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Streszczenie

Konsorcjum naukowe pod przewodnictwem Centralnego Laboratorium Kryminalistycznego Policji podjeto
sie opracowania metody analizy DNA mikrobiomu gleby, ktéra znajdzie zastosowanie w badaniach krymina-
listycznych. Celem projektu o akronimie SMAFT (Soil Microbiome Analysis Forensic Tool, http://smaft.eu/),
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (DOB-BIO10/03/01/2019), jest stworzenie nowe-
go narzedzia umozliwiajacego powigzanie $ladu w postaci probki gleby z okreslong lokalizacjg geograficzna.
W pierwszej czesci artykutu przyblizono pojecie mikrobiomu oraz przedstawiono mozliwosci wykorzystania
analiz DNA mikrobiomu w kryminalistyce. W jego drugiej cze$ci szczeg6towo opisano etapy realizowanego
projektu, poczgwszy od zbierania probek gleby z r6znych miejsc Polski w czterech porach roku i izolacji z nich
DNA mikrobiomow, poprzez oparte na technologii MPS (ang. Massively Parallel Sequencing) sekwencjono-
wanie izolatbw oraz opracowanie testu genetycznego zawierajgcego zestaw markerow metagenomicznych
pozwalajgcych na skuteczng indywidualizacje probek gleby, az po stworzenie systemu informatycznego umoz-
liwiajgcego analize i interpretacje otrzymanych wynikéw, ktéry obejmuje baze danych profili DNA mikrobiomdw
gleb pochodzacych z ré6znych miejsc Polski.
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Wstep

Centralne Laboratorium Kryminalistyczne Policji jako
instytut badawczy prowadzi badania naukowe z dzie-
dziny kryminalistyki. Realizowane tutaj projekty majg na
celu opracowywanie metod i technologii wspierajgcych
zapobieganie, wykrywanie oraz zwalczanie przestep-
czosci. Jednym z gtbwnych zagadnien pozostajgcych
od kilku lat w obszarze zainteresowania genetyki sgdo-
wej jest wykorzystanie genomiki réznic indywidualnych,
epigenomiki oraz metagenomiki i analizy metataksono-
micznej do projektowania i rozwijania innowacyjnych
narzedzi przewidzianych do stosowania w policyjnych
laboratoriach kryminalistycznych. Obrany kierunek ba-
dan naukowych wpisuje sie w priorytety wyznaczone
przez panstwa Sojuszu Pétnocnoatlantyckiego (NATO)
z Sojuszniczym Dowddztwem Transformacji i Organi-
zacjg ds. Nauki i Technologii Sojuszu oraz Europejskg
Agencjg Obrony na czele, uznajace genomike za jed-
ng z dwudziestu technologii przetomowych, ktérych

rozwijanie ma kluczowe znaczenie dla zapewnienia
bezpieczenstwa.

W przeciwiehstwie do genetyki, ktéra bada gtow-
nie geny i mechanizmy ich dziedziczenia, genomika
jest stosunkowo nowa dziedzing biologii zajmujacg
sie analizg genomu, czyli petnej informacji genetycz-
nej danego organizmu. Powstata dzieki intensywnemu
rozwojowi informatyki i technik biologii molekularnej,
a przede wszystkim nowoczesnych technologii se-
kwencjonowania, zwtaszcza masowego, rownolegtego
sekwencjonowania — MPS (ang. Massively Parallel
Sequencing) stanowigcego jedno z najwazniejszych
osiggnie¢ nauk biologicznych ostatnich dwoch dekad
(Heather, Chain, 2017). Genomika strukturalna obej-
muje okres$lanie sekwencji genomu danego organizmu
i jego organizacji oraz identyfikowanie obszaréw od-
powiadajacych poszczegdlnym genom. Zadaniem
genomiki funkcjonalnej wraz z epigenomikg (modyfika-
cje DNA), transkryptomikg (mMRNA), proteomika (biatka)
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i metabolomikag (metabolity) jest okreslanie funkcji ge-
néw i regionébw niekodujgcych, a takze mechanizméw
ich regulacji, badanie interakcji pomiedzy genami
oraz miedzy genami a srodowiskiem, w tym analiza
wptywu produktow ekspresji gendéw na funkcjonowa-
nie komorek, tkanek, narzgdéw i catych organizméw
(Khodadadian i in., 2020). Poszukiwaniem ogolnych
praw rzgdzgcych genami zajmuje sie genomika teo-
retyczna, ewolucjg gendéw — genomika porébwnawcza,
a osobnicze zr6znicowanie genomoéw, najbardziej in-
teresujgce z kryminalistycznego punktu widzenia, jest
przedmiotem badan prowadzonych w ramach genomi-
ki réznic indywidualnych (Slésarek, 2012).

Zastosowanie w badaniach kryminalistycznych ge-
nomiki w potgczeniu z technologiag MPS pozwala na
prowadzenie analiz, ktére jeszcze do niedawna byty
zbyt kosztowne lub wrecz niewykonalne z powodu
ograniczen technicznych. Obecnie mozliwe jest jed-
noczesne badanie markeréw STR (ang. Short Tandem
Repeat) i SNP (ang. Single Nucleotide Polymorphism)
autosomalnego DNA, markeréw chromosoméw ptci
X i Y oraz mitochondrialnego DNA (mtDNA), po-
zwalajgce na pozyskanie oprocz ,standardowych”
danych identyfikacyjnych osoby réwniez informacji
dotyczacych jej cech fenotypowych oraz pochodzenia
biogeograficznego, nawet w przypadku matych ilosci
lub stabej jakosci DNA znalezionego na miejscu prze-
stepstwa (Kayser, 2015; Ambers i in., 2016; Bruijns,
Tiggelaar, Gardeniers, 2018). Dodatkowo, korzystajac
z markeréw epigenetycznych, mozna analizowac pro-
file metylacyjne ludzkich genomoéw i na ich podstawie
wzglednie doktadnie okre$la¢ wiek nieznanej osoby,
rozroézniac bliznieta monozygotyczne oraz identyfiko-
wac tkanki i ptyny ustrojowe (Zbiec¢-Piekarska i in.,
2015; Vidaki, Kayser, 2018).

Mikrobiom i jego potencjat w kryminalistyce
Pomimo ciggtego udoskonalania metod stuzgcych
identyfikacji osobniczej zdarzajg sie sytuacje, w ktdrych
zastosowanie jedynie genomiki nie pozwala rozwiaé
watpliwosci pojawiajgcych sie w toku prowadzonych
dochodzen. Publikowane na przestrzeni ostatnich lat
wyniki badan wskazuja, ze w takich sytuacjach od-
powiedzi na niektére pytania mozna znalez¢ dzieki
metagenomice, dziedzinie nauki zajmujgcej sie ba-
daniem DNA mikrobioméw, tj. DNA pozyskiwanego
bezposrednio ze srodowiska, bez koniecznosci pro-
wadzenia hodowli laboratoryjnych zamieszkujgcych je
spotecznosci.

Chociaz naukowcy zajmujg sie badaniem mikrobio-
moéw juz od kilku dziesiecioleci, jeszcze do niedawna
brakowato jasnej, uniwersalnej definicji mikrobiomu.
Z tego powodu w marcu 2019r. w ramach projektu Micro-
biomeSupport (https://www.microbiomesupport.eu/)
odbyto sie potaczone z warsztatami spotkanie duzej
miedzynarodowej grupy ekspertéw zajmujgcych sie
badaniem mikrobiomow, kt6rzy dyskutowali nad zrede-
finiowaniem tego terminu. Rok p6zniej Berg i in. (2020)

w opublikowanym obszernym komentarzu, bedgcym
podsumowaniem spotkania, przedstawili wypracowa-
ng woéwczas propozycje. Opiera sie ona na definicji
z 1988 r. (Whipps, Lewis, Cooke, 1988), ktdra opisuje
mikrobiom jako spoteczno$¢é mikroorganizméw (mi-
krobiota) zasiedlajgcych scisle okreslone Srodowisko
o charakterystycznych cechach fizykochemicznych.
Jak zauwazajg Berg i in. (2020), definicja ta oprocz
spotecznosci drobnoustrojéw o okreslonych wtasciwo-
Sciach i funkcjach uwzglednia rowniez jej interakcje ze
Srodowiskiem prowadzgce do tworzenia specyficznych
nisz ekologicznych. Mikrobiom stanowigcy dynamiczny
i interaktywny mikroekosystem, ktéry podlega zmia-
nom w czasie i przestrzeni, pozostaje zintegrowany
z makroekosystemami, np. eukariotycznym gospoda-
rzem, wptywajgc na jego funkcjonowanie i zdrowie.
Nalezy podkresli¢, ze w sktad mikrobiomu wchodzg
mikrobiota (tj. zywe mikroorganizmy nalezgce do réz-
nych taksonéw) oraz miejsce ich aktywnos$ci (ang.
theatre of activity) obejmujgce cate spektrum czaste-
czek wytwarzanych przez mikroorganizmy, w tym ich
elementy strukturalne (kwasy nukleinowe, biatka, lipi-
dy, polisacharydy), metabolity (czgsteczki sygnatowe,
toksyny, czasteczki organiczne i nieorganiczne) oraz
czagsteczki powstajgce w wyniku warunkéw panuja-
cych w otaczajgcym srodowisku, w tym produkowane
przez wspotistniejgcych gospodarzy, a takze wszystkie
ruchome elementy genetyczne, np. fagi, wirusy, pla-
zmidy, transpozony, integrony oraz pozakomérkowe
DNA, w tym reliktowe DNA pochodzgce z martwych
komorek (Berg i in., 2020).

Kazdy cztowiek, podobnie jak kazdy inny zywy
organizm, kazde konkretne miejsce, np. tgka i pocho-
dzaca z niej gleba czy jezioro i pochodzgca z niego
woda, sg unikatowymi srodowiskami determinujgcy-
mi w duzym stopniu, jakie mikroorganizmy i w jakich
proporcjach ilosciowych w nich zyja. Sekwencjonowa-
nie i/lub analiza metataksonomiczna DNA mikrobiomu
danego miejsca pozwala na okreslenie jego unikato-
wego profilu, ktéry moze by¢ pordwnywany z profilami
mikrobiomdw pochodzacych z innych siedlisk. Wyni-
ki badan prac prowadzonych na przestrzeni ostatnich
kilkudziesieciu lat wskazujg, ze w przysztosci mozliwe
bedzie wykorzystywanie w celach kryminalistycznych
DNA ludzkiego mikrobiomu pochodzacego z réz-
nych miejsc ciata cztowieka (Fierer i in., 2008; Ravel
iin., 2011; Tridico i in., 2014; Schmedes i in., 2018).
Cztowiek pozostawia swéj mikrobiologiczny ,$lad”
w miejscach, ktére odwiedza, np. na miejscu zbrodni
(Hampton-Marcell i in., 2020), jak réwniez na dotyka-
nych przez siebie przedmiotach (Lax i in., 2014), takich
jak telefony komérkowe (Fierer i in., 2010), gardero-
ba (Lax i in., 2015) i tkaniny (Lee i in., 2016), oraz na
osobach, z ktérymi ma kontakt (Neckovic i in., 2020).
Dowiedziono tez, ze ludziom towarzyszg specyficzne
~chmury” drobnoustrojow, ktérych sktad moze stano-
wi¢ podstawe ich identyfikacji osobniczej (Meadow
i in., 2015). Dodatkowo, jak zauwazajg Clarke i in.
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(2017), zsekwencjonowanie mikrobiomu konkretnego
cztowieka moze dostarczy¢ danych wystarczajgcych
nie tylko do jego identyfikacji, ale takze do uzyskania
informacji o jego pfci, stanie zdrowia i stylu zycia, jakze
waznych z punktu widzenia organéw Scigania.
Roéwnolegle do badan prowadzonych nad ludzkim
mikrobiomem w kontekscie kryminalistycznym w wielu
os$rodkach naukowych opracowywane sg metody i na-
rzedzia umozliwiajgce wykorzystanie mikrobiomu gleby
do celéow dochodzeniowo-$ledczych i wykrywczych
(ang. forensic DNA intelligence). Na przyktad w latach
2013-2015 w ramach dziatah Unii Europejskiej na rzecz
bezpieczenstwa w Europie realizowano projekt o akro-
nimie MiSAFE (Microbial Soil Analysis), ktérego celem
byto opracowanie narzedzi i procedur pozwalajgcych
na rutynowe badanie probek gleby w laboratoriach kry-
minalistycznych (https://forensicmisafe.wixsite.com/
misafe/project). Powszechnie wiadomo, ze wszech-
obecnos¢, zréznicowanie, a takze mozliwosé tatwego
przenoszenia na butach, pojazdach, narzedziach czy
odziezy sprawia, iz gleba jest szczegblnie cennym ma-
teriatem dowodowym, o ktérego istnieniu przestepcy
czesto zapominaja, zacierajgc pozostawione przez sie-
bie $lady (Young, Austin, Weyrich, 2017). W zwigzku
z tym analiza prébki gleby moze dostarczy¢ informa-
cji pozwalajgcych na powigzanie podejrzanego, ofiary
lub przedmiotu z miejscem przestepstwa (Johll, 2009;
Dawson, Hillier, 2010; Concheri i in., 2011), jak i na te-
mat prawdopodobnej lokalizacji miejsca pochodzenia
prébki gleby (Pirrie, Dawson, Graham, 2017). Gleby
sg ztozonymi materiatami sktadajgcymi sie z minera-
téw, materii organicznej, w tym organizmoéw zywych,
gazéw oraz wody (Needelman, 2013). Obecnie kry-
minalistyczne badania gleby opierajg sie na cechach
fizycznych i sktadzie chemicznym. Analizowane sg
kolor gleby, jej tekstura, wielkoS¢ czastek, pH, sktad
pierwiastkowy i zawarto$¢ mineratéw, a niekiedy tak-
ze zwigzki organiczne, np. woski roslinne (Habtom
i in., 2017; Murray, 2012; Woods i in., 2016), ktore
dostarczajg istotnych dla prowadzonego $ledztwa in-
formacji (Fitzpatrick, Raven, Self, 2017; Petraco, Kubic,
Petraco, 2008). Jednak w szczegolnych przypadkach,
kiedy badane prébki gleb pochodza z jednorodnego
geologicznie obszaru, z miejsc zlokalizowanych bardzo
blisko siebie lub charakteryzujg sie niskg zawartoscig
sktadnikdédw nieorganicznych (np. gleby torfowe), nie-
mozliwe jest ich rozrdznienie za pomoca powyzszych
analiz (Giampaoli i in., 2014; Young, Austin, Weyrich,
2017; Young, Higgins, Austin, 2019). Ograniczenia
zwigzane z rozréznieniem gleb w skali lokalnej moz-
na pokona¢ dzieki analizom materiatu biologicznego.
Szacuje sie, ze w 1 gramie suchej gleby znajduje sie
$rednio: 10 miliardéw wirusdéw, 10 miliardow bakterii
i archeonow (w tym 100 miliondw promieniowcow), po
1 milionie grzybow i glonéw, 100 tysiecy pierwotnia-
kéw i 100 nicieni (Trevors, 2010). Dodatkowo gleba
moze zawiera¢ takze fragmenty ros$lin (np. korzenie,
pytki, zarodniki, nasiona, liscie) oraz inne niz nicienie

bezkregowce (Young, Austin, Weyrich, 2017) i poza-
komoérkowe DNA. Poniewaz wszystkie organizmy
zyjgce w glebie charakteryzujg sie okreslonymi wy-
mogami siedliskowymi, warunki srodowiskowe (np.
rodzaj i tekstura gleby, pH, wilgotnos¢, temperatu-
ra, ilos¢ wegla organicznego) odgrywajg wazng role
w ksztattowaniu sktadu mikrobiomu, tj. spotecznosci
mikroorganizmow zyjgcych w danym miejscu (Maron,
Mougel, Ranjard, 2011; Pasternak i in., 2013). Gleba
ze wzgledu na swojg zmiennos$¢ struktury przestrzen-
nej nie zawiera ,typowego” mikrobiomu (Fierer, 2017).
Badania wzglednych liczebnosci gtdwnych taksonéw
bakteryjnych i archeonéw w prébkach gleby wykaza-
ty r6znice nie tylko w odniesieniu do réznych typow
gleby, lecz takze w przypadku gleb pobieranych
z miejsc oddalonych zaledwie o kilkanascie czy na-
wet kilka centymetrow (Habtom i in., 2019; O’Brien
i in., 2016; Pasternak i in., 2013; Sensabaugh, 2009).
Analiza DNA mikrobiomu glebowego moze dostarczyé
danych pozwalajgcych na jej skuteczng indywiduali-
zacje i w przysztosci okazaé sie rownie przydatna do
poréwnywania $ladéw gleby lub okreslania miejsca jej
pochodzenia jak profile ludzkiego DNA do ustalania
zwigzku miedzy sladami biologicznymi a podejrzanym
(Damasoiin., 2018).

Nalezy podkresli¢, ze chociaz coraz czesciej su-
geruje sie mozliwos¢ wykorzystania analiz DNA
mikrobiomoéw jako dowodow lub uzupetnienia trady-
cyjnych kryminalistycznych metod badawczych, dzis
sg one prawie nieobecne zarbwno w dochodzeniach,
jak i w sgdach (Robinsoniin., 2021). Aby potencjat mi-
krobiomu mogt by¢ skutecznie wykorzystywany przez
organy $cigania, konieczne jest prowadzenie dalszych
badan idgcych przede wszystkim w kierunku wykaza-
nia, ze wnioskowanie statystyczne oparte na tego typu
analizach jest wystarczajgco rygorystyczne, aby mogto
by¢ uznane przez sady za dow6d majacy wystarczajgce
podstawy naukowe, np. znany i akceptowany poziom
btedu (Velsko, 2020; Robinsoniin., 2021). Powieksza-
nie puli prébek poddawanych analizie w prowadzonych
badaniach, tworzenie baz danych mikrobioméw po-
chodzacych z r6znych srodowisk na podstawie jasno
okreslonych i dobrze udokumentowanych procedur,
doskonalenie narzedzi bioinformatycznych, w tym
technik uczenia maszynowego stuzgcych do interpre-
tacji wynikdéw, czy badanie dynamiki zmian czasowych
i przestrzennych mikrobioméw to tylko przyktady celéw
badawczych, ktorych realizacja moze przyblizy¢ dzien
wtgczenia analiz mikrobiomu do zestawu narzedzi wy-
korzystywanych w laboratoriach kryminalistycznych
(Robinson i in., 2021).

Projekt SMAFT

Witaczajac sie w realizacje wyzwan przedstawionych
powyzej, Centralne Laboratorium Kryminalistyczne
Policji (CLKP) jako lider reprezentujgcy konsorcjum
w sktadzie: Warszawski Uniwersytet Medyczny (WUM),
Uniwersytet Jagiellonski (UJ), Pomorski Uniwersytet

PROBLEMY KRYMINALISTYKI 312(2) 2021

27



Z PRAKTYKI

Medyczny (PUM) oraz firma ARDIGEN, uzyskato z Na-
rodowego Centrum Badan i Rozwoju dofinansowanie
na realizacje projektu o akronimie SMAFT (Soil Micro-
biome Analysis Forensic Tool, http://smaft.eu/), ktérego
zadaniem jest wykorzystanie potencjatu mikrobio-
mu gleby w kryminalistyce (DOB-BIO10/03/01/2019).
Gtownym celem projektu jest skonstruowanie predyk-
cyjnego narzedzia do kryminalistycznej analizy DNA
mikrobiomu gleby, ktére umozliwi geograficzng lo-
kalizacje probki gleby o nieznanym pochodzeniu na
terytorium Polski. Innymi stowy, opracowywany system
sprawdzi, czy istnieje powigzanie sladu w postaci probki
gleby pobranej z obuwia, opony lub topaty z okreslo-
ng lokalizacjg geograficzng. Dostarczenie tego typu
dowodéw moze uprawdopodabnia¢ obecnos¢ podej-
rzanych os6b w okreslonych miejscach lub pozwalac
na przesledzenie drogi, ktérg przemieszczali sie prze-
stepcy. W przysztosci uzyskane dzieki zastosowaniu
systemu SMAFT informacje bedg mogty ukierunko-
wywagc, a tym samym przyspieszac $ledztwa zaréwno
w sprawach kryminalnych, jak i zwigzanych z ataka-
mi terrorystycznymi. Opracowany system bedzie mégt
by¢ rowniez wykorzystywany do $cigania przestepstw
ekologicznych, a takze w szerszym wymiarze w bada-
niach bioréznorodnosci.

Badania zaplanowane w ramach projektu SMAFT
podzielone sg na kilka etapow, z ktorych pierwszym
jest pobranie probek gleby. Projekt zaktada zebranie
blisko 1000 probek gleby, po 250 w okresie jesiennym,
zimowym, wiosennym i letnim z 80 r6znych lokalizaciji
na terenie Polski. Wedtug autoréw projektu takie po-
dejscie umozliwia wychwycenie ewentualnych réznic
w sktadzie mikrobiomoéw wierzchniej warstwy gle-
by niezaleznych od pory roku. Wyboru miejsc pobran
probek gleby dokonano na podstawie analizy informa-
tycznej danych z pomiaréw wykonanych we wszystkich
stacjach hydrologiczno-meteorologicznych zlokalizo-
wanych na terenie catej Polski, obejmujgcych okres
ostatnich 20 lat. Mapa Polski zostata podzielona na
pie¢ obszardéw rdéznigcych sie warunkami klimatyczny-
mi. Ostatecznie wybrano dwanascie gtownych punktow
pobierania probek, a w okolicach kazdego z nich wy-
znaczono po kilka (od pigeciu do o$miu) miejsc pobran.
Ustalono réwniez, ze z kazdej konkretnej lokalizacji ze-
brane zostang trzy probki gleby. Dodatkowo wybierajgc
miejsca pobranh prébek, brano pod uwage cechy fizy-
kochemiczne gleb wystepujgcych na terenie Polski,
korzystajgc z danych zebranych w ramach unijnego
projektu LUCAS (Land Use/Cover Area frame statisti-
cal Survey) (https://ec.europa.eu/eurostat/web/lucas/).
Etap ten obejmuje réwniez opracowanie szczegbdtowe;j
metodyki pobierania prébek gleby, ich zabezpiecza-
nia i opisywania, wyznaczania miejsc pobran i ich
dokumentowania oraz transportu do laboratorium
w odpowiednich warunkach. W kolejnym etapie pro-
jektu z zebranych prébek wyizolowane zostanie DNA
mikrobiomow. Ze wzgledu na fakt, ze gleba jest trud-
nym, niejednorodnym materiatem, zawierajgcym duzo

substancji potencjalnie hamujgcych enzymy wyko-
rzystywane w kolejnych zadaniach realizowanego
projektu, znalezienie metody izolacji pozwalajgcej na
otrzymanie DNA mikrobiomu gleby w odpowiedniej ilo-
Sci, 0 odpowiedniej czystosci i jakosci warunkuje sukces
kolejnych etapdéw. Izolacja DNA z bakterii gram dodat-
nich, gram ujemnych, tworzgcych przetrwalniki czy
wytwarzajgcych otoczki przebiega z r6zng wydajnoscig
w zaleznosci od zastosowanej procedury, w zwigzku
z tym pozyskanie z gleby DNA reprezentatywnego dla
catej spotecznosci bakterii danego mikrobiomu nie jest
tatwym zadaniem. W trzecim etapie projektu z izolatéw
DNA zostang przygotowane biblioteki zawierajgce frag-
menty DNA mikroorganizmodw wyizolowanych z prébek
gleby. W celu uzyskania jak najlepszej jakosci biblio-
tek, o pozadanej dtugosci fragmentow, planowana jest
optymalizacja procedury tworzenia bibliotek, zaréwno
na etapie fragmentacji DNA, jak i amplifikacji. W pro-
cesie przygotowywania bibliotek wszystkie fragmenty
DNA pochodzace z kazdej prébki otrzymajg znacznik
(ang. barcode) pozwalajacy — po uzyskaniu danych
z sekwencjonowania — na ich identyfikacje i przypisa-
nie do konkretnej probki gleby. Dtugosci fragmentéw
przygotowanych bibliotek zostang zweryfikowane za
pomocg elektroforezy kapilarnej, a stezenie DNA w bi-
bliotekach — oznaczone metodg fluorymetryczng. Po
wyliczeniu stezenia molarnego i normalizacji wszystkich
bibliotek zostang one potgczone z uwzglednieniem uni-
katowej kombinacji indekséw. Przygotowane biblioteki
w nastepnym —czwartym etapie zostang zsekwencjono-
wane z zastosowaniem technologii SBS firmy lllumina®
wykorzystujgcej sekwenator najnowszej generacji
NovaSeq 6000 lllumina®. Zaplanowano uzyskanie
od 80 do 100 milionébw par odczytéw 150 nukleoty-
dowych fragmentéw przypadajgcych na pojedyncza
prébke gleby. Otrzymane surowe dane zostang prze-
konwertowane do formatu pozwalajgcego naich analize
bioinformatyczng. Analiza danych, prowadzona w celu
wytonienia optymalnego zestawu markerow, ktory
umozliwi ocene sktadu mikrobiomu w prébce niezna-
nego pochodzenia i pozwoli na przyporzgdkowanie jej
do okreslonej lokalizacji, bedzie stanowita piaty etap
projektu. Autorzy projektu planujg stworzy¢ panel
przeznaczony do identyfikacji DNA gleby, zawierajacy
unikatowy zestaw wysoce informatywnych markeréw
umozliwiajgcy porbwnywanie prébek gleby. Szdstym
etapem jest opracowanie, optymalizacja i walidacja
celowanej metody NGS umozliwiajgcej analize mikro-
biomu gleby, a $cislej opracowanie testu genetycznego
opartego na celowanej metodzie sekwencjonowa-
nia nastepnej generacji (NGS, ang. Next Generation
Sequencing). Testowanie probek bedzie sie opierac
na wyselekcjonowanych sekwencjach genomowych
zdefiniowanych na etapie pigtym. Sprawdzona zosta-
nie takze kompatybilnos¢ wynikoéw sekwencjonowania
prébek gleby otrzymanych na etapie czwartym (gtebo-
kie sekwencjonowanie) z wynikami sekwencjonowania
uzyskanymi dla opracowanego na tym etapie testu
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(sekwencjonowanie celowane) przeprowadzonego
za pomocg kilku metod sekwencjonowania o Sredniej
przepustowosci, co w efekcie doprowadzi do wytonie-
nia optymalnej technologii. Wybrana metoda zostanie
poddana walidacji, ze szczegblnym uwzglednieniem
specyfiki i ograniczen wystepujgcych w analizach kry-
minalistycznych. W kolejnym (si6édmym) etapie autorzy
projektu zaplanowali stworzenie systemu informatycz-
nego do analizy i interpretacji wynikdw uzyskiwanych
za pomocg testu genetycznego i wybranej technolo-
gii NGS. Dane uzyskane z sekwencjonowania DNA
mikrobioméw gleby zostang umieszczone w bazie
danych bedgcej elementem tworzonego systemu, sta-
nowigc ,mape” mikrobiomdw gleb Polski. Dodatkowo
w powstajgcym systemie zostanie zaimplementowa-
ne narzedzie do efektywnego przeszukiwania zasobdw
bazy i interpretacji wynikow analiz. Uzyskiwane za
pomocg testu wyniki sekwencjonowania DNA wyizolo-
wanego z prébki gleby o nieznanym pochodzeniu dzieki
stworzonemu oprogramowaniu bedg poréwnywane
z bazg i przypisywane do najbardziej prawdopodob-
nej lokalizacji na mapie Polski. Ostatecznie powstanie
kompletny system predykcyjny zawierajacy test iden-
tyfikujgcy spotecznosci bakteryjne mikrobiomu gleby
i oprogramowanie pozwalajgce na interpretacje otrzy-
manych za pomocg testu danych. Ostatni etap projektu
bedzie obejmowat przetestowanie skutecznosci dziata-
nia stworzonego programu przy zachowaniu warunkdéw
zblizonych do rzeczywistych oraz przygotowanie pro-
cedur SOP (ang. Standard Operating Procedure)
umozliwiajgcych korzystanie z opracowanego syste-
mu predykcyjnego. Przeprowadzona zostanie takze
ocena parametrow i poprawnosci dziatania progra-
mu. Dodatkowo opracowane zostang wytyczne,
procedury i instrukcje niezbedne do prowadzenia ba-
dan predykcyjnych i analiz poréwnawczych prébek
DNA wyizolowanych z gleby, a wykonywanych dzie-
ki uzyciu stworzonego w projekcie SMAFT systemu.

Produktem koncowym projektu SMAFT bedzie
kompletny system predykcyjny przeznaczony do iden-
tyfikacji i ustalania miejsca pochodzenia prébek gleby
na podstawie sktadu ich mikrobiomu.

Nalezy podkresli¢, ze wedtug najlepszej wiedzy
autoréw w zadnej z opublikowanych dotgd prac nauko-
wych dotyczacych badan nad mikrobiomem gleby nie
zastosowano tak gtebokiego sekwencjonowania tak
wielu izolatdw DNA pochodzacych z réznych prébek
gleby. Przeprowadzone badania przyczynig sie takze
do wzbogacenia wiedzy dotyczacej bioréznorodnosci
gleb w réznych czesciach Polski.
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Summary

A scientific consortium led by the Central Forensic Laboratory of the Police has undertaken to develop a method
for DNA analysis of the soil microbiome to be used in forensic investigations. The aim of the project entitled Soll
Microbiome Analysis Forensic Tool — SMAFT (http://smaft.eu/), financed by the National Center for Research
and Development (DOB-BIO10/03/01/2019), is to develop a new tool that enables the association of a trace
in the form of a soil sample with a specific geographical location. The first part of the paper introduces the
concept of the microbiome and presents the possibilities of using microbiome DNA analysis in forensic science.
In the second part, the stages of the SMAFT project are described in detail, beginning from the collection
of soil samples from different sites in Poland across all seasons and isolation of microbiome DNA through
massively parallel sequencing (MPS) technology-based analysis of isolates and the development of a genetic
test containing a set of metagenomic markers allowing for effective individualization of soil samples, up to the
creation of an IT system enabling analysis and interpretation of the obtained results, which includes a database
of soil microbiome DNA profiles from various locations in Poland.

Key words: microbiome, soil, forensics, metagenomics, metataxonomic analysis, MPS sequencing,

bioinformatics, NCBIR project

Introduction

The Central Forensic Laboratory of the Police (CFLP),
as a research institute, conducts scientific research in
the field of forensic science. The projects carried out
at the CFLP are aimed at developing methods and
technologies to support the prevention, detection
and combating of crime. One of the major issues of
interest to forensic genetics in recent years is the use
of possibilities offered by forensic genomics (genomics
of individual differences), epigenomics, metagenomics,
and metataxonomic analysis to design and develop
innovative tools intended for use in forensic police
laboratories. This is in line with the priorities set by the
member states of the North Atlantic Treaty Organization
(NATO), particularly by the Allied Command
Transformation, the NATO Science and Technology
Organization and the European Defence Agency,
recognizing genomics as one of twenty breakthrough
technologies whose development is critical to ensuring
security.

Unlike genetics, which mainly involves the study
of genes and the mechanisms of their inheritance,
genomics is a relatively new field of biology that
addresses the analysis of the genome (complete
genetic information of an organism). Genomics has
emerged due to the intensive development of computer
science and molecular biology techniques, especially
modern sequencing technologies such as massively
parallel sequencing (MPS), which represents one of
the most important advances in biological sciences in
the last two decades (Heather, Chain, 2017). Structural
genomics involves determining the sequence of
an organism’s genome and its organization, whilst
identifying the regions corresponding to individual
genes. The role of functional genomics, together with
epigenomics (DNA modifications), transcriptomics
(mRNA), proteomics (proteins), and metabolomics
(metabolites), is to determine the functions of genes and
non-coding regions, the mechanisms of their regulation,
and to study the gene-gene and gene-environment
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interactions, including the analysis of the effects of gene
expression products on the functioning of cells, tissues,
organs, and whole organisms (Khodadadian et al.,
2020). Theoretical genomics, comparative genomics
and genomics of individual differences analyze general
rules applicable to genes, the evolution of genes and the
individual variation of genomes, respectively (Slosarek,
2012). The last is the most interesting from a forensic
point of view.

The use of genomics combined with MPS technology
in forensic investigations allows analyses that until
recently were too expensive or even unfeasible due
to technical limitations. Nowadays it is possible to
simultaneously test short tandem repeat (STR) and
single nucleotide polymorphism (SNP) markers of
autosomal DNA, X and Y sex chromosome markers as
well as mitochondrial DNA (mtDNA).These methods, in
addition to the forensic identification data of a person,
allow to obtain information on phenotypic traits and
biogeographical origin, even in the case of small
amounts or poor quality DNA found at the crime scene
(Kayser, 2015; Ambers et al., 2016; Bruijns, Tiggelaar,
Gardeniers, 2018). Additionally, epigenetic markers can
be used in the analysis of methylation profiles of human
genomes and may contribute to a relatively accurate
determination of the age of an unknown individual,
distinguish between monozygotic twins, and identify
tissues and body fluids (Zbie¢-Piekarska et al., 2015;
Vidaki, Kayser, 2018).

The potential of the microbiome in forensic science
Regardless of ongoing improvements in the area of
identification methods, a stand-alone application of
genomics is not always sufficient to solve a crime.
A review of recent research papers indicates that in
such situations certain questions can be answered with
the aid of metagenomics, a field of science that involves
the study of microbiome DNA, i.e. DNA recovered
directly from environmental samples, without the need
for establishing laboratory cultures.

Although scientists have been studying microbiomes
for several decades, until recently no clear, universal
definition of the microbiome was available. For this
reason, in March 2019, the Microbiome Support
project (https://www.microbiomesupport.eu/) hosted
a combined workshop meeting of a large international
group of microbiome experts to discuss redefinition of this
term. In the following year, Berg et al. (2020) presented
a proposal developed at that time in a comprehensive
commentary published as a summary of the meeting.
It is based on the definition from 1988 (Whipps, Lewis,
Cooke, 1988), which describes the microbiome as
a community of microorganisms (microbiota) inhabiting
a well-defined environment with characteristic
physicochemical features. As noted by Berg et al.
(2020), this definition takes into account, in addition
to a microbial community with distinct characteristic
and functions, its interactions with the environment

resulting in the formation of specific ecological niches.
The microbiome, which is a dynamic and interactive
microecosystem that undergoes changes in time and
space, remains integrated with macroecosystems, such
as the eukaryotic host, affecting its functioning and
condition. It should be emphasized that the microbiome
comprises the microbiota (i.e. living microorganisms
of different taxa) and their numerous activities (their
“theatre of activity”) encompassing the whole spectrum
of molecules produced by the microorganisms, including
their structural elements (nucleic acids, proteins, lipids,
polysaccharides), metabolites (signaling molecules,
toxins, organic and inorganic molecules) and molecules
formed by various environmental conditions in the
surrounding environment, including those produced
by coexisting hosts, as well as any mobile genetic
elements, e.g. phages, viruses, plasmids, transposons,
integrons and extracellular DNA, including relic DNA
from dead cells (Berg et al., 2020).

Every human being, like every other living organism
or every particular place, such as a meadow and
its soil or a lake and its water, represent unique
habitats determining to a large extent the diversity
and quantitative proportions of the indigenous
microorganisms. Sequencing and/or metataxonomic
analysis of the microbiome DNA from a specific site
allows the identification of its unique profile, which can
be compared to microbiome profiles from other habitats.
The results of research performed over the past few
decades indicate that in the future the use of human
microbiome DNA from various parts of the human body
will be possible for forensic purposes (Fierer et al.,
2008; Ravel et al., 2011; Tridico et al., 2014; Schmedes
et al., 2018). Humans leave their microbial “footprint”
in places they visit, such as crime scenes (Hampton-
-Marcell et al., 2020), on objects they touch (Lax et al.,
2014), such as cell phones (Fierer et al., 2010), clothes
(Lax et al., 2015), and fabrics (Lee et al., 2016), and on
other individuals they come in contact with (Neckovic
et al., 2020). It has also been proven that humans
are accompanied by specific microbial clouds whose
composition can be potentially utilized for the purpose
of identification (Meadow et al., 2015). Futhermore,
as noted by Clarke et al. (2017), sequencing the
microbiome of an individual can provide data sufficient
not only for identification, but also to obtain information
about the individual’s gender, health, and lifestyle, which
is very important from a law enforcement perspective.

In parallel to the research conducted on the human
microbiome in a forensic context, many research centers
are developing methods and tools that enable the use
of the soil microbiome for investigative and forensic
DNA intelligence purposes. For example, between
2013 and 2015, a Microbial Soil Analysis (MiSAFE)
project was implemented within the framework of
the European Union’s action for security in Europe,
dedicated to the development of tools and procedures
for routine testing of soil samples in forensic laboratories
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(https://forensicmisafe.wixsite.com/misafe/project). It
is well known that soil represents particularly valuable
evidence due to its omnipresence in the environment,
its diversity as well as the ability to adhere to shoes,
tires, tools or clothes. It is also often overlooked by
suspects attempting to obliterate their traces (Young,
Austin, Weyrich, 2017). Therefore, the analysis of
soil samples can provide sufficient information to link
a suspect, victim, or object to a crime scene (Johll,
2009; Dawson, Hillier, 2010; Concheri et al., 2011), as
well as to infer the likely geographic location of origin of
the soil sample. (Pirrie, Dawson, Graham, 2017). Soil is
a complex mixture of minerals, organic matter including
living organisms, gases, and water (Needelman, 2013).
Currently, forensic soil analysis is based on determining
physical characteristics and chemical composition. The
analysis includes soil color, texture, particle size, pH,
elemental composition, mineral content, and sometimes
organic compounds such as plant waxes (Habtom et al.,
2017; Murray, 2012; Woods et al., 2016), which provide
information relevant to the investigation (Fitzpatrick,
Raven, Self, 2017; Petraco, Kubic, Petraco, 2008).
However, in particular cases, e.g. when the soil samples
come from a geologically homogeneous area, from
adjacent sites, or have low inorganic content (e.g., peat
soils), routine analysis is unfeasible for discrimination
between samples (Giampaoli et al., 2014; Young,
Austin, Weyrich, 2017; Young, Higgins, Austin, 2019).
The limitations of differentiating soil samples at the
local scale can be overcome by performing analyses
of biological material. It is estimated that 1 gram of dry
soil contains on the average: 10 viruses, 10'° bacteria
and archaeons (including 108 actinomycetes), 108 each
of fungi and algae, 10° protozoa, and 10?2 nematodes
(Trevors, 2010). Additionally, soil may also contain
plant fragments (e.g. roots, pollen, spores, seeds,
leaves) and invertebrates other than nematodes
(Young, Austin, Weyrich, 2017) as well as extracellular
DNA. Because all soil-dwelling organisms have specific
habitat requirements, environmental conditions, such
as soil type and texture, pH, moisture, temperature
and organic carbon levels significantly influence the
composition of the microbiome, i.e. the community
of microorganisms living at a specific site (Maron,
Mougel, Ranjard, 2011; Pasternak et al., 2013). Due to
avariable spatial structure of the soil, it does not contain
a “typical”, uniform microbiome (Fierer, 2017). Studies
of the relative abundances of major bacterial taxa and
archaeons in soil samples have demonstrated diversity
not only for different soil types, but also for soils collected
from sites only several or even a few centimeters away
(Habtom et al., 2019; O’Brien et al., 2016; Pasternak
et al., 2013; Sensabaugh, 2009). DNA analysis of the
soil microbiome may provide data to enable its effective
individualization and, in the future, prove as useful for
comparing soil traces or determining the soil origin, as
human DNA profiles for establishing a link between
biological traces and the offender (Damaso et al., 2018).

It is important to note that currently the analysis of
microbiome DNA is practically absent in the investigation,
although the potential of this type of data as evidence or
aid in conventional forensic testing methods has been
increasingly recommended (Robinson et al., 2021). In
order for the potential of the microbiome to be utilized
effectively by law enforcement, further research is
needed to demonstrate that statistical inference based
on such analyses is stringent enough to be considered
by courts as scientific evidence as being characterized,
for instance, by a known and accepted error rate
(Velsko, 2020; Robinson et al., 2021). Expanding the set
of samples to be analyzed in ongoing studies, creating
databases of microbiomes from diverse environments,
based on clearly defined and well-documented
procedures, improving bioinformatics tools, including
machine learning techniques for interpreting results, or
studying the dynamics of temporal and spatial changes
in the microbiomes, are examples of research goals that,
if achieved, may contribute to including microbiome
analysis in the toolbox used in forensic laboratories
(Robinson et al., 2021).

SMAFT project

Bearing in mind the challenges outlined above, the
Central Forensic Laboratory of the Police (CFLP) as
a leader representing a consortium consisting of:
Medical University of Warsaw, Jagiellonian University,
Pomeranian Medical University and ARDIGEN
company, has received funding from the National
Center for Research and Development to implement
the Soil Microbiome Analysis Forensic Tool —
SMAFT (http://smaft.eu/) project aimed at using the
potential of the soil microbiome in forensic science
(DOB-BIO10/03/01/2019). The main objective of the
project is to develop a predictive tool for forensic DNA
analysis of the soil microbiome, which will allow profiling
the geographical location of soil samples of unknown
origin in Poland. In other words, the system under
development will seek to determine the possibility of
establishing the link between a soil trace recovered
from a shoe, tire or shovel and a specific geographic
location. This type of evidence is likely to link the
suspect with a particular location with a higher degree
of probability, or it can allow to trace the movement
of the criminal offender. In the future, the information
from the SMAFT system will aid to direct and speed up
both criminal and terrorist investigations. The system
under development also has the potential to be used
to prosecute environmental crimes or, more broadly, to
conduct biodiversity research.

The research planned under the SMAFT project is
divided into several stages, beginning with the collection
of soil samples. The project involves collecting close to
1,000 soil samples, 250 each in the fall, winter, spring
and summer, from 80 different locations across Poland.
According to the authors, such an approach allows to
detect possible seasonally independent differences in
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topsoil microbiome composition. The selection of soil
sampling sites was based on computer analysis of
data from measurements taken at all hydrological and
meteorological stations located throughout Poland,
covering the period of the last 20 years. The map of
Poland has been divided into five areas with different
climatic conditions. Twelve main sampling locations
were eventually selected, and several (five to eight)
sampling sites were designated around each location.
Three soil samples would be collected from each
specific sampling site. In addition, the physicochemical
characteristics of soils in Poland, using data collected
under the EU Land Use/Cover Area frame statistical
Survey — LUCAS project (https://ec.europa.eu/eurostat/
web/lucas/) were taken into account while selecting the
sampling sites. This stage also includes developing
a detailed methodology for collecting, preserving and
labeling soil samples, designating and documenting
the collection sites, as well as transporting samples
to the laboratory under appropriate conditions. In
the next stage of the project, microbiome DNA will
be extracted from the collected samples. As soil is
a difficult, heterogeneous material, containing a lot of
substances potentially inhibiting the enzymes used
in subsequent project activities, finding an isolation
method that will yield soil microbiome DNA of sufficient
quantity, purity and quality will determine the success
of subsequent stages. The efficiency of DNA extraction
from gram-positive, gram-negative, spore-forming, or
envelope-producing bacteria varies depending on the
procedure used, hence obtaining DNA from soil that
is representative of the entire bacterial community of
a given microbiome is not straightforward. In the third
stage of the project, the obtained DNA isolates will be
used to prepare libraries containing DNA fragments of
microorganisms extracted from soil samples. In order
to obtain the best quality libraries with the desired
fragment lengths, optimization of the library construction
procedure is planned, at both the DNA fragmentation
and amplification stages. In the process of preparing
the libraries, all DNA fragments from each sample will
be assigned a unique barcode allowing — after obtaining
sequencing data — their identification and assignment
to a specific soil sample. The fragment lengths of
the prepared libraries will be verified by capillary
electrophoresis and the concentration of DNA within
the libraries will be determined by a fluorometric assay.
After calculating the molar concentration all the libraries
will be normalized and pooled, taking into account
unique index combinations. The prepared library pools
will be sequenced in the next (fourth) stage using
lllumina® SBS technology and the latest generation
[llumina® NovaSeq 6000 sequencer. Between
80-100 million 150 bp paired-end reads per single soil
sample will be generated. The resulting raw data will
be converted to a format that allows bioinformatics
analysis. The fifth stage will involve data analysis, in
order to identify the optimal set of markers to evaluate

the microbiome composition of a sample of unknown
origin and assign the sample to a specific location.
The authors plan to design a soil DNA identification
panel, containing a unique set of highly informative
markers that enable comparison of soil samples. The
sixth stage of the project provides for the development,
optimization, and validation of a targeted NGS method
to analyze the soil microbiome or, more specifically, the
development of a genetic test based on next-generation
sequencing (NGS). Sample testing will be performed
using the selected genomic sequences defined in stage
five. The compatibility of the soil sample sequencing
results obtained in stage four (deep sequencing) with
the sequencing results of the genetic test developed in
stage five (targeted sequencing) will also be determined
using several medium throughput sequencing methods,
ultimately leading to selection of the optimal technology.
The selected method will be validated, with particular
requirements and limitations of forensic analyses. In
the next (seventh) stage, the authors aim to create
an IT system for analysis and interpretation of the
results obtained by genetic tests and selected NGS
technology. The data gathered from DNA sequencing
of soil microbiomes will be uploaded to a database
included in the IT system under development, thus
creating a “map” of the soil microbiomes in Poland.
Additionally, a tool for efficient database searching
and interpreting analysis results will be implemented
as part of the system. The results of sequencing DNA
isolated from a soil sample of unknown origin obtained
by the test will be compared with the database and
assigned to the most probable location on the map of
Poland. Eventually, a complete predictive system will
be developed that includes a test for identification of
bacterial communities of the soil microbiome and the
software for interpretation of test data. The last stage
of the project will involve testing the effectiveness of
the predictive system in conditions mimicking real-
life situations and preparation of Standard Operating
Procedures (SOPs) enabling its implementation into
practice. An evaluation of the system’s parameters
and performance will also be conducted. Additionally,
guidelines, procedures, and instructions necessary to
conduct predictive testing and comparative analysis
of DNA isolated from soil samples, performed using
the system created under the SMAFT project will be
developed.

As aresult of the SMAFT project a complete predictive
system designed to identify and determine the site of
origin of soil samples based on the composition of the
microbiome will be created.

It should be noted that, to the best of the authors’
knowledge, no scientific paper published to date on
soil microbiome research has reported such deep
sequencing of so many DNA isolates from different
soil samples. The conducted research will additionally
contribute to broadening the knowledge on soil
biodiversity in various regions of Poland.

64

ISSUES OF FORENSIC SCIENCE 312(2) 2021



FORENSIC PRACTICE

Bibliography

1. Ambers, A.D., Churchill, J.D., King, J.L., Stoljarova,
M., Gill-King, H., Assidi, M., Abu-Elmagd, M., Buh-
meida, A., Al-Qahtani, M., Budowle, B. (2016). More
comprehensive forensic genetic marker analyses for
accurate human remains identification using massi-
vely parallel DNA sequencing. BMC Genomics, 17,
doi: 10.1186/s12864-016-3087-2.

2. Berg, G., Rybakova, D., Fischer, D., Cernava, T.,
Verges, M.C., Charles, T., Chen, X., Cocolin, L.,
Eversole, K., Corral, G.H., Kazou, M., Kinkel, L.,
Lange, L., Lima, N., Loy, A., Macklin, J.A., Maguin, E.,
Mauchline, T., McClure, R., Mitter, B., Ryan, M.,
Sarand, |., Smidt, H., Schelkle, B., Roume, H.,
Kiran, G.S., Selvin, J., Souza, R.S.C., van Over-
beek, L., Singh, B.K., Wagner, M., Walsh, A.,
Sessitsch, A., Schloter, M. (2020). Microbiome defi-
nition re-visited: old concepts and new challenges.
Microbiome, 8(1), doi:10.1186/s40168-020-00875-0.

3. Bruijns, B., Tiggelaar, R., Gardeniers, H. (2018).
Massively parallel sequencing techniques for fo-
rensics: A review. Electrophoresis, 39, doi: doi.org/
10.1002/€elps.201800082.

4. Clarke, T.H., Gomez, A., Singh, H., Nelson, K.E.,
Brinkac, L.M. (2017). Integrating the microbiome as
a resource in the forensics toolkit. Forensic Science
International: Genetics, 30, doi: 10.1016/j.fsigen.
2017.06.008.

5. Concheri, G., Bertoldi, D., Polone, E., Otto, S.,
Larcher, R., Squartini, A. (2011). Chemical elemen-
tal distribution and soil DNA fingerprints provide the
critical evidence in murder case investigation. PLOS
ONE, 6(6), doi: 10.1371/journal.pone.0020222.

6. Damaso, N., Mendel, J., Mendoza, M., von Wett-
berg, E.J., Narasimhan, G., Mills, D. (2018). Bioin-
formatics approach to assess the biogeographi-
cal patterns of soil communities: The utility for soil
provenance. Journal of Forensic Sciences, 63(4),
doi: 10.1111/1556-4029.13741.

7. Dawson, L.A,, Hillier, S. (2010). Measurement of soil
characteristics for forensic applications. Surface and
Interface Analysis, 42(5), doi: 10.1002/sia.3315.

8. Fierer, N. (2017). Embracing the unknown: disentangl-
ing the complexities of the soil microbiome. Nature
Reviews Microbiology, 15, doi: 10.1038/nrmicro.
2017.87.

9. Fierer, N., Hamady, M., Lauber, C.L., Knight, R.
(2008). The influence of sex, handedness, and
washing on the diversity of hand surface bacteria.
Proceedings of the National Academy of Sciences,
105(46), doi: 10.1073/pnas.0807920105.

10.Fierer, N., Lauber, C.L., Zhou, N., McDonald, D.,
Costello, E.K., Knight, R. (2010). Forensic identifi-
cation using skin bacterial communities. Proceed-
ings of the National Academy of Sciences, 107, doi:
10.1073/pnas.1000162107.

11.Fitzpatrick, R.W., Raven, M.D., Forrester, S.T. (2009).
A systematic approach to soil forensics: Criminal

case studies involving transference from crime sce-
ne to forensic evidence. In: K. Ritz, L. Dawson,
D. Miller (ed.), Criminal and Environmental Soil
Forensics. Dordrecht: Springer.

12.Fitzpatrick, R., Raven, M., Self, P. (2017).The role of
pedology and mineralogy in providing evidence for
5 crime investigations involving a wide range of earth
materials. Episodes, 40, doi: 10.18814/epiiugs/2017/
v40i2/017017.

13.Giampaoli, S., Berti, A., Di Maggio, R.M., Pilli, E.,
Valentini, A., Valeriani, F., Gianfranceschi, G.,
Barni, F., Ripani, L., Romano Spica, V. (2014). The
environmental biological signature: NGS profiling for
forensic comparison of soils. Forensic Science Inter-
national, 240, doi: 10.1016/j.forsciint.2014.02.028.

14.Habtom, H., Demanéche, S., Dawson, L., Azulay, C.,
Matan, O., Robe, P, Gafny, R., Simonet, P, Jurke-
vitch, E., Pasternak, Z. (2017). Soil characterisation
by bacterial community analysis for forensic appli-
cations: A quantitative comparison of environmental
technologies. Forensic Science International: Gene-
tics, 26, doi: 10.1016/j.fsigen.2016.10.005.

15.Habtom, H., Pasternak, Z., Matan, O., Azulay, C.,
Gafny, R., Jurkevitch, E. (2019). Applying micro-
bial biogeography in soil forensics. Forensic Scien-
ce International: Genetics, 38, doi:10.1016/j.fsigen.
2018.11.010.

16.Hampton-Marcell, J.T., Larsen, P, Anton, T., Cralle, L.,
Sangwan, N., Lax, S., Gottel, N., Salas-Garcia, M.,
Young, C., Duncan, G., Lopez, J.V., Gilbert, J.A.,
(2020). Detecting personal microbiota signatures at
artificial crime scenes. Forensic Science International,
313, doi 10.1016/j.forsciint.2020.110351.

17.Heather, J.M., Chain, B. (2017). The sequence of
sequencers: The history of sequencing DNA. Geno-
mics, 107(1), doi: 10.1016/j.ygeno.2015.11.003.

18.Johll, M.E. (2009). Investigating Chemistry. A Forensic
Science Perspective, ed. 2. New York: W.H. Freeman
and Company.

19.Kayser, M. (2015). Forensic DNA phenotyping:
Predicting human appearance from crime scene
material for investigative purposes. Forensic Science
International: Genetics, 18, doi: 10.1016/j.fsigen.
2015.02.0083.

20.Khodadadian, A., Darzi, S., Haghi-Daredeh, S.,
Sadat Eshaghi, F., Babakhanzadeh, E., Mirabutale-
bi, S.H., Nazari, M. (2020). Genomics and transcrip-
tomics: The powerful technologies in precision me-
dicine. International Journal of General Medicine, 13,
doi: 10.2147/1IJGM.S249970.

21.Lax, S., Smith, D.P, Hampton-Marcell, J., Owens, S.M.,
Handley, K.M., Scott, N.M., Gibbons, S.M., Larsen,
P.,, Shogan, B.D., Weiss, S., Metcalf, J.L., Ursell, L.K,,
Vazquez-Baeza, Y., Van Treuren, W., Hasan, N.A., Gib-
son, M.K., Colwell, R., Dantas, G., Knight, R., Gilbert,
J.A. (2014). Longitudinal analysis of microbial interac-
tion between humans and the indoor environment.
Science, 345(6200), doi: 10.1126/science.1254529.

ISSUES OF FORENSIC SCIENCE 312(2) 2021

65



FORENSIC PRACTICE

22.Lax, S., Hampton-Marcell, J.T., Gibbons, S.M.,
Colares, G.B., Smith, D., Eisen, J.A., Gilbert, J.A.
(2015). Forensic analysis of the microbiome of pho-
nes and shoes. Microbiome, 3, doi: 10.1186/s40168-
015-0082-9.

23.Lee, S.Y,, Woo, S.K,, Lee, S.M., Eom, Y.B. (2016).
Forensic analysis using microbial community between
skin bacteria and fabrics. Toxicology and Environ-
mental Health Sciences, 8(3), doi: 10.1007/s13530-
016-0284-y.

24.Maron, PA., Mougel, C., Ranjard L. (2011). Soil mi-
crobial diversity: Methodological strategy, spatial
overview and functional interest. Comptes Rendus
Biologies, 334(5-6), doi: 10.1016/j.crvi.2010.12.003.

25.Meadow, J.F, Altrichter, A.E., Bateman, A.C., Sten-
son, J., Brown, G.Z., Green, J.L., Bohannan, B.J.M.
(2015). Humans differ in their personal microbial
cloud. PeerdJ Life & Environment, 3, doi: 10.7717/
peerj.1258.

26.Murray, R.C. (2004). Forensic geology: Yesterday, today
and tomorrow. Geological Society, Special Publica-
tions, 232(1), doi: 10.1144/GSL.SP.2004.232. 01.02.

27.Murray, R.C. (2012). Forensic examination of soils.
In: L. Kobilinsky (ed.), Forensic Chemistry Handbook.
Hoboken, New Jersey: John Wiley & Sons, doi: 10.
1002/9781118062241.ch4.

28.Neckovic, A., van Oorschot, R.A.H., Szkuta, B.,
Durdle, A. (2020). Investigation of direct and indi-
rect transfer of microbiomes between individuals.
Forensic Science International: Genetics, 45, doi: 10.
1016/j.fsigen.2019.102212.

29.Needelman, B.A. (2013) What are soils? Natural
Education Knowledge, 4(3).

30.0O’Brien, S.L., Gibbons, S.M., Owens, S.M., Hampton-
-Marcell, J., Johnston, E.R., Jastrow, J.D., Gilbert, J.A.,
Meyer, F., Antonopoulos, D.A. (2016). Spatial scale
drives patterns in soil bacterial diversity. Environ-
mental Microbiology, 18(6), doi: 10.1111/1462-2920.
13231.

31.Pasternak, Z., Al-Ashhab, A., Gatica, J., Gafny,
R., Avraham, S., Minz, D., Gillor, O., Jurkevitch,
E. (2013). Spatial and temporal biogeography of
soil microbial communities in arid and semiarid re-
gions. PLOS ONE, 8(7), doi: 10.1371/journal.pone.
0069705.

32.Petraco, N., Kubic, T.A., Petraco, N.D.K. (2008).
Case studies in forensic soil examinations. Foren-
sic Science International, 178(2-3), doi: 10.1016/j.
forsciint.2008.03.008.

33.Pirrie, D., Dawson, L., Graham, G. (2017). Predicti-
ve geolocation: Forensic soil analysis for provenan-
ce determination. Episodes, 40(2), doi: 10.18814/
epiiugs/2017/v40i2/017016.

34.Pye, K. (2004). Forensic geology. In: R.C. Selley,
L.R.M. Cocks, I.R. Plimer (ed.), Encyclopedia of
Geology, vol. 2. Amsterdam: Elsevier.

35.Ravel, J., Gajer, P, Abdo, Z., Schneider M.G.,
Koenig, S.S.K., McCulle, S.L., Karlebach, S., Gorle, R.,

Russell, J., Tacket, C.O., Brotman, R.M., Davis, C.C.,
Ault, K., Peralta, L., Forney, L.J. (2011). Vaginal mi-
crobiome of reproductive-age women. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 108 (Supple-
ment 1), doi: 10.1073/pnas.1002611107.

36.Robinson, J.M., Pasternak, Z., Mason, C.E.,
Elhaik, E. (2021). Forensic applications of microbio-
mics: A review. Frontiers in Microbiology, 11, doi.org/
10.3389/fmicb.2020.608101.

37.Ruffell, A., McKinley, J. (2005). Forensic geoscience:
Applications of geology, geomorphology and
geophysics to criminal investigations. Earth-
-Science Reviews, 69, doi: 10.1016/j.earscirev.2004.
08.002.

38.Schmedes, S.E., Woerner, A.E., Novroski, N.M.M.,
Wendt, F.R., King, J.L., Stephens, K.M., Budowle, B.
(2018). Targeted sequencing of clade-specific mar-
kers from skin microbiomes for forensic human iden-
tification. Forensic Science International: Genetics,
32, doi: 10.1016/j.fsigen.2017.10.004.

39. Sensabaugh, G.F. (2009). Microbial community profi-
ling for the characterisation of soil evidence: Forensic
considerations. In: K. Ritz, L. Dawson, D. Miller (ed.),
Criminal and Environmental Soil Forensics. Dordrecht:
Springer, doi: 10.1007/978-1-4020-9204-6_4.

40.Sl6sarek, G. (2012). Wspdtczesna rewolucja nauko-
wa na pograniczu fizyki i biologii. Zagadnienia Filo-
zoficzne w Nauce, 51.

41.Trevors, J.T. (2010). One gram of soil: A microbial
biochemical gene library. Antonie van Leeuwenhoek,
97, doi: 10.1007/s10482-009-9397-5.

42.Tridico, S.R., Murray, D.C., Addison, J., Kirkbride,
K.P,, Bunce, M. (2014). Metagenomic analyses of
bacteria on human hairs: A qualitative assessment
for applications in forensic science. Investigative
Genetics, 5(1), doi: 10.1186/s13323-014-0016-5.

43.Velsko, S.P. (2020). Chapter 24 — Inferential valida-
tion and evidence interpretation. In: B. Budowle, S.E.
Schutzer, S.A. Morse (ed.), Microbial Forensics, ed. 3.
San Diego: Academic Press, doi: 10.1016/B978-0-
12-815379-6.00024-6.

44.Vidaki, A., Kayser, M. (2018). Recent progress,
methods and perspectives in forensic epigenetics.
Forensic Science International: Genetics, 37, doi:
10.1016/j.fsigen.2018.08.008.

45.Whipps, J.M., Lewis, K., Cooke, R.C. (1988). Myco-
parasitism and plant disease control. In: M.N. Burge
(red.), Fungi in Biological Control Systems. Manche-
ster: Manchester University Press.

46.Woods, B., Lennard, C., Kirkbride, K.P., Robertson, J.
(2016). Soil examination for a forensic trace eviden-
ce laboratory — Part 3: A proposed protocol for the
effective triage and management of soil examina-
tions. Forensic Science International, 262, doi: 10.
1016/j.forsciint.2016.02.034.

47.Young, J.M., Austin, J.J., Weyrich, L.S. (2017). Soil
DNA metabarcoding and high-throughput sequencing
as a forensic tool: Considerations, potential limi-

66

ISSUES OF FORENSIC SCIENCE 312(2) 2021



FORENSIC PRACTICE

tations and recommendations, FEMS Microbio-
logy Ecology, 93(2), doi: 10.1093/femsec/fiw207.

48.Young, J.M., Higgins, D., Austin, J.J. (2019). Soil

DNA: Advances in DNA technology offer a power-
ful new tool for forensic science. In: R.W. Fitzpatrick,
L.J. Donnelly (red.), Forensic Soil Science and Geo-
logy. London: Geological Society, Special Publica-
tions, doi: 10.1144/SP492-2017-351.

49.Zbiec¢-Piekarska, R., Spolnicka, M., Kupiec, T.,

Parys-Proszek, A., Makowska, Z., Pateczka, A.,
Kucharczyk, K., Ptoski, R., Branicki, W. (2015).
Development of a forensically useful age predic-
tion method based on DNA methylation analysis.
Forensic Science International: Genetics, 17, doi:
10.1016/j.fsigen.2015.05.001.

Translation Hanna Wierzchostawska, Ewa Bartnik

ISSUES OF FORENSIC SCIENCE 312(2) 2021

67



