Deutsche Zeitschrift fiir gerichtliche Medizin, Bd. 42, S. 605—613 (1954).

Methoden zum Nachweis von Genitalsekretspuren®.
Von
SteFrEN P. BERG.

Mit 3 Textabbildungen.

Die erhebliche Zunahme der Sexualdelikte in letzter Zeit bringt es
mit sich, da man immer hiufiger auch Fille zu begutachten hat, in
denen die verlangte Identifizierung einer Spur mit morphologischen
Mitteln nicht gelingt. Im AnschluBl an frithere Untersuchungen soll
deshalb im folgenden iiber einige Verfahren berichtet werden, die,
ebenfalls unabhingig von den bekannten mikroskopischen Kriterien,
zur Differenzierung bestimmter Genitalausscheidungen beitragen kénnen.

I. Sperma.

Da der Nachweis von Samenspuren als dem wichtigsten Indiz eines
Sexualdeliktes z. B. an einer Azoo- oder Oligospermie des Téters schei-
tern kann, war man schon immer bemiiht, einen chemischen Sperma-
nachweis zu finden. Die angegebenen Verfahren waren jedoch zum
groBten Teil noch nicht einmal als Vorproben brauchbarl 2. Die erste
nichtmorphologische Methode, die als Beweisprobe fir Sperma zur
Diskussion gestellt wurde?, ist die Sperminflavianat-Reaktion wvon
PURANENS,

Sie hat sich mir auch neuerdings wieder als zuverldssig erwiesen. Soviel ich
unterrichtet bin, wird dieses Verfahren aber andernorts kaum benutzt, nicht zuletzt
wohl deshalb, weil das Reagens bisher nicht kduflich zu haben war. Hierzu sei
bemerkt, dafl sowohl Bayer-Leverkusen als auch Schuchardt-Miinchen nunmehr
Naphtholgelb 8 unter dem Titel ,,Natriumsalz der 2,4-dinitro-¢-naphtholsulfonsiure
(Reagens auf Sperma)‘‘ liefern. Die Substanz wird in 3%iger wiBriger Losung
(filtriert) benutzt; es empfiehlt sich, worauf seinerzeit nicht besonders hingewiesen
wurde, bei Ausfilhrung der Reaktion darauf zu achten, daB der Ansatz schwach
alkalisch reagieren mufl. Man darf natiirlich von diesem Verfahren nicht die gleiche

Empfindlichkeit erwarten, wie man sie etwa von der morphologischen Technik her
gewShnt ist.

Der hohe Wert der PuraneNschen Reaktion liegt darin, dal sie
einerseits spezifisch fiir Sperma ist, andererseits auch bei Azoospermie
positiv ausfallt.

Abgesehen von dieser — einzigen bisher bekannten — chemischen
Beweisprobe gibt es nun eine Reihe von fermentchemischen Methoden.

Die Bestimmung der Histaminase* wird ebenso wie die der Hyal-
uronidase®infolge der schwierigen Technik nicht iiberall durchfithrbar sein.

* Vortrag gelegentlich der Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir gerichtliche
und soziale Medizin in Miinchen 1952.



606 STEFFEN BERG:

Amerikanische Autoren haben nun in jingster Zeit eine neue ferment-
chemische Methode empfohlen, die ungleich einfacher durchzufiihren ist.
Bekanntlich zeichnet sich das Ejaculat unter anderem auch durch eine
auBerordentlich hohe Phosphatase-Aktivitit aus. Hierbei handelt es sich
nach den Untersuchungen von KurscHER® um die sog. saure Phos-
phatase, welche im Sperma elektiv in sehr hoher Konzentration vor-
handen ist, wihrend die sog. alkalische Phosphatase auch in anderen
Korperséiften und Sekreten vorkommt. Der Nachweis der Phosphor-
monoesterasen griindet sich allgemein auf ihre Fahigkeit, Phosphorester
wie Glycerophosphat, Phenylphosphat, Hexylphosphat je nachdem mit.
einem Wirkungsoptimum im sauren oder alkalischen pg-Bereich zu
spalten, wobei der Ablauf der Reaktion durch Bestimmung der frei-
werdenden Phosphorsiure bzw. der organischen Paarlinge gemessen wird.

Die Bestimmung der sauren Phosphatase wurde erstmals 1945 von
Luxpquist und RAasMussEN? zum Spermanachweis an Kleidern benutzt.
Umfangreiche Untersuchungen von RusFeLtT und HAxsENS, ferner von
KAYE?® zeigten, daB die saure Phosphataseaktivitdt aller anderen Kor-
perflilssigkeiten und -sekrete weniger als 20 E betriigt, wihrend das
Ejaculat Werte von 4008000 E aufweist. Die Spermaphosphatase
entstammt dem Prostatasekret; sie ist auch bei Oligo-, Azoo- und
Aspermie unvermindert vorhanden. In eingetrockneten Samenflecken
bleibt die Fermentaktivitit monatelang erhalten. Beimengungen von
Vaginalsekret, Blut, sogar von Desinfektions- und antikonzeptionellen
Mitteln stérten den Nachweis nicht. FisHER' benutzte den Phos-
phatasetest zum Spermanachweis in Vaginalabstrichen von Notzuchts-
fillen und erhielt positive Resultate bis 24 Std nach der Tat.

Die Technik der frither angegebenen Verfahren ist schwierig und
beansprucht ziemlich viel Ausgangsmaterial. Ein wesentlicher Fort-
schritt war deshalb die Einfithrung einer Mikro-Farb-Reaktion durch
Warker!, welche auf die von dem urspriinglichen GomoRischen Ver-
fahren!2? abweichende histochemische Technik von SeLIeMAN und MAN-
HEIMER'® zuriickgeht.

Das Verfahren wurde bisher von GrapWOHL* nachgepriift und
forensisch brauchbar befunden; Spuren von anderen Sekreten reagieren
nicht oder viel langsamer.

Wir haben uns bemiiht, diese Methode fiir den praktischen Gebrauch
auch bei uns zu erschlieBen und bisher gute Erfahrungen mit ihr ge-
macht; sie ist einfach und geht schnell; eine evtl. weitere Aufarbeitung
des Materials zur mikroskopischen Untersuchung wird hierdurch nicht
beeintrichtigh. Die bendtigten Reagentien sind allerdings weder bei
uns noch aus den Staaten lieferbar, kinnen aber synthetisiert werden;
es handelt sich um Anthrachinon-e-diazoniumechlorid und Caleium-a-
naphthylphosphat.
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Avrbeitsvorschrift.

Die unverdnderte Spur wird in ein Schalchen gelegt, welches eine Reaktions-
I6sung mit Naphthylphosphat als Substrat und einem Diazoniumsalz als Acceptor
enthilt; die Losung ist auf py 5 eingestellt und enthalt eine Spur Laurylalkohol-
sulfonat oder &hnliches zur Erhohung der Oberflichenaktivitit. Handelt es sich
um Sperma, so setzt die saure Phosphatase desselben aus dem Phosphatester
a-Naphthol in Freiheit; dieses reagiert mit dem Diazoniumsalz unter Bildung eines
orangeroten Azo-Farbstoffs, so dall sich der Fleck innerhalb einiger Minuten ent-
sprechend verfirbt. Die Spezifitat der Bestimmung gerade der sauren Phosphatase
ist durch die Verwendung des o-Isomers des Naphthols und des p, der Reaktion
gesichert.

Zusammensetzung der Reaktionslosung:

Natriumchlorid . . . . 23,0g
[Natriumacetat -3H,0. 20¢g
Eigessig . . . . . . . 0,5cm?
lAqua dest. . . . . . . 90,0 cm?

suspendiert in 1,0 cm® einer
10%igen Lésung von Natrium-
laurylsulfonat oder Dioktylna-
triumsulfosucecinat in warmem
Wasser; filtrieren.

I [ Antrachinon-a-diazoniumehlorid® 30 mg
| Caleium-a-naphthylphosphat* 50 mg

(Es zeigte sich, dafl an Stelle von a-Diazoniumchlorid auch das f-Isomer ver-
wendet werden kann; die Reaktion fallt allerdings etwas schwécher aus.)

Losung I ist wochenlang, die fertige Reaktionslosung ist nur etwa 1/, Std
haltbar?

Herstellung der mit + bezeichneten Substanzen.

(Experimentalvorschrift, unter zweckentsprechender Abwandlung der urspriing-
lichen Daten von SEriGMaAN und MANHEIMER ausgearbeitet von Herrn Dipl.-
Chemiker KaTTe, Miinchen.)

1. Anthrachinon-a-diazoniumchlorid.

10 g a-Aminoanthrachinon werden mit 20 em® konzentrierter Salzsiure zu
einem dinnen Brei verriihrt und anschlieBend mit einer Lésung von 3,2 g Natrium-
nitrit in 50 ecm® Wasser unter Eiskiihlung diazotiert. Nach etwa 10—12 min langem
Rithren gieft man die Reaktionsmischung in 800 cm® kaltes Wasser, filtriert
sogleich vom Ungeldsten ab und 146t das Diazoniumsalz aus der Losung im Eis-
schrank auskristallisieren. Das orangegelbe Salz wird mdoglichst rasch abgesaugt,
mit Alkohol und Ather nachgewaschen und auf einem pordsen Tonteller im Ex-
siceator getrocknet (Ausbeute etwa 8 g). Das Priparat kann ohne weitere Rein-
heitsbehandlung direkt benutzt werden.

Bemerkung. In der Originalvorschrift von SELIGMAN und MaANHEIMER werden
als Diazotierungstemperatur 30—40° C angegeben. Offensichtlich handelt es sich
hierbei um einen Druckfehler, da anzunehmen ist, daB die Autoren die Temperatur-
angaben in Grad Fahrenheit ausdriickten.

2. Calcium-a-naphthylphosphat.

14,4 g a-Naphthol werden in 15 cm® wasserfreiem Pyridin geldst und zu einer
Mischung von 15,3 g Phosphoroxychlorid und 10 em? trockenem Pyridin gegeben.
Die Zugabe hat in kleinen Auteilen, moglichst tropfenweise, zu erfolgen. Die Ester-
bildung verlauft unter starker positiver Warmetonung. Hierbei scheidet sich ein
weiller Brei ab, den man noch warm durch Zugabe von 20—30 g Pyridin 156st und
nach etwa 10 min in eine Mischung von 30 g Ca-Acetat in 200 cm® Wasser und
100 g Eis in diinnem Strahl unter Umriihren eingieBt. Es scheidet sich das Ca-a-
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Naphthylphosphat als mikrokristalliner weiler Niederschlag ab. Man fiigt 150 cm?®
Alkohol zu, saugt durch eine Nutsche ab, wischt gut mit Alkohol und Ather aus
und trocknet auf einem porosen Tonteller. Es empfiehlt sich, das Préparat vor
dem Trocknen nochmals mit 50 em® Pyridin auszukochen und wie beschrieben
nachzuwaschen (Ausheute etwa 17 g).

Bemerkung. SeLIGMAN und MaNEEIMER geben bei der Herstellung des Pri-
parats an, man solle den erhaltenen Phosphorsaureester in kleinen Portionen als
Brei in die Ca-Acetatlosung eintragen. Diese Methode fiihrt nach diesseitigen Uber-
priffungen jedoch zu nur geringen Ausbeuten, da sich das feste Naphthylphosphat
nur geringgradig in Eiswasser 16st.

Anmerkung bei der Korrektur: Nach neueren Untersuchungen des
Verf. (Rev. internat. de Pol. crim., Paris; im Druck) erscheint es we-
sentlich zweckmiBiger, anstelle von Antrachinon-Diazoniumchlorid eine
gleiche Menge von Dianisyltetrazoniumchlorid in die Losung II einzu-
tragen. Die fertige Reaktionslosung ist dann (im Eisschrank) wochen-
lang haltbar. Die positive Reaktion wird hier durch Blau-Violett-
fairbung angezeigt, was gegeniiber der rétlichen des Walker-Testes
einen Fortschritt bietet (rotliche Wischefarben!). Wir erhielten posi-
tive Ergebnisse auch noch an 1 Jahr alten Spermaflecken.

II. Vaginalsekret.

Der Nachweis von Vaginalsekret kann bei Sexualverbrechen und in
Ehescheidungssachen, ferner in Fallen von Abtreibung und Kindestétung
ebenso wesentlich sein, wie derjenige von Sperma; er kann notwendig
werden z. B. an den Genitalien des Téters und an Wischestiicken, oder
als Beimengung in Spermaflecken und Blutspuren, an Werkzeugen usw.

Das einzige bisher bekannte Verfahren zur Identifizierung derartiger
Spuren besteht in dem von MERKEL und WIEGMANN!® angegebenen
Nachweis glykogenhaltiger Epithelien. Dieser ist bei positivem Resultat
wohl durchaus beweiskriiftig, mit der einen Ausnahme, dafl der Befund
dieser Epithelien in den Luftwegen des Neugeborenen als Aspirations-
zeichen nicht verwertet werden kann. Da man iibrigens auch in sicheren
Menstrualblutspuren nicht selten glykogenpositive Zellen vermilit, ist
es vielleicht von Vorteil, eine weitere Methode zur Verfiigung zu haben.
Im folgenden soll iiber ein Verfahren berichtet werden, welches auf dem
bakteriologischen Nachweis der DODERLEINschen Vaginalbacillen beruht.

Der Lactobacillus acidophilus® ist normalerweise an keiner anderen
Stelle des menschlichen Korpers, als nur im Vaginalsekret der Frau
vorhanden. Hs handelt sich um ein mikroaérophiles grampositives Stib-
chen, welches bekanntlich als Urheber des sauren Vaginalmilieus an-
gesehen wird; es ist sehr schwer ziichtbar. Der Nachweis bzw. die
Identifizierung dieses Mikroorganismus hatte deshalb die Ermittlung
eines brauchbaren Kulturverfahrens zur Voraussetzung. Zuriickgreifend
auf Erfahrungen der Lebensmittelbakteriologie mit anderen acidophilen
Bakterien ist es uns nun gelungen, Nahrboden zu entwickeln, welche die
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Kultivierung und gleichzeitige Identifizierung des DODERLEINschen
Bacillus gestatten. Es gelang ferner der Nachweis, daf diese Bakterien

Abb. 1. Kolonien :von Bact. Doderlein (a); neben einer solchen von grampositiven
Luftkokken (b) auf T‘omatenagar. (LrupenvergroBerung.)

Abb. 2. Einzelkolonie aus Abb. 1 im mikroskopischen Bild. (Phasenkontrast, VergroBerung
125fach.)

auch noch nach Eintrocknen von Vaginalsekret z.B. an Textilien
lebens- und vermehrungsfihig sein kénnen.

Zeitschr. f. gerichtl. Medizin, Bd. 42. 41
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Das Verfahren gestaltet sich, kurz umrissen, folgendermafien: Man

bringt das ausgeschnittene Untersuchungsmaterial zunichst in einen
flilssigen Nahrboden folgender Zusammensetzung:

Halbfliissiger Ndhrboden fiir DODERLEINsche Vaginalbakterien.

Agar . . . Lo oo o oo 02g
Hefeextrakt . . . . . . . . . . . ... .. 05¢g
Dextrose . . . . . . . . . ... ... 0,5¢g
NaCl . . . . . . . .. o oo 0., 05¢g
Trypticase (Nr. 148 BBL, Baltimore Biol. Lab.

Cagein mit Pancreatin hydrolysiert) . . . . 2,0g
Tomatensaft . . . . . . . .. ... ... 40 cm?
= 60 cm?
1 T S 4.5

Nach 24stiindiger Bebriitung bei 37° impft man zur Reinziichtung
auf einen festen Niahrboden aus, der aus Niahragar mit 40% Tomatensaft
besteht. Hier wichst der ge-
suchte Organismus nach 24 bis
48 Std in winzigen, flachen,
tritben Kolonien (Abb. 1), wel-
che im lupenmikroskopischen
Bild eine durchaus charakteri-
stische Gestalt haben (Abb. 2).
Eine solche Kolonie kann dann
in ein Rohrchen mit dem halb-
fliissigen Nidhrboden Nr.1 ab-
geimpft werden, worin nach
erneuter Bebriitung  isolierte,
weilliche, strichformige Rein-
kulturen der grampositiven Stéb-
chen wachsen (Abb. 3).

Beziiglich der Spezifitét dieser
Methodeistzuerwihnen,daB éhn-
liche Bakterien noch in Sduglings-
Abb. 3. Reinkultur ven Bact. Doderlemn; Stuhl und als Boas-OpPrERsche
Kulturréhrehen mit halbflilssigem Nahrboden  Bgcillen bei bestimmten Magen-

nach Tabelle 1. . .
krankheiten im Erbrochenen vor-
kommen koénnen. Die Ziichtung der DoperLEINschen Stébchen gelingt
nicht immer, weshalb negative Ergebnisse nicht zu verwerten sind.

II1. Genitalblutungen.
Der Nachweis von glykogenhaltigen Epithelien oder DODERLEINSchen
Stabehen in Blutspuren berechtigt zu der generellen Annahme, daf die
Blutung dem weiblichen Genitale entstammt, wenn man nicht Grund



Methoden zum Nachweis von Genitalsekretspuren. 611

zu der Vermutung hat, daf} eine Vermengung mit Vaginalsekret auBer-
halb der Geschlechtsteile stattgefunden hat.

Abgesehen hiervon ist es jedoch nicht selten notwendig, Genital-
blutspuren nach dem Anlaf ihrer Entstehung zu unterscheiden. Fir die
Erkennung von Geburts- und Abortusblut im Gegensatz zu Menstrual-
blut hat man auBler dem mikroskopischen Nachweis chorialer Elemente
die Moglichkeit, einen Extrakt der Spur im Sinne einer der klinisch
gebriauchlichen Schwangerschaftsreaktionen nach WERLE, FRIEDMANN,
HoseEN, GALLI-MAININI usw. auszuwerten. Man erbilt positive Re-
sultate, wenn das verwendete Material einigermafBen reichlich war!?.
Dagegen gibt es bislang keine verldBliche Methode zur Abgrenzung von
Menstrualblut gegeniiber Blutungen bei Genitalverletzungen, z. B. an-
laBlich einer stupurésen Defloration. Bs ist zwar verschiedentlich ver-
sucht worden, auf Grund des vieldiskutierten sog. Menotoxins einen
brauchbaren positiven Menstrualblutnachweis auszuarbeiten, jedoch mit
negativem Erfolg?s.

Es gibt aber noch eine andere Moglichkeit, Menstrualblut positiv
nachzuweisen, iiber die abschlieBend berichtet werden soll:

Bekanntlich ist Menstrualblut in der Regel fliissig und gerinnungs-
unfahig. Nachdem man als Ursache hierfiir zundchst ein Antithrombin
angenommen hatte (DIENST!®), scheint es heute auf Grund der Unter-
suchungen von LozxER2, GLUECK 2, TAYLOR 22 und PAGE 2 festzustehen,
daBl das Menstrualblut im Uterus zunédchst gerinnt, dann aber durch ein
fibrinolytisches Ferment wieder verflissigt wird. Schon ROSENMANN
und Bravn? war ja der Nachweis gelungen, dal} die Fibrinverdauung
durch Zusatz von Menstrualblut beschleunigt wird. Eigene Versuche
zeigten, daf auch in Extrakten von Menstrualblutspuren Fibrinolysin
vorhanden ist. Es wurde etwa die gleiche Methode angewendet, wie sie
sich uns schon zur Bestimmung des fibrinolytischen Potentials in Leichen-
blut bewéhrt hatte?2®.

Ein Kochsalzextrakt der zu untersuchenden Spur wird zu je 1 cm3
auf 2 Angatzrohrchen verteilt; in das eine Rohrchen kommt als Substrat
eine frischhergestellte Fibrinflocke aus menschlichem Venenblut; beide
Rohrchen werden 24 Std bei 379 bebriitet. Als MaB der eingetretenen
Fibrinolyse dient der Rest-N-Zuwachs im Ansatzrohrehen gegentiber der
Leerkontrolle, bestimmt im Halbmikroverfahren nach KJELDAHL.

Menstrualblutextrakte ergaben unter diesen Bedingungen meistens
ganz beachtliche Lysewerte, wihrend Extrakte von angetrocknetem
Venenblut, Blut von Genitaloperationen, Abortusblut usw. keine Liyse
verursachten. Je konzentrierter der Extrakt gehalten wurde, um so
intensiver war die Fibrinolyse; woraus sich die Empfehlung ableitet, die
zur Extraktion verwendete Flussigkeitsmenge moglichst klein zu halten.
Die Tabelle 1 gibt einige Beispiele aus den bisherigen Versuchsreihen.

Zeitschr, f. gerichtl. Medizin. Bd. 42. 4]1a
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Tabelle 1.
Fibrinolyse nach 24 Std Inkubationbei37°C
. . - o
Extrabiertes Material O e | choile (1 om% | Differens
Rest-N Rest-N a)— b) = Lyse
mg- % mg- % . .
\
1. Menstrualblut, eingetrocknet, !
3Tage alt . . . . . . . ... 119,1 87,2 31,9
Venenblut, eingetrocknet, 3 Tage alt 15,7 16,9 ‘ 0
2. Menstrualblut, eingetrocknet, 8 Tage
alt, extrahiert mit 4 cm?® NaCl . 170,7 146,9 23,8
@leiche Menge, extrahiert mit
12em3 NaCl . . . . . . . .. 79,7 70,8 8,9
3. Menstrualblut, eingetrocknet, :
2Tage alt . . . . . . . . .. 148,0 121,0 27,0
Operationsblut (Kolporaphie), ein- |
getrocknet, 1 Tag alt . . . . . 34,0 35,6 | 0
4. Menstrualblut, eingetrocknet, ;
8Tage alt . . . . . . . .. . 52,9 46,8 6,1
Abortusblut, eingetrocknet,
8Tage alt . . . . . . . ... 73,5 73,2 0,3
Abortusblut, eingetrocknet,
4Tage alt . . . . . . . . .. 13,3 10,1 3,2
Myomblutung, eingetrocknet,
5Tage alt . . . . . . . . .. 10,1 9,0 11
Blutung von Portioerosion,
4Tage alt . . . . . . . . .. 29,0 29,7 0
Operationsblut (Portioamputation) 104 9,7 0,7

Nach den bisherigen Ergebnissen hat es den Anschein, als ob Fi-
brinolysewerte iiber 5mg-% nur bei Menstrualblut erhalten wiirden;
zur Sicherung miissen hier freilich noch gréfiere - Versuchsreihen an-
geschlossen werden, iiber die spiter berichtet werden scll. Bis jetzt 1a8t
sich immerhin schon sagen, daf die Fihigkeit einer fraglichen Spur,
Fibrin abzubauen, sehr fiir Menstrualblut spricht; demgegeniiber wiirde
durch ein negatives Ergebnis Menstrualblut nicht ausgeschlossen, da es
offenbar Menstrualblute gibt, welche nur sehr wenig Fibrinolysin ent-
halten; auch kiénnte das extrahierte Material zu geringfiigig gewesen
sein: fiir all diese Fermentmethoden braucht man ja stets ein etwas
reichlicheres Ausgangsmaterial.

Von den praktischen Schlufifolgerungen zunichst abgesehen, kénnte
jedenfalls in dieser Methode (erstmals) eine konkrete Moglichkeit zum
positiven Nachweis von Menstrualblut gegeben sein.
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