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Zur Technik des Spermanachweises.

Von
Dr. Berthold Mueller,

Assistent am Institut.

Der forensische Nachweis von Sperma gehort trotz der vielfachen
Methoden, die hierfiir angegeben sind, immer noch zu den schwierigsten
und undankbarsten Aufgaben in der gerichtlichen Medizin. An der Hand
eines Falles mochte ich hier auf die bisher angegebenen Methoden ein-
gehen, unsere Erfahrungen mit ihnen darlegen und auch auf einige neue
Gesichtspunkte hinweisen.

Das Institut erhielt aus einer Provinzstadt zum Spermanachweis
2 Leinenlappen, ein weibliches Hemd, 2 Streifen von der Innenseite
einer weiblichen, dunkelgrauen Hose aus Flanell und ein Biindel Moos.
Das Material stammte von einer weiblichen Leiche, die man in einem
Waldchen aufgefunden hatte. Die Leiche lag auf dem Riicken mit ge-
spreizten Beinen; die Kleider waren nicht zerrissen, die Rdcke waren
bis iiber die Knie hochgeschlagen. In der Scheide steckte, tief hinein-
gestopft, ein Moospfropfen. Am Halse lieBen sich Wiirgespuren nach-
weisen. Es bestand der Verdacht des Lustmordes. Bei der Obduktion,
die 3 Tage spiiter stattfand, wurde die Scheide mit den eingeschickten
Lappen ausgetupft.

Bei makroskopischer Betrachtung fand man auf den Leinenlappen
Flecke, die wie eingetrocknetes Sperma aussahen, am Moos Schleim-
und Schmutzreste, am Hemd Kot-, Urin- und Blutflecke. Den Flanell-
stiicken aus der Hose war auBler Blut nichts Charakteristisches anzu-
sehen.

Es wurden aus allen fraglichen Stellen zahlreiche Stiickchen aus-
geschnitten und nach den iiblichen Methoden untersucht. Nirgends
konnten Florencesche oder Barberiosche Krystalle erzeugt werden. Auch
in mit Aqua destillata und Pepsin-Salzsiure-Gemischen zerzupften
Zeug- und Moosstiickchen liefen sich Spermien nicht nachweisen. Die
Farbung nach Baecchi ergab gleichfalls tiberall ein negatives Resultat.
Als besonders schwierig erwies sich diese Farbung an den Flanellstiicken
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wegen der Dicke des Stoffes; sie blieb erfolglos, ebenso die Untersuchung
an ungefirbten Praparaten nach Zerzupfen und kurzer Maceration.

Um ganz sicher zu gehen, wurde schlieilich auf Veranlassung von
Herrn Professor Nippe noch folgende Untersuchung vorgenommen:
Die Lappen aus der Hose wurden in ihrer Gesamtheit klein zerschnitten
und in etwa 5 cem physiologischer Kochsalzlosung 24 Stunden mace-
riert. Wahrend alle Untersuchungen vorher negativ ausgefallen waren,
wurden nunmehr nach Ausdriicken der Zeugfetzen in dem triiben
Macerat vereinzelte einwandfreie gut erhaltene Spermatozoen gefunden.
Nach Zentrifugieren der Flissigkeit waren die Spermien viel reich-
licher, aber vielfach zerrissen, so daB sie neben den vielen Schmutz-
teilen nur schlecht zu erkennen waren. Die mit dem Macerat angestellte
Florencesche Reaktion fiel negativ aus. Bei der Farbung des luft-
trockenen Priparates nach May-Griinwald traten dieSpermien gut hervor.
Der vordere Teil des Kopfes war hellblau, der hintere dunkelblau, das
Mittelstiick gelblich und der Schwanz zartblau gefarbt. Die Zeugfetzen
fairbten sich mit, storten aber nicht sonderlich.

In derselben Weise wurden jetzt auch die anderen Objekte, besonders
das Moos, untersucht, Spermien wurden an diesen jedoch nicht mehr
gefunden.

Demnach wurde folgendes Gutachten erstattet: ,,An den beiden
Schritteilen der derben Hose der Ermordeten haben sich vereinzelte
Samenfiden und damit Samen iiberhaupt nachweisen-lassen. Bei der
Verwertung dieses Befundes wird darauf hingewiesen, daf3 er nach der
ganzen Sachlage kaum beweiskréaftig ist. Derartige derbe Hosen werden
von der landlichen weiblichen Bevilkerung erfahrungsgemal monatelang
getragen, ohne gereinigt zu werden, und daf3 dann bei einer verheirateten
Frau sich immerhin etwas ménnlicher Samen im Schritt der Hose finden
kann, ist nicht weiter verwunderlich. Dieser Samen braucht daher nicht
von einem Notzuchtsattentat herzuriihren, sondern kann von fritheren
Geschlechtsakten stammen.*

Eine bald darauf einlaufende Mitteilung der betreffenden Staats-
anwaltschaft besagte, der mutmafBliche Mérder habe den Mord ein-
gestanden, der Lustmord sei nur vorgetéiuscht gewesen. Der Befund
von Samenresten an der Innenseite der Hose war somit geklart; er
stammte von fritheren Beiwohnungen her, ein Beweis, wie vorsichtig
derartige Samenbefunde zu bewerten sind, wie das im Gutachten her-
vorgehoben war.

Dieser iiberraschende Spermabefund gab den AnlaB, die Macerations-
methodik nachzupriifen und gegebenfalls weiter auszubauen.

Nach der Literatur hat sich Gasis am meisten mit den Macerations-
methoden beschaftigt: er gab zu frischem Sperma destilliertes Wasser,
physiologische Kochsalzlosung, Sduren und Alkalien und eine 1 prom.,
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mit einigen Tropfen Salzsiure angesiuerte Sublimatlosung. Bei Zusatz
von Sdure und Alkali war schon nach 1 Tag an den Spermien eine
Trennung von Kopf und Schwanz zu bemerken; bei Zusatz von destil-
liertem Wasser und Kochsalzlgsung quollen die Samenfaden auf, bei
Sublimatzusatz war an ihnen auch nach 8 Tagen keine Veriinderung
wahrzunehmen; sie ballten sich nur zusammen. Gasis gibt fernerhin
an, daff im Gegensatz zu den bisherigen Annahmen die Spermaflecke
in der Peripherie viel mehr Spermien enthalten als im Zentrum. Er emp-
fiehlt demnach zum Spermanachweis folgendes Verfahren: Aus der
Peripherie des Fleckes werden kleine Stiickchen ausgeschnitten und in
der oben angegebenen Sublimatlésung 3—5 Minuten oder linger mace-
riert; das Macerat wird dann nach Trocknen iiber der Flamme mit
Eosin gefarbt und mit einer 1 proz. Jodkalilosung differenziert; es sollen
dann nur die Samenfiden gefirbt bleiben.

Bokne empfiehlt, Stiicke aus dem fraglichen Spermafleck in Wasser-
stoffsuperoxyd 1/, Stunde zu erweichen; dabei entsteht eine lebhafte
Gasentwickelung, in der Gasschicht kénne man die Spermien leicht
mikroskopisch im frischen Priparat nachweisen.

Bei meinen Untersuchungen bestand der Grundgedanke, in den
Fallen, bei denen alle anderen Methoden (chemische Vorproben, kurzes
Macerieren und Untersuchen von kleinen Stiicken, Farbungen im Stoff)
angestellt und erfolglos geblieben sind, moglichst alle Spermien auf ein-
mal zu erfassen, die sich doch noch in der verddchtigen Partie des
Stiickes befinden konnten. Dies wird vielfach der Fall sein, wenn es sich
um flauschige, dicke Stoffe handelt und wenn Flecke nicht zu erkennen
sind.

Das Wasserstoffsuperoxyd erwies sich mir zum Macerieren grofler
Stoffteile als nicht geeignet; der Schaum enthielt so viel Schmutz, dafi
das Auffinden der Spermien sehr erschwert wurde; dagegen war die
Methode brauchbar zur Untersuchung kleinerer und diinnerer Zeug-
stiickchen.

Um die geeignetste Macerationsfliissigkeit zu finden, muBten als
erstes die Voruntersuchungen von Gasis nachgeprift werden. Zunéchst
wurden zu frischem Sp=rma gleiche Teile von 1 prom. Sublimatldsung,
5 proz. Formalinldsung, destilliertem Wasser, 2 proz. Kalilauge, 2 proz.
Salzsiure und 70 proz. Alkohol zugesetzt; diese Mischungen blieben bei
Zimmertemperatur stehen. Nach 24 und 48 Stunden wurden die Fliissig-
keiten ungefirbt untersucht und nach Trocknen in der Luft nach
May-Griinwald gefirbt. Da auch die Florencesche Reaktion bei der
Untersuchung des Macerats angewendet werden sollte, wurde gleich-
zeitig festgestellt, bei welcher Verdinnung mit der jeweiligen Zusatz-
fliissigkeit sie noch positiv ausfillt. Das Ergebnis ist in nachfolgender
Tabelle zusammengestellt.
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Tabelle 1. Zu frischem Sperma:
Untersuchung im ungefirbten Gefirbtes
Die gleiche Menge Priparat bei 15° Préparat (May- Florence sche
von Griinwald) Krystalle
nach 24 Std. nach 48 Std. nach 48 Std.
Aqua dest. ‘Unver'a:ndert Spermien leicht ge- Gut Positiv  bis zur
quollen, viel Bak- Verdiinnung von
terien 1:35 bis 1:40
Formalin 5proz. - Spermien leicht ge-Unbrauchbar [Positiv  bis zur
{der kauflichen schrumpit Verdiinnung von
40 proz. Losung) 1:6
HgCl, 1 promill. » Unverdndert 5 Positiv bis zur
Verdiinnung von
1:30 bis 1: 35
KOH 2proz. » Bei Spermien viel-| Schlecht |Negativ
fachTrennungvon
Kopt u. Schwanz
HCl1 2 proz. v Bei Spermien viel- . Ohne Verdiin-
fach Trennungvon, nung positiv
Kopf u. Schwanz
Alkohol 70 proz. | Verklumpt [Verklumpt Gut Obne Verdiin-
i nung positiv

Die Tabelle ist aufgestellt auf Grund von drei verschiedenen Unter-
suchungsreihen. Erheblichere Verschiedenheiten ergaben sich nur bei
der Untersuchung der Florenceschen Reaktion. Sie scheint individuell
verschieden auszufallen. Wesentliche Abweichungen von den Befunden
von Gasis sind nicht vorhanden. ‘

Eine Fehlerquelle ist aber bei diesen Untersuchungen nicht bertick-
sichtigt worden; auch Gasis hat sie nicht ausgeschaltet: Beim Macerieren
von Spermaflecken handelt es sich um eingetrocknete, bereits fixierte
Samenfiden, die sich in Zusatzflissigkeiten und bei Farbungen sicherlich
anders verhalten als frische Spermien. Die schlechten Farbeergebnisse,
die in der Tabelle angegeben sind, kann man daher nicht sonderlich
schwer bewerten. Um diesen Fehler auszuschalten, liel ich fein ver-
strichenes, frisches Sperma auf Objekttrigern lufttrocken werden, setzte
dann die einzelnen Fliissigkeiten hinzu, beobachtete nach 1, 2 und 3 Tagen
und farbte nach May-Griinwald. Um rasches Eintrocknen zu verhindern,
wurden die mit den verschiedenen Flissigkeiten begossenen Objekttriiger
im Eisschrank aufbewahrt, und die Flussigkeiten nach Bedarf erneuert.
Das Ergebnis veranschaulicht Tabelle 2.

Diese Tabelle besagt, dafl bei einem bereits durch Eintrocknung
fixierten Samenfaden Zusatzfliissigkeiten keine oder nur unwesentliche
Verdnderungen hervorrufen, und daf die Farbbarkeit in jedem Falle
eine gute ist. Eine Ablésung der am Objekttriger fixierten Samen-
faden wurde nur durch Wasser und Kochsalzlésung erreicht. Man mufl

26%*
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Tabelle 2. Zu auf Objekttragern angetrocknetem Sperma:

TFlissigkeit Nach 2 Tagen Nach 3 Tagen (Mag?élr)i":;léal a
Aqua dest. Spermien unverandert, Spermien leicht gequol- Gut
fest am Glas haftend | len, teilweise schwim-
mend
NaCl 0,9proz. |Spermien unverdndert,|Spermien leicht gequol- v
fest am Glas haftend | len, teilweise schwim-
mend
HgCl, 1promill. |Spermien unverdndert,|Spermien unverindert, »
fest am Glas haftend | fest am Glas haftend
Formalin 3 proz.|Spermien unverindert, Spermien unverdndert, '
(wie in Tab.1)| fest am Glas haftend | fest am Glas haftend

also hiernach destilliertes Wasser und physiologische Kochsalzlosung als
die besten Macerationsmitte]l bezeichnen.

Das so gewonnene Resultat wurde noch einmal am Stoff selbst
kontrolliert; es mufite dazu eine Reihe moglichst gleichartiger Sperma-
flecke hergestellt werden. Die Samenfliissigkeit verschiedener Indivi-
duen von einem Tage wurde in einem Reagensglas gesammelt und ge-
mischt; von diesen in bekannter Weise fliissig gewordenen Samenmengen
wurden je 2 cem auf Leinenliappchen gleicher Art gegossen. Auf diese
Weise wurde erreicht, dafl alle so hergestellten Flecke die ungefahr die
gleiche Anzahl Spermien enthielten. Um zu beobachten, wie viel Samen-
faden nach Maceration noch im Stoff zuriickgeblieben waren, fertigte
ich vor und nach der Maceration Féarbepriparate an.

Es wurde gefiarbt nach Baecchi und nach Joesten, es wurde auch die
Kombination der Baecchi-Farbung mit der Gramfirbung nach der An-
gabe von @. Strassmann angewendet. Im Gegensatz zu anderen Autoren,
insbesondere von F. Strassmann machten wir mit der Baecchi-Farbung
schlechte Erfahrungen. Trotz langer Differenzierung farbten sich die
im Stoff enthaltenen Schmutzteile so stark mit, daB bei etwas geringerer
Spermienzahl die Samenfiden nicht mit Sicherheit oder haufig gar nicht
zu erkennen waren; die Kombination der Baecchi-Firbung mit der
Gramfirbung verbesserte das Resultat in keiner Weise. Recht brauch-
bar, wenn auch etwas umstéindlicher, erwies sich die Féirbung nach
Joesten. Gerade bei vergleichenden Untersuchungen, bei denen es auf die
Menge der Spermatozoen ankam, war sie hervorragend zu brauchen; sie
ist sehr elektiv, d. h. nur Spermien firben sich, Schmutz nnd andere
Partikel bleiben fast ungeférbt.

Um zunichst die Stellen zu finden, an denen die Spermien am reich-
lichsten sind, wurden bei 7 Flecken aus den verschiedensten Gegenden
Stoffstiickchen ausgeschnitten und nach Joesten gefirbt. Aus dem
Vergleich der Priparate ergab sich einwandfrei, dafl im Gegensatz zu
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der Angabe von Gasis in den zentralen Teilen des Fleckes die meisten
Samenfiden zu finden sind. Die Nachpriifung an natirlichen Sperma-
flecken hatte dasselbe Ergebnis. Auch die theoretische Uberlegung
stiitzt dies Resultat; denn es ist anzunehmen, dalBl bei Weiterausbreitung
des auf eine Stelle eines Stoffes ergossenen Samens in die Umgebung
immer mehr Spermatozoen in den Maschen des Gewebes abfiltriert und
nur wenige bis zu den Randpartien des Fleckes mitgeschwemmt werden.

Auf Grund dieser Feststellungen wurden daher bei allen weiteren
Untersuchungen aus dem Zenirum der vorbereiteten Flecke Stoffteile
zur Kontrollfarbung entnommen und gefiarbt. Der Fleck wurde sodann
klein zerschnitten und auf Eis in 4 ccm Flissigkeit in kleinen Flaschen
maceriert. Nach 24 Stunden wurden die Zeugfetzen ausgedriickt, und
ein Zeugstiickchen aus dem Zentrum, das vorher bezeichnet war, zur
Farbung beiseite gelegt. Die Macerationsflissigkeit wurde zunéchst
frisch untersucht und dabei die Florencesche Reaktion angestellt. Be-
reits hierbei waren die mit Jod braun gefrabten Spermien gut zu erken-.
nen; zum Schluf} lief ich einige Tropfen des Macerates auf dem Objekt-
trager eintrocknen und farbte nach May-Grinwald. Der Rest des
Macerats wurde zentrifugiert und wiederum nach May-Grinwald gefarbt.
Das Ergebnis der Untersuchungen ist aus folgender Tabelle zu ersehen.

Tabelle 3.
Zerschnittener Spermafleck, maceriert 24 Stunden bei rund - 7° in 4 cem von:

mien, viel Bak-| fach zerrissen | mien als vor der

-
Fliissigkeit Fl‘ﬁg ° Macerat Zentrifugat ‘ sﬁ%’éﬁ (:;I;;a{ﬁf::r;in
Macerat, | (May-Grinwald) (May-Griinwald) ‘ (Foesten)
Aqua dest. +  |Reichlich Sper-gSpermien viel-| Viel weniger Sper-
: mien, viel Bak-| fach' zerissen mien als vor der
‘ terien Maceration
NaCl 0,9 proz. ’ 4+  |Reichlich Sper-{Spermien  viel-|Viel weniger Sper-

‘ terien Maceration
HgCl, 1promill. - |Wenig Spermien, Spermien besser/Kaum weniger als
angesduert weniger  Bak-| erhalten vor der Maceration
terien
Formalin 5proz., — ‘VVenig Spermien,|Spermien besser Kaum weniger als
(wie in Tab. 1) | weniger Bak-| erhalten \ vor der Maceration
! | terien ’
KOH 2 proz. — |Keine Spermien, Keine Spermien [Spermien selten, zer-
) j keine Bakterien rissen u. verklumpt
Essigsdure2proz., + |Keine Spermien, Keine Spermien |[Spermien selten, zer-

keine Bakterien|

rissen u. verklumpt

Nach diesen Untersuchungen kommen also, wie die Tabelle zeigt,
als Macerationsflisssigkeiten nur destilliertes Wasser und physiologische
Kochsalzlésung in Betracht. Die Verwendung von Kochsalzlésung war
allerdings deshalb unbequem, weil sich bei zu schnellem Eintrocknen
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des Macerates iiber der Flamme auf dem Objekttriger Kochsalzkrystalle
bildeten, die bei der Féarbung storten.

Stérend war ferner bei Maceration in Kochsalz und Wasser die
Bakterienflora; sie liel sich leicht auf ein geringes Maf} zuriickfiihren,
wenn man nach 4stiindigem Macerieren 1 com 10 proz. Formalinlésung
oder 1prom. Sublimatlésung zusetzte. Sublimat ist vorzuziehen, weil
es im Gegensatz zu Formalin (siehe Tab. 1) die Florencesche Reaktion
nicht nennenswert hemmt. Die Loslésung der Spermien vom Stoff
wurde nach meinen Erfahrungen durch den spdteren Zusatz der bacterici-
den Flissigkeit nicht gestort. Der Zusatz dieser Fliissigkeiten macht
fernerhin die Spermien widerstandsfahiger (Tab. 3), so daf} sie bei
spaterem Zentrifugieren nicht so leicht zerbrechen.

Die so ausgearbeitete Methode wurde nunmehr bei im Institut vor-
handenen, 8 alten Spermaflecken erprobt; sie fithrte immer zum Erfolg,
obwohl der alteste Fleck 5 Jahre alt war. Bei einem verdachtigen Fleck,
bei dem alle anderen Methoden einschlieflich der Farbungen im Stiick
versagten, lieBen sich im zentrifugierten Macerat der ganzen verdéchtigen
Partie noch Spermien nachweisen.

AuBer mit May-Griinwald-Losung wurden die Macerate noch ge-
farbt nach Gasis (Firben mit Eosin, Differenzieren mit 1 proz. Jodkali-
l6sung), mit Methylenblau, mit Saurefuchsin nach Baecchi; es wurde
ferner angewendet die von @. Strassmann angegebene Kombination
der Baecchi-Farbung mit der Gramfirbung und eine Kombination der
Joestenschen Firbung (Einlegen in Resorcin 5 Minuten, dann Eisen-
himatoxylin, mit einigen Tropfen Jodkali versetzt, 1 Stunde ohne Er-
wirmen, nach kurzem Abspiilen Differenzieren in der von Joesten an-
gegebenen Losung: konzentrierte wifirige Losung von Oxalsiure 10 cem,
konzentrierte willirige Losung von Acidum picronitricum 1 cem, 1 proz.
alkoholische Taninnlosung ad 100 cem).

Die Farbung mit Eosin nach Gasis erwies sich deshalb als ungiinstig,
weil die Schwinze der Spermien sich auch bei Maceration in der vor-
geschriebenen Sublimatlosung nicht firbten. Sie war auch nicht elektiv.
EinigermaBen giinstige Resultate ergab die Farbung nach May-Griin-
wold und die Farbung nach G. Strassmann. Beide Farbungen sind tir
diesen Zweck etwa gleichwertig, elektiv sind beide aber auch nicht. Da
die May-Griinwald-Firbung technisch einfacher ist, wurde sie vorgezogen.
Etwas mehr elektiv war die Farbung mit Eisenhématoxylin. Sie ist
aber recht umstindlich, und die Vorteile sind nicht so grof, daf§ man sie
anwenden muf3. Methylenblau und Saurefuchsin farbten die Stoffasern
und die Schmutzteile so stark mit, da8 die Erkennung der Spermien
sehr erschwert wurde. :

Alles in allem 1aBt sich sagen, daB eine ideale elektive Farbung fir
Magcerate von Spermaflecken nicht gefunden wurde. Brauchbar ist die
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May-Griimwaldsche, die G. Strassmannsche Fiarbung und die angegebene
Modifikation der Joeslenschen Férbung.

Die Nachuntersuchung der macerierten Zeugfetzen nach dem Ver-
fahren nach Marigue mit konzentrierter Schwefelséure ergab, dal die
Briolge maBig waren; mitunter lieBen sich Spermien nicht auffinden,
auch wenn bei der Farbung nach Joesten noch zahlreiche zu sehen waren.

Es wurden also die wesentlichen Methoden des Spermanachweises
ausfithrlich nachuntersucht; ferner wurde eine Macerationstechnik aus-
gearbeitet, die versuchsweise bei einem praktischen Fall mit Erfolg an-
gewendet wurde. Die Ergebnisse der Untersuchungen werden noch
einmal im folgenden zusammengefalit:

1. Im Gegensatz zu der Angabe von Gasis liegen im Zentrum eines
Spermaflecks viel mehr Spermien als in der Peripherie.

2. Auch nach unseren Erfahrungen kommt man in vielen Fillen mit
kurzem Macerieren kleiner Zeugstiickchen in Wasser oder Pepsinsalz-
siuregemischen aus. Diese Methode ist stets zuerst zu versuchen.

3. Von den Farbemethoden im Stoff ist nach unseren Erfahrungen am
besten, wenn auch etwas umstindlich, die von Joesien.

4. Bei Versagen der Fiarbemethoden (dicker Stoff) oder bei ihrem
negativen Ausfall empfiehlt es sich, die verdéchtigen Stoffpartien vollig
zu zerschneiden und 24 Stunden in destilliertem Wasser kalt zu ma-
cerieren. Um allzu starke Bakterienwucherung im Macerat zu ver-
hindern und die Spermien widerstandsfihiger zu machen, ist es zweck-
miBig, nach vierstiindiger Maceration 1prom. Sublimatlésung zu-
zugieBen; auf 4 Teile Macerationsflissigkeit kommt zweckm&Big 1 Teil
1 prom. Sublimatlésung. Das Macerat kann sodann zentrifugiert, und
das Zentrifugat noch einmal untersucht werden.

5. Die Florencesche Reaktion fallt noch bei einer wiBrigen Ver-
diinnung von 1 : 35 positiv aus, kann also am Macerat versucht werden.
Sublimatzusatz hindert die Reaktion nicht wesentlich, Formalinzusatz
hebt sie gewdhnlich auf.

6. Das lufttrockene Macerat kann gefirbt werden nach May-
Grimwald, nach Q. Strassmann und mit Eisenhimatoxylin. Am besten
ist nach unseren Erfahrungen die Farbung mit Eisenhimatoxylin, am
einfachsten und doch brauchbar die nach May-Grinwald.
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