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Resumo

A microbiologia forense é um ramo das ciéncias forenses que esta ganhando crescente atengéo como ferramenta investigativa. Atuando
em conjunto com outras areas, a microbiologia forense visa a anélise e ao estudo de microrganismos que possam fornecer explicacdes
sobre a ocorréncia de crimes e servir como evidéncia em julgamentos. Visando fornecer um panorama sobre a microbiologia forense
no mundo e no Brasil, foi realizada uma reviséo de publicagdes sobre o tema dos Ultimos 22 anos (2000-2022), abordando o emprego
de bactérias, fungos e virus como ferramentas forenses. Foram encontradas 50 publicagdes, dentre os quais 39 foram publicadas em
inglés e 11 em portugués, evidenciando a escassez de publicagdes sobre o tema no Brasil. Por meio da compila¢do dos artigos
encontrados, esta revisdo aborda preferencialmente bioterrorismo, biocrimes, o uso de bactérias da pele como forma de identificacéo
humana, o microbioma humano na determinagéo do intervalo post-mortem e o emprego de fungos nas analises forenses.

Palavras-Chave: Microbiologia; Bactéria; Fungos; Virus.

Abstract

Forensic microbiology is a branch of forensic science that is gaining increasing attention as an investigative tool. Acting in conjunction
with other areas, forensic microbiology aims to analyze and study microorganisms that can provide explanations about the occurrence
of crimes and serve as evidence in trials. In order to provide an overview of forensic microbiology in the world and in Brazil, a review
of publications on the topic of the last 22 years (2000-2022) was carried out, addressing the use of bacteria, fungi and viruses as forensic
tools. Fifty (50) publications were found, of which 39 were published in English and 11 in Portuguese, showing the scarcity of
publications on the subject in Brazil. Through the compilation of the articles found, this review preferably addresses bioterrorism,
biocrimes, the use of skin bacteria as a means of human identification, the human microbiome in the PMI determination and the fungi
in forensic analysis.

Keywords: Microbiology; Bacteria; Fungi; Virus.

1. INTRODUCAO

Entre as ciéncias que possibilitam a analise de vestigios
e fazem parte de investigacfes forenses, a biologia tem
contribuido por meio de diferentes areas, como a
entomologia forense [1], entomotoxicologia [2] e genética
e biologia molecular. A andlise de DNA de residuos
encontrados em um local de crime possibilita a
identificacdo do autor do ato ou da vitima, e, segundo um
dos principios fundamentais da ciéncia forense, o Principio
de Locard, “cada contato deixa um rastro” [3].

Outras areas da biologia forense sdo a boténica [4], a
toxicologia forense [5], a histologia forense [6], e a
hematologia forense e seus estudos de manchas de
sangue [7].

A microbiologia forense é um ramo relativamente novo
da biologia e tem sido alvo de interesse crescente por parte
de pesquisadores que buscam aumentar 0s meios de
reconhecimento de provas e investigagao de crimes [8].

Por meio de novas tecnologias, como o sequenciamento
paralelo macico de DNA [9], e outras técnicas moleculares
como a PCR [10], a microbiologia forense pode fornecer
importantes informaces sobre crimes, auxiliando a analise
das provas.

Através do crescente avango nos estudos de
microrganismos € possivel agora que a microbiologia
forense auxilie na anélise de evidéncias criminais para a
identificacdo de causas de morte, identificacdo humana,
geolocalizacdo e nas estimativas de intervalo pds-morte,
tudo a partir da andlise de fungos, virus e bactérias [9]. Para
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determinar a causa de morte como afogamento, por
exemplo, o estudo de microrganismos presentes na dgua e
em diferentes partes do cadaver pode auxiliar na
investigacdo, uma vez que nestes casos é dificil determinar
a causa da morte e muitas vezes isso € feito por meio da
exclusdo de outras causas nos exames realizados por
patologistas [8].

O presente trabalho teve como intuito realizar uma
revisdo de publicagBes nacionais e internacionais de
diferentes areas da microbiologia forense, criando, assim,
um panorama do que ja foi produzido dentro desse ramo de
investigacdo criminal nos Gltimos 22 anos (2000 - 2022),
evidenciando a importancia e o potencial da microbiologia
forense.

2. METODOLOGIA

Optou-se pela utilizagdo da revisdo narrativa como
meio para identificagdo e descricdo dos estudos ja
realizados sobre microbiologia forense. A revisao narrativa
€ um tipo de estudo apropriado para descrever e discutir 0
desenvolvimento de determinado assunto a partir do ponto
de vista teorico [11].

Para a escolha de publicac¢@es sobre o tema foi realizada
uma busca nos bancos de dados Google Scholar e PubMed
(NCBI) no periodo compreendido entre os anos 2000 e
2022. As seguintes palavras chaves foram utilizadas:
“forensic microbiology”, “forensic microbiology and
bacteria”, “forensic microbiology and fungi”, “forensic
microbiology and virus”, “microbiologia

“microbiologia forense e bactéria”, “microbiologia forense
e fungos” e “microbiologia forense e virus”.

forense”,

3. RESULTADQOS

Foram analisadas 50 publica¢des entre os anos 2000 e
2022. Os anos com mais publicacbes foram 2015 (6) e
2019 (5) (Figura 1), sendo a média de publica¢fes por ano
em torno de 2,27.

As publicacdes sobre microbiologia forense foram as
mais frequentes (24), abordando principalmente a analise
de bactérias presentes na pele e o microbioma humano,
enquanto sobre micologia forense foram encontradas 15
publicagdes. As demais publicacBes (11), versam sobre as
ciéncias forenses (2), técnicas de biologia forense (8) e
tipos de reviséo bibliogréfica (1).

Dentre as publicacdes analisadas, apenas 12 sé&o
oriundos do Brasil, 0 que corresponde a cerca de 25% do
total de publicacBes consideradas nesta revisao, e destas, 4
abordam a micologia forense. 1sso evidencia que a area de
microbiologia forense no Brasil ainda apresenta escassez
de trabalhos e abre indmeras possibilidades de
investigacdes.
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Figura 1. Publicacbes sobre microbiologia forense entre os anos 2020 e
2022.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Histérico da Ciéncia Forense

A ciéncia forense relaciona questfes de justica e
ciéncia, tratando-se de um sistema complexo que é
composto por diferentes saberes [12]. A pericia criminal é
aquela que tem como finalidade indicar aos operadores do
Direito, explicacbes e provas sobre 0 que e como uma
situagéo ocorreu.

Os primeiros registros acerca da ciéncia forense datam
do século VII, na China, onde ja se buscava fazer uso de
vestigios e da logica para a resolucdo de crimes. Mas
somente no século X111 o primeiro compéndio de medicina
legal seria produzido pelo juiz Song Ts’Eu no campo do
Direito. No compéndio eram descritas maneiras de
identificar sinais de estrangulamento e afogamento,
também constava o0 modo como a andlise de ferimentos
poderia levar a inferéncias sobre as armas utilizadas em um
crime [3].

Momentos historicos do inicio da ciéncia forense foram
a criagdo das leis por Carlos Magno, primeiro esbogo do
que seria um laudo pericial; as Decretais do Papa Gregério
IX, no século XIlI, que indicavam a necessidade de pericia
médica em casos de mortes violentas e lesGes corporais; 0
Codigo Carolingio de 1532, que estipulou a
obrigatoriedade de exames realizados por peritos médicos
nos corpos de vitimas de mortes violentas e a seguinte
manifestacdo por escrito sobre os resultados dos exames,
estabelecendo, assim, o inicio do que conhecemos como
necropsia e laudo pericial [3].

Outros movimentos, que modificariam a ciéncia
forense para 0 modo como a conhecemos atualmente,
ocorreram também na Franga, Inglaterra e Portugal. Nesse
altimo pais, em 1602, a criacdo da funcdo de peritos
separada do érgdo judiciario, ainda que auxiliar deste, foi
0 primordio do que conhecemos hoje como Instituto de
Criminalistica, apesar de néo ter essa denominacao a época
[3].

Entre os séculos XI e XIII surgiram os primeiros
métodos e instrumentos forenses, e o aperfeicoamento de
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tais técnicas através dos anos tornou possivel a
investigacdo de crimes do modo como ocorrem
atualmente. Entre 0s momentos importantes de
descobertas, que possibilitaram a investigacdo e analise de
vestigio, estdo a invengdo do microscopio em 1590, por
Zacharias Jansen; o trabalho do médico italiano Marcelo
Malphigi de 1664, onde tratava sobre o que seria a origem
da papiloscopia; o inicio da producdo de armas com almas
raiadas e a possibilidade de se estabelecer a relagéo entre
uma arma utilizada e um crime, no século XIX; a invencéo
da fotografia em 1826 e a primeira coletanea de fotos de
criminosos produzida em 1886 por Thomas Byrnes; e a
publicacdo do livro de Mathieu Orfila, em 1815, em que
foi feita uma classificacdo dos venenos mais utilizados em
crimes. Mais tarde, seriam produzidos técnicas e
instrumentos para auxiliar em investigacdes, como o
assinalamento antropométrico, fotografia judiciaria e a
criacdo de manuais para juizes e peritos responsaveis pela
investigacdo e julgamento de crimes [3].

Um marco importante nas ciéncias forenses se deu com
a implementacéo de analises do DNA para a identificacao
de individuos. O primeiro método de analise foi
desenvolvido por Alec Jeffreys em meados dos anos 80, e,
posteriormente, as técnicas de analise foram aperfeicoadas
para que ndo somente células nucleadas fossem passiveis
de extracdo de DNA. Atualmente diversos espécimes de
material bioldgico passaram a servir & analise, tais como
amostras de sangue, saliva, sémen, dente, unha, urina e
outros fluidos. E papel da biologia molecular, dentro dos
laboratorios, a analise das amostras de material biolégico
recolhido de cenas de crimes, atuando de forma
imprescindivel na identificacdo de criminosos e de outros
aspectos dentro da investigacéo [13].

4.2. Microbiologia Forense

A ciéncia forense é uma ciéncia multidisciplinar,
podendo muitas vezes promover a interacdo entre areas de
diferentes ciéncias para embasar seus achados. A utiliza¢do
de conhecimentos e técnicas de diferentes areas é
responsavel pela composicéo de conjuntos de analises que
proporcionam o0 exame de todos 0s componentes
envolvidos na investigacéo criminal, sendo entdo, ampla a
variedade de ciéncias que podem contribuir para a pericia
na area forense [3].

4.2.1. Bioterrorismo

A biologia em investigacdes forenses tem um
importante papel na coleta e andlise de vestigios.
Microbiologistas forenses tém, entre suas diversas fungdes,
a analise de vestigios de evidéncias para colocar suspeitos
ou vitimas nas cenas de crimes, a investigacdo de crimes
de bioterrorismo e determinacdo de causa e hora de morte.
Embora a microbiologia forense ja existisse, foram os
eventos de bioterrorismo ocorridos nos Estados Unidos em

2001, em que a bactéria Bacillus anthracis foi utilizada,
que trouxeram essa area da ciéncia para a linha de frente
das investigacdes criminais [8].

No caso conhecido como Amerithrax, cartas contendo
esporos de B. anthracis foram enviadas para senadores
americanos e pessoas ligadas a midia dos Estados Unidos
e acarretaram vinte e dois casos de infecgdo e cinco mortes
[14].

A investigagdo forense do caso das cartas contaminadas
fez uso de variadas abordagens, entre elas as analises fisica,
quimica e molecular. A investigacdo dependeu fortemente
das analises genéticas e gendmica comparativa. A analise
de DNA para identificagdo microbiana ndo era novidade
em 2001, porém, as tecnologias utilizadas na época eram
ainda incipientes, trabalhosas, caras e demoradas. Outros
fatores que estavam presentes na investigagdo e poderiam
ser possiveis complicadores para a analise de evidéncias
era 0 vasto nimero de microrganismos e as rapidas
mutacdes pelas quais esses organismos passam, levando a
incertezas a respeito do seu uso em investigacdes. Para
solucionar o caso, o trabalho da pericia microbiana e da
investigacao da policia tradicional foi indispensavel [14].

O B. anthracis € um patdgeno que esta presente em todo
0 mundo, mas é altamente homogéneo geneticamente. O
caso de bioterrorismo envolvendo o B. anthracis foi o que
levou ao desenvolvimento do VNTR (Variable Number
Tandem Repeat ou Numero Vardvel de Repeticbes em
Tandem) [14].

Apos a andlise do material, observacdo das mutacbes
do bacilo e do trabalho conjunto com diversos setores de
investigacdo americana, as cartas foram tracadas até o
cientista Edwards Bruce Ivens, que foi considerado o
responsavel pelos ataques [15].

4.2.2. Biocrime

Em situagdes de biocrime, a¢do na qual uma pessoa ou
um grupo de pessoas causa danos intencionais a outra
determinada pessoa ou grupo, o estabelecimento da relacéo
entre o agente infeccioso e a amostra individual retirada da
vitima deve provar uma associagdo entre ambos, 0 que
demonstra que a analise molecular do genoma é de extrema
importancia. O microbiologista forense pode escolher entre
diferentes métodos para a andlise de DNA de virus e
bactérias, de acordo com as circunstancias em que um
ataque ocorre. Fluidos corporais e evidéncias ambientais
sdo recolhidas de suspeitos de bioterrorismo e biocrime, e
tais amostras passam entdo para a andlise e estudo
filogenético de bactérias e virus, para entdo se tornarem
evidéncia durante um julgamento [8].

Casos ocorridos nos Estados Unidos exemplificam o
uso de tais técnicas para fins forenses. Em 2012, um
cientista de laboratorio norte americano foi preso por
infectar pacientes com hepatite C deliberadamente. No
incidente o cientista, HCV positivo, utilizou seu proprio
sangue para contaminar equipamentos e seringas que
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seriam utilizados em paciente nos hospitais em que
trabalhava, 18 no total. Devido ao grande nimero de
hospitais em que o suspeito trabalhava, ndo foi possivel
estabelecer um ndmero total de vitimas do biocrime, mas
somente no hospital em New Hampshire 32 pacientes
foram infectados [8].

Ainda nos Estados Unidos, um dentista entregou
voluntariamente sua licenga profissional e foi alvo de
diversos processos ap6s descobrirem suas praticas
insalubres e ndo estéreis em cirurgias. O dentista possuia
7.000 pacientes, dos quais 4.000 foram testados. Mais de
70 pacientes testaram positivo para virus da hepatite C,
cinco para hepatite B e quatro para HIV [8].

Em Lafayette, em 1994, uma importante investigacao
ocorreu no caso de um gastroenterologista que
deliberadamente infectou sua ex-namorada com uma
mistura contendo o sangue de um paciente seu, que era
HIV positivo. Durante uma briga, o gastroenterologista
aplicou uma injecéo intramuscular em sua entdo namorada.
Juntamente com a colaboragdo da forca policial que
conduziu entrevistas com antigos parceiros da vitima e
outras buscas, foram realizados exames de sangue da
vitima, do paciente e de amostras de sangue de uma
populacéo local, HIV positiva. A utilizacdo da PCR e a
transcriptase reversa do HIV isoladas da vitima, mostraram
que a linhagem do HIV da vitima era a que estava mais
intimamente ligada ao paciente, apontando para a dire¢do
da transmissdo do paciente para a vitima. O caso levou a
condenacdo do gastroenterologista por tentativa de
homicidio de segundo grau [16].

4.2.3. Microbioma humano na identificagdo de
individuos e na determinagdo do intervalo post-mortem
(IPM)

O Projeto Microbioma Humano (HMP) estima que o
corpo humano tem dez vezes mais células microbianas do
que células humanas. Seu papel estd relacionado a
manuten¢do da salde do hospedeiro, e especialmente o
microbioma intestinal pode ser associado a indmeras
doengas, como sindromes metabdlicas, obesidade, diabetes
e depressdo [17]. Além disso, 0 microbioma pode ser uma
ferramenta importante em estudos que visam identificar
individuos e que podem ter aplicacdo nas ciéncias forenses.
Estima-se que um organismo humano libere 36 milhGes de
células microbianas por hora, deixando um rastro de
evidéncias que pode ser seguido [18].

O microbioma da pele é muito diverso e caracteristico
de individuos, apresenta uma estabilidade que é mantida ao
longo do tempo, e representa uma assinatura pessoal [18],
podendo ser empregado no estudo da composicdo da
comunidade de bactérias associadas a pele que sdo
deixadas em objetos ap0s o contato, para fins forenses. Em
um estudo de 2010 [19], foi levantada a hip6tese de que 0
padrdo bacteriano individual pudesse servir como um tipo
de impressdo digital na investigacao forense. A partir disso,

foi desenvolvido um estudo que visou a analise
comparativa de culturas de bactérias encontradas em
teclados e mouses de computador de uso pessoal e as
comunidades de bactérias encontradas na palma da méo de
seus respectivos donos. Foi demonstrado que as culturas de
bactérias pertencentes aos donos dos respectivos teclados
eram substancialmente mais similares do que as amostras
coletadas de teclados diversos. As semelhangas entre as
culturas de bactérias do teclado, mouse e da palma da mao
do individuo a quem o teclado pertencia sugere a
transferéncia entre pele e objeto, e tais culturas podem
servir como um tipo de impressao digital.

Outro estudo que ressaltou a interacdo entre o
microbioma humano, e os resquicios deste, deixados em
objetos, foi realizado por Lax et al. [20]. No referido
estudo, foram comparadas amostras de culturas de
bactérias retiradas de telefones celulares e solas de sapatos
de participantes, com o intuito de demonstrar a possivel
ligacdo entre a sola de sapato e o chdo que esses individuos
haviam caminhado, assim como a relagdo entre o
microbioma pessoal dos participantes e 0s resquicios
deixados em seus respectivos telefones celulares.

Tendo sido recolhidas amostras de telefones celulares,
sapatos, do chdo e dos participantes, dois métodos
diferentes foram realizados para a analise e comparacéao
das amostras. Os resultados encontrados permitiram inferir
que as coldnias de bactérias encontradas nos telefones
celulares podem ser relacionadas aos seus respectivos
donos. Porém, os resultados encontrados na analise de
bactérias retiradas de sapatos e dos locais onde os
individuos tinham pisado se mostraram insuficientes para
produzir relacbes, devido a influéncia sofrida pelas trocas
rapidas de bactérias que acontecem com as superficies
[20].

A relagdo entre o microbioma humano e sua presenga
reconhecivel em sapatos também foi objeto de pesquisa de
Goga [21], em um estudo que buscou a relacdo entre as
bactérias da sola do pé e da parte interna de sapatos.

Para o estudo foram utilizados 14 pares de sapatos de
14 voluntarios diferentes, e amostras foram recolhidas dos
voluntarios e dos objetos. Os resultados apontaram para
uma maior similaridade entre 0 DNA bacteriano dos donos
dos respectivos sapatos e 0s mesmos. Apesar dos
resultados indicarem que as bactérias associadas a pele,
retiradas da sola dos pés de um suspeito, podem oferecer
uma boa comparagdo com um sapato encontrado em uma
cena de crime, por exemplo, ainda podem ser
problematicas, devido ao grau de flutuacdo de semelhancas
das bactérias encontradas em ambas as amostras. Assim 0s
resultados de comparacdo podem ndo se mostrar
significativos o suficiente para oferecer uma
correspondéncia. Tal problematica, segundo o estudo, pode
ser devida a uma possivel contaminagdo dos sapatos com
outras bactérias presentes no chdo, quando os individuos
tiram os sapatos em casa, sendo que 0 andar pode causar a

115



D.A.D. Wegoski & P. Dalzoto, Rev. Bras. Crimin. 12(2), 112-121, 2023

contaminagdo com outras bactérias do ambiente. Outros
fatores possiveis apontados foram a transferéncia de
bactérias de outras pessoas, quando os individuos andam
descalcos, carregando assim essas bactérias em seus pés e
sapatos, infeccGes microbianas e 0 método de analise
bacteriano utilizado [21].

A relaco entre 0 DNA bacteriano de um individuo e os
resquicios deixados em superficies tocadas pelo mesmo
individuo também foi demonstrada por Lee [22]. Em
estudo realizado para determinar se era possivel
estabelecer ligacdo entre sujeito-objeto através da analise
de DNA bacteriano deixado em pecas de roupa, tecidos
como algoddo 100%, algoddo 55% e poliéster 45%, e
100% poliéster, foram utilizados. Voluntarios agarraram
firmemente as amostras de tecido e DNA bacteriano foi
retirado dos tecidos, da palma da méo e da ponta dos dedos
dos participantes da pesquisa. Os microrganismos
encontrados nas amostras de cada voluntéario diferiram
significativamente entre eles, e apesar do estudo dever ser
considerado com cautela devido ao baixo nimero de
participantes e amostras, foi possivel confirmar a relagdo
entre as bactérias presentes nas maos de cada voluntario e
dos tecidos analisados.

Em um estudo de 2020 [18], Hampton-Marcell et al.
demonstraram que humanos deixam assinaturas
microbianas ap6s contato com superficies em uma casa,
permitindo que pessoas sejam associadas as superficies
com uma acuracia de 20 a 25%. Estes autores também
demonstraram que o microbioma da pele contém taxa raros
que podem levar a um perfil microbiano Gnico, que pode
ser usado na identificacdo de criminosos, embora sejam
necessarios mais estudos para implementar
definitivamente esta metodologia.

Durante séculos a utilizacdo de fios de cabelos em
investigagBes limitou-se a comparagdes entre a cor do fio
de cabelo e pigmentagdo. Foi somente na metade dos anos
80 que a técnica PCR — Polymerase Chain Reaction -
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) proporcionou uma
mudanca importante na analise de fios de cabelo,
contribuindo com o estudo de DNA realizados nos fios.
Contudo, a realizacéo da analise do fio s6 poderia se dar
com fios de cabelos que estivessem em sua fase anagena,
fase na qual sdo ricos em DNA nuclear [22]. Uma
alternativa de investigacdo favorecida pela analise
metagendmica, abordagem independente de cultura
bacteriana, é a impressao digital microbiana que pode ser
coletada dos fios [23,24].

Sendo os fios de cabelo uma das evidéncias mais
presentes em cenas de crimes, Tridico et al. [24] realizaram
um estudo visando determinar o possivel uso da anélise de
bactérias presentes em fios de cabelo para fins forenses.
Amostras de fios do couro cabeludo e pelos pubianos
foram coletadas de sete voluntarios, dois dos quais eram
um casal, em trés meses diferentes. Os resultados
demonstraram a relagdo de diferentes tipos de bactérias em

diferentes partes do corpo, sendo que ndo foram notadas
dessemelhancas significativas entre sexos no que tange as
amostras de fios retirados do couro cabeludo. Ja a partir das
amostras de pelos pubianos é possivel estabelecer uma
notavel diferenca entre pelos masculinos e femininos por
suas respectivas microbiotas, sendo a presenca de
Lactobacillus  crispatus e Lactobacillus  gasseri
predominante no sexo feminino.

A identificacdo da causa de morte envolvendo
microrganismos pode ser dificil de ser realizada mediante
autopsia, por falta de informacdo ante-mortem.

Embora se saiba o papel destes microrganismos em um
ser vivo, pouco se sabe sobre as mudanc¢as na microbiota
apo6s a morte, o que constitui 0 Tanatomicrobioma. Numa
perspectiva forense, os microrganismos encontrados em
um corpo ap6s a morte podem ser divididos em
tanatomicrobioma, aqueles presentes em 6rgéos e fluidos
ap6s a morte, e microrganimos epinecréticos, que sao
encontrados na superficie dos restos em decomposicéo
[25].

Logo ap6s a morte, inicia-se 0 processo de
decomposicdo microbiana. O sistema imune cessa sua
atividade e a temperatura corporal é alterada, favorecendo
a colonizagdo por microrganismos. As mudangas que
ocorrem no corpo apds a morte dificultam a identificagéo e
separacdo de microrganismos que podem ser a causa de
morte, microrganismos comuns & microbiota que se tornam
fonte de patologias quando estdo em circunstancias
propicias, e 0s microrganismos que podem contaminar o
cadaver antes ou durante a autopsia [26]. Diferentes fatores
podem levar a presenca de bactérias nas amostras, tais
como a invasdo durante a vida, o que pode atestar a causa
de morte por infeccdo; a propagacgdo agonal, na qual seria
possivel que bactérias invadissem uma superficie do corpo
durante procedimentos de ressuscitacdo ou entdo por
problemas na circulagdo sanguinea; a translocacdo pos-
morte, na qual bactérias que estdo presentes naturalmente
no corpo podem atravessar as barreiras das mucosas e
causar a proliferagdo de diferentes bactérias; e
contaminac&o, a qual poderia ocorrer durante a retirada das
amostras [25].

Colocados os possiveis entraves no processo de
identificacdo de bactérias que estariam presentes antes ou
apoés a morte, grande parte dos estudos realizados para
compreender como tais fatores podem atrapalhar na
identificacdo de microrganismos como causa de morte,
apontam para a seguranca dos achados acerca de
microrganismos em autépsias, desde que o corpo tenha
sido devidamente refrigerado e ndo se trate de autdpsias de
criangas menores de 2 anos. De modo geral devem ser
observados 0s niveis de proteina c-reativa, uma lista de
microrganismos que podem ser considerados patgenos
oportunistas quando had alguma doenca subjacente,
histologia e problemas relacionados a imunidade. Apesar
de alguns microrganismos como Escherichia coli e
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Candida albicans fazerem parte da nossa microbiota e
poderem se tornar patogénicos em circunstancias
especificas, uma lista completa de patdgenos verdadeiros
ndo é possivel de ser concluida, sendo recomendado
procurar literatura para cada tipo de microrganismo
encontrado, uma vez que as outras informagGes citadas
anteriormente tenham sido consideradas [26].

As mudancas que ocorrem na microbiota & medida que
o0 cadaver passa pelos estagios da decomposicao podem ser
usadas como um relégio microbiano post-mortem, que
pode levar ao estabelecimento do intervalo post-mortem
(IPM) [27,28], que € fundamental para reconstruir cenas de
morte, sejam por homicidios, mortes suspeitas ou mesmo
naturais [34].

O PMI pode ser estimado por varios métodos, e em
geral, utiliza-se uma combinag&o de diferentes abordagens,
para melhorar a sua acuracia. Informagfes sobre as
atividades prévias do individuo, associadas com sinais
bioldgicos e ambientais, podem contribuir para essa
determinacdo, embora todos o0s métodos sejam
dependentes de muitas variaveis [28].

A metagendmica surge como uma alternativa para
caracterizar o microbioma humano, fornecendo um padrao
comparavel, que pode ser aplicado em associa¢Bes entre
individuos e objetos encontrados em cenas de crimes
[29,30]. A analise do microbioma de diferentes locais do
corpo e diferentes ambientes pode ser empregada para
determinar a localizagcdo geografica de crimes e ainda
determinar a causa da morte, bem como a identidade dos
individuos [31-33].

Apesar do potencial que essa técnica apresenta, uma
série de duvidas podem surgir, como por exemplo o tempo
dispendido para a transi¢do entre a microbiota ante-mortem
e post-mortem. Visando elucidar essa questdo, Pechal et al.
[30] estudaram a microbiota da pele de 6 partes do corpo
de 188 cadaveres, em Detroit, Michigam, EUA. Os autores
concluiram que a diversidade dos microrganismos
permanecia estavel até 48 horas ap6s a morte. Kodama et
al. [29] coletaram amostras de swabs de pele e objetos em
16 cenas de crime com morte, em Honolulu, Hawaii, em
diferentes momentos: na chegada a cena de crime, na
chegada ao necrotério e em intervalos de 6 horas até o
momento da autdpsia. As conclusdes do estudo
demonstram que a microbiota da pele permanece estavel
nos diferentes momentos e que, objetos das vitimas,
apresentam 0s mesmos microrganismos, em taxas que vao
de 100 a 50% de coincidéncia, sendo maiores em objetos
de uso pessoal, como 6culos, bengalas e utensilios
médicos. Com isso, 0s autores sugerem que 0 microbioma
da pele pode ter importante papel na identificacdo de
individuos, como técnica complementar as impressoes
digitais.

Recentemente, em 2022, o papel forense dos
microrganismos encontrados em marcas de mordidas
comecou a ser explorado experimentalmente, uma vez que,

nos tribunais, sdo wusadas apenas comparacles
morfolégicas entre marcas e arcadas dentarias [34]. Nesta
revisdo, os autores descrevem que o estudo do genoma de
Streptococcus sp. encontrado nestas marcas de mordida

pode levar & associagdo com o microbioma oral do
suspeito.

4.2.4. Micologia forense

O estudo de fungos em investigacfes forenses, a
micologia forense, ainda é uma area que possui pouca
literatura disponivel, sendo entdo os estudos publicados até
0 momento uma base para futuras investigacdes sobre suas
possiveis contribuicdes para as ciéncias forenses. A analise
de fungos pode ser utilizada para a estimativa do tempo de
morte, tempo de decomposi¢cdo, no fornecimento de
evidéncias residuais e na determinacdo de causa de morte
em casos de intoxicages [35].

A utilizacdo da andlise de fungos para o
estabelecimento do intervalo post-mortem tem sido a maior
contribuicdo do estudo de fungos na &rea forense. A partir
da identificacdo dos tipos de fungos encontrados em um
determinado ambiente ou cadaver, e das observacgdes de
como ocorrem as interagdes com outros compostos do
ambiente, é possivel estabelecer o intervalo post-mortem.
A sucesséo do crescimento flngico e o uso de nitrogénio
permitem estabelecer uma estimativa do intervalo. Ainda
s80 necessarios mais estudos para estabelecer uma base
confidvel de fungos, sua presenca nos estagios de
decomposicdo cadavérica e a interacdo com o tipo de
ambiente onde se encontram, mas segundo [35], fungos de
grupos como 0s Zygomicetos, Ascomicetos e
mitosporicos, de frutificacdo precoce, e os Basidiomicetos,
de frutificagdo tardia, sdo destacados para a analise de
decomposicdo. Grupos de fungos que formam corpos de
frutificacdo em condigdes naturais apds a decomposicao
cadavérica podem ser chamados de fungos post
putrefaction, enquanto fungos que formam corpos de
frutificacdo no solo ap6s tratamento com aménia séo 0s
chamados fungos ammonia [35].

Um exemplo da anélise de fungos em investigacGes
para o estabelecimento do intervalo de morte vem de
Voorde e Van Dijck [36], onde fungos encontrados no
corpo de uma baronesa assassinada foram isolados e
incubados a fim de reproduzir o ambiente exato no qual o
cadaver foi encontrado. Através da anélise do crescimento
dos fungos foi possivel estabelecer o intervalo de tempo de
18 dias da ocorréncia do crime até a descoberta do corpo,
informacdo posteriormente  confirmada quando o
responsavel pelo crime foi descoberto.

Outro caso semelhante, citado por Lehman [8], é o da
investigacdo de um corpo encontrado com multiplas
marcas de esfaqueamento em um apartamento fechado, o
que impediu a entrada de mosquitos. Os cientistas forenses
no caso notaram a presen¢a de fungos nas manchas de
sangue no carpete onde o corpo estava. Uma parte do
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carpete sem manchas de sangue foi removido pela equipe
forense e foi mantido em laboratério sob condicdes de
umidade e temperatura semelhantes ao do apartamento
onde ocorreu 0 crime, ap6s ser manchado de sangue
bovino. As colbnias de Penicillium brevicompactum,
Penicillium citrinum e Mucor plumbeus encontradas na
cena do crime foram comparadas com as resultantes do
carpete mantido em laboratério, o que possibilitou a
estimativa do tempo de morte em 5 dias. A estimativa foi
confirmada quando o suspeito de ter cometido o crime
confessou.

Em uma analise de fungos realizada em 1996, os fungos
identificados como Penicillium e Mucor foram coletados
do corpo de uma mulher morta em seu apartamento, e
estudados em ambientes artificiais por 28 dias. Esse tempo
permitiu estabelecer o intervalo de morte da vitima e
contribuir para a condenacdo do assassino. Em mais uma
contribuicdo para a area forense, a analise de fungos em
restos de comida deixadas em um apartamento pdde ser
utilizada para delimitar o intervalo de tempo em que
criangas foram deixadas sozinhas em um apartamento pela
mée, que acabou sendo acusada da morte de um dos filhos
por negligéncia [37].

Um caso no qual uma vitima de estupro afirmava ter
sofrido abuso sexual préximo a determinadas &rvores,
enquanto o suspeito afirmava ter tido relagdes sexuais
consensuais com a vitima em um parque a 200 metros de
distancia, foi esclarecido com a comparagdo dos fungos
caracteristicos de madeira e folhas mortas encontrados nas
roupas e sapatos da vitima e do suspeito. Apesar da
proximidade entre os locais, a analise dos fungos se
mostrou significativa o bastante para corroborar a deniincia
da vitima. Confrontado com as evidéncias, 0 suspeito
confessou [36].

Em Dundee, na Escécia, o corpo de uma mulher que
fora estuprada e morta, foi cremado antes que um
micologista pudesse examina-lo. Porém, com as anotagdes
realizadas sobre o estado do corpo e do crescimento
extensivo de fungos que o corpo da mulher apresentava, foi
possivel estimar que a mulher estivera no local por pelo
menos duas semanas e, somado ao polen encontrado e
esporos de fungos, estabeleceu-se uma ligacdo também
com o suspeito e o local onde o corpo foi encontrado.
Outras evidéncias, como a filmagem de cdmeras com 0s
envolvidos e uma extensa ficha criminal, acabou
acarretando a condenagéo do suspeito [37].

No Japdo, o corpo de um homem de aproximadamente
71 anos foi encontrado em um pogo aberto, sua face
coberta com coldnias de fungos brancos. A identificacdo
dos fungos Penicillium sp. e Aspergillus terreous ajudaram
a corroborar a estimativa do tempo de morte, pois 0 homem
havia sido visto pela Gltima vez doze dias antes de ser
encontrado [38].

Em estudo realizado no Ceara, Brasil, com a coleta de
amostras retiradas de 60 cadaveres em diferentes estagios

de decomposicdo  (gasoso, coliquativo e de
esqueletizacdo), os resultados de isolamento de fungos
mitoséricos mostraram a prevaléncia da forma filamentosa
nos periodos gasoso e de esqueletizacdo, e de leveduras no
periodo coliquativo. No que diz respeito as ordens fungicas
avaliadas, os géneros Aspergillus e Penicillium, da ordem
Eurotiales, apareceram nos periodos gasoso e de
esqueletizacdo. De modo geral, os resultados encontrados
nas amostras apontam para a prevaléncia dos géneros
Aspergillus e Candida no periodo gasoso, Candida sp. no
periodo coliquativo, e Aspergillus spp. Penicillium spp. e
Mucor spp. no periodo de esqueletizagdo [39,40].

Apesar dos bons resultados demonstrados em diversas
investigacBes, os métodos para a andlise de fungos
utilizados como evidéncia ainda ndo sdo robustos o
suficiente para terem ampla aceitagdo em tribunais de
justica [36].

Sendo os fungos em cadaveres passiveis de serem
reconhecidos como causa de morte e possibilitando
estabelecer o intervalo de morte, Sidrim et al. [41]
realizaram a analise de 23 cadaveres em diferentes estados
de putrefacdo para tentar identificar algumas das espécies
fangicas presentes e seu potencial infeccioso para 0s
individuos que realizam as autdpsias. Dentre as espécies
identificadas, Aspergillus fumigatus e Candida Albicans
estavam entre os fungos que podem causar complicacfes
de salde para os analistas em caso de contaminacdo,
principalmente para aqueles que possuem doencas
subjacentes, como problemas pulmonares e diabetes
mellitus. Os autores salientam ainda a importancia dos
equipamentos para a realizacdo de autdpsias, e que mesmo
com as diferengas entre paises, todas as autdpsias deveriam
incluir luvas de dupla camada, com uma camada interposta
a prova de corte, vestimenta impermeavel e maéscaras
faciais para impedir a contaminacéo pelo ar.

A andlise fisiolégica de fungos pode também ser
utilizada para a localizacéo de timulos e para a estimativa
do tempo decorrido desde o enterro de cadéveres [35].
Sendo alguns fungos causadores de doencas, além de
causas de morte, andlises forenses de fungos que
colonizam construcfes também devem ser consideradas
[37].

O uso do solo como trago de evidéncia [37], e como
meio de identificar locais onde restos humanos foram
enterrados, tem ganhado espago ao lado da entomologia
nas investigacg@es criminais. Os fungos encontrados no solo
podem servir como lapides acima do solo, segundo
Tranchida et al. [42], em seu estudo no solo, onde restos
humanos foram encontrados, apontaram, assim como
estudos anteriores, a presenca de fungos amoénia e 0s
chamados fungos postputrefaction. Em estudo utilizando a
carcaca de um suino enterrada para realizagdo de analise
do solo, encontraram maior diversidade de fungos
presentes no solo no periodo gasoso de decomposicao,
seguido de um menor numero encontrado no periodo de
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apodrecimento, causado pela maior
microbiana e de outros insetos [16,42].

Piazzaetal. [43] avaliaram 2 cadaveres preservados em
condicBes controladas por 6 semanas em uma funeraria:
um homem de 78 encontrado em casa, 3 dias ap6s a morte,
e um homem de 84 anos, morto em um hospital. Os autores
isolaram mais de 70 Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) fungicas, mapeando os dois corpos de acordo com
os fungos isolados. As diferengas entre os dois cadaveres
foram atribuidas ao periodo perimortem, demonstrando
que esta fase influencia a colonizacéo fungica. No primeiro
caso, a colonizacdo iniciou na face, braco esquerdo e
tornozelos, apds 6 dias foram observados fungos em todo
o corpo. Os fungos encontrados foram Penicillium
polonicum e P. rubrum. No segundo caso, os fungos P.
expansum e Cladosporium cladosporioides foram
observados apenas na cavidade oral.

Os autores [43] confirmaram a importancia do estudo
da taxa de crescimento fungico e das condigdes ambientais
no momento da morte para determinacdo do IPM. Esta
estimativa pode ser realizada por comparacdo do
crescimento fangico nos cadaveres com dados disponiveis
em manuais de identificacdo flngica.

Recentemente, diversos autores tém utilizado o
tanatomicrobioma para identificar fungos em amostras de
DNA total de solo [44] ou de corpos [45]. Em sua revisdo,
Wojcik et al. [45], relatam a ocorréncia de fungos em
diferentes estagios de decomposicdo e locais do corpo.
Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium rugulosum e
Penicillium spp foram encontrados no cabelo de cadaveres
putrefeitos e em fase de esqueletizacdo. Na pele, foram
encontrados A. niger, A. flavus, P. rugulosum e Candida
albicans. Em mucosas, além destes ja descritos, foram
recuperados C. guilliermondii e Pichia piceum. Nos 0ss0s,
solo e roupas, foram predominantes A. niger, A. flavus e
Penicillium spp. Essa estratégia aumenta a capacidade de
recuperar 0s microrganismos, uma vez que ndo depende de
isolamento e crescimento em laboratério. Acredita-se que
esse tipo de metodologia poderd contribuir futuramente
para a elucidacéo do local da morte e, até mesmo, do tempo
de morte, dependendo dos microrganismos encontrados.

Becktell et al. [46], em um estudo de 2022, relataram a
presenca de trés fungos nunca anteriormente descritos em
restos mortais humanos, na Estacdo de Pesquisa em
Investigacdo Forense (FIRS) em Whitewater, Colorado,
EUA, um ambiente desértico. Dois cadaveres em estagios
de decomposic¢do tardios foram utilizados no estudo, com
IPM estimados respectivamente em 1520 dias e 1820 dias.
Ambos apresentavam uma crosta negra na pele
remanescente, e a partir do isolamento, crescimento e
sequenciamento de rDNA nuclear, foram identificados
Aerobasidium melanogenum, Didymella glomerata e
Alternaria sp.

Tavares [47] isolou fungos filamentosos e leveduras da
pele de 20 cadaveres em estagio de putrefacdo e de 29

competicdo

ossadas humanas, armazenados no Instituto Médico Legal
de Curitiba. Estes isolados foram caracterizados
morfologicamente e por sequenciamento das regifes ITS
do rDNA e identificados como Alternaria sp., Aspergillus
chevalieri,  Aspergillus ~ fumigatus, = Chaetomium,
Cladosporium, Debaryomyces hansenii, Fonsecaea sp.,
Hyphodontia microspora, Mucor (M. circinelloides e M.
racemosus), Oidiodendronem sp., Penicillium commune,
Phanerochaete pseudomagnoliae, Rhodotorula
mucilaginosa, Trametes sanguinea e Yarrowia deformans.
Em cadaveres putrefeitos, foram encontrados Candida sp.,
Cladosporium  cladosporides, Fonsecaea sp. e
Trichosporon sp. Observou-se a predominancia de
leveduras em cadaveres e fungos filamentosos em ossadas,
com maior incidéncia de Aspergillus sp. e Penicillium sp.
Este trabalho é o primeiro relato dos fungos Aspergillus
chevalieri, Rhodotorula mucilaginosa, Phanerochaete
pseudomagnoliae, Yarrowia deformans, Hyphodontia
microspora e Debaryomyces hansenii isolados de ossadas
e cadaveres putrefeitos. Estes resultados constituem um
estudo pioneiro no Estado do Parana e sugerem que fungos
podem ser usados como ferramentas adicionais nos estudos
forenses

5. CONCLUSOES

O uso da microbiologia forense na identificacdo da
causa de morte, casos de intoxicagdo, estabelecimento do
intervalo de morte, identificacdo de microrganismos no
solo em locais de crime, contaminagdo proposital ou
acidental de individuos com agentes infecciosos, e
evidéncias de transferéncia de bactérias que podem ajudar
a estabelecer o suspeito de um crime foram os casos mais
encontrados na literatura.

Fica evidente a importancia da microbiologia forense
para auxiliar os outros métodos de investigacdo na
compreensdo do que ocorreu em cenas de crime, morte
acidental e outros tipos de casos, visando o esclarecimento
dos fatos e obtencédo de justica.

Desse modo, um maior nimero de estudos pode
auxiliar na construgdo de uma base de dados robusta e
segura a ser utilizada em investigacfes. A partir dos
estudos realizados, é possivel perceber que a microbiologia
forense tem potencial para ser utilizada em diversos casos
de investigacBes, abrindo cada vez mais o leque de
aplicacdes dessa ciéncia na resolucdo de crimes.
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