensalizma, definicija forezije je vezivanje
jedne vrste za drugu iskljucivo u svrhu transporta. Forezija moze biti fakultativna, obligatna ali i
pseudoobligatna (lazna). Na primer, pas koji nosi krpelja vrste Ixodes ricinus na svom telu nije
prava forezija, jer se krpelj hrani krvlju psa sve vreme prevoZenja na drugo mesto. Medutim,
grinja M. muscarum se ne hrani muvom S. nudiseta, vec je iskljucivo koristi u svrhu dolaska do
sledeceg leda. Forezija je uobicajena strategija za male beski¢menjake koji se hrane
raznovrsnim, prolaznim resursima poput strvine, balege ili pecurki. Na primer, neke forezijske
grinje koje se hrane fekalijama ki¢menjaka, transportuju se na Zenkama balegara da bi stigle
do sledece sveze gomile balege.

Francuz Jean Pierre Megnin, jedan od prvih naucnika koji je koristio grinje kao dokaze o
insektima kao pomoc u istragama vremena smrti. Izmedu Megninovih slu¢ajeva u Parizu
devetnaestog veka i danas, samo nekoliko forenzi¢kih istraga koristilo je grinje pronadene na
telima kao dokaz za procenu vremena smrti. Pimsler et al (2016) veruju da bi bolje
razumevanje sukcesije zajednica grinja na leSevima moglo da dovede do preciznijih procena
postmortem intervala. Pimsler i koautori veruju da bi obracanje paznje na grinje moglo
poboljsati procene postmortem intervala. Ove procene se oslanjaju na vremenski okvir kada
tipi¢ne strvinarske vrste obi¢no stizu na les i koliko vremena im treba da zaokruze zivotni
ciklus. Grinje i njihove razvojne faze dodale bi vise vremenskih tacaka ovom vremenskom
sledu, omogucavajuci preciznije procene.

Grinje takode mogu uticati na vremenski raspored i prisustvo drugih insekata koji se obi¢no
koriste u forenzickoj entomologiji. One se mogu takmiciti sa insektima za hranu (le3),
usporavajuci njihov razvoj, ili se u nekim slu¢ajevima mogu hraniti na samim insektima. Prema
Pimsleru, neke grinje, paraziti, sisaju hemolimfu larvi drugih insekata.

Na kraju, mi trenutno zaista ne znamo koje sve ku¢ne i druge grinje mogu imati forenzicke
istrage.

9.2 Rakovi

Mottonen i Nuutila (1977) izvestili su o slu¢ajevima kada su rakovi unistili sva meka tkiva tela,
uklju¢ujuci i parenhimske organe, i naneli lezije sli¢ne kraterima razlicite veli¢ine. U svakom
slucaju, kada je forenzika akvati¢nih sistema u fokusu, najc¢esce se radi o rakovima.
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Slika 79. Procambarus clarkii — crveni mocvarni rak.

U svom radu o crvenom mocvarnom raku, Procambarus clarkii (Pascali et al., 2020) iznose
podatke o njegovoj ulozi ,Cista¢a” u prirodi, a koji je pronaden na ljudskom leSu. Procambarus
clarkii (slika 79) je poreklom iz slatkih voda severnog Meksika, juga i jugoistoka Sjedinjenih
Drzava, ali takode introdukovan i druge delove sveta, tako da ga ima na svim kontinentima,
gde je Cesto invazivna vrsta (Crandall, 2010).

Jedinke ovog raka pronadene su na preminuloj osobi od 85 godina koja je plutala kanalom za
navodnjavanje 18 dana nakon njenog nestanka. Tokom istrage mesta zlocina, u blizini tela
pronadeni su primerci crvenih mocvarnih rakova. Aktivnost hranjenja ovih nedememicnih
rakova doprinela je stvaranju specifi¢nih povreda na telu i stvaranju velikih o$tecenja organa
unutar lesa. Cilj ovog rada bio je da ilustruje aktivnost ¢iscenja, odnosno hranjenja P. clarkii na
ljudskom telu, kao i da istakne potencijalne postmortalne artefakte uzrokovane ovom vrstom.
Ovo je prvi izvestaj o stvarnom slucaju postmortalnih povreda koje su rakovi vrste P. clarkii
proizveli na utopljenom ljudskom telu. Do sada se rakovi nisu smatrali korisnim u proceni
minimalnog postmortalnog intervala. Medutim, vazne modifikacije na leSevima koje proizilaze
iz aktivnosti ovih Zivotinja treba svakako uzeti u obzir.

Bube mokrice, odnosno rakovi iz reda Isopoda (slika 80) se ponekad mogu naci na strvinama.
One su zabelezene na primer, na trupu jelena (slika 81). Izopodni rakovi zive u moru, u slatkoj
vodi ili na kopnu. Svi imaju ¢vrste, segmentisane egzoskeletne dorzalne ploce, dva para
antena, sedam pari nogu na grudnom regionu i pet pari dvogranih dodataka na trbuhu koji im
sluze za disanje. Zenke svoje mladunce nose u vrecici ispod grudi.
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Slika 80. Isopoda.

Ovi sitni organizmi predstavljaju jedine poznate kopnene rakove, odnosno, sve faze njihovog
Zivota se odvijaju na kopnu. Neki su sposobni da se saviju tako da se sklupcaju u loptu kako bi
se zastitili od neprijatelja. Obi¢no se nalaze u stelji, pod kamenjem ili u vlaznoj zemlji, ali se
ponekad javljaju u velikom broju na strvini. Poput ostalih organizama koji Ciste zemljiste, kao
$to su stonoge gujini ¢esljevi (klasa Diplopoda), ¢esto se nalaze u ispod samih ostataka lesa,
zoni koja je u kontaktu sa povrsinom stelje.

Slika 81. Bube mokrice na trupu jelena.

10. Sakupljanje insekata na lesu
Metode sakupljanja insekata i drugih zglavkara su brojne, a nove tehnike se jos uvek razvijaju. lako su

opste metode za sakupljanje insekata entomolozima ve¢ poznate, za prikupljanje specificnog taksona u
odredene svrhe moze zahtevati poseban protokol koji treba slediti.

10.1 Metode sakupljanja insekata
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Skupljanje insekata i zglavkara moze biti generalno ili ciliano, povremeno ili formalno, kvalitativno ili
kvantitativno. Obi¢no se uzorci prikupljaju radi odgovora na odredena pitanja (Sta je ovde, da li se broj
vrsta X menja u odnosu na broj vrsta Y, koliko vrsta Z ima na 10 biljaka?). Alati i tehnike prikupljanja razlikuju
se u zavisnosti od toga u koju kategoriju ili kombinaciju kategorija spada Zeljeno posmatranje. Neke
tehnike koje se koriste za prikupljanje uzoraka mozda nece biti prikladne za odredena pitanja (npr.
kvalitativno prikupljanje nece dozvoliti poredenje gustine vrste X izmedu tri polja).

Skupljanje entomoloskih uzoraka sa tela moze poceti tek kada se potpuno obradi okolnina nalaska tela. U
skladu sa opstim protokolima obrade mesta smrti, pojedinac koji ima ovlascenje prvo mora dati dozvolu
za prilazak telu na mestu dogadaja. Cesto ovu dozvolu daje lekar ili mrtvozornik. Postoji i drugo misljenje,
da se prikupljanje uzoraka sprovede pre uklanjanja tela sa lica mesta. Kada se to uradi, izuzetno je vazno da
se nista ne pomera ili uzima sa leda osim insekata i drugih zglavkara koji su jasno vidljivi na povrsini tela.
Svakako, trebalo bi da postoje ogranic¢enja oko skidanja odece sa tela i neposrednog podrucja oko tela.

10.1.1 Direktno sakupljanje uzoraka

Sakupljanje direktno sa ostataka obic¢no se odnosi na sakupljanje jaja i meSanog uzorka larvi; odnosi se na
razliCite stupnjeve, odnosno veli¢ine. Prose¢na veli¢ina uzorka je 50 do 100 jedinki. Treba ih sacuvati u
nekom od konzervansa, najbolje u KAA, mada je i 96% alkohol upotrebljiv (videti poglavlje 10.1.2). Uzorak
jaja muva moze biti i nekoliko stotina. Buduci da se larve takode ¢esto nalaze u izobilju, nije tesko prikupiti
nekoliko stotina. lako je pedeset preporuc¢ena minimalna veli¢ina uzorka, zbirke od nekoliko stotina larvi je
jos bolje. Kada ih ima u velikom broju, larve se mogu sakupiti lopaticom (slika 82). Uzorci se zatvaraju u
plasti¢nu vrecicu sa patentnim zatvaracem i tako sa mesta smrti transportuju u forenzicku laboratoriju,
posebno ako su ostaci u stanju uznapredovale razgradnje. Ako se tokom obdukcije pronade odredena
faza Zivota insekta, istrazitelj bi trebalo da se vrati na mesto dogadaja u nastojanju da se otkrije i potvrdi
prisustvo faze Zivota nestalih insekata.

Slika 82. Sakupljanje larvi sa lesa.

Nakon $to su posmrtni ostaci uzeti sa tela izvlace se iz vrecice i stavljaju na obdukcijski sto; vrsi
se njihovo posmatranje i identifikacija.Ako je telo bilo odeveno, neophodan je potpun i
detaljan pregled odece koji moze otkriti i druge faze razvica iste vrste zglavkara. Nabore u
odeci u kojima se mogu nalaziti jaja, larve, lutke ili odrasle jedinke treba paZljivo otvoriti i
pregledati. Odeca koja je vlazna ili kontaminirana izmetom su mesta sa velikom verovatnocom
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nalaza entomoloskih dokaza. Ako se radi o ubistvu, samoubistvu ili sumnjivoj smrti, stavljanje
ruku pokojnika u papirne kese zalepljene na zglobove ¢esto je standardna praksa. Ovo se radi
kako bi se ocuvali eventualni strani tragovi, poput fragmenata koze ili kose koji su zalepljeni za
ruke. Pregled ovih papirnih kesa za ruke nakon njihovog uklanjanja na obdukciji je neophodan,
jer zglavkari koji inficiraju rane na rukama mogu otpuzati s ostataka tokom tranzita. Odrasli
letedi organizmi, pre svega muve, mogu se prikupljati entomoloskom mrezom.

Prikupljanje uzoraka iz zatvorenih objekata predstavlja nekoliko problema za forenzickog
istrazitelja u pre svega, u proceni kolonizacije tela. Prvo, ako je zatvorena konstrukcija dobro
zatvorena (npr. noviji automobili sa zatvorenim prozorima i vratima; dobro zatvorene
prostorije; i novije, dobro izolovane kuce), hemikalije koje emituju razgradena tkiva koje
privlace insekte ne Sire se tako brzo kao u situaciji kada su tela bila izloZena, tj. na otvorenom. U
ovim istrazivanjima postavlja se pitanje koliko je vremena proslo pre nego $to su mirisi
konacno probili restriktivne granice zatvorene strukture?

10.2 Metode sakupljanja akvaticnih insekata

Pored vodenih ekosistema, mesta sakupljanja insekata mogu ukljucivati obale, reke, bare, jarke
za navodnjavanje ili drenazne sisteme, ribnjake, kanalizacione sisteme, otvorene bunare ili
kiSne bacve. U svakom od ovih stanista odredene vrste zglavkara mogu imati specijalne
adaptacije za prezivljavanje jedinstvene za ovo okruzenje. Vecina vodenih vrsta prikupljenih iz
ostataka ne hrani se direktno tkivima u raspadu. Medutim, neki vodeni ¢lankonosci ce koristiti
potopljena ili plutajuca tela kao skloniste ili kao ¢vrstu povriinu za vezivanje kako bi olaksali
hranjenje. Vodeni zglavkari naj¢eice koriste telo kao objekat za hranjenje algama koje ¢e tu
rasti (slika 83), ili se filtraciono hraniti, ili kao skloniste za skrivanje od predatora.
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Slika 83. Sastruganje algi sa lesa.
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Slika 84. Kraba iz roda Cancer na lesu praseta.

IstraZivanje mrtvih pacova smestenih u vodeno okruzenje nagovestilo je da ce odredene vrste
dvokrilaca (Chironomidae) kolonizovati telo kako odmice vreme (Keiper et al. 1997). Ove
vodene larve mogu imati odgovor na odredivanje duZine vremena potapanja u odredenim
delovima neke drzave. Treba pomenuti i vodene rakove koji ¢e se obilno hraniti ljudskim
tkivom (Smith 1986) ili potopljenim telo praseta iz eksperimenta (slika 84) proizvodeci
postmortalne tragove.

10.2.1 Mreze za sakupljanje insekata sa dna reka i jezera

Za sakupljanje vodenih insekata koriste se razliciti tipovi mreza, bagera i klopki, tako da
metode mogu biti aktivne i pasivne. Na slici 85 prikazana je standardna mreza za prikupljanje
bentosnih organizama.

Slika 85. Standardna bentosna mreza.

Surberova mreza (slika 86) se koristi za uzimanje kvantitativnih uzoraka organizama koji zive u
sedimentu ili 3ljunku korita tekucica gde je protok vode manji od 10 cm/s. Ceste su mreze sa
velikim aluminijumskim okvirima sa povrsinom uzorkovanja od 0,1 m? Naravno, postoje i sa
manjim okvirima, prilagodenjima kao $to su rucke, bocne stranice od PVC-a za prosirenje
obima, kao i produzivace koje se sastoji od niza mrezastih dodataka zatvorenih ili otvorenih
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krajeva sa filterima. Filteri se stavljaju da u kontejner sa sakupljanje upada materijal po principu
selekcije, tj. po veli¢ini organizma koji se prikuplja.

Slika 86. Surberova mreza; model (levo), primena (desno).

Hess-ov uzorkiva¢ se koristi u slicnim okolnostima kao Surberova mreza, ali je jos tacniji.
Osnova Hess-ovog uzorkivaca se gura u podlogu kako bi se ukopala. Dve jake rucke
omogucavaju snazno guranje i rotiranje cilindra u korito potoka. Za upotrebu na tvrdim
podlogama, Hess-ov uzorkivac je takode dostupan, snabdeven zupcima za secenje podloge.

Strana koja je orijentisana uzvodno je zapusena velikim filterom (Zeljene velic¢ine) kako bi se
sprecio ulazak beski¢menjaka van zone uzorkovanja (slika 87). Sa donje strane, orijentisane
nizvodno, nalazi se mrezasta vrecica sa zatvorenim filterom na vijke. Sli¢no obliku planktonske
mreze, ova vreca ce sakupljati sve beski¢menjake unutar podru¢ja uzorka. Kasnije se moze
precizno izraCunati broj beski¢menjaka u odnosu na povrsinu koja je uzorkovana.

Posto je uredaj glomazan, moze se koristiti na mestima plime i oseke, kao i umerenog udara
talasa.

Slika 87. Hess-ov uzorkiva¢; model (levo), primena (desno).

10.3.2 Bageri za sakupljanje insekata sa dna rekai jezera
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Za potreba monitoringa zivotne sredine istraZzuje se i bentos, odnosno, prikupljaju se
beski¢menjaci sa dna vodenih basena. Vecina vrsta makrozoobentosa je u osnovi sedentarna i
njihova prirodna rasprostranjenost obi¢no pokazuje dobre odnose sa njihovim sedimentnim
stanistem i dubinom.

Petersonov bager je namerno napravljen kao tezak uredaj za zarivanje u duboko, ¢esto i tvrdo
dno (slika 88). Moze da primi do 8 uklonjivih tegova. Otvori omogucavaju protok vode dok je
zahvat spusten, smanjujuci dijagonalno kretanje, takode i smanjujuci ¢eoni udarni talas.
Postoji i reza sa sigurnosnom iglom koja sprecava zatvaranje lopatica kako bi se sprecile
povrede. Mehanizam u obliku bajoneta dizajniran je za otpustanje samo kada su bager za
uzorkovanje na dnu i sajla opusteni. Celjusti mehanizma se zatvaraju povlac¢enjem sajle. Za rad
su potrebni vitlo i kran zbog radne tezine.

Slika 88. Petersonov bager; model (levo), primena (desno).

Ekmanov bager (slika 89) je izbor za meka dna bez vegetacije, ili dna koja su obrasla samo
vegetacijom sa kratkim, uspravnim rastom. MoZe se koristiti i za dna koja se sastoje od
mesavine peska, kamenja i drugih krupnih ostataka vegetacije. Ekmanov bager je
specijalizovan za uzimanje kvantitativnih i kvalitativnih uzoraka makroskopske faune dna kako
bi se utvrdila produktivnost mekog dna, posebno onih sastavljenih od fino usitnjenog blata,
potopljenog laporca i sitnog treseta. Pogodan je za preliminarne i preciznije radove.
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Slika 89. Ekmanov bager; model (levo), primena (desno).

10.3 Rastvori za cuvanje uzoraka

Postoji mnogo nacina kako se prikupljeni uzorci mogu sacuvati. Ukoliko je neophodno da se
uzorci kasnije obraduju hemijskim, molekularnim i slicnim metodama, treba pravilno unapred
predvideti nacin konzerviranja. Slicno je i za eventualne kasnije analize vezane sa skening
mikroskopiju ili neke fizicke analize.

10.3.1 Rastvori za cuvanje terestri¢nih uzoraka

a) Etil alkohol (etanol ili ETOH): Etanol je najpogodniji za entomoloske svrhe sa 75-80% i moze se
koristiti za ubijanje i o¢uvanje odraslih jedinki i larvi nakon fiksiranja u Kahle-ovom rastvoru ili KAA.
Etanol se obi¢no kupuje na veliko u koncentraciji od 95%. Rastvor 80% etanola se moze napraviti
dodavanjem 15 delova destilovane vode u 80 delova 95% etanola.

b) KAA (KAAD): Sastoji se od 95% etanola 80-100 ml, glacijalne sircetne kiseline 20 ml i
kerozina 10 ml Ovaj rastvor treba koristiti samo za usmrcivanje larvi. Uzorci ne smeju
ostati u ovom rastvoru duze od 12 sati, jer postaju lomljivi i neprikladni za ispitivanje.
Uzorci u ovom rastvoru treba da budu prebaceni u 75-80% rastvor etanola odmah po
usmrdivanju.

¢) Kahle-ov rastvor: Sastoji se od 95% etanola 30 ml, formaldehida 12 ml, glacijalne
sircetne kiseline 4 ml i vode 60 ml. Moze se koristiti za ubijanje i prezervaciju odraslih
insekata, kao i za ¢uvanije larvi.

d) XAA: Ovaj rastvor se moze koristiti umesto KAA (ili KAAD), ali je retko u upotrebi.
Receptura za njegovo pravljenje je: izopropil alkohol 60 ml, ksilen 40 ml i glacijalna
sircetna kiselina 50 ml.

10.3.2 Rastvori za cuvanje akvaticnih uzoraka
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a) Karnojev rastvor: Pravi se od hloroforma (30%) 30 ml, etil alkohola (95%) 60 ml i
glacijalne sircetne kiseline 10 ml. Pogodan je kao sredstvo za ubijanje i konzerviranje
vecine vodenih insekata mekog tela. Medutim, uglavnom se ne koristi zbog opasnosti
od sastojka hloroforma.

b) Etil alkohol (90-95%): Najpopularniji je rastvor za prezervaciju jaja, larvi i lutki vecine
vodenih insekata. Adulti vodenih insekata se mogu sacuvati dugo, ¢ak i u 75-80%
etanola.

) Kahle-ov rastvor: Pogledati komentar za Kahle-ov rastvor iznad.

d) Pampelov rastvor: Pravi se od sledecih hemikalija: formalin 10 ml, etil alkohol (95%) 30
ml, glacijalna sircetna kiselina 7 ml i destilovana voda 53 ml.

10.4 Prikupljanje meteoroloskih podataka

Pored prikupljanja insekata na mestu pronalaska tela, prikupljanje meteoroloskih podataka je
neophodno. Pravilna dokumentacija meteoroloskih uslova na mestu dogadaja kriti¢na je za
analizu prikupljenih primeraka zglavkara koji su poikilotermni organizmi. Ta¢ne klimatoloske
informacije su od kriticnog znacaja za procenu vremena kolonizacije (time of colonization -
TOCQ) ili perioda aktivnosti insekata (PIA) entomoloskim sredstvima. TOC ili PIA mogu biti
ekvivalentni minimalnoj proceni postmortalnog intervala (PMI). Vreme koje potrebno
zglavkarima da zavre svoj Zivotni ciklus u velikoj meri je odredeno temperaturama i
relativnom vlazno$cu u odredenoj sredini kojoj su izlozeni. Drugi klimatoloski uslovi (na
primer, padavine, puno sunca, snezni pokrivac¢ i magla) takode mogu uticati na stopu razvoja
insekata, ponasanje i navike hranjenja strvina. Zbog toga bi forenzi¢ki entomolog trebalo da
razvije osnovno znanje o klimatologiji i njenom uticaju na ekologiju strvinara.

Pod uslovom da su na raspolaganju odgovarajuci izvori hrane, temperatura je najvazniji faktor
koji uti¢e na rast i razvoj insekata. S obzirom da su zglavkari hladnokrvni, temperatura upravlja
brzinom enzimskog delovanja na rast insekata. Uopsteno govoreci, insekti se sporije razvijaju i
sporije stare kada su temperature nize. Nasuprot tome, oni su u stanju da se brze razvijaju, pod
uticajem visih temperatura.

Larve muva imaju sposobnost da regulisu temperature okoline formiranjem agregacija. Kao i
kod svakog drugog organizma, postoje gornji i donji temperaturni pragovi. Kada su ove
granice premasene, efekti mogu biti smrtonosni za organizam u razvoju. Bioloska adaptacija
mase drva pomaze u osiguravanju da ovi pragovi ne budu premaseni, i omogucava larvama
unutar mase da se razvijaju na optimalnijoj temperaturi, ,po Zelji insekata”.

Da bi procenio starost pronadenih insekata i naknadna odredivanja TOC ili PIA, forenzicar treba
da zabelezi nekoliko ocitavanja temperature na mestu pronalaska tela. PredloZzena minimalna
merenja temperature su:

* Temperatura spoljnog vazduha zabeleZzena ocitavanjem na visinama 0,3 i 1,3 m u
neposrednoj blizini tela.
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*  Temperatura povrsine zemlje koje se dobijaju postavljanjem termometra na povrsinu
tla.

* Temperatura povrsine tela postavljanjem termometra na gornju povrsinu tela.

*  Temperatura ispod povrsine tela postavljanjem termometra izmedu tela i povrsine tla.

* Temperatura same mase larvi umetanjem termometra u srediste mase (slika 90). Treba
voditi raCuna da se ostaci leSa ne ostete.

« Temperatura tla izmerena neposredno nakon uklanjanja tela na zemljistu koje se
nalazilo ispod ostataka pre njihovog uklanjanja.

Slika 90. Merenje temperature u agregaciji larvi muva.

11. Entomotoksikologija

U forenzic¢koj entomologiji, termin entomotoksikologija oznac¢ava analizu toksina nagomilanih
u telu zglavkara (uglavhom dvokrilcima i tvrdokrilcima) koji se hrane strvinom.
Entomotoksikologija je potpolje ekotoksikologije i moze se podeliti na forenzicku i ekolosku
entomotoksikologiju na osnovu rezultata (slika 91).
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Slika 91. Reorganizacija koncepta entomotoksikologije.

Koristeci zglavkare pronadene na i u lesu, takode i na mestu zlocina, istrazitelji mogu utvrditi
da li su toksini bili prisutni u telu u trenutku smrti. Ova tehnika je veliki napredak u forenzici;
ranije slicna istrazivanja nisu bila moguca u slucaju tesko razgradenih tela. Trenutna
istrazivanja uticaja toksina na razvoj zglavkara, takode, omogucila su bolje procene
postmortem intervala.

Sta je potrebno uraditi? Detektovati toksine u pronadenim insektima i utvrditi sve efekte
toksina na razvoj insekata. Lekovi mogu imati razli¢ite efekte na stope razvoja zglavkara.
Morfin, heroin, kokain i metamfetamin su cesto umesani u slu¢ajeve kada se koristi forenzicka
entomologija za razreSavanje nekog slucaja izdomena kriminalistike.

Faze rasta insekata pruzaju osnovu za utvrdivanje uzroka u izmenjenim ciklusima kod
odredene vrste. Promena nacina ili trajanja odredene faze razvoja insekta ¢esto moze ukazivati
na prisustvo toksina u strvini kojom se insekti hrane. Tvrdokrilci i njihov izmet cesto se koriste u
entomotoksikologiji, ali prisustvo toksina je Cesto i rezultat hranjenja tih tvrdokrilaca larvama
muva koje su se prethodno hranile strvinom koja sadrzi otrovne materije.

Ipak, u forenzici se nacesce analiziraju dvokrilci, larve, ali i odrasli (Gagliano-Candela &
Aventaggiato (2001). Efekte toksina je moguce analizirati i primenom metode geometrijske
morfometrije na oblik i velicinu krila kod mnogih vrsta. Kada se uporede rezultati sa
kontrolnom grupom, mogu se detektovati mnoge aberacije 92 i 93). Na ovu temu, vec se
objavljuju nau¢ni ¢lanci (Cvetkovi¢ et al., 2020).
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100pm

Slika 92. Krlio Drosophila melanogaster (Drosophilidae) sa postavljenim referentnim tackama
koje ce se uporedivati primenom geometrijske geometrije.
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Slika 93. Rezultati geometrijske morfometrije dve uporedene grupe.

Studijom larvi vrste Sarcophaga tibialis (Diptera: Sarcophagidae) utvrdeno je da na primer,
barbiturati povecavaju duzinu larvalnog stadijuma kod muva, $to ce na kraju prouzrokovati
povecanje vremena potrebnog za dostizanje stadijuma lutke (Musvasva et al., 2001).

Smatralo se da morfijum i heroin usporavaju brzinu razvoja muva (Carvalho et al., 2001; Introna
et al., 2001). Medutim, paZljivije ispitivanje efekata heroina na razvoj muva pokazalo je da on
zapravo ubrzava rast larvi, a zatim smanjuje stopu razvoja stadijuma lutki. Heroin zapravo
povecava ukupni vremenski razvoj od jajeta do odrasle jedinke. Istrazivanjem vrste Lucilia
sericata (Diptera: Calliphoridae), uzgajane na razli¢itim koncentracijama morfijuma ubrizganim
u meso, pronadene su vece koncentracije morfijuma u egzuvijama lutke nego kod odraslih
Bourel et al., (2001). Kokain i metamfetamin takode ubrzavaju brzinu razvoja muve (Introna et
al., 2001).

12. Molekularne metode u forenzickoj entomologiji

Molekularna analiza je jos jedna od metoda koja se moze iskoristiti u forenzi¢kim
istrazivanjima. Alati za molekularnu biologiju povecali su sposobnost forenzi¢ara da
okarakteridu bioloske dokaze do tacke u kojoj je moguce analizirati male uzorke i postici visok
nivo individualizacije. Na osnovu rezultata, osim $to se moze utvrditi identitet mrtve osobe,
kao i eventualne ubice, moguce je otkriti i identitet artropodne faune pronadene na
istrazivanom mestu. Znanje o markerima koji se mogu upotrebiti raste i sve ih je vise. Ovo
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uklju€uje: obradu uzoraka sa povecanjem broja analiziranih uzoraka odjednom, kao i prikaz
rezultata sa poboljsanjem kvaliteta. Takode, uklju¢uje koriicenje genetskih informacija i novih
markera za pruzanje istraznih zaklju¢aka, kao i poboljsanje automatizacije pomocu robotike,
razli¢itih hemikalija i boljih softverskih alata. Zatim, kori$cenje alternativnih platformi za
detektovanje DNK u uzorcima; razvoj integrisanih mikrofluidnih/mikroproizvodnih uredaja za
obradu DNK uzoraka sa vecom propusnoscu, brzim vremenom obrtanja, manjim rizikom od
kontaminacije, smanjenom radnom snagom i manjom potro$njom materijala (dokaznih
uzoraka). Na kraju, poboljsano ocitavanje DNK sekvence. Svakako, uoceni su nedostaci u
znanju, ali su iz dosadasnjih analiza primeceni i novi pravci u kojima ce molekularna biologija
verovatno voditi polje forenzike (Budowle & van Daal, 2009).

12.1 Prikupljanje i konzerviranje materijala

Za prikupljanje materijala za molekularnu analizu, vrlo je bitno sti¢i na vreme na lice mesta i
pravilno sakupiti uzorke. Mozda najvazniji korak za istrazitelja smrti je da sto pre ubije i sacuva
reprezentativni uzorak insekata povezanih s leSom.

Postoji odredena fleksibilnost u pogledu metoda konzerviranja, ali DNK koja ce biti od koristi
se obi¢no moze izvudi iz insekata koji su konzervirani pomocu 95% etanola, ili zamrzavanjem,
ili oboje. Konzervans koji sadrzi formaldehid (formalin) ne treba koristiti, tako da na eventualne
prikupljene uzorke ¢uvane u ovom konzervansu ignorisati. Ako etanol ili zamrziva¢ nisu odmah
dostupni, uzorci se mogu ohladiti, na primer, ledom iz najblize prodavnice hrane ili limenkama
bezalkoholnih pica iz automata i odrzati hladnim za transport do laboratorije. Plasti¢na kutija
10x10 mesta, takozvani krioboks (eng. cryobox) je idealan za skladistenje uzoraka u zamrzivacu
(Slika XX). Niska temperatura, npr -20°C obezbeduje duzi vek uzoraka koji se mogu iskoristiti za
kasniju izolaciju DNK. Insekti se u ovom slu¢aju moraju staviti u specijalne plasti¢ne
mikrotubice od 2 ml koje staju u krioboks (slika 94). One imaju navoje sa gumenim prstenom u
poklopcu radi osiguranog zaptivanja. Neki forenzic¢ki entomolozi preporucuju ubijanje crva
blansiranjem u vrucoj vodi. Ova tehnika ne bi trebalo da ometa DNK analizu.

Slika 94. a) krioboks za 100 uzoraka, b) plasti¢na mikrotubica.
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Crvi pronadeni u odsustvu leSa mogu jo$ uvek imati tkivo zrtve u svojim crevima. Takvi
primerci moraju se odmah ubiti i sacuvati (ili staviti na led da bi se snizio metabolizam). U
suprotnom, dokazi ce se svariti i izgubiti.

12.2 Ekstrahovanje DNK iz uzoraka

Pre ekstrakcije DNK iz insekta, u zavisnosti od same velic¢ine i stadijuma jedinke, one se moraju
disekovati. U najve¢em broju slucajeva, dovoljno je iskoristiti nogu insekta, ali kod manjih
jedinki moze se koristiti i cela. U tom slu¢aju se punktiraju grudi, rede glava, Trebalo bi
izbegavati disekciju abdomena, zbog kontaminiranja sadrzajem iz creva. Inace, forenzicki
uzorci mogu sadrzati i ,zagadujuce” Cestice iz okoline koji inhibiraju amplifikaciju ciljane DNK
sekvence PCR metodom. Cak i kada postoji dovoljno Zeljenih DNK molekula za konvencionalnu
analizu, moze doci do gre$aka zbog prisustva inhibitora PCR; u sustini, efikasan broj DNK
molekula za PCR je smanjen.

Za ekstrakciju DNK se najcesce koristi komplet, odnosno kit za izolaciju DNK. U opticaju je npr.
KAPA kit za izolaciju DNK. To termostabilni sistem proteaze i pufera koji omogucava ekstrakciju
DNK za samo 15 minuta, nakon ¢ega se odmah moze poceti sa PCR procesom. Ekstrakcija DNK
se izvodi u samo jednoj epruveti ¢ime se znacajno smanjuje rizik od gubitka uzorka i
kontaminacije.

Ako se u uzorku testira vise uzoraka, ili vise vrsta, pomesana DNK razdvaja se pomocu prajmera

specifi¢tnog za vrstu.

12.3 PCR i DNK amplifikacija

Kada se ekstrahuje i izoluje, uzorak DNK prolazi kroz PCR protokol, gde dolazi do uvecanja
mase ciljanog segmenta DNK (slika 95).
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r...TACAATTATCGCCTAAACTTCAGCC ................ CAATTTCCAAATCCTCCAATTAT. . . .

... .ATGTTAATAGCGGATTTGAAGTCGG. . . . o v vt v i v e e v GTTAAAGGTTTAGGAGGTTAATA. . ..
(b) ....TACAATTATCGCCTAAACTTCAGCC....... ... .u.. CAATTTCCAAATCCTCCAATTAT. ...

<-GTTAAAGGTTTAGGAGGTTAATA

TACAATTATCGCCTAAACTTCAGCC->

« . JATGTTAATAGCGGATTTGAAGTCGG . « v v v v v v v v v v v s s GTTAAAGGTTTAGGAGGTTAATA. . ..
(c) TACAATTATCGCCTAAACTTCAGCC. .. ... oo i i n CAATTTCCAAATCCTCCAATTAT
ATGTTAATAGCGGATTTGAAGTCGG. « v v v v v v v v v an s a s GTTAAAGGTTTAGGAGGTTAATA
TACAATTATCGCCTAAACTTCAGCC. . . ... o i il CAATTTCCAAATCCTCCAATTAT
ATGTTAATAGCGGATTTGAAGTCGG. « v v v v v v i v e e e GTTRAAAGGTTTAGGAGGTTAATA

Slika 95. Sematski dijagram procesa lan¢ane reakcije polimeraze.

Tehnologija genotipizacije lan¢ane reakcije pre-polimeraze, poznata kao PCR, generisala je
podatke o sekvenci mitohondrijalne DNK (mtDNK) za mnoge muve. Pojava PCR tehnologije
(Sakai et al., 1988), direktnog sekvenciranja PCR proizvoda (Hillis et al., 1996) i univerzalnih PCR
prajmera, onih koji deluju na veliki broj taksona (npr. Kocher et al., 1989), ucinilo je relativno
lakim stvaranje molekularno-genetickih podataka za mnoge vrste koje nikada ranije nisu bile
ispitivane.

a) Dugacki molekuli DNK, ekstrahovani iz eksperimentalnog uzorka, pomesani su u
rastvoru sa hemijskim sastojcima za replikaciju DNK. Tipicna meta je mali deo DNK,
oznacen isprekidanim linijama.

b) Dvolan¢ana DNK uzorka je toplotom podeljena na pojedina¢ne lance, omogucavajuci
kratkim lancima DNK (prajmeri), da se kre¢u do duzih lanaca. Jedina prikazana DNK
sekvenca su prajmeri i mesta postavljanja prajmera. Obi¢no su dva pocetna mesta
udaljena nekoliko stotina baza. Enzim koji sintetide DNK, oznacen strelicom, izgradice
novi molekul DNK iz prajmera, koristeci lanac uzorka kao $ablon.

¢) Na kraju prethodnog koraka, napravljene su dve kopije DNK regiona definisanog
prajmerima. Proces se ponavlja mozda dvadeset pet do trideset pet puta, pri cemu se
koli¢ina ciljne DNK svaki put priblizno udvostrudi.
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Lancana reakcija polimeraze je u potpunosti iskoristiva za analizu insekata vezanih za les, jer je
najvedi broj insekata moguce podvrgnuti metodi. Sperling i sar. (1994) su prvi predlozili DNK
dijagnosticki test za forenzi¢ki vazne insekte. Oni su direktno sekvencirali mtDNK gene za
podjedinice citohrom c oksidaze jedan i dva (COI + ll), takozvane barkoding sekvence. Takode,
deponovali su podatke o ocitanim sekvencama da bi se razlike medu vrstama insekata mogle
komparirati. Ipak, okarakterisali su samo tri vrste muva: Protophormia terraenovae, Lucilia
(Phaenicia) sericata i L. illustris. MtDNK je haploidna, javlja se u mnogo vecem broju kopija po
celiji u poredenju sa nuklearnom DNK (nuDNK), i Zivotinjska mitohondrijalna DNK ima relativno
stabilan raspored polimorfnih gena koji kodiraju proteine visoko konzerviranih RNK gena.

12.4 Identifikacija insekata bazirana na COI sekvenci

Barkodiranje DNK je metoda identifikacije vrsta pomocu kratkog segmenta DNK odredenog
gena. Pretpostavka DNK kodiranja je da se pojedinacna sekvenca moze Kkoristiti za
identifikaciju organizma na nivou vrste. Ova metoda se moze uporediti sa barkodovima
odstampanim na proizvodima u prodavnicama koje ocitava skener. Ovi barkodovi se Cesto
koriste u taksonomiji. Na osnovu baze sekvenci koja se svakodnevno dopunjuje novim
sekvencama pravi se svojevrstan katalog koji sluzi pronalazenju identi¢ne sekvence. Takode,
mogu se uporediti prethodni statusi taksona koji su idnetifikovani tradicionalnom
taksonomijom u nastojanju da se odrede granice vrsta. Treba naglasiti da je 5’ kraj COI je
predlozeni univerzalni DNK bar-kod za Zivotinje (Herbert et al., 2003; Rubinoff et al., 2006).

12.4.1 Provera amplifikacije DNK

Za proveru veli¢ine kopiranih fragmenata DNK koristi se metoda elektroforeze. Testira se da li
ima dovoljno upotrebljive DNK za kasniju analizu, tj. sekvenciranje DNK. Elektroforeza na gelu
od agaroze je najefikasniji nacin razdvajanja fragmenata DNK razlicitih veli¢ina u rasponu od
100 bp do 25 kb. Agaroza je izolovana iz morskih algi Gelidium i Gracilaria i sastoji se od
ponovljenih podjedinica agarobioze (L- i D-galaktoza). Za razdvajanje DNK pomocu
elektroforeze u agaroznom gelu, DNK se ubacuje u prethodno izlivene jamice (bunari) u gelu i
ceo sistem se prikljucuje na struju (slika 96).
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Slika 96. Kadica za elektroforezu.

Fosfatna okosnica molekula DNK (i RNK) je negativno naelektrisana, pa ce, kada se stave u
elektri¢no polje, fragmenti DNK migrirati na pozitivno naelektrisanu anodu. Posto DNK ima
ujednacen odnos masa/naelektrisanje, molekuli DNK se krecu i razdvajaju po velic¢ini unutar
agaroznog gela. Nakon razdvajanja, molekuli DNK se mogu vizualizovati pod UV svetlom
nakon bojenja odgovarajucom bojom (slika 97).

24 25 26 27 28 29 30 3 32 33 34 35 36 I7 36

Slika 97. Rezultati elektroforeze na gelu slikani pod UV zracima.

Brzina migracije molekula DNK kroz gel odredena je mnogim faktorima: veli¢inom molekula
DNK, koncentracijom i tipom agaroze, prisustvom etidijum bromida, naponom struje i drugo.

12.4.2 Metabarkodiranje

Metabarkodiranje je barkodiranje DNK ili RNK na nacin koji omogucava istovremenu
identifikaciju mnogih taksona unutar istog uzorka. Glavna razlika izmedu barkodiranja i
metabarkodiranja je u tome $to se metabarkodiranje ne fokusira na jedan odredeni organizam,
vec ima za cilj utvrdivanje sastava vrsta unutar uzorka (slika 98). Zbog toga je ovo idealna
metoda kada su hidrobioloska ispitivanja zajednica makrozoobentosa u pitanju. Samim tim,
metoda je visoko iskoristiva i za utvrdivanje identiteta vodenih organizama vezanih za
potopljena tela koja forenzicari istrazuju.
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Slika 98. Barkodiranje i metabarkodiranje.

Postupak samog metabarkodiranja sa zasniva na uobi¢ajenom barkodiranju. Dakle, prolazi
kroz faze ekstrakcije DNK, PCR amplifikacije, sekvenciranja i analize podataka. Barkod se sastoji
od kratkog promenljivog genskog regiona koji je koristan za taksonomsku identifikaciju. U
zavisnosti od toga da li je cilj barkodiranje jedne vrste ili metabarkodiranje vise vrsta, koriste se
razlic¢iti geni. U ovom drugom slucaju koristi se univerzalniji gen koji poseduju mnogi
organizmi. Metabarkodiranje ne koristi DNK/RNK jedne vrste kao polaznu ta¢ku, vec DNK/RNK
iz vise razlic¢itih organizama iz jednog mesovitog uzorka.

12.4.3 Sekvenciranje

Sekvenciranje DNK je proces Citanja sekvence nukleinske kiseline, tj. redosleda nukleotida u
DNK lancu. Uklju¢uje bilo koju metodu ili tehnologiju koja se koristi za ocitavanje redosleda
nukleotida, odnosno redosleda cetiri baze: adenina, guanina, citozina i timina (ukoliko se radi o
DNK). Poznavanje DNK sekvenci postalo je neophodno za osnovna bioloska istraZivanja i u
brojnim primenjenim oblastima kao $to su medicinska dijagnoza, biotehnologija, bioloska
sistematika, virusologija kao i forenzicka biologija. DNK sekvenciranje moze se koristiti zajedno
sa metodama DNK profilisanja za forenzi¢ku identifikaciju i testiranje ocinstva. Uzorci DNK
sacuvani su u otiscima prstiju, pljuvacki, folikulima kose itd. Prikaz rezultata sekvenciranja
prikazan je na slici 99.
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Slika 99. DNK sekvenca dobijena iz automatske masine za sekvenciranje.

Nakon dobijanja DNK sekvence pristupa se njenom uporedivanju sa istom sekvencom u banci
gena, ukoliko je neko vec ranije deponovao. U bioinformatici, BLAST (basic local alignment
search tool), prevedeno: osnovni alat za pretrazivanje lokalnog poravnanja) (Casey, 2005) je
algoritam i program za poredenje informacija o primarnim biolokim sekvencama, kao 3to su
aminokiselinske sekvence proteina ili nukleotidi sekvenci DNK i/ili RNK. BLAST pretrazivanje
omogucava istraziva¢u da uporedi predmetnu sekvencu proteina ili nukleotidne sekvence
(koja se naziva upit) sa bibliotekom ili bazom podataka o sekvencama. Ulazna sekvenca mora
biti obradena i prevedena u FASTA ili Genebank format.

Na ovaj nacin, vrlo je moguce proveriti prethodnu identifikaciju insekata koja je uradena na
osnovu njihove morfologije.

12.4.4 Pirosekvenciranje

Tehnoloski napredak u molekularnoj biologiji je izuzetno brz i tesko je predvideti metode koje
ce biti uobi¢ajena praksa samo za nekoliko godina. Medutim, dve nove tehnike genotipizacije,
koje se vec rutinski koriste u drugim oblastima, poput medicinske genetike, izgledaju posebno
pogodne za forenzic¢ku identifikaciju insekata. JHedna od njih je prosekvenciranje.

To je metoda sekvenciranja DNK koja se temelji na principu ,sekvenciranja sintezom", u kojoj
se sekvenciranje vrsi otkrivanjem nukleotida ugradenih DNK polimerazom. Oslanja se na
detekciji nukleotida pomocu svetlosti, baziranoj na principu lancane reakcije u kojoj se
oslobada pirofosfat. Ovom metodom se odreduju sekvence kratkih segmenata DNK (<100
baza). DNK uzoraka se kopira, a identitet svakog nukleotida (tj. sekvence) ugradenog u
sintetizovani lanac belezZi se u realnom vremenu, nije potreban PCR ili elektroforeza, a nakon
sto se ekstrahuje uzorak DNK, moze se izvrsiti veliki broj analiza pirosekvenciranja u roku od
nekoliko minuta po relativno niskim troskovima.

13. Slucajevi

U poslednjem poglavlju ove knjige bi¢e predstavljeno nekoliko sluc¢ajeva razreSenja
vremena, nacina ili mesta smrti odredene osobe, koriste¢i sva prethodno stecena
znanja iz razlicitih sfera forenzicke nauke.

13.1 Slucaj ,crvena carapa”

Benecke (2004) je izvestio o ubistvu iz pedesetih godina proslog veka koje je ukljucivalo slucaj
larvi tulara (najverovatnije vrste Limnophilus flavicornis) koje se odnosilo na vlakna crvenih
Carapa koje je nosila preminula osoba. Medutim, vlakna su pronadena samo na samom vrhu i
na dnu kucice, $to ukazuje na to da je larva tulara vecim delom vec imala napravljenu kucicu, a
zatim je dovr3avala na leSu. Na to ukazuju vlakna upletena na vrhu kudice, a nakon tog
uplitanja, kudicu je pri¢vrstila za samu crvenu ¢arapu na sta ukazuju vlakna na dnu kucice. S
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obzirom da postupak vezivanja traje nekoliko dana, procenjeno je da je telo bilo u vodi
najmanje nedelju dana.

13.2 Mumija deteta i grinje

Godine1879, mnogo pre nego $to su TV emisije poput CSI i Bones stvorile generaciju
forenzi¢kih entomologa iz fotelje, Jean Pierre Megnin, jedan od prvih naucnika koji je koristio
dokaze o insektima kao pomoc u istragama smrti, ispitivao je isuseno telo zenskog deteta
pronadenog na praznom mestu u Parizu.

+«Mumija deteta o kome je re¢ prekrivena je slojem finog smedeg praha koji se sastojao
isklju¢ivo od egzuvija grinja, kao i njihovih fekalija. Na povrsini tela nije bilo nijedne Zive grinje,
ali unutar lobanje je jo$ uvek je bila velika, aktivna kolonija. Sve ove grinje pripadaju jednoj
vrsti Tyroglyphus longior. Kolonije grinja i crvi pronadeni na leSu dokazuju da je vreme smrti
mumije priblizno izmedu 3est i osam meseci.

13.3 Termiti na nefosilizovanim ljudskim kostima

Cilj ove studije bio je da opiSe prve zapise aktivnosti termita na nefosilizovanim ljudskim
kostima pronadeni u Brazilu. Slucajevi zabelezeni u ovoj studiji proizasli su iz forenzicke analize
Sest ljudskih skeleta pronadenih na severoistoku Brazila izmedu 2012. i 2014. Tragovi tunela i
gnezda koja su cesto proizvodili termiti pronadeni su na nekoliko povrsina ljudskih kostiju, kao
i primerci i karakteristicni znaci osteofagne aktivnosti. U Cetiri slucaja identifikovane su vrste:
Amitermes amifer, Nasutitermes corniger (na dva kostura) i Microcerotermes indistinctus. U druga
dva slu¢aja aktivnost termita na povrsini kostiju dokazivali su ostaci gnezda i tuneli koje su ovi
insekti proizveli na kostima (slika 100). U uzorcima ljudskih ostataka dostupnih za ovaj izvesta;j,
broj sakupljenih termita bio je veci na kostima pronadenim tokom jeseni, kisne sezone na
severoistoku Brazila.
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Slika 100. Tragovi delovanja termita na kostima.

Ispitane ljudske kosti u ovom slucaju pokazale su da su termiti insekti sa velikom znacajem pri
degradaciji kostiju, sposobnim da nastave proces razgradnje ljudskih ostataka ¢ak i u potpuno
skeletizovanim telima.

13.4 Triazolam i smrt 22-godiSnje zene

Ovo je slucaj upotrebe ekotoksikologije u rezresavanju PMI i uzroka smrti. Otkako su J. C. Beier i
njegovi partneri 1980. godine prvi put pokazali moguénost da se toksini mogu ekstrahovati iz
crva koji se hrane ljudskim ostacima, upotreba entomotoksikologije u istrazivanjima pojavila se
na polju forenzi¢cke entomologije (Pounder, 1991). Primer jednog takvog slucaja bio je otkrice
22-godisnje zene sa istorijom pokusaja samoubistva 14 dana nakon njene smrti. Zbog
uznapredovale faze razgradnje tela, ni iz jednog uzoraka tkiva ili organa nije se moglo utvrditi
prisustvo toksina. Preko analize gasne hromatografije (GC) i tankoslojne hromatografije (TLC)
larvi Cochliomiia macellaria (Diptera: Calliphoridae) pronadenih kako se hrane telom Zene,
otkriven je fenobarbital za koji se smatra da je bio uzrok smrti i da je prosao kroz njen probavni
sistem (Introna et al., 2001).

U Francuskoj su Pascal Kintz i njegove kolege uspeli da pokazu upotrebu entomotoksikologije
za otkrivanje toksina koji nisu otkriveni tokom analize telesnih tkiva i te¢nosti u telu
pronadenim otprilike dva meseca nakon smrti. Analiza te¢ne hromatografije na tkivu organa i
licinkama Calliphoridae pronadenim na mestu dogadaja otkrila je postojanje pet lekova
legalno izdatih na recept. Triazolam je, medutim, otkriven samo u analizi crva, ali ne i u
uzorcima tkiva prikupljenih iz organa. Uporedna istrazivanja su pokazala povecanu osetljivost
toksikoloSke analize uzoraka muva nego uzoraka tkiva le3a. Slican slu¢aj podrazumevao je
otkrivanje ostataka 29-godisnjaka za kojeg se zna da je koristio drogu; poslednji put je viden
Ziv pet meseci ranije. Kori$cenjem toksikoloskih testova (GC i GC-MS), otkriveno je prisustvo
kokaina u razlozenom misicnom tkivu i u crvima pronadenim na telu. Medutim, zbog prili¢ne
razgradnje misicnog tkiva, mnogo validniji uzorci pokupljeni su iz crva kod kojih nije bilo
nusproizvoda usled raspadanja tkiva.

13.5 Samoubistvo vesanjem

Telo 38-godisnjeg muskarca pronadeno je 23. jula 2012. u nepotpuno raspadnutom stanju.
Nestanak je prijavljen 15. Jula iste godine. Forenzi¢kim uvidajem je uvtrdeno da nema znakova
borbe ili povreda na telu. Pristupilo se utvrdivanju post mortem intervala koris¢enjem
entomoloskih podataka.

Dana 24. jula ekipa forenzicara izvrsila je uvidaj mesta na kome je telo pronadeno. Uzorkovano
je zemljiste na kome se telo raspadalo kao i zemljiste iz blize okoline. Laboratorijski je
analizirano 300 larvi Diptera u trecem stupnju (L3) larvalnog razvoja, od kojih je 287 pripadalo
familiji Calliphoridae, dok je 13 jedinki pripadalo familiji Sarcophagidae. Ukupno 179 jedinki
kaliforida je ubijeno u vreloj vodi i fiksirano u 80% etanolu, a ostale jedinke su sacuvane zive i
odgajene do adulta. Od 13 jedinki sarkofagida, 9 ubijeno, 4 ostavljeno za odgajanje. Larve su
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hranjene trulom govedinom, ¢uvane na temperaturi od 27.5°C (£1°C) i 75% relativne vlaznosti
vazduha, sto je prema Nacionalnom meteoroloskom institutu (IMMET) odgovaralo lokalnoj
klimi. Takode, pronadeno je 7 odraslih jedinki i 10 larvi (L1-L3) vrste Oxelytrum cayennense
(Silphidae).

Larve kaliforida su identifikovane kao Hemilucilia segmentaria, koja je ve¢ opisana kao vrlo
pouzdana u razre$avanju forenzic¢kih slucaja. 20 adulata ove muve smatrani su najstarijim
uzorcima te vrste pronadenim na leSu. Prema de Souza et al. (2012) vreme razvoja adulta iz
jajeta traje 10-11 dana na temperaturi 28.03 + 1.60°C (slika 101). Prema tome, period aktivnosti
ove vrste (PIA) pocinje 21. jula.

24 jul 26. jul 1. avgust

07 = ({1

Slika 101. Vreme razvoja Hemilucilia segmentaria od L3 do adulta.

Medutim, postoji moguc¢nost i da H. segmentaria ne predstavlja najstarijeg insekta koji se
nasao u uzorku, pre svega, jer lutke nisu bile prisutne na mestu uzorkovanja. Odsustvo lutki
povezano je sa nepotpuno raspadnutim telom, nedostatkom resursa zbog kompeticije sa O.
cayennense. Pronadeno je da su larve muve bile napadnute od adultnih jedinke silfida
(posmatrano je ponasanje insekata u ovom slucaju)

Zakljucak:
e Prisustvo L2 i L3 larvi O. cayennense ukazuje da je do kolonizacije ove vrste silfida doslo
pre 18.-19. jula minimum (slika 102).
e Postoji mogucénost da je do samoubistva doslo na dan prijave nestanka Zzrtve
(maksimum PMI)
o Uzrok razlike max i min moze biti zbog vremena koje je proslo od momenta kada su
muve sletele na telo i poloZile jaja na le$ do razvi¢a u stupanj L3.
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Slika 101. Uporedni pregled razvi¢a H. segmentaria i O. cayennense.
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