(Aus dem Institute der wissensehafﬂich-gerichtlichen Expertise, Odessa.)

Identifizierung des Kotes nach Colibakterien.

Von
Priv.-Doz. -Dr. Erwin Hoen.

Bakteriologische Untersuchungen des Kotes, die bisher in der Ge-
richtspraxis angewendet wurden, hatten hauptséchlich die Aufgabe, ihn
nach dem Befunde verschiedener pathogener Erreger wie Typhus-,
Dysenteriebacillen u. a. zu identifizieren. Das Bacterium coli als meist
vorkommender Darmsaprophyt wurde wegen seiner allgemeinen Ver-
breitung nicht in Betracht genommen.

Unsere Untersuchungen hatten nicht den Zweck, Colibakterien als
solche im Kote nachzuweisen, sondern deren individuelle Eigenschaft,
mit Seren von Tieren zu agglutinieren, die mit einem bestimmten Stamm
der Colibakterien immunisiert worden waren.

Als Grundmethode fiir die Identifizierung der pathogenen Bakterien
wird heutzutage die Agglutinationsreaktion angewandt. Dagegen kann
die Agglutinationsreaktion fiir die Coligruppe nicht angewandt werden,
da jeder einzelne Colistamm nur von dem Serum agglutiniert wird,
welches mittels dieses Stammes hergestellt worden ist.

Auf diese Weise zeigen verschiedene Colibakterienstimme in der
Agglutinationsreaktion eine strenge Individualitdt, indem sie nur mit
sogenannten homologen Seren agglutinieren, d. h. mit solchen, die aus
entsprechenden Colistammen hergestellt sind?.

Diese individuelle Eigenschaft eines-jeden Colistammes kann unserer
Meinung nach in der kriminalistischen Praxis zur Identifizierung einer
Personlichkeit, welcher Trager des betreffenden Colistammes ist, an-
gewandt werden. \

Pfaundler beobachtete, daB agglutlmerende Seren, hergestellt aus dem Coli-
bakterienstamme einer bestimmten Person, auch mit allen oder den meisten an-
deren Colistdimmen, isoliert aus dem Darmkanal desselben Individuums, agglu-
tinieren, dagegen vollkommen inaktiv bleiben in bezug auf Bakterienkulturen,
isoliert von anderen Personen.

Besonders bemerkenswert sind die Ergebnisse von Burk, der 140 Colibakterien-
stéimme von verschiedenen Personen untersuchte. Ein agglutinierendes Serum,

gewonnen aus einem dieser Stdmme, agglutinierte diesen selbst noch in der Ver-
diinnung 1:5000. Es erwies sich, dafl von 139 heterogenen Kulturen, d. h. isoliert

1 Gemeint sind nur die saprophytischen Formen der Darm-Colibakterien, und
nicht die pathogenen-hédmolysierenden, bei denen heute gemeinsame Receptoren
festgestellt werden.
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von anderen Personen, nur 1 Stamm mit demselben agglutinierenden Serum, ver-
diinnt 1:1000 und 6 andere, verdiinnt 1:100, eine Agglutination ergaben, wahrend
die iibrigen Stimme iiberhaupt nicht agglutinierten.

AnlaB zu vorliegenden Untersuchungen in dieser Richtung war folgen-
der Fall: Im Juli 1926 wurde im Dorfe K. die Biirgerin S. nebst ihrem
2 Monate alten Kinde ermordet. Der Verdacht fiel auf den Biirger N.
Beide Leichen waren mit Kot verunreinigt, die Hand der Frau blutig und
der After mit Kot beschmutzt. Die Sektion zeigte, daB der Frau vor der
Erwiirgung Schwefelsdure in den Mund gegossen worden war. Das Kind
war ebenfalls mit Schwefelsdure getrinkt und auch erdrosselt worden.

Dem Odessaer Institut fiir wissenschaftlich-gerichtliche Expertise
wurden unter anderem 2 eingetrocknete Stiickchen Kot zugestellt, eines
von der Leiche des Kindes, das andere vom Stiefel des Biirgers N.,
um zu konstatieren, ob dieselben ein und desselben Ursprungs seien.

Die 2 Kotportionen zeigten (bei unmittelbarer mikroskopischer
Untersuchung des unvorbehandelten Kotes) in jedem Gesichtsfelde
Askarideneier. Auch die Reste der pflanzlichen Faserstoffe in den beiden
Kotportionen erwiesen sich als identisch.

Obgleich Askariden zu den haufig vorkommenden Parasiten gehdren,
ist jedoch eine solche Menge von Eiern wie in diesem Falle nur selten
anzutreffen.

Da die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchung mit grofBer
Wahrscheinlichkeit auf die Identitat dieser 2 Kotstiicke wiesen, war
eben aus diesem Grunde die Identifizierung nach den Colibakterien von
besonderem Interesse.

Zwecks Aussaat und Isolierung der Colibakterien in Reinkultur
wurde eine gewisse Kotmenge vom Stiefel des Biirgers N. und von der
Kinderleiche in sterilen Reagenzglisern mit einer Minimalmenge von
Kochsalzlgsung aufgeweicht und auf Endoagar ausgesit.

Nach 24stiindigem Bebriiten wuchsen unter den zahlreichen Kolo-
nien einzelne dunkelrot gefiarbte mit Fuchsinglanz an der Oberfliche.
Diese Kolonien wurden in Reagenzglaser auf Agar umgesat, darauf auf
Indolbildung, Milchgerinnung und auf Gelatineverflitssigung hin nach
der unten beschriebenen Methode gepriift.

Nachdem wir uns tiberzeugt hatten, dafl die isolierten Stamme Coli-
bakterien waren, wurden von jeder Aussaat 2 Kulturen gew#hlt, mit-
einander gemischt und damit Kaninchen immunisiert.

Auf diese Weise wurden 2 agglutinierende Seren gewonnen, von
denen ein jedes den Stamm agglutinierte, aus welchem es hergestellt
war. Der Agglutinationstiter war bei dem einen Serum 1 :800 und bei
dem anderen 1 : 500.

Bei einer direkten und gekreuzten Agglutination erwies sich, daB
ein jedes dieser Seren mit der eigenen wie mit der aus der 2. Kotportion
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isolierten Kultur eine Agglutination ergab bis zur Hohe des Agglutina-
tionstiters der Seren.

Somit wurde die véllige Identitit der Colibakterien in den beiden
Kotportionen inn bezug auf ihre Agglutinationsfihigkeit nachgewiesen.

Wir unternahmen die Ausarbeitung dieser Methode der Identifizie-
rung des Kotes nach den agglutinierenden Eigenschaften der Coli-
bakterien, da der beschriebene Fall nicht einzeln dasteht. ‘

Es kommt nicht selten vor, daf Verbrecher ihre Fikalien am Orte
des Verbrechens hinterlassen, und - damit ist die Moglichkeit gegeben,
nach Identifizierung derselben den Tater zu tiberfiihren.

Hellwig, der sich mit dieser Eigenart der Diebe befalite, teilt mit,
dafB3 Diebe oft Faecesspuren am Orte ihres Verbrechens hinterlassen, teils
als Verhéhnungsakt, oder aus Angst und Erregung. Auch soll unter den
Verbrechern der Aberglaube herrschen, daB ein Verbrechen nicht entdeckt
wird, wenn der Téater am Orte seiner Tat etwas ,,von sich® zuriicklaBt.
So findet man Fiakalien auf Betten, Fensterbrettern, Stiithlen usw.

Da der Zweck unserer Forschung die Identifizierung der Colibakterien
in 2 Faecesportionen ist, von denen die eine das vom Verbrecher zuriick-
gelassene ,,Corpus delicti®, die 2. Portion dem des Verbrechens ver-
dichtigen Subjekte entnommen ist, entstehen folgende Fragen:

1. Inwiefern iiberwiegt ein bestimmter Typus von Colibakterien im
Darmkanal des betreffenden Individuums?

2. Ist es moglich, aus mehreren Colistdmmen, die zurzeit im Kote
vorhanden sind, den nétigen Stamm fiir die Immunisierung des Kanin-
chens zu finden ¢

3. Inwiefern #ndern sich die Eigenschaften des Darmecoli beim Ver-
bleiben in Kot, welcher lingere Zeit einer Austrocknung ausgesetzt war ¢

Besonders wichtig ist die Frage, wie lange ein bestimmter Typus
von Colibakterien im Darmkanal eines gewissen Individuums vorherr-
schen kann, d. h. ist es maéglich, nach mehr oder weniger langer Zeit in
dem Kote Colistamme aufzufinden, die ihren agglutinierenden Eigen-
schaften nach identisch sind mit den Colibakterien, die bei der ersten
Untersuchung isoliert worden waren ?

Nach Radziewsky und Totsuka ist ein bestimmter Typus von Colibakterien
fir einen bestimmten Darmkanal nicht konstant, da physiologisch periodische
Verinderungen eintreten konnen.

Von besonderem Interesse in dieser Hinsicht ist die Arbeit von Totsuka,
Z. Hyg. 45, 1903.

Der Verf. setzte sich zum Ziel, die Identitit aller Colibakterien in dem Kote
eines bestimmten Individuums festzustellen in bezug auf Veranderungen, die im
Laufe von Wochen eintreten kénnen.

Folgendes Verfahren wurde von ihm angewendet: Mit einem von 32 aus einem
Kote isolierten Colistimmen wurde ein agglutinierendes Serum hergestellt und

gepriift, wie sich die iibrigen 31 Stimme zu ihm verhielten. Es erwies sich, daB
nur 17 Colistimme mit diesem Serum agglutinierten, 14 nicht agglutinierten.
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Darauf isolierte der Verf. im Laufe ciner jeden der folgenden 12 Wochen aus
dem Kote derselben Person 32 neue Colistimme und verglich deren agglutinierende
Fahigkeiten mit denen des agglutinierenden Serums, hergestellt aus dem oben-
erwihnten einen Stamme. Es zeigte sich, daB die Zahl der agglutinierenden
Stamme allméhlich abnahm, so daB nach 12 Wochen nur 4 mit dem agglutinieren-
den Ausgangsserum positiv reagierende Stamme iibrig blieben.

Es sei bemerkt, dal der Verf. absichtlich nur solche Kolonien wihlte, die sich
sulerlich voneinander unterschieden.

Ausfiibrlicher beschreibt der Verf. in seiner Arbeit die Methodik der Iden-
tifizierung von Colibakterien als solche nicht, sondern sagt nur, daB alle Kulturen
auf ihre Beweglichkeit hin, auf Indolbildung, Siurebildung mit Milchmolke und
auf Milchgerinnung geprift wurden.

Bei der Identifizierung der Colibakterien in 2 oder mehr Kotportionen
ist es unserer Ansicht nach unerliflich, die untereinander am nichsten
verwandten Colistimme zu isolieren, d.h. solche, die der Eigenschaft
ihrer Kultur nach am #hnlichsten sind. - Somit wire zu erwarten, daf
auch nach der Agglutinationsreaktion die gewahlten Staimme identisch
sein wiirden.

AuBerdem muf} bei der Identifizierung GewilBheit bestehen, daB die
isolierten Stamme auch wirklich Colibakterien darstellen. Daher sind
die Grundmerkmale, welche die Colibakterien charakterisieren, néher
zu betrachten.

Die Eigenschaften der Colibakterien in bezug auf Zersetzung ver-
schiedener Zuckerarten und Bildung von Stoffwechselprodukten sind
so mannigfaltig, daB es kaum méglich ist, auch aus einer grofien Anzahl
von Kotportionen eine Kultur zu gewinnen, die allen Anforderungen
einer klassischen Colikultur entspricht.

Um Zeit und Miihe zu sparen ist es daher zweckméBig, nur 4 Grund-
reaktionen zu benutzen, die zur Identifizierung der Colibakterien voll-
kommen gentigen:

1. Bildung von Fuchsinglanz auf Endoagar, 2 Nichtverflissigung
der Gelatine, 3. Milchgerinnung, 4. Indolbildung.

In Kiirze sei hier die Beschreibung der Methodik fiir solche Unter-
suchungen angefiihrt, d. h. der Isolierung von Colibakterien aus dem Kote
und Feststellung der biologischen Eigenschaften der isolierten Kulturen.

Das am Orte des Verbrechens entnommene Material fiir die Aussaat muB
aus den tiefer gelegenen Schichten des Kotes genommen werden, da die Ober-
fliche durch Erde, Staub, Fliegen usw. verunreinigt sein kann.

Die Isolierung der Reinkultur wird in iiblicher Weise auf Fuchsin-Endoagar
ausgefithrt. Nach 24stiindiger Bebriitung unterscheiden sich die Colibakterien-
kolonien von den anderen durch dunkelrote Firbung und charakterlstlschen
Fuchsinglanz auf der Oberfliche.

Einige solcher Kolonien (bis 5) werden mit der Platindse entnommen, in
Reagenzgliser mit gewshnlichem Agar ausgesit und im Brutschranke belassen zur
weiteren Priifung ihrer biologischen Eigenschaften.

Nach 24 Stunden wird aus jedem Reagenzglase mit der Ose die Kultur auf
folgende Niahrboden iibertragen:
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1. in ein Glas mit 10 ccm 5—10proz. Peptonwasser (Prifung der Kultur auf
Indolbildung); :

2. in ein Glas mit sterilisierter Milch;

3. in ein Glas mit Nahrgelatine.

Bei' Versuchen auf Indolbildung ist zweckmifBiger Peptonwasser zu ge-
brauchen, da Fleischbouillon oft Zucker enthilt, der Indolbildung verhindert.

Nach 2tigigem Aufenthalt der Aussaat im Brutschrank wird das Pepton-
wasser auf Vorhandensein von Indol gepriift, wobei zu diesem 1 cem 0,005 proz.
Natrium-nitrosumlésung und 1 cem 25proz. Schwefelsiurelésung hinzugefiigt
werden. Nach Mischung bleiben die Reagenzgliser eine 1/, Stunde bei Zimmer-
temperatur stehen, darauf werden 2—3 ccm Amylalkohol hinzugesetzt und stark
geschiittelt. Falls Indol vorhanden ist, farbt sich der Alkohol rosa oder rot.

Die Milchgerinnung muf} in der Regel bei 37° nach 2 Tagen und nicht spéter
als nach 5 Tagen eintreten.

Die Colibakterien verfliissigen in der Regel die Gelatine nicht. Da die Prii-
fung auf Gelatineverflissigung bei gewohnlichen Temperaturverhsltnissen (20°)
viel Zeit erfordert, ist zur Beschleunigung der Reaktion zweckméBig die Methode
von Rivas zu gebrauchen, nach welcher die besiten Reagenzgliser mit Nahr-
gelatine bei 37° 2 Tage im Brutschranke gehalten und dann in Eiswasser gestellt
werden. Wenn die Gelatine erstarrt, hat die zu priifende Kultur dieselbe nicht
verflissigt.

Die erwahnten Proben diirften zur Einschétzung von Colibakterien
geniigen und Kulturen, die diesen Anforderungen entsprechen sind als
Colibakterien zu betrachten.

Trotzdem eine Indolbildung bei einigen Colibakterientypen nicht
stattfindet, ist es notwendig, um mégliche Fehler zu vermeiden, aus-
schlieBlich indolbildende Stdmme zu gebrauchen.

Da moglichst identische Colikulturen in Betracht kammen, werden
aus den 2 zu identifizierenden Kotportionen absichtlich solche Kolonien
gewihlt, die ihren morphologischen und biologischen Eigenschaften nach-
einander nahestehen.

Was die Herstellungstechnik der agglutinierenden Seren betrifft,
wire es natiirlich am zweckmiBigsten, aus jedem Kote mehrere Coli-
seren herzustellen, wodurch auch die Methodik an Genauigkeit gewinnen
wiirde.

Zur Vereinfachung geniigt es jedoch, sich auf die Immunisierung
zweier Kaninchen zu beschrianken, die mit 2 aus den zu identifizierenden
Kotportionen gewonnenen Kulturen immunisiert werden.

Bei den Untersuchungen ist es unerléfBlich, nicht nur eine Coli-
kultur als solche zu isolieren, sondern auch zu priifen, ob der gewéhite
Colibakterienstamm auch wirklich einen zurzeit vorherrschenden Typus
der Colibakterien im betreffenden Kote darstellt.

Zu diesem Zwecke muB aus dem Kote nicht nur eine Kolonie isoliert
werden, sondern 5, und nach der Herstellung des Serums miissen dessen
agglutinierende Fihigkeiten in bezug auf die iibrigen 4 zu gleicher Zeit
isolierten Kulturen gepriift werden.
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Nur wenn das Serum mit den meisten von diesen agglutiniert, ist
man sicher, den richtigen Stamm getroffen zu haben, andernfalls ist
ein anderer Stamm zu wahlen.

Zur Gewinnung eines Immunisierungsmaterials wird eine 24stiindige Kultur
mit Kochsalzlésung abgeschwemmt und die Kultur selbst in einem Wasserbad
bei 58—60° wihrend 1 Stunde abgetétet. . Zur Konservierung wird bis 0,5 proz.
Carbolséure hinzugefiigt. Diese carbolisierte Kultur wird dann im Laufe der ganzen
Immunisierungszeit gebraucht.

Die Immunisierung des.Kaninchens wird nach der iiblichen Methode aus-
gefithrt; aber, da selbst eine abgetétete Colikultur fiir die Tiere verhaltnismiBig
giftig sein kann, ist die Injektion mit kleinen Dosen unter Kontrolle des Gesund-
heitszustandes und Gewichtes der Tiere auszufiihren. ‘

Bei der Immunisierung mit kleinen Dosen und nicht haufigen Injektionen
gewinnt man die am meisten spezifischen Seren. Der Hauptwert des Serums
besteht nicht in der Hohe seines Titers, sondern in der Spezifizitit des Serums.
Daher darf die Immunisierungszeit nicht lange wihren und es geniigt zur Ver-
wendung ein Serum mit nicht hohem Titerwerte (500—700), gewonnen durch
2—3 intravendse Injektionen in 4—5tégigen Abstinden.

An einem dunkeln und kiihlen Orte kann das Serum lange erhalten werden.

Nach diesen Methoden wurden Colibakterien von 10 Kotportionen
verschiedener Personen untersucht, so daB aus jeder dieser Kotportionen
je eine Colikultur isoliert wurde. Darauf wurde mit jeder dieser Kulturen
ein Kaninchen immunisiert.

Alle immunisierten Kaninchen ergaben ein agglutinierendes Serum
mit Titerwert 1 : 250—1 : 1200. Der Titer des Serums wurde in folgender
Weise bestimmt:

Zu 1 cem Serumverdiinnung wurde in einem Agglutinationsrohrchen
1/, Ose eintégiger Agarkultur hinzugesetzt, auf 2 Stunden bei 37° in
den Brutschrank gestellt, danach herausgenommen, 2 Stunden bei
Zimmertemperatur belassen und das Reaktionsergebnis abgelesen.

Um die Spezifitat der Agglutination zu ermitteln wurde eine direkte
und eine gekreuzte Agglutinationsreaktion vorgenommen, d. h. mit jedem
Serum eine Agglutination mit dem Ausgangsstamme wie mit allen
iibrigen Stammen.

Es erwies sich, daB jedes Serum bis zu seinem Titerwerte nur die
eigene homologe Kultur agglutinierte, die iibrigen 9 Kulturen aber nicht
die gerinste Spur einer Agglutination zeigten.

Um ein Urteil zu gewinnen, bis zu welchem Grade die Reaktion
spezifisch ausfallt, wurden alle Seren, unabhéngig von ihrem Titerwerte
1:100 verdiinnt, und mit denselben die beschriebene direkte und ge-
kreuzte Agglutinationsreaktion angestellt.

Die Versuchsergebnisse sind in der folgenden Tabelle angefiihrt:
3 Kreuze (++ ) bezeichnen vollige Agglutination, d. h. Klarung der
Fliissigkeit, 2 (4 ) eine mittlere, d.h. nur teilweise Klarung und
1 Kreuz (+) eine schwache, d.h. mit geringenr Agglutinationsspuren.

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, agglutinierten alle 10 Seren voll-
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Tabelle.
Endtiter d. Agglutination von Kulturen mit Serum verdiinnt 1:100
agglutinier- J
ten Serums 1 2 8 4 5 6 7 8 9 10
IM| 300 |44+ — | — | — | — 1 — | — | — | — | —
2G 500 — |+++H — — — — — — — —
3C 600 — — 4| — — — — — —_ —
4P 600 — — — |+ — — | ++] — + —
58 250 — — — — |+++H — — — — —_—
6E 300 — — — — — | = . _ .
™ 500 — — — |+ — — |+ — — —
8K 700 — - — — — — — |+ — —
9A | 1200 | — | — | —  — | — | = | — | — [++4+ —
108 800 | — — — — — — — + —_ |+

stindig ihre homologen Stimme. AufBlerdem wirkte das Serum aggluti-
nierend in Verdiinnung 1: 100 auf 4 heterogene Kulturen, auf 3 nicht
ganzlich und in einem Falle mit zweifelhaftem Resultat. ‘

Da die Agglutination heterogener Kulturen nur bei 2,5—12mal
hoherer Konzentration des Serums eintrat, als dem Endtiter des
Serums entsprach, kann der SchluBl gezogen werden, daB die Agglu.
tinationsreaktion zur Identifizierung der Colibakterien und somit auch
des Kotes vollstindig anwendbar ist.

Die von uns vorgeschlagene Methode zur Priifung agglutinierender
Seren nicht nur mit der Ausgangskultur, sondern auch mit 4 anderen Coli-
bakterienstdmmen, isoliert aus demselben Kot, hat den Zweck zu zeigen,
ob der gegebene Stamm seinen individuellen Eigenschaften nach, den Re-
prasentanten der Mehrzahl der Colibakterien, der zur Zeit in dem Kote
vorherrscht, darstellt oder nur einzeln und zufallig im Kote sich befindet.

Bei Beriicksichtigung all dieser Bedingungen ist zu erwarten, dal-auch
nach léngerer Zeit aus der Coliflora serologisch identische Colistimme
mit den anfangs geziichteten Stimmen gewonnen werden kénnen.

Die weiteren Untersuchungen in bezug auf die Lebensfiahigkeit und
immun-biologische Besténdigkeit der Colibakterien in verhaltnismiBig
ausgetrocknetem Kote ergeben, dafl nach 1 Monat die Zahl der lebens-
fahigen Colistamme bedeutend gesunken war. Jedoch gelang die Iso-
lierung der typischen Colistimme ohne weiteres. Viele von diesen
Stimmen agglutinierten mit einem Immunserum, das einen Monat
vorher aus einem Colistamme desselben Kotes hergestellt worden war.

Auf diese Weise wird auch die Frage geldst, dafl zu solchen Unter-
suchungen nicht nur frischer, sondern auch langere Zeit gelagerter Kot
geeignet ist.

‘Somit wird die Méglichkeit gegeben, auf Grund der immun-sero-
logischen Eigenart der Colibakterien den Kot und die Persénlichkeit
selbst zu identifizieren.



