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Referat

Beim Ersticken unter weicher Bedeckung handelt es sich um ein spurenarmes Totungsdelikt, bei
welchem die Atem6ffnungen meist mit textilen Gegenstédnden verschlossen werden. Textilfasern
werden beim Erstickungsvorgang eingeatmet und wurden in Tracheallavagefliissigkeit qualitativ
nachgewiesen. Das Ziel dieser Studie ist die Entwicklung einer Methodik zur quantitativen Er-
fassung von Textilfasern in der Trachealflissigkeit. Die in der Literatur beschriebene Methodik
der Zentrifugation wurde getestet und als nicht anwendbar befunden, da Fasern in allen Sedimen-
tationsphasen gefunden wurden. Nachfolgend wurde eine auf Filtration basierende Analyseme-
thode entwickelt, validiert und beurteilt. Die Probengewinnung erfolgte mittels Tracheallavage
und Absaugen via Intubation von obduzierten Verstorbenen am Institut flir Rechtsmedizin. Bei
der Filtration erfillte der Nylonnetzfilter (NNF) die an einen Filter gestellten Kriterien. Das Zu-
setzen der Filterporen konnte durch die Reihenschaltung von vier NNF mit den Porengrélien
100pm, 41pm, 11pum, und S5um sowie der Probenvorbehandlung mit Ultraschallbad und Vortex
verhindert werden. Die Matrixbelastung konnte durch die Filtration mit 150ml 5mol/l Ameisen-
séure und die kleinen, nicht eindeutig als Fasern identifizierbaren Partikel durch Begrenzung der
Filterporen auf 5um reduziert werden. Zur Faserdarstellung wurde die Filtereinbettung zwischen
Objekttrager und Hamatozytenglas mittels Glycerin in ertesteter Menge, die Anwendung von
Druckluft sowie die Mikroskopie und Einbettung von Dichtungsgummi, oberer Lochplatte (beid-
seitiges Abklatschen auf doppelseitigem Klebeband) und oberer Filterhalterhalfte am besten be-
wertet. Die Auswertung erfolgte mittels digitalem Mikroskop. Hier eignete sich eine Kombination
aus Auflicht- und Dunkelfeldmikroskopie, koaxialem Licht mit Polarisationsfilter sowie seitli-
chem Licht und Ringlicht am besten. Losungen fiir das Problem der Probenkontamination und
ein zweiphasiger Spulprozess der Filterhalter wurden erarbeitet. Die Faserbelastung der Studie-
numgebung wurde mit aktiven Luftproben via Vakuumpumpe und passiven Abklatschproben der
Flachen gemessen. Blindproben wurden zur Messung der Fremdfaserkontamination erstellt. Die
Validierung der Methode zeigt, dass mit einer Gesamtwiederfindungsrate von 89,44%, fir die
Konzentrationen von 50, 70 und 90 Fasern/Probe, die Methodik geeignet ist, um geférbte Fasern
zu detektieren. Dabei liegt das 95%-Konfidenzintervall der Prézision zwischen 87,23% und
96,89%. Fiir weile Fasern kann die Methodik nicht validiert werden, da die Werte hohen Schwan-
kungen unterlagen und diese nicht von Fremdfaserkontaminationen unterscheidbar sowie ubiqui-
tar vorhanden waren. Allerdings sind noch weitere Untersuchungen zum besseren Verstandnis
des Fasertransfers beim Ersticken unter weicher Bedeckung notwendig. Ob sich das Ersticken
unter weicher Bedeckung allein quantitativ bestimmen l&sst, oder ob eine Kombination aus quan-
titativen und qualitativen Untersuchungen zielfhrend ist, muss im Rahmen kinftiger Forschung
untersucht werden.

Dragan-Sassler, Sonja: Entwicklung einer Methodik zur quantitativen Textilfaserbestimmung in
der TrachealflUssigkeit obduzierter Verstorbener. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., 84 Seiten, 2024
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Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole
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1 Einleitung

Schyma und Madea (2011) berichten von einem Fall, in dem eine 72 Jahre alte Frau tot in ihrem
Wohnzimmer aufgefunden wurde. In der Autopsie zeigten sich Folgen einer Thoraxkompression
und Petechien an den Augenlidern, den Konjunktiven, im Gesicht und dem Nacken. Vertrock-
nungen an Stirn, Wangen und Nasolabialfalten sowie oberflachliche Einrisse an den Lippen lie-
Ben in Zusammenschau mit einem am Tatort gefundenen griinen Kissen den Verdacht zu, dass
dem Opfer das griine Kissen auf das Gesicht gedriickt worden war. Auf Grund dieser Annahme
wurde eine Tracheallavage durchgefiihrt und das durch Zentrifugation gewonnene Sediment auf
Objekttragern ausgestrichen und getrocknet. Bei der mikroskopischen Auswertung zeigten sich
blaue, griine und cyanfarbene Fasern in dem Sediment, diese waren héchstwahrscheinlich beim
Ersticken eingeatmet worden. Spéter gestand der Téater, dem Opfer bei zeitgleichem Burking
Mund und Nase mit dem griinen Kissen bedeckt zu haben. Mit Burking wird eine Tétungsform
bezeichnet, bei welcher der auf dem Brustkorb sitzende Té&ter den Thorax komprimiert und alle
Atemoffnungen zuhalt (Dettmeyer et al., 2014).

Der Verschluss der Atemwege durch z.B. ein Kissen wird als Ersticken unter weicher Bedeckung
bezeichnet und als besonders spurenarm und daher als schwer detektierbar beschrieben (Prokop,
1960, Hicks et al., 1990, Banaschak et al., 2003, Bohnert et al., 2005, Wirth et al., 2007, Schme-
ling et al., 2009, Dettmeyer, 2011, Jang et al., 2013, Herrmann et al., 2016). Dadurch z&hlt es zu
den rechtsmedizinischen Ausschlussdiagnosen, was dazu fiihrt, dass man oft von den Gestandnis-
sen der Tater abhangig ist (Keil und Berzlanovich, 2010).

Ein Weg, um das Ersticken unter weicher Bedeckung zuverldssig und mdglichst unabhéngig von
anderen Befunden nachzuweisen, ist die Untersuchung der Faseraspiration. Dabei wird davon aus-
gegangen, dass Fasern in der Trachea im Sinne einer Faseraspiration beweisen, dass das Opfer
wahrend des Tathergangs gelebt hat (Dettmeyer, 2011, Schyma und Madea, 2011), was als Vital-
zeichen gewertet wird. Dabei stellt sich die Frage, ob schon allein von der aspirierten Faseranzahl
her auf ein Ersticken geschlossen werden kann, also unabhangig von der Faserfarbe oder einem
vor Ort gefundenen Tatwerkzeug, z.B. einem Kissen. Daflir muss die aspirierte Faserzahl metho-
disch préazise und verlasslich festgestellt werden kdnnen.

Im Fokus dieser Studie steht die Entwicklung und Validierung einer Methode zur quantitativen
Bestimmung von Textilfasern in der Trachealflissigkeit. Im Folgenden werden Hintergriinde und

forensische Aspekte des Erstickens, der Trachealfliissigkeit und von Fasern erlautert.

1.1  Ersticken unter weicher Bedeckung

Das Ersticken ,,[...] umfasst alle tédlichen Formen der Stérung des Gasaustausches® (Dettmeyer
etal., 2014) und wird in &uleres und inneres Ersticken unterteilt. Unter &uRerem Ersticken werden
mechanische Ursachen, etwa eine gestorte Thoraxexkursion oder der Verschluss der Atemwege,

und eine zu geringe Sauerstoffkonzentration in der Atemluft oder Atmosphére gefasst.



Beim inneren Ersticken ist hingegen die Sauerstoffbindung oder —abgabe des Hadmoglobins ge-
stort. Die haufigste Form des dul3eren Erstickens ist der mechanische Verschluss der Atemwege
oder Atemdffnungen (Dettmeyer et al., 2014). Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die Atemoff-
nungen zu verschlielen (sog. oronasale Okklusionen). Dazu gehdren z.B. das Zuhalten mit den
Hénden oder weichen Gegenstanden, die Knebelung, das Zukleben und Zubinden, das Zusam-
menquetschen, das Andriicken des Gesichts an den Korper des Taters sowie das Auflegen des
Gesichts schwacher oder bewegungsunféhiger Menschen auf eine weiche Unterlage, wobei auch
Mischformen mdglich sind (Keil und Berzlanovich, 2010, Madea, 2014). Eine Sonderform der
oronasalen Okklusion ist das Ersticken unter weicher Bedeckung. Hierbei werden die Atemwege
mit weichen Gegenstanden verschlossen, meist unter Verwendung textiler Materialien. Am héu-
figsten kommen Decken, Kissen und Tlicher zum Einsatz (Keil und Berzlanovich, 2010). Mégli-
che Befunde beim Ersticken unter weicher Bedeckung werden von Keil und Berzlanovich (2010)
wie folgt beschrieben:

AuBere Befunde: Sofern iiberhaupt vorhanden, besitzen sie meist eine geringe Auspragung. Bei-
spiele sind Abschurfungen, Rétungen, Blutergusse, Schleim- oder Schaumbildung an den Atem-
offnungen und Gesichtszyanose. Auch in dem von Schyma und Madea (2011) beschriebenen Fall wur-
den Hamatome an den Armen, Vertrocknungen im Gesicht und Einrisse an den Lippen gefunden.
Petechien: Beim Ersticken unter weicher Bedeckung sind meistens keine Petechien zu finden, da
in der Regel keine Blutstauung auftritt. Eine Ausnahme stellt die zusétzliche Kompression von
Hals oder Thorax z.B. durch Burking dar, wie in dem eingangs beschriebenen Fall.

Innere Befunde: Beispiele sind ein akutes Lungenemphysem, Schleim- oder Schaumbildung in
den Atemwegen, Blutstauung der Organe (auf3er Milz) und flissiges Leichenblut (s. auch Schme-
ling et al., 2009).

Histologische Befunde: Z.B. eine Blutstauung der Lunge, ein akutes Lungenemphysem, das Ha-
emorrhagic-dysoric syndrome (alveolar-interstitielles Odem und intraalveoldre Blutungen) und
das Mikroemboliesyndrom (s. auch Brinkmann et al., 1984). Das zeitgleiche Auftreten von Em-
physem, Mikroemboliesyndrom, Haemorrhagic-dysoric syndrome und ein friihes alveolérseptales
Odem wurde von Brinkmann et al. (1984) und Schmeling et al. (2009) als pathognomonisch fiir
die obstruktive Asphyxie beschrieben.

Die Opfer sind dem Téater meist physisch unterlegen, dies gilt insbesondere fir Sauglinge und
Kleinkinder (Keil und Berzlanovich, 2010, Madea, 2014), die sich aufgrund noch nicht entwickelter
motorischer Fahigkeiten und geringer Kraft nicht wehren kdnnen (Banaschak et al., 2003, Dett-
meyer et al., 2014). Es betrifft aber auch Erwachsene, die infolge einer Intoxikation z.B. durch
Alkohol (Wirth et al., 2007), akuter Krankheit z.B. einem epileptischen Anfall (Fischer, 1968)
oder eines akuten psychotischen Syndroms mit Dehydratation (Jang et al., 2013) voriibergehend
handlungsunféhig sind (Keil und Berzlanovich, 2010, Madea, 2014). In seltenen Fallen tritt das
Ersticken durch weiche Bedeckung auch unfallbedingt auf (Schmeling et al., 2009).
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Kriminalpolizeiliche Hinweise auf ein Ersticken unter weicher Bedeckung sind u.a. weiche Ge-
genstande im Umfeld des Opfers, evtl. mit Speichel- oder Blutspuren, Fasern im Gesicht des Op-
fers (Schyma und Madea, 2011) und Kampfspuren (Keil und Berzlanovich, 2010). Differential-
diagnostisch mussen auch andere Krankheiten ohne morphologisch feststellbare Veranderungen
in Betracht gezogen werden, etwa epileptische Anfélle, der Status Asthmaticus oder Herzrhyth-
musstérungen (Keil und Berzlanovich, 2010). Bei Sauglingen und Kleinkindern ist Sudden Infant
Death Syndrome (SIDS) eine wichtige Differentialdiagnose (Bohnert et al., 2005, Keil und Berz-
lanovich, 2010). Es wird geschatzt, dass bis zu 10% der SIDS -Félle bei Kindern in Wahrheit nicht
erkannte Erstickungsfélle sein kdnnten (Emery und Emery, 1985, Keil und Berzlanovich, 2010).
Auch im Rahmen des Miinchhausen-Syndrom-by-Proxy, das in 6-33% der Félle letal endet, kann
es vor allem im Séauglingsalter zum Ersticken unter weicher Bedeckung kommen, wodurch es oft

falschlicherweise als SIDS gewertet wird (Herrmann et al., 2016).

1.2 Trachealsekret

Trachealsekret wird mittels Bronchiallavage gewonnen, einer Spilung der Luftréhre und Bron-
chien mit Ringer- oder isotoner Kochsalzlésung (Gillissen, 2020). Diese findet bei Lebenden im
Rahmen einer Bronchoskopie statt. Die so gewonnene Flussigkeit enthalt neben der Spulflissig-
keit auch Bronchialsekret, das zusammen mit den Zilien der Bronchialepithelien (Ficker, 2008)
zu der mukozilidren Clearance als Teil der Immunabwehr gehort. Das Bronchialsekret wird durch
Becherzellen und Drisen produziert, es besteht aus 95% Wasser sowie aus Salzen, Lipiden und
Glykoproteinen (Huter-Becker und Bacha, 2005) und setzt sich letztlich aus einer wéssrigen Sol-
Phase und einer viskdsen Gel-Phase zusammen (Ficker, 2008). Durch nach oral gerichteten Bewe-
gungen der Zilien wird der Bronchialschleim, in dem sich z.B. Staub und Bakterien befinden, nach
oben transportiert und die Lunge gereinigt (Ficker, 2008). Physiologisch werden téglich 150-
1500ml Trachealbronchialsekret gebildet (Matthys und Seeger, 2008). Durch chronische Entziin-
dungen kann die Produktion von Bronchialsekret dauerhaft erhéht sein (Ficker, 2008).

Der aus Glycoproteinen bestehende fibrillare Schleim der Bronchien ist wasserunlgslich und be-
steht aus Schleimfasern, die eine netzartige Struktur ergeben. Diese Vernetzung nimmt in den
oberen Atemwegen zu und fihrt zu einer Zunahme von Viskositit und Adhésionskraft. Bei eitri-
gem Sputum ist die Viskositat nochmals durch Faserbildung der DNS-Molekilen der Zellreste
erhoht (Ulmer et al., 1979). Auswurf stellt eine Mischung aus Trachealbronchialsekret mit
Nasopharyngealsekret und Mundsekret dar (Matthys und Seeger, 2008). Das Sekret kann je nach
Erkrankung unterschiedlich zusammengesetzt sein, z.B. flihren Asthmaanfalle zu z&hem Sputum
(Herold, 2019). Je nach Erkrankung variieren auch die Zellzahl, Zellart (Matthys und Seeger,
2008) und Sputummenge. Letztere kann z.B. bei COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease)
erhoht sein (Herold, 2019).



Das Bronchialsekret kann sich also abhangig von Erkrankungen und Lokalisation im Respirati-
onstrakt in Menge, Zusammensetzung und damit auch Konsistenz unterscheiden. Postmortal sind
zusétzlich faulnisbedingte Verénderungen zu erwarten. Bei Verdacht auf Ersticken unter weicher
Bedeckung wird, wie bereits erwahnt, die Durchfiihrung einer Tracheallavage und die anschlie-
Rende Zentrifugation und Mikroskopie empfohlen, um ergénzend zur Obduktion den Verdacht
erhérten oder gar beweisen zu kdnnen. Da es sich bei den Tatwerkzeugen meist um textile Mate-
rialien handelt, wird in der Literatur angenommen, dass Textilfasern beim Erstickungsvorgang
eingeatmet werden und in den Atemwegen nachweisbar sein sollten. Dettmeyer (2011) und
Schyma und Madea (2011) konnten mittels Tracheallavage mit destilliertem (dest.) Wasser Tex-
tilfasern sichern und nachfolgend untersuchen. Die gefundenen Fasern konnten anschlieRend
durch qualitative Merkmale dem identifizierten Tatwerkzeug zugeordnet werden. Im Vergleich
dazu ist der Ansatz unserer Studie die Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung von Tex-
tilfasern in der Trachealfltssigkeit. Basierend auf der Anzahl eingeatmeter Fasern soll ein Ver-
dacht auf Ersticken unter weicher Bedeckung formuliert werden. So kdnnte auch unabhéngig vom

Tatwerkzeug ein Verdacht auf Ersticken gedulert werden.

1.3  Textilfasern

Textilien sind in der heutigen Welt ubiquitar vorhanden. Sie sind nicht nur Teil von Bekleidung
oder Alltagsgegenstanden, sondern auch technischer Textilien, die z.B. in der Medizin, der Auto-
industrie, im Umweltschutz und im Baugewerbe genutzt werden (Umweltbundesamt, 2019). Tex-
tilfasern kénnen in synthetische und natirliche Fasern unterteilt werden. Natlrliche Fasern sind
entweder pflanzlichen Ursprungs, d.h. auf Cellulose-Basis, oder tierischen Ursprungs und somit
Proteinfasern (Humphries, 2009). Als Manufactured Fibres oder Man Made Fibres bezeichnet man
Fasern, die urspriinglich nichtals solche vorliegen, sondern durch verschiedene Prozesse aus einem
Rohmaterial hergestellt werden. Die Rohmaterialien fir solche Fasern kénnen entweder naturli-
chen oder synthetischen Ursprungs sein. Eine Eigenschaft aller Fasern ist, dass sie im Vergleich
zu ihrer L&nge sehr dinn sind (Humphries, 2009).

Die Anzahl verschiedener Fasermaterialien ist seit der Entwicklung chemisch modifizierter und
moderner synthetischer Chemiefasern stark gestiegen. Nicht nur die Textilproduktion im Gesam-
ten ist in den letzten Jahrzehnten stark gewachsen, auch das Verhaltnis verwendeter Materialien
hat sich verandert. So wurden im Jahr 1900 3,9 Tonnen Textilfasern produziert, von denen 80%
Baumwolle, 19% Wolle und nur 1% Cellulosic Manufactured waren (Humphries, 2009). Dazu
im Vergleich wurden im Jahr 2019 weltweit 111 Millionen Tonnen Textilfasern produziert (s.
Abb. 1.) Die Textilindustrie umfasst die Herstellung von Garnen, Zwirnen und textilen Flachen
sowie die Textilveredlung (Umweltbundesamt, 2019). Bei der Veredelung werden Flachen, z.B.
Flocken, Garne, Gewebe oder bereits fertige Kleidungsstlicke, hdufig geféarbt, wobei es sein kann,

dass nicht jede einzelne Faser die Farbe aufnimmt (Bode et al., 2007, Koch und Nehse, 2020).
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Abbildung 1: Weltweite Faserproduktion nach Fasermaterialien in %. Nachbildung aus dem Jahresbericht
2020 der NGO Textile Exchange (Opperskalski et al., 2020). Zu den MMCF (Man Made Cellulosic Fibres)
zahlen z.B. Viscose, Acetate, Lyocell, Modal, Cupro. Zu Andere pflanzliche Faserstoffe werden Jute, Hanf,
Leinen u.a. gezahlt. Andere synthetische Faserstoffe umfassen z.B. Polypropylen, Acryl und Elastan.

Forensische Aspekte

Das Locard’sche Prinzip besagt, dass jeder Kontakt eine Spur hinterlasst (Robertson et al., 2017).
Daher finden auch Faseruibertragungen zwischen Tater und Opfer statt (Pounds und Smalldon,
1975a, Kidd und Robertson, 1982, Grieve et al., 1989, Koch und Nehse, 2020). Die Anzahl der
tibertragenen Fasern héngt ab von der Kontaktart und -intensitat, der Beschaffenheit und Struktur
von Spender- und Empféngermaterial und der Persistenz (Pounds und Smalldon, 1975c¢, Kidd und
Robertson, 1982, Grieve et al., 1989, Schnegg et al., 2017, Koch und Nehse, 2020). Eine beson-
dere Rolle spielen die Beschaffenheit des Textils (Faserart und —l&dnge) und die Textilveredelung,
Stoffkonstruktion und Abnutzung des Stoffes (Koch und Nehse, 2020, Skokan et al., 2020).

Bei der Faserlibertragung unterscheidet man zwischen Primér-, Sekundér- und Tertiértransfer.
Beim Primértransfer erfolgt die Faseriibertragung direkt zwischen Spender und Empfanger, beim
Sekundar- und Tertiértransfer tiber ein bis mehrere Zwischenobjekte (Grieve et al., 1989). Zu den
héhergradigen Transfers zahlt auch die Kontamination mit Umgebungsfasern (Pounds und Small-
don, 1975c). Wie Dettmeyer (2011) und Schyma und Madea (2011) zeigen, ist auch die Einat-
mung in den Respirationstrakt eine Art des Transfers.

Textilstoffe haben eine unterschiedliche Tendenz, Fasern abzugeben. So ist es weniger wahr-
scheinlich, dass sehr glatte und glanzende Stoffe Fasern in grofen Mengen abgeben (Robertson et
al., 2017). Das Abldsen von Fasern aus dem Stoff wird engl. als ,,Shedding* bezeichnet, es ist ein
bedeutender Faktor in der Fasertbertragung und wurde von zahlreichen Autoren untersucht
(Pounds and Smalldon, 1975c, Kidd und Robertson, 1982, Parybyk und Lokan, 1986, Salter et
al., 1987, Coxon et al., 1992, De Wael et al., 2010, Schnegg et al., 2017, Skokan et al., 2020). Der



Fasertransfer kommt dabei durch Reibung und Faserfragmentierung zustande (Pounds und Small-
don, 1975c, Roux et al., 1996). Auch die Faseriibertragung- und -persistenz wurde vielfach unter-
sucht, siehe u.a. Pounds und Smalldon, 1975a,b,c, Kidd und Robertson, 1982, Robertson et al.,
1982, Cordiner et al., 1985, Moore et al., 1986, Grieve et al., 1989, Roux et al., 1996, Grieve und
Biermann, 1997b, Palmer und Banks, 2005, De Wael, 2008, Palmer und Burch, 2009, Palmer und
Polwarth, 2011, Hong et al., 2014, Sheridan et al., 2020, Skokan et al., 2020. Diese Aspekte be-
einflussen die Menge an aspirierten Fasern, sodass sie eine besondere kriminaltechnische Rolle
beim Ersticken unter weicher Bedeckung spielen.

Da Fasern in unserer Umgebung ubiquitdr vorhanden sind, ist davon auszugehen, dass sie auch
zu Lebzeiten eingeatmet werden (Pauly et al., 1998). Die Autoren wiesen bei der Untersuchung
von 114 Lungenproben in 87% der Félle nicht mineralische, d.h. pflanzliche und chemische Fa-
sern nach, damit stellten sie die allgemeine Annahme, dass Pflanzen- oder Chemiefasern nicht in
der menschlichen Lunge vorhanden sind, in Frage. Sie postulierten, dass die Fasern klein genug
sind, um in die Atemwege zu gelangen (Durchmesser und Lénge einer Bronchiole: 540 um bzw.
1410 pm; Lénge einer im Lungengewebe gefundenen Faser: 135 um) und, dass manche dieser
Fasern den Clearance-Mechanismen der Lunge (Husten, mukozilidre Clearance, Phagozytose
durch Gewebsmakrophagen, chemische Auflésungsmechanismen) entkommen und als Fremd-
korper in der Lunge verbleiben. Pauly et al. (1998) vermuteten zudem, dass vor allem bei Rau-
chern oder anderen Personen, deren Clearance-Mechanismen beeintréchtigt sind, Fasern vermehrt
in der Lunge verbleiben. In den letzten Jahren wurden einige Studien zu den Ubertragungswegen
und der Erfassung von Mikroplastik (das auch synthetische Fasern beinhaltet) im menschlichen
Organismus angefertigt. Gasperi et al. (2018) unterscheiden zwischen inhalierbaren und aspirier-
baren Fasern: erstere wiirden in die oberen Atemwege und letztere in die tieferen Atemwege ge-
langen, dabei sei die Fasergrofie der entscheidende Faktor. Diese spiele auch bei der Persistenz
der Fasern eine Rolle, da langere Fasern leichter den Clearance-Mechanismen entwischen kon-
nen. Es wird geschatzt, dass allgemein taglich 26-130 (Prata, 2018) und bei leichter Aktivitat
einer mannlichen Person 272 Mikroplastikpartikel aus der Luft eingeatmet werden (Vianello et
al., 2019). Mikroplastik konnte aus Lungengewebe nachgewiesen werden, das z.B. in Autopsien
(Amato-Lourenco etal., 2021), in Operationen (Jenner et al., 2022), aus Sub-/Lobektomien (Chen
et al., 2022) gewonnen wurde sowie in Sputum und Nasenspulflissigkeit (Jun et al., 2021) und
Sputumproben (Huang et al., 2022). Baeza-Martinez et al. (2022) untersuchten zudem Flissigkeit
aus bronchoalveaoléren Lavagen, die 44 sedierten Personen entnommen wurde, auf Mikroplastik.

Dabei konnten sie 9,18 + 2,45 Mikrofasern/100ml bronchoalveoldre Lavage nachweisen.



2 Zielstellung

Beim Ersticken unter weicher Bedeckung handelt es sich um ein spurenarmes Totungsdelikt, so-
dass die Faserdetektion ein notwendiger Schritt in der Formulierung und Unterstltzung der Ersti-
ckungsthese ist. Sie erfolgte bisher durch Probenzentrifugation und qualitativer/vergleichender
Faserbetrachtung. Das setzt den bereits bestehenden Verdacht auf ein Ersticken und den anschlie-
Renden Vergleich mit dem mutmaBlichen Tatwerkzeug voraus, daher wére es hilfreich, bereits
anhand der Faseranzahl den Verdacht auf ein Ersticken ableiten zu kénnen. Dies erfordert die
quantitative Bestimmung der aspirierten Fasern.

Das Ziel dieser Studie ist die Entwicklung einer Methodik zur quantitativen Erfassung von Tex-
tilfasern in der Trachealfllssigkeit. Hierfiir wurde die in der Literatur beschriebene Methodik der
Zentrifugation getestet und dann eine auf Filtration basierende Analysemethode entwickelt, vali-

diert und beurteilt.



3 Material und Methodik

Ethikvotum

Die ethische und rechtliche Priifung des Forschungsvorhabens wurde durch die Ethik-Kommis-
sion der Martin-Luther-Universitat (MLU) Halle-Wittenberg geprift, da Korpermaterialien in
Form von Trachealfllssigkeit entnommen, sowie personliche Daten erhoben wurden (815 Abs.1
Berufsordnung der Arztekammer Sachsen-Anhalt). Das Votum erfolgte am 12.03.2020 mit der
Bearbeitungsnummer 2020-001, die abschlieende Beurteilung am 26.07.2021.

3.1 Studienbeschreibung und Studienpopulation

Die Studie ist rein deskriptiv. Es wird eine Methode fiir die Erfassung und Beschreibung der
Faserwerte entwickelt und ihre technische Durchfuhrbarkeit beurteilt. Kriterien hierfur sind das
Handling, VVor- und Nachteile der angewandten Analysemethodik und das Risiko fiir Fehlmes-
sungen. In diesem Rahmen erfolgt die Validierung der Methode, d.h. die Priifung ihrer Eignung
far den Einsatzzweck. Erweist sich die Methode als gut anwendbar und werden die Ergebnisse
der Methodenvalidierung als zufriedenstellend angesehen, werden weitere Untersuchungen notig
sein, um daraus eine konkrete Anleitung fur die rechtsmedizinische Praxis herleiten zu kénnen.
Es wurde eine zufallige Stichprobe der Trachealflissigkeiten von 33 volljahrigen Verstorbenen
gewonnen, die im Zeitraum der Studie im Institut fur Rechtsmedizin Halle obduziert und durch
die zustandigen Obduzierenden fir die Teilnahme an der Studie freigegeben wurden. Ein Aus-
schluss erfolgte bei Verstorbenen, bei deren Obduktion und durch weiterfiihrende Untersuchung
keine Todesursache festgestellt werden konnte und wenn sich bei der aulleren Leichenschau oder
der Obduktion Hinweise fur ein Ersticken ergeben hatten. Einige Proben wurden in mehrere Teile
aliquotiert, sodass sie fiir mehrere Versuche verwendet werden konnten. Acht Proben mussten
nachtraglich aus der Studie ausgeschlossen werden. Ein Ausschluss erfolgte, wenn eine Fehlintu-
bation (Absaugung aus dem Osophagus) festgestellt oder im Verlauf der Studie eine Schimmelbil-

dung beobachtet wurde.

3.2 Probengewinnung und Probenaufbewahrung

Die Probengewinnung erfolgte ausschlieBlich im Institut fur Rechtsmedizin in Halle (Saale). Zur
Probengewinnung wurde nach den in 3.1 beschriebenen Ein- und Ausschlusskriterien eine
Tracheallavage der Verstorbenen durchgefiihrt (s. Abb. 2). Dazu wurde ein Absaugkatheter (Ab-
saugkatheter gebogen Typ ,,Ideal”, REF 43031411 MEDINORM, Braun, Sempach, Schweiz)
durch die Mundhdhle in die Trachea des Leichnams eingefiihrt. Bei der Einfihrung besteht die
Problematik, dass der Katheter eine Fehllage im Osophagus einnehmen kann. Um dies zu vermei-
den, wurde bei komplexeren Fallen ein Laryngoskop (Laryngoskop SET, Erwachsene mit: 1 Griff,
3 Spatel, REF 03.51020.011, KaWe, Asperg, Deutschland) verwendet, weil der Katheter dadurch

unter verbesserter Sicht eingeflihrt werden konnte. In Féllen, in denen aufgrund der sehr weichen



und flexiblen Materialbeschaffenheit des Katheters eine korrekte Platzierung nicht gewahr-
leistet werden konnte, wurde ein Beatmungstubus (Trachealtubus, oral/nasal, mit Cuff, 6,5mm,
Super Safety Clear, REF 112482, RUSCH, Fellbach, Deutschland) als ,,Fiihrungsschiene* einge-
setzt. Der Tubus wurde in der Trachea belassen, um im Verlauf der Obduktion eine Fehlintubation
ausschlielen zu kdnnen. In dem Fall, in dem ein Verstorbener vorbehandlungsbedingt bereits intu-
biert oder tracheotomiert war, wurde der Absaugkatheter direkt tber das vorliegende System ein-
gefihrt.

Uber eine Katheterspritze (TERUMO SYRINGE without needle, steril, Catheter Tip 50ml, REF
SS+50C1, Terumo Europe, Leuven, Belgien) schloss sich eine Spulung mit 10 ml dest. Wasser
tiber den Absaugkatheter an. Danach wurde der Absaugkatheter lber ein Trachealsaugset
(Tracheal Saugset steril, REF 94780000, SMS medipool GmbH, Gauting-Buchendorf, Deutsch-

Abbildung 4: Falle des Trachealsaugsets

Abbildung 3: Plastikbehalter
mit Deckel

Abbildung 2: Tracheallavage

land, siehe Abb. 4) und einen Verbindungsschlauch (Verbindungsschlauch/Fingertip steril, REF
16024182, Unomedical, ConvaTec, Flintshire, Vereinigtes Konigreich) an das Absauggerat
(Type 03612 Medela, Baar, Schweiz) angeschlossen und der Trachealinhalt abgesaugt. Dieser
wurde in einen Plastikbehalter mit Deckel (Versandgefall aus PP mit Schraubverschluss, 50ml,
Diagonal GmbH, Munster, Deutschland, s. Abb. 3) umgeflllt. Bei einer grolen Menge an
Trachealinhalt musste der Schritt des Umfullens mehrfach erfolgen. AnschlieRend wurden aus ei-
nem weiteren Plastikbehélter 6 ml dest. Wasser aufgesaugt. Diese Flissigkeit verblieb in der Falle
des Trachealsaugsets; der Schritt diente der Spiilung des Absaugkatheters, sodass keine
Trachealflussigkeit in dem Katheter verblieb. Jede Probe (P) wurde in einen Befundbogen (s.

Anhang) eingetragen. Nach der Probenvorbereitung wurde dieser um folgende Aspekte erganzt:

Tabelle 1: Ergénzende Aspekte des Befundbogens nach Probenvorbereitung

Datum der Faseranzahl pro u.U. Fasergrofie u.U. Faserfarbe Ausschluss
Aufbereitung ml und Filter und — merkmale (ja/nein)

Pro Proband fielen eine Falle sowie mind. ein Plastikbehalter mit Trachealinhalt an. Die Aufbe-

wahrung der gewonnenen Proben erfolgte bei 4 °C im Kuhlschrank im Institut fir Rechtsmedizin



Halle (Saale). Fiir eine langerfristige Aufbewahrung wurden die Proben bei etwa -20°C gelagert.
Beide Temperaturangaben wurden mittels Thermostat Gberpruft. Zur Aufbewahrung wurden Plas-
tikboxen (App Box, Clear, 21, Rotho Kunststoff AG, Wirenlingen, Schweiz) verwendet.

3.3 Probenvorbereitung und Faserdarstellung
Im Rahmen der Methodenentwicklung wurden Mdglichkeiten der Probenvorbereitung (Zentrifu-
gieren und Filtrieren der Trachealflussigkeit) und der Faserdarstellung (Einbettung und Material-

reinigung) getestet.

3.3.1 Zentrifugation und Filtration

Fur die differentielle Zentrifugation wurden die Proben (jeweils ~10-15ml) in Zentrifugenréhr-
chen umgefillt und bei Raumtemperatur mit mind. 4000 rpm fiir 5min zentrifugiert. Dabei ent-
standen aus jeder Probe durch die Sedimentationsgeschwindigkeit (Barker et al., 2013) ein Uber-
stand in Form von zwei fliissigen Phasen sowie ein Sediment. Der Uberstand wurde grob dekan-
tiert und anschlieRend mittels Eppendorf-Pipette (100-1000 ul, Eppendorf Reference, Hamburg,
Deutschland) abgesaugt. Aus allen drei Phasen wurde ein 20ul-Tropfen mittels Pipette auf jeweils
einem Objekttrager ausgestrichen. Die Auswertung erfolgte visuell unter dem Mikroskop.

Fur die Filtration wurden wiederverwendbare Filterhalter aus Kunststoff mit einem 25mm Durch-
messer benutzt, bestehend aus zwei Filterhalterhdlften mit jeweils einer herausnehmbaren Loch-
platte und einem Dichtungsgummiring dazwischen, in welche die Filter und Membranen mittels
einer Pinzette eingesetzt wurden (Filterhalter fur Spritzen, Polysulfon, @ 30mm x H 34mm, fur
Filter @ 25mm, FP 025/1, Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe Deutschland, s. Abb. 5 & 6). Mit
Hilfe steriler Spritzen (10ml Syringe Luer-Lok Tip, REF 300912, BD, Temse, Belgien) wurden
die Proben (iber die in der Filterhalterung befindlichen Filter/Membranen gedriickt (s. Abb. 7).

Abbildung 5: Filterhalter Abbildung 6: Filterhalter in Abbildung 7: Filtrierung
Einzelteilen

Die Plastikbehélter oder Becherglaser, aus denen Tracheallavageprobe (TP) aufgezogen wurde,
wurden mit dest. Wasser. gesplilt. Diese Spulflussigkeit wurde ebenfalls Gber den Filter gedriickt,
um einen maglichen Materialverlust zu minimieren. Bei den Luer-Lock-Spritzen wurden 20mi-
und 10ml-Spritzen getestet (s. weiter unten Vorfiltertestreihen, v.a. (d) und (f) und 3.4.1 B2). In den
restlichen Versuchen wurde stets die 10ml-Spritze verwendet. Die Arbeiten erfolgten aus Sicher-

heitsgriinden unter einem betrieblich gepriiften Abzug.
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Die Kriterien zur Beurteilung der verschiedenen Filter waren die PorengroRe und Textur. Die
Filter wurden mit Probenflissigkeit bespilt. Die anschlieRende Auswertung erfolgte mit Hilfe
eines Mikroskops, wobei die Erkennbarkeit der Fasern und damit die Mdglichkeit der Faserab-
grenzung — v.a. weiller und farbloser Fasern — von der Oberflache entscheidend war. Wichtige
Aspekte waren somit die Homogenitat, Struktur und Farbe der Filteroberflache. In diesem Rah-
men wurden auch verschiedene Mikroskopeinstellungen, wie die des Lichts, getestet, s. 4.2. Fiir
die Filtration wurden verschiedene Filtertypen getestet:

Glasfaserfilter

(Grade GF/D, @ 25mm, Porengrole 2,7, Whatman, Maidstone, Vereinigtes Kénigreich)

Der Glasfaserfilter wurde mit 3 préaparierten Losungen getestet: zweimal 10ml dest. Wasser mit
jeweils 10 weillen Fasern (Watte aus 100% Baumwolle, dm-drogerie markt GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) aufgestockt, einmal 10ml dest. Wasser mit 10 blauen Fasern (unbekann-
tes Material und Hersteller) aufgestockt und 2 préparierten TP (zweimal Trachealsekret, ~10-
15ml/P, mit jeweils 10 weil3en Fasern aufgestockt).

Versapor-Membran

(Versapor-450 Membranscheiben, @ 47mm, Porenweite 0,45um, Pall Life Sciences, New York,
USA): bestehend aus einem Acryl Copolymer

Die Membran wurde mit einer praparierten Losung (10ml dest. Wasser mit 10 weilRen Fasern
aufgestockt) und einer praparierten TP (~10ml Trachealsekret mit 10 weil3en Fasern aufgestockt)
getestet. Die TP wurde zuerst zentrifugiert. Zur Reduzierung der Matrixbelastung (s. 4.1.2) wurde
nur die flissige Phase, mit den 10 weiRen Fasern versetzt, nachdem sie grob dekantiert wurde.
Supor-Membran

(Supor-800, Membrane Filter, @ 25mm und 47mm, Porengrofie 0,8um, Pall Life Sciences, New
York, USA): bestehend aus Polyethersulfon

Die Membran wurde mit 2 praparierten Losungen (zweimal 10ml dest. Wasser mit jeweils 10
weillen Fasern aufgestockt) und zwei praparierten TP (zweimal ~10-15ml Trachealsekret mit je-
weils 10 weillen Fasern aufgestockt) getestet. Die TP wurden, wie bei der Versapor-Membran,
erst zentrifugiert und nur die flissige Phase mit 10 weilRen Fasern versetzt.

Polycarbonate Track Etched (PTCE) Membran

(PTCE Membrane @ 25mm, PorengrdfRe 20pum, GVS Life Sciences North America, Sanford USA)

Die PTCE-Membran wurde in den Experimenten a und b der Vorfiltrierung (siehe weiter unten)

getestet. In beiden Versuchen wurde sie zwischen die Nylonfilter mit 200pum- und 11pum-Poren-

grole im Versuchsaufbau eingereiht. Beide Filterreihen wurden mit jeweils einer TP besplilt.
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Nylon-Netzfilter (NNF)

(NNF White Plain, @ 25mm, MaschengréRe 100um, Katalognr. NY1H02500; MaschengrifRe
41um, Katalognr. NY4102500; MaschengroRe 30um, Katalognr. NY3002500; Maschengrofie
11um, Katalognr. NY1102500; MaschengroRe 5um, Katalognr. NY0502500; Merck Chemicals
GmbH Darmstadt, Deutschland)

Zu Beginn wurden die NNF visuell unter dem Mikroskop beurteilt und im Anschluss als Haupt-

bestandteil der VVorfiltertests. Zunachst wurden die NNFs mit den Porengréfien 100pm und 11pm,
im weiteren Verlauf die PorengréfRen 5um, 30pum, und 41um getestet.

Matrixbelastung

Im Rahmen der Filtrierung lagerte sich eine bedeutende Menge an organischem Material, im wei-
teren Verlauf Matrix genannt, auf den Filtern und dem Filterhalter ab. Das flhrte sowohl zu Ver-
stopfung des Filters als auch zu eingeschrankter Beurteilbarkeit der Fasern, daher wurden ver-

schiedene Substanzen zur Zersetzung organischen Materials, Vorfiltrierungstests in Form von in

Reihe geschalteten Filtern mit verschiedenen PorengréRen und physikalische MalRnahmen getes-
tet: Ultraschallbad- (RK 102 H, Bandelin, Berlin, Deutschland, s. Abb. 9) und Vortex-Behandlung
(Vortex-Genie 2 PULSE. Model No.SI P266, Scientific Industries INC, Bohemia, New York,
USA, s. Abb. 8) der Proben.

D

Abbildung 8: Einsatz Vortex Abbildung 9: Ultraschallbehandlung der
Probe

Substanzen zur Matrixzersetzung wurden an Proben getestet, die eine grofle Matrixbelastung auf-
wiesen. Auf Grund der beschriebenen Heterogenitét der TP konnte keine Substanz zum Einsatz
gebracht werden, die nur ein bestimmtes Material auflost. Daher war das Ziel eine Substanz in
einer bestimmten Konzentration zu wahlen, welche die Matrix auflést, ohne die Fasern anzugrei-
fen. Hierflr wurden folgende Substanzen gepruft:
e Salzséure (37%, p.a, ACS, CAS: 7647-01-0, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mit
dest. Wasser verdinnt (10-90 ml, 1:10 v/v).
10 ml HCI wurden an einem 20um-Filter getestet, der vorher mit 50ml Ameisensaure (AS)

behandelt worden war. 20ml, 60ml und 90ml HCI wurden an einem 100um-Filter getestet.

12



e Methanol (Methanol >99.8%, HiPerSolv . CHROMANORM®), gradient grade for HPLC,
CAS: 67-56-1, VWR Chemicals BDH®, Darmstadt, Deutschland) wurde an einem 100pum-
Filter getestet, der mit 20ml AS vorbehandelt wurde.

e Acetylcystein (ACC) (akut 600mg/Tablette Hexal AG Holzkirchen, Deutschland)

Zwei Tabletten a 300mg ACC wurden in 150ml dest. Wasser geldst und 1min ins Ultraschall-
bad gehalten, sowie kurz vor Gebrauch weitere 1,5min im Ultraschallbad behandelt. Die L6-
sung wurde an einem 100um-Filter getestet.

e Ameisensdure (AS) (Rotipuran >98%, p.a., ACS, CAS: 64-18-6, Carl Roth GmbH+Co0.KG,
Karlsruhe, Deutschland) in 5mol/I
Getestet wurde die AS an einem 100um-Filter mit 10ml AS, an einem 20um-Filter mit 50ml
AS, an einem100um-Filter - der mit 20-90ml HCI vorbehandelt wurde - mit 200ml AS, an
einem100um-Filter mit 100ml AS, an einem 100pum-Filter - der mit 100ml AS vorbehandelt
wurde - mit 50ml AS, sowie an einem 100um-Filter mit 150ml AS.

Nach den Saurebehandlungen wurden die Filter mit dest. Wasser gespult, um eine Zersetzung des

Filters oder der Fasern sowie eine Beschédigung des Filterhalters zu vermeiden. Zudem wurden

die Filter innerhalb von 24h ausgewertet, sodass Zersetzungsprozesse minimiert wurden. Die drei

oben genannten Aspekte (Behandlung mit chemischen Substanzen, physikalische MaRnahmen,

Vorfiltrierungstest) wurden parallel in mehreren Versuchsreihen getestet. Dafuir wurden Vorfil-

tertestreihen angefertigt, bei denen mehrere Filter mit verschiedenen PorengroRen in absteigender

GroBenordnung in Reihe geschaltet wurden. So wurde eine TP (ber den Filter mit den groRten

Poren gefiltert. Im Anschluss wurde die gefilterte Flissigkeit Uber den Filter mit der néchstklei-

neren Porengrolie gefiltert.

Vorfiltertestreihen

(a) Nach der Vortex-Behandlung erfolgte die Aliquotierung einer makroskopisch sedimentrei-

chen Probe in zwei Teile a ~20ml. Zuletzt erfolgte die Filtrierung eines Probenteils (iber die in
Abb. 10 dargestellten Filter. Der 100pum-Filter wurde mit 10ml 5mol/l AS und dann mit Methanol
behandelt. Der 20pm-Filter wurde mit 50ml 5mol/l AS und dann mit 10mlI HCI behandelt.

100pm-NNF

20pum-PTCE-

Membran

11um-NNF
0,8um-Supor-
Membran

Abbildung 10: Vier hintereinander geschaltete Filtersysteme, die nacheinander mit der jeweils vorher fil-
trierten Probenfliissigkeit filtriert wurden.




(b) Erst Versuchsaufbau wie in (a), aliquotierter zweiter Probenteil aus (a) wurde verwendet. Auf-
grund der Filterverstopfung Modifikation des Versuchsaufbaus durch Einbau eines Spum-NNF (s.
Abb. 11). Behandlung des 100um-Filter mit 20ml, 60ml, 90ml HCI und 100ml AS

100pum-NNF

20um-PTCE-
Membran

11pm-NNF
5pm-NNF

0,8um-Supor-
Membran

Abbildung 11: Erweiterter Versuchsaufbau mit Sum-Filter.

(c) Die TP (~22ml) wurde 5min ins Ultraschallbad gehalten und anschlieBend Vortex-behandelt.
Die Probe wurde uber die in Abb. 12 dargestellten Filter filtriert.

0,8um-Supor-
Membran
Abbildung 12: Versuchsaufbau 3

Der 100um-Filter wurde mit 200ml 5mol/l AS behandelt. Die filtrierte Fllissigkeit inkl. filtrierte
Sédure wurde aufgehoben und ein zweites Mal uber die Filter aus Versuchsaufbau (c) wie in Abb.
13 filtriert. Uber den 100um-Filter wurden zusatzlich 50ml AS filtriert.

30um-NNF
11um-NNF
Sum-NNF

0,8um-Supor-
Membran

Abbildung 13: Zweiter Durchgang der filtrierten Fliissigkeit aus (c)
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(d) Eine TP wurde 5min ins Ultraschallbad gehalten, im Anschluss gevortext, in zwei gleich groRe
Teile & ~18ml aliquotiert und flr die in Abb. 14 und 15 dargestellten Versuchsreihen verwendet.
Die Filtrierung erfolgte mit 20ml- statt 10ml-Spritze. Da sich der Versuchsaufbau aus Abb. 14
bewahrte, wird der Aufbau aus 100um-/41um-/11um-/Sum-Filter im weiteren Studienverlauf un-

ter dem Begriff ,,NNF-Reihe* zusammengefasst.

Abbildung14: Versuch 4 mit 41um Abbildung 15: Versuch 4 mit 30pum

(e) Zwei Tabletten ACC a 300mg wurden in 150ml dest. Wasser geldst. AnschlieRend wurde die
angertihrte ACC-L6sung 1min und kurz vor Gebrauch weitere 1,5min im Ultraschallbad behan-
delt. Im Vergleich dazu wurden 150ml 5mol/l AS benutzt. Die Probe (~20ml) wurde 5min im
Ultraschallbad behandelt und unmittelbar vor der Benutzung 1min gevortext, 3min im Ultra-
schallbad behandelt, 1min gevortext und weitere 3min im Ultraschallbad behandelt. Sie wurde
uber zwei 100pum-NNF filtriert. Anschlielend wurde einer der Filter langsam mit der AS und der
andere Filter mit dem ACC filtriert. Im weiteren Verlauf beinhaltete die Filtrierung einer TP oder
Blindprobe immer einer AS Behandlung mit 150ml 5mol/l AS. Dies bedeutet, dass die AS analog
zur TP Uber die NNF-Reihe gefiltert wird.

(f) Die TP (~18ml) wurde im Vorfeld 1min gevortext, 3min mit Ultraschall (US)-Bad und noch
1min Vortex-behandelt. Die Probe wurde mit einer 20ml statt einer 10ml Luer-Lock-Spritze tber
die NNF-Reihe filtriert. Die Filter wurden anschlieend fiir die Einbettungsversuche verwendet.

3.3.2 Einbettung und Materialreinigung

Anfangs erfolgte die visuelle Auswertung der Fasern an einem Stereomikroskop im Institut fur
Rechtsmedizin Halle (Saale). Der tiberwiegende Teil der Studie wurde mit einem digitalen Mikro-
skop (VHX- 6000 Digitalmikroskop Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland) im Chemischen Insti-
tut der MLU erstellt. Die einzelnen Textilfasern wurden gezéhlt und in spateren Versuchen in den
Kategorien gefarbte und ungefarbte/weille Fasern erfasst. Je nach Fragestellung wurden diese ge-
nauer betrachtet und nach qualitativen Merkmalen, wie Faserfarbe und Faserstruktur, beurteilt.
Es wurde die Hellfeld- und Dunkelfeldmikroskopie getestet. Auch wurde mit Polarisationslicht
und verschiedenen Beleuchtungseinstellungen gearbeitet. Um sich mit der Fasermikroskopie ver-
traut zu machen, wurden zu Beginn der Studie Fasern von 7 verschiedenen Stoffen unterschied-

lichen Materials und Farbe unter dem Mikroskop betrachtet.
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Einbettung

Die Schritte zur Einbettung der Filter wurden experimentell erarbeitet:

(a) Zur Beurteilung, ob sich trockene oder nasse Filter besser mikroskopisch auswerten lassen,
wurde ein trockener Filter (L00um-NNF) der Verpackung enthnommen und ein weiterer mit dest.
Wasser befeuchtet. Beide wurden jeweils auf einen Objekttrager gelegt und unter dem Mikroskop
betrachtet.

(b) Die Einbettung der Filter zwischen verschiedenen Materialien wurde getestet. Die Kombina-
tionen aus zwei Deckplattchen (DP), zwei Hdmatozytenglésern (HG), zwei Objekttragern, einem
HG und einem Objekttrager wurden erprobt. Vergleichend wurde das obere Glas von oben oder
von der Seite auf den Filter aufgelegt. Als Kriterien dienten die Handhabbarkeit und die Luftfrei-
heit zwischen Glas und Filter.

(c) Zwei NNF wurden in dest. Wasser und Glycerin als Medium eingebettet und mikroskopisch
verglichen. Daflr wurde auf einen S5um-Filter mittels Pasteur-Pipette ein Tropfen dest. Wasser
aufgebracht und der Filter mit einem HG abgedeckt. Ein zweiter Filter wurde mit dest. Wasser
befeuchtet und auf diesen ein Tropfen Glycerin mittels Pasteur-Pipette aufgebracht. Das HG
wurde seitlich aufgedriickt. Die Menge an Einbettungsmedium wurde in sechs Versuchsdurchldu-
fen mit 2-7 Tropfen Glycerin ermittelt, wobei vorab eine Behandlung der 5um-NNF mit dest.
Wasser und AS 5mol/l erfolgte. Zusatzlich wurde bei der Einbettung das HG seitlich oder senk-
recht aufgebracht. Als Beurteilungskriterium diente die Flache an Lufteinschllssen.

(d) Durch das Aufbringen einer bestimmten Anzahl violetter Fasern (s. 3.5.2) auf 5um-NNF,
wurde die Wiederfindungsrate (WDF) der Fasern nach Einbettung in 6 Durchl&ufen bestimmt und
das Vorgehen optimiert. In diesem Rahmen wurde auch der Verbleib von Fasern auf Komponen-
ten des Filterhalters sowie deren Einbettung getestet. Violette Fasern (Farbe 013, 100% Baum-
wolle, Summer Cotton, Austermann, Schoeller und Stahl) wurden mittels Prézisionspinzette di-
rekt auf einen 5um-NNF aufgebracht. In Durchlauf 1 wurde der Filter unmittelbar danach einge-
bettet. In den Durchldufen 2 bis 4 wurde der Filter in den Filterhalter eingebaut, mit dest. Wasser
filtriert und anschlieBend eingebettet. In den Durchldufen 5 und 6 wurde mit AS statt mit dest.
Wasser filtriert. Zudem wurde bei Durchlauf 6 Luft mit der Luer-Lock-Spritze Uber den Filter
gedruckt.

(e) Es wurde eine Blindprobe (s. 3.4.1) angefertigt. Die Filtrierung erfolgte mit einer 10ml Luer-
Lock-Spritze. Zusétzlich wurden auch die Lochplatten und Filterhalterhalften auf einer Petri-
schale mikroskopiert, da Fasern auch auf den Filterhalterkomponenten gefunden wurden (s. 4.2.1,
Punkt (d)). Deshalb wurde auch der Dichtungsgummi betrachtet, indem er auf einen Objekttrager
gelegt und, um Kontaminationen zu vermeiden, mit einem HG abgedeckt wurde. Die Einbettung

des Filters erfolgte mit zwei Tropfen Glycerin.
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(F) Zur Isolierung der sich auf der oberen Lochplatte méglicherweise befindlichen Fasern wurden
verschiedene Materialien mikroskopisch getestet. Das Beurteilungskriterium war, wie bei den
Filtertypen, die Mdglichkeit der Faserabgrenzung von der Oberfléche, insbesondere in Bezug auf
weile/farblose Fasern. Es wurden zwei Materialien getestet: Klebeseite von zwei verschiedenen
Wandhaken (Klebehaken Powerstrips Small WeiR 0,06 m (L) Kunststoff, Tesa, Offen-
burg/Hamburg, Deutschland) und doppelseitiges Klebeband (KB) (Doppelseitiges Klebeband
universal, Tesa, Offenburg/Hamburg, Deutschland).

Nach der Entscheidung fiir das KB wurde dieses zurechtgeschnitten und auf einen Objekttrager
geklebt. Auf die freie Seite des KBs wurde ein DP
aufgebracht (s. Abb. 16). Das Kleben und Bekleben
des KBs wurde dreimal wiederholt, sodass sicherge-
stellt werden konnte, dass hierdurch keine relevante

Faserkontamination in den Versuch eingebracht wird.

: 1 Des Weiteren wurden verschiedene Lichteinstellun-
Abb”dqng 16: Aufbringen eines Deck- gen zur optimalen Darstellung des KBs getestet (s.
plattchens (DP) auf das Klebeband. 4.2.2 Mikroskopie). Ferner wurde verifiziert, dass auf
der Lochplatte befindliche Fasern nach Préparation mit dem KB wiedergefunden werden konnten.
Hierfar wurden 5 violette (s. 3.5.2) Fasern auf eine Lochplatte gesetzt. Die Lochplatte wurde auf
ein KB, das auf einem Objekttrager fixiert war, abgedrtickt. Dies wurde mit einem DP abgedeckt
und unter dem Mikroskop ausgewertet.

(g) Dadie WDF der Fasern auf dem Filter durch die Anwendung von Druckluft nach der Filtration
gesteigert werden konnte (s. 4.2.1 Punkt (d)), wurde die Menge an benétigter Druckluft (nicht
brennbar, Dust Off 67, 33163-DE, Kontakt Chemie, Zele, Belgien) experimentell ermittelt. Daflr
wurden violette Fasern auf einen 5um-NNF mittels Pinzette unter mikroskopischer Kontrolle auf-
gebracht. Der Filter wurde in einen Filterhalter eingebaut und ber eine 10ml Luer-Lock-Spritze
mit dest. Wasser filtriert. Dieser Versuch wurde 5 Mal mit 10 violetten Fasern, die auf den Filter
aufgebracht wurden, durchgefiihrt. Die Versuche wurden mit 3, 5, 8 und 10 Hiben Druckluft
durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Filter und Bestandteile der Filterhalterung mikroskopisch
ausgewertet.

(h) Mit der endgultigen Version der Einbettungsmethodik (s. Ergebnisse unter 4.2.1 und 5.3.1)
wurde die WDF unter Verwendung einer TP ermittelt. Dafiir wurde im Vorfeld eine TP (~12ml)
mit 10 blauen und 10 weil3en Fasern versetzt, aufgearbeitet (Filtrierung der TP ber die NNF-

Reihe und anschliefende AS-Behandlung) und unter dem Mikroskop ausgewertet.

Materialreinigung
Das Risiko der Faserkontamination durch die Einbringung von Fremdfasern und Faserverschlep-

pung ist innerhalb der Studie als hoch zu bewerten. Daher wird der Materialreinigung grofRe Be-
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deutung zugeschrieben, sie stellt einen eigenstdndigen Teil der Methodik dar. Alle verwendeten
Materialien wurden einem Spllprozess unterzogen. Dabei musste das VVorgehen im Verlauf der
Methodenentwicklung aufgrund von Kontaminationen mit Umgebungsfasern und Faserver-
schleppungen mehrfach angepasst und optimiert werden.

Nach der Arbeit mit Trachealsekret wurden die Fl&chen mit Fl&chendesinfektionsmittel desinfi-
ziert und die Materialien mit Waschmittel (Ultra-Fix Spulmittel, Reinex GmbH & CO KG, Cas-
trop-Rauxel, Deutschland) unter flieRendem Wasser gereinigt. Abschlieend wurden diese eben-
falls desinfiziert. Dafiir wurden die Filterhalter auseinandergebaut, die Filter verworfen und die
Einzelteile dem Reinigungsprozess unterzogen (s. Detailbeschreibung in 4.3). Alle Materialien
zum Einmalgebrauch wurden sachgemal entsorgt. Verunreinigte Arbeitskleidung wurde ausge-
wechselt. Zwischen den Versuchen wurden die Materialien im Laborabzug abgedeckt gelagert.
Zur Entfernung von Kleberlickstdnden an den mit KB abgeklatschten Filterhalterkomponenten
(obere Filterhalterkomponente und Lochplatte) wurden verschiedene Substanzen getestet, um
eine Schadigung des Materials zu vermeiden: Essigsaureethylester (technische Reinheit), Aceton
(technische Reinheit) sowie Ethanol > 70% (MEK vergéllt, Biomel GmbH, Dessau, Deutschland).
Das Material wurde mit den Substanzen in Petrischalen gebadet und sanft mit Reinigungsstébchen
(Polyurethanschaum, Critical Swab, Modell 149-0264, VWR, Darmstadt, Deutschland) gereinigt,

wobei Ethanol als am besten geeignet angesehen wurde.

3.4 MafRnahmen zur Vorbeugung von Faserkontamination

Zur Vermeidung von Faserkontaminationen wurden neben der Materialreinigung
verschiedene AntikontaminationsmaRnahmen entwickelt und die Faserbelastung
der Raumlichkeiten durch ein sog. Environmental Screening gemessen. Die MaR- .,
nahmen zur Vorbeugung der Faserkontamination mit Umgebungsfasern basieren |4
einerseits auf in der Literatur erprobten MaBnahmen (Moore et al., 1986, Grieve,
2000, Roux et al., 2001, Robson und Coyle, 2001, Nuelle et al., 2014, Woodall et
al., 2015, Dris et al., 2016, Klasmeier und Wissing, 2016, Robertson et al., 2017)
und andererseits auf Beobachtungen wéhrend der Studie.

- Es wurde eine Schutzausriistung getragen (s. Abb. 17): Haarnetz, Mundschutz, é?rﬁ:lt(zjtlg?dt:]g
Handschuhe (Nitra-Touch, Long Cuff, Ansell, Brissel, Belgien; und Micro-

Touch, Blue Nitrile, Ansell, Brissel, Belgien), eine laborgeeignete Hose (Kasak, blau, 100%
Baumwolle), festes Schuhwerk sowie ein wasserabweisender OP-Kittel (SP Mantel Universal L,
Artikelnummer 665502000, Chirutex, Elis Group Services GmbH, Hamburg, Deutschland) aus
Mikrofaser.

- Alle Materialien (Petrischalen, Becherglaser, Pinzetten usw.) wurden vor Gebrauch griindlich

gespult. Dies beinhaltete eine Reinigung unter flieBendem Wasser mit entsprechendem Wasser-
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druck sowie eine anschliefende kurze Spilung mit dest. Wasser. Die Materialien wurden unmit-
telbar abgedeckt (z.B. eine Petrischale auf das Becherglas oder zwei Petrischalen (ibereinander)
oder mit Alufolie (Gut&Gunstig, Hamburg, Deutschland) verschlossen und in den Abzug gestellt.
- Alle zu benutzenden Flachen in Chl (Abzug, Spullbeckenrand) und Ch2 (Mikroskop, Tisch,
Spulbeckenrand) wurden vor jedem Versuch mit einem im Haushalt blichen Schwammtuch
(18x20cm Gut&Giinstig, Hamburg, Deutschland) und Leitungswasser grundlich gewischt (s.
Abb. 18 und 19). Nach jeder langeren Zeitspanne (mehrere Wochen), in der keine Versuche statt-

fanden, wurde der Abzug grundgereinigt.

Abbildung 18: Wischen des Abbildung 19: Wischen des Abzugs
Spulbeckenrands

- Die Materialen wurden im Abzug oder im Schrank aufbewahrt. Der Abzug wurde immer ge-
schlossen gehalten. Materialen, wie in den Versuchen benutzte textile Proben, wurden in Plastik-
beuteln gelagert.

- Die Filterboxen wurden nur fur einige Sekunden gedffnet, um einen Filter zu entnehmen, an-
schlieRend wurden sie direkt verschlossen. Die Filter wurden sofort in den Filterhalter gelegt, der
wiederum sofort verschlossen wurde. Die Luer-Lock-Spritzen wurden erst kurz vor Gebrauch aus
der sterilen Verpackung entnommen.

- Die Materialien wurden nach jeder potenziellen Kontamination, auch wéhrend der Versuche,
gespllt. Dies betraf auch die behandschuhten Hande. Vor Einbringung in den Abzug wurden die
Probenbehalter zu Versuchsbeginn abgespiilt. Leitungswasser sollte nur zum Spiilen der Materi-
alien und zum Reinigen der Flachen benutzt werden, da es je nach Region und Haushalt unter-
schiedlich zusammengesetzt ist und eine unbekannte Menge an Verunreinigungen beinhalten
kann (Barker et al., 2013). Das dest. Wasser wurde im Chemischen Institut der MLU zentral ge-
wonnen und fur die Nachspillung der Materialien und als Substanz in den Versuchen benutzt.

- Wahrend des Filtrierens wurden alle Becherglaser und Plastikbehalter mit Petrischalen oder ih-
rem zugehorigen Deckel abgedeckt. Nur bei unmittelbarer Arbeit an einem GeféaR wurde die Ab-
deckung beiseitegelegt und zwar die Petrischalen und Deckel mit dem Boden in Richtung Ar-
beitsflache.

- Textilien wurden so weit wie moglich von den Proben und den Materialen ferngehalten.

- Um Kontaminationen wéhrend des Mikroskopierens zu vermeiden, wurden sowohl die Filter,
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als auch die zu mikroskopierenden Filterhalterkomponenten mit HG oder DP abgedeckt. Die Ein-
bettung der vier Filter erfolgte einzeln, jeweils erst unmittelbar vor dem Mikroskopieren des ent-
sprechenden Filters.

- Die Materialreinigung wurde auf Grund von beobachteten Probenkontaminationen im Laufe der
Methodenentwicklung standig weiter optimiert.

- Zu Beginn der Methodenentwicklung erfolgte die Probenvorbereitung im toxikologischen Labor
des Instituts fiir Rechtsmedizin in Halle (Saale) und nur die Faserdarstellung im Labor der Orga-
nischen Chemie des Instituts fur Chemie der MLU. Im Laufe der Studie wurden alle Arbeitsschritte
bis auf die Probengewinnung und -aufbewahrung in das Labor der Organischen Chemie verlegt,

um die Kontaminationen durch Transportwege zu vermeiden.

3.4.1 Blindproben

Im Verlauf der Methodenentwicklung und Validierung wurden als Kontrolle der Probenvorberei-
tung immer wieder Blindproben (engl. Blanks) angefertigt. Das bedeutet, die gesamte Methodik
wurde von Anfang bis Ende angewandt, jedoch unter Verwendung von dest. Wasser anstelle einer
TP. Das dest. Wasser wurde dabei entweder bereits im Sektionssaal (SB) oder erst im Labor (LB)
entnommen. Dies erlaubt die differenzierte Betrachtung der Methodik in den Phasen Probenge-
winnung (dest. Wasser ab SB) und Probenvorbereitung (dest. Wasser ab LB).

Bei den Blindproben aus dem SB wurden 10ml dest. Wasser mit der Katheterspritze tber den
Absaugkatheter in einen Plastikbecher gespilt. Weiter wurde wie in der Probengewinnung ver-
fahren: Der Absaugkatheter wurde (ber das Trachealsaugset und den Verbindungsschlauch
an das Absauggerat angeschlossen und das dest. Wasser in die Falle aufgesaugt. Dieses wurde in
einen weiteren Plastikbecher umgefillt und es wurden weitere 6ml dest. Wasser zur Spulung des
Absaugkatheters aufgesaugt, die in der Falle verblieben. Somit beziehen sich die Faserangaben
auf 16ml/P. Die Proben (P) wurden vor Filtrierung 1min gevortext. Sofern nicht anders angege-
ben, erfolgten die Filtrierung und Faserdarstellung mit der endgiltigen Methodik. Die Abnahme
von SB erfolgte an verschiedenen Tagen, zu verschiedenen Tageszeiten und von verschiedenen
Sektionstischen. Die Fasern wurden ohne Unterkriterien erfasst.

SB1: Die Einbettung erfolgte bereits mit Glycerin, jedoch vor der Glycerinmengenbestimmung.
SB2: Benutzung einer 20ml Luer-Lock-Spritze statt einer 10ml Luer-Lock-Spritze.

SB3: Anschlielend wurden Versuche fiir die geeignete Menge an Glycerin durchgefiihrt.

SB4: Auch hiernach erfolgten Versuche fiir die geeignete Menge an Glycerin.

SB5: Die Blindprobe wurde mit der endgiltigen Einbettungsmethodik durchgefiihrt. Danach
wurde die Materialreinigung weiter optimiert.

LB: Zur Kontrolle und raschen Erkennbarkeit von Faserkontaminationen und Faserverschleppung
wurde nach Mdglichkeit versucht, jeden Wiederfindungs- oder Prazisionsversuch mit einer Blind-

probe aus dem Labor oder dem reinen Matrixanteil (Anteil der aliquotierten Probe, dem keine Fa-
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sern zugesetzt wurden) abzuwechseln. Dafiir wurden 20ml dest. Wasser in einen Plastikbehélter
gefillt und analog zu den TPs filtriert, die Faserangaben beziehen sich also auf 20ml/P. Nach der
ersten Stufe der WDF, die im Nachhinein wieder verworfen wurde, wurde eine Blindprobe ange-
fertigt. Im Zuge der Ermittlung der WDF wurden insgesamt 6 Blindproben angefertigt, 2 pro Stufe.
Bei Bestimmung der Prazision wurden ebenfalls 2 Blindproben angefertigt. Die Erfassung erfolgte

in den Kriterien violette, weifte/farblose und andere Farben.

34.2 Environmental Monitoring

Zur Analyse der Faserbelastung in der unmittelbaren Umgebung des Arbeitsplatzes wurden aktive
und passive Proben angefertigt. Der Ansatz orientiert sich an Woodall et al. (2015) und Klasmeier
und Wissing (2016). Woodall et al. (2015) verstehen unter Environmental Monitoring das ,,Water
monitoring*, ,,Air monitoring using damped filter paper” und ,,Test laboratory for contamination
using taping lifts (TLS)“. Da sie quasi einen Reinraum schafften, wurden diese Ansédtze modifi-
ziert. Bei Klasmeier und Wissing (2016) entspricht das Screening mit Damped filter paper den
Aktivproben mittels Vakuumpumpe und das Screening mittels Taping lifts den passiven Ab-
klatschproben mittels Filter. Beide Screeningverfahren wurden im Laufe der Studie einmalig an-
gewandt und dienten als Ersteinschatzung und Vergleich der Faserbelastung in den benutzten
Raumlichkeiten. Die Studie war auf drei Orte aufgeteilt: den Sektionssaal der Rechtsmedizin (S),
den Laborraum mit Abzug (Ch1) und den Mikroskopierraum (Ch2) im Chemischen Institut, daher

wurden die Messungen an allen 3 Orten durchgefihrt.

Aktivproben
Klasmeier and Wissing (2016) lieRen mit einer Vakuumpumpe tber 24 Stunden lang Luft tiber

einen Filter saugen und teilten dies auf vier Tage mit jeweils sechs Stunden Laufzeit auf.

-

b

i s

Abbildung 20: Versuchs- Abbildung 21: Filter in Filter-

aufbau fiir Vakuumpumpe halter auf Kernolive an Gum-
mischlauch. Abdichtung mit
Parafilm

Sie mafen das beprobte Luftvolumen mit einem Gaszéhler und werteten den Filter quantitativ gra-

vimetrisch aus. In Anlehnung an diese VVorgehensweise wurde in dieser Studie die Faserbelastung
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der Luft Gber 24h lang mittels Vakuumpumpe (Typ N820.3 FT.18, KNF Neuberger 79112
Freiburg Deutschland, max. Flussrate 201/min) gemessen. Das entspricht in der Theorie einem
Luftvolumen von 28.8001 oder 28,8m?. Bei der verwendeten Vakuumpumpe handelte es sich um
ein alteres Modell, sodass von einer Leistungsminderung auszugehen ist. Dadurch liegt das reale
Luftvolumen vermutlich unter dem errechneten Wert. Die Inbetriebnahme der Pumpe und damit
Beprobung der Filter erfolgte pro Raum 24h lang, und zwar aufgeteilt auf drei aufeinander fol-
gende Tage mit jeweils 5-11h/Tag, wahrend des iblichen Arbeitsbetriebs (07:40-19:34 Uhr).
Eine Kernolive (Normalschliff, Durchmesser 29mm, Lange 32mm) aus Glas wurde mittels einer
Klemme an ein Stativ befestigt. Die schmale Offnung wurde (iber einen Vakuumschlauch aus
Gummi mit der Vakuumpumpe verbunden. Auf die breite Offnung der Kernolive wurde ein Fil-
terhalter mit einem 5um-NNF gelegt. Dies wurde mit drei Lagen Parafilm (Parafilm ,,M*, Labo-
ratory Film, American National Can, Greenwich, Connecticut, USA) abgedichtet (s. Abb. 21).
Alle Materialen wurden bei einem Raumwechsel gereinigt und die Filter ausgewechselt. Die Kon-
struktion wurde in den verschiedenen Raumen an gut zugéanglichen Orten nahe des Arbeitsplatzes
aufgestellt (s. Abb. 20). Die verschiedenen Raume zeigten verschiedene Merkmale. Die mit der
Vakuumpumpe beprobten Filter wurden regulér eingebettet und anschliefend unter dem Mikro-
skop betrachtet. Auch die Filterhalter wurden ausgewertet.

Laborraum mit Abzug (Ch1l), s. Abb. 22 und 23

Etwa 20m?; ein grolRes Fenster; eine Raumteilung in zwei Arbeitsbereiche; ein Abzug, der standig
in Betrieb ist und Luft im Raum ansaugt; eine Tur mit Spalt zum gefliesten Boden; ein groRes
Spulbecken in der Raummitte; Stoffhandtucher, die neben dem Abzug héngen. Die Vakuum-

pumpe etwa 2m neben dem Abzug, etwa 4m vom Spulbecken und etwa 2m vom Fenster entfernt.

Abbildung 22: Laborraum Ch1 Spulbe-
cken und rechts hinten Fenster

Abbildung 23: Abzug in Chl

Mikroskopierzimmer (Ch2), s. Abb. 24 und 25

Etwa 15m?; zwei groRe Fenster; zwei Tiren, von denen die eine permanent geschlossen ist und
zum Flur hinausgeht. Die andere Tur ist standig offen und fihrt zu zwei weiteren Laborrdumen,
in denen Abzlige stehen; das Mikroskop steht am Fenster; der Boden ist komplett mit graubrau-

nem Teppich ausgelegt; die Stiihle sind in den Farben des Teppichs gepolstert ist; das Spulbecken
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befindet sich zwei Raume weiter.

Abbildung 24: Laborraum Ch2 Abbildung 25: Spiilbecken

Links Mikroskopiertisch mit Mikroskop unter

dem Fenster, rechts Schreibtisch

Sektionssaal (S), s. Abb. 26 und 27

Etwa 50m?; 3 Sektionstische in der Mitte des Raums; 3 grofRe Fenster an der langen Kante, da-
runter lange Arbeitsflache aus Metall; 2 Tiiren, beide an den kurzen Kanten, eine fihrt zum Auf-
zug, die andere zur Schleuse; neben dem Aufzug ist das Spulbecken; Materiallagerung an der lan-
gen Wand gegeniiber den Fenstern, genauso wie an der kurzen Raumseite in einem Glasschrank;
alles ist gefliest oder aus Metall; Frischluftzufuhr von aul3en tiber die Klimaanlage neben den De-
ckenlichtern. Die Vakuumpumpe stand auf der Arbeitsflache, einige Meter von dem linken und
dem mittleren Tisch entfernt. Von dem rechten Tisch war die Pumpe etwa 2m, von dem Fenster

etwa 1m entfernt.

Linker Tisch

ot 2 G

Mittlerer Tisch

4 S8

Abbildung 26: Sektionssaal Abbildung 27: Sektionssaal
Mittlerer und linker Sektionstisch, im Hinter- Arbeitsplatte unter dem Fenster
grund Fliesenregal und links Spiilbecken

Passivproben

Auch die Anfertigung der Passivproben orientierte sich an Klasmeier and Wissing (2016). Aus
den Rdumen Chl, Ch2 und S wurden Abklatschproben genommen. In diesen Raumen wurden
jeweils 4 Entnahmeorte gewdhlt. Von jedem Entnahmeort wurden drei Abklatschproben angefer-
tigt. Dies ergab pro Entnahmeort eine Flache von 14,72cm?. Die NNF (d=25mm, PorengroRe 5pm)
wurden mit einer Prézisionspinzette gegriffen, in einer Petrischale mit dest. Wasser befeuchtet,
auf die Flache gelegt und mit einem behandschuhten Finger angedriickt. AnschlieRend wurde der
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Filter zwischen Objekttrager und HG eingebettet, ohne Glycerin zu verwenden, da der Filter
feucht und plan war und sich problemlos ohne Lufteinschliisse einbetten lieR. Am Ende erfolgte die
mikroskopische Auswertung. Die Abnahme der Ch2-Proben erfolgte im Anschluss an eine Pro-
benvorbereitung. Fir den Transport aus dem Sektionssaal ins Labor (zum Mikroskop) wurden die
Proben auf ein grof3es Plastiktablett gelegt, mit Laboralufolie abgedeckt, in eine Spurensiche-
rungstlte (Asservatentaschen Deba-Breathe™ - ETO-sterilisiert und DNA-frei, Coloprint GmbH,
Hilden, Deutschland) gelegt und in das Labor des chemischen Instituts verbracht.

3.5
Die Methodenvalidierung orientiert sich an der Validierung analytischer Methoden. Die Validie-

Methodenvalidierung und Statistik

rung wurde durch die DIN ISO 8402 festgelegt und besagt: ,,Bestdtigen aufgrund einer Untersu-
chung und durch Bereitstellen eines Nachweises, dass die besonderen Forderungen flr einen spe-
ziellen beabsichtigten Gebrauch erfiillt worden sind“ (Kromidas und Ermer, 2000). Die Autoren
bezeichnen die Validierung als einen ,,Nachweis von Qualitit“, unter der sie ,,[...] [die] Eignung
fiir einen bestimmten Gebrauch [...]“ verstehen. Im Rahmen der Studie soll nachgewiesen wer-
den, dass die entwickelte Methode geeignet ist, Fasern in einer TP darzustellen. Geprift wird also
die Methodik der Probenvorbereitung, Faserdarstellung und Materialreinigung.

Im Rahmen der Validierung gibt es verschiedene Validierungsparameter, die gepriift werden kon-
nen. Zu Beginn wird durch den Untersucher festge-

legt, welche Parameter im gegebenen Fall notwen-

B1 B2 B3
digsind, in dieser Studie sind das die Richtigkeit und

die Prézision. Die ,,Richtigkeit ist das MaR der Uber-

einstimmung zwischen dem ermittelten Wert und ei- N1 N2 N3
nem als richtig angesehenen Wert.* Sie trifft eine

Aussage Uber systematische Fehler und ist ein sog. "
Lageparameter, wéhrend die Prazision eine Aussage WDF1 WDF2 WDF3

uber zuféllige Fehler trifft und einen sog. Streupara-
meter darstellt (Kromidas und Ermer, 2000).

Fur die Bestimmung wurden im Vorfeld Blindpro-
ben und Negativproben angefertigt. Um die Blind-
proben, die im Rahmen der Validierung im Sekti-
onssaal angefertigt wurden, von den Blindproben
zu unterscheiden, die zwischen den Versuchen im-
mer wieder zur Kontrolle angefertigt wurden, wer-

den sie im Folgenden mit dem engl. Blanks (B) be-

1.1
12
1.3

1.4 (reine Matrix)

(SR )
o -
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2.4 (reine Matrix)

3.1
32
33

3.4 (reine Matrix)

P1 P2

Abbildung 28: Validierungsplan

P3 P4 PS

P6 (reine
Matrix)

zeichnet. Auf dieser Grundlage schloss sich die Bestimmung der Wiederfindungsraten und der

Prézision an (s. Abb. 28: Flussschema Methodenvalidierung).
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Die Fasern wurden in den Kategorien geféarbt und ungefarbt/weil} erfasst. Im Verlauf der Metho-
denvalidierung wurde zusétzlich die Kategorie der violetten Fasern eingefiihrt, da dies die Farbe
der kiinstlich zugesetzten Fasern war. Da die zur Ermittlung der Wiederfindungsraten und Prézi-
sion genutzten Proben aliquotiert wurden, erfolgte die Erfassung der Fasern in ml/Probenaliquot.
Ein Probenaliquot entsprach 1/4 TP bei der WDF und 1/7 TP bei der Prazision. Die Validierung
erfolgte mit der endgultigen Methodik.

3.5.1 Blanks und Negativproben
Blanks

Fur die Bestimmung des ,,Grundrauschens* an Fasern wurden Blanks entnommen (s. 3.4.1 und
Abb. 29). Die ,,Entnahme* des dest. Wasser erfolgte in Sektionssaal (S), um das Absaugen eines
Verstorbenen zu simulieren. Die Bestimmung sollte mind. dreifach (B1-3) erfolgen.

Es wurden funf Blanks (BA1-5) aus dem Sektionssaal er-
stellt. Sie mussten wieder verworfen werden, da der Spul-
prozess optimiert wurde (s. 4.3 Materialreinigung und 4.5.3
Wiederfindungsrate). Nach der Optimierung des Spulpro-
zesses wurden vier neue Blanks (BN1-4) aus dem Sekti-

onssaal angefertigt.

Negativproben

Abbildung 29: Absaugung von dest.
Wasser uber das Trachealsaugset zur
keine kiinstlich beigesetzten Fasern enthdlt. Durch die Be-  Herstellung eines Blanks in S

Unter einer Negativprobe versteht man eine ,,reine“ TP, die

stimmung der Fasermenge in nicht modifizierten TP lasst

sich in einem sehr kleinen Rahmen eine Art Grundbelastung an Fasern in der Trachealflussigkeit
bestimmen. Die Faseranzahl und deren GroRenbereich bilden die Grundlage flr die WDF und die
Prézision. Dort dienen sie als OrientierungsgroRe fiir die Faseraufstockung. Es wurden 3 Negativ-
proben angefertigt (NA1-3), die wieder verworfen wurden, da der Spilprozess optimiert wurde.

Hiernach wurden 3 weitere Negativproben erstellt (NN1-3).

3.5.2 Wiederfindungsrate und Prézision

Wiederfindungsrate (WDF)

Mit der WDF lassen sich Aussagen zur Richtigkeit treffen. ,,Die Wiederfindung oder Wiederfin-
dungsrate ist das Verhaltnis des unter Wiederholungen gemessenen Mittelwerts zum richtigen
Wert des Analyten in der Probe* (Kromidas und Ermer, 2000). Die WDF ist unter Idealbedingun-
gen 100%. Entspricht der gemessene Wert 100%, so ist die Selektivitat, Robustheit und Richtigkeit
nur fur diese Probe und Konzentration unter den durchgeflhrten experimentellen Bedingungen be-
wiesen. Die Richtigkeit kann durch den Vergleich einer Probe mit einem sog. Referenzstandard,
dessen Gehalt an Material bekannt ist, auf mind. drei Konzentrationsniveaus geprift werden (Kro-

midas und Ermer, 2000). Da es keine Methode gibt, um Fasern in Trachealflissigkeit quantitativ
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nachzuweisen, gibt es auch keine Mdoglichkeit, die Fasermenge einer TP genau zu kennen. Des-
halb wurde eine Referenzldsung erstellt. Die Richtigkeit wird mit einer Referenzldsung anhand
von WDF-Experimenten gepruft. Dabei werden die ermittelten Werte (Ist-Werte) mit den Werten
der praparierten Losungen (Soll-Werte) verglichen.

Zur Bestimmung der WDF wurde eine Referenzlésung durch Zusatz von Fasern erstellt, sog.
Aufstockungsexperimente, auch ,,Spiken” genannt (Kromidas und Ermer, 2000). Dafiir wurde
eine definierte Menge an Fasern in eine TP gegeben. Um sie von bereits in der TP befindlichen
Fasern unterscheiden zu kdnnen, wurden violett gefarbte Fasern (Farbe 013, 100% Baumwolle,
Summer Cotton, Austermann, Schoeller und Stahl) gewahlt, da es als unwahrscheinlich erachtet
wird, dass diese zufallig in der TP vorkommen. Als Kontrolle wurde die TP vorher aliquotiert
und ein reiner Matrixanteil ohne Faserzusatz ausgewertet. Beim Faserzusatz muss beachtet wer-
den, dass die zugesetzten Fasern in einer vergleichbaren Form, wie sie in einer ,,natiirlichen* Probe
erwartet wirden, vorliegen missen, z.B. in einer ahnlichen Lénge. Die WDF kann auch von der
Faserkonzentration abhéngig sein, sodass die Konzentration an zugesetzten Fasern in etwa der
natlrlich vorkommenden Konzentration entsprechen sollte. Hierfiir wurde sich an den erhobenen
Faserkonzentrationen in den Negativproben orientiert.

Fur die Aliquotierung wurden die Proben 1min Vortex-behandelt, 5min ins Ultraschallbad gehal-
ten, eine weitere Minute Vortex-behandelt und mittels Lineal die Anteile am Becher markiert.
AnschlielRend wurde der erste Teil grob in einen sauberen Becher abgegossen und mittels Eppen-
dorf-Pipette (100-1000um) die Feinaufteilung vollzogen. Die Pipettenspitze wurde mit dest. Was-
ser gespult. Die Spulflussigkeit wurde ebenfalls Teil der Probe. Dies entsprach dem Vorgehen bis
zum letzten Anteil. Jeweils ein Probenteil wurde reprasentativ ohne Faserzusatz aufbereitet, um
auszuschlieRen, dass in der Probe violette Fasern vorhanden sind. Dieser wird im weiteren Ver-
lauf Matrixanteil genannt. Um zu zeigen, dass auch weille Fasern gefunden werden kdnnen,
wurde jeder gespikte Probenteil mit einer festen Konzentration von 20 weil3en Fasern versetzt
(Farbe 1006, Stopfgarn, 100% Baumwolle, Gitermann GmbH, Gutach-Breisgau, Deutschland).
Die Fasern wurden mit einer Schere geschnitten und mittels Prézisionspinzette auf ein HG in einer
Petrischale gelegt. Unter dem Mikroskop wurden die einzelnen Fasern auf dem HG gezahlt und
alle Giberschissigen sowie alle durch die Faserbelastung der Umgebung eingebrachten Fasern ent-
fernt. Mittels einer Spritzflasche mit dest. Wasser wurden die abgezadhlten Fasern in die Probe
gespult. Anschlieend wurde das Deckglas auf zurlickgebliebene Fasern Giberprift. Da es je nach
Faseranzahl gegebenenfalls schwierig war, die einzelnen Fasern zu zahlen und gleichzeitig den
Uberblick tiber diese zu behalten, wurde die Faserbeisetzung zum Teil in zwei Schritte aufgeteilt.
Vor Beginn der WDF wurden violette (8) und weilRe (9) Fasern unter dem Mikroskop zurechtge-
schnitten und auf einen 5um-NNF gelegt. Diese wurden unter dem Mikroskop betrachtet, um

Kenntnis tber das Erscheinungsbild der Fasern zu erhalten. Dies wurde in einem zweiten Versuch
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wiederholt, in welchem der Filter anschlieRend in den Filterhalter eingebaut und mit 150ml AS
bespiilt wurde. So konnte das Verhalten der Fasern unter Einwirkung von AS beobachtet werden,
etwa ob eine Zersetzung/Fragmentierung oder eine Entfarbung der Fasern einsetzte. Die zurecht-
geschnittenen violetten Fasern hatten eine durchschnittliche Lange von 2433um (650-3844um)
und eine Breite von 11-32um. Die weien Fasern waren durchschnittlich 1801um (226-2503um)
lang und hatten eine Breite von 22-26,20pum. Die Versuche der WDF wurden, wie bei der Priifung
mit einem Referenzstandard (blich, in drei Konzentrationsstufen durchgefiihrt.

Als statistische Mal3e wurden der Mittelwert, die Standardabweichung (SD), die relative Stan-
dardabweichung (RSD) und das Konfidenzintervall bestimmt. In der statistischen Auswertung
wurden der Stufe 2 die Werte aus der Prazision hinzugefiigt, da sie denselben Soll-Wert besalen.
In Stufe 1 der WDF wurden drei Probenanteile mit 50 violetten und 20 weiRen Fasern versetzt.
Der vierte Probenanteil fungierte als Matrixkontrolle/Matrixanteil. Nach Optimierung des Spuil-
prozesses wurde diese Stufe wiederholt. In Stufe 2 erfolgte die Beisetzung von 70 violetten und
20 weilRen Fasern. In Stufe 3 wurden 90 violette und 20 weiRe Fasern beigesetzt.

Préazision

,,Préazision ist das MaR fiir die Ubereinstimmung unabhangiger Analysenergebnisse untereinander
oder einfach ausgedriickt: das MaB fiir die Streuung von Analysenergebnissen* (Kromidas und
Ermer, 2000). Es wurde eine Methodenprézision unter Wiederholbedingungen bestimmt. ,,Wie-
derholbedingungen (DIN 51848, ISO 5725) sind Bedingungen [...] mit demselben Verfahren, an
identischen Objekten (selbe Probe), in demselben Labor, durch denselben Bearbeiter und mit der-
selben Geriteausriistung®, welche durch die Vorbereitung und Auswertung 6 verschiedener Pro-
ben ermittelt wird (Kromidas und Ermer, 2000). Die Wiederholversuche konnten nicht an dersel-
ben Probe erfolgen, da die Proben nach der Aufbereitung kein zweites Mal verwendet werden
kénnen. Daher wurde fiir jede Wiederholung eine neue Probe verwendet. Nach dem Schema der
Wiederfindung wurden die Proben gespikt. Fir die Prézision wurden 70 violette und 20 weilRe
Fasern beigesetzt. Dafuir wurde eine TP in 7 Teile (P1-7) aliquotiert. Sechs Probenteile wurden
mit Fasern versetzt. Der siebte Teil (P7) diente als Matrixkontrolle. Als statistische Mal3e wurden
der Mittelwert, die SD, die RSD und das Konfidenzintervall bestimmt. Zur Priifung auf Normal-
verteilung wurde der Schnelltest nach David angewandt und der Ausreil3ertest nach Dixon sowie
der Trendtest nach Neumann benutzt. In der statistischen Betrachtung wurden zusatzlich zu den
6 Messwerten der Prazision die 3 Messwerte der zweiten WDF-Stufe herangezogen, da sie die-

selbe Faserkonzentration aufwiesen (70 violette Fasern).
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4 Ergebnisse

4.1 Probenvorbereitung: Zentrifugation und Filtrierung
Nach dem Zentrifugieren der TPs war das Sediment schwer pipettierbar. Es enthielt viele organi-
sche Bestandteile (Matrix). Unter dem Mikroskop wurden in jeder Phase vier bis sechs Fasern

gefunden. Ein dhnliches Ergebnis konnte auch im zweiten Versuchsdurchlauf festgestellt werden.

4.1.1 Filtertypen

Die Filtration erfolgte mit den fiinf getesteten Filtertypen (s. Kap. 3.3.1).

Glasfaserfilter

Der Glasfaserfilter mit einer PorengréfRe von 2,7um ist wei und zeichnet sich durch eine sehr
heterogene Oberflache mit eigener Faserstruktur aus. Dies stort erheblich bei der Detektion v.a.
weilRer oder farbloser Fasern (s. Abb. 30 und 31).

Abbildung 30:Glasfaserfilter unter dem Abbildung 31: Glasfaserfilter unter dem
Mikroskop; mutmalRlich weilRe/farblose Faser in Mikroskop; eindeutige Faser in der Bildmitte,
der Bildmitte, darum verteilt einige Partikel daneben Partikel

Es konnten beinahe alle beigesetzten Fasern ge-
funden werden (8-11 von 10 zugesetzten Fasern/
Probe (dest. Wasser und TP). Auch Verunreini-
gungen (4-13 Fasern/Filter) wurden detektiert.
Es wurden 4-18 Partikel/Probe gefunden, die
nicht eindeutig als Fasern identifiziert werden
konnten. Bei der Filtrierung einer TP verstopfte
der Filter.

10,00pm

Versapor-Membran

Abbildung 32: WeiRe Faser auf Versapor-Membran
Die Versapor-Membran mit einer PorengrofRe in Teilring-Lichteinstellung

von 0,45um ist weifl und zeigte unter dem Mikroskop eine inhomogene, unruhige Oberflache, auf
der sich weiBe/farblose Fasern kaum erkennen lieRen. Unter der Benutzung einer Teilring-Licht-
einstellung konnte eine geringe Verbesserung erzielt werden (s. Abb. 32). Obwohl nur die fliissige

Phase der TP benutzt wurde, kam es bei der Filtration zum Verstopfen der Membran. Auch kleine
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und nicht eindeutig als Fasern zu identifizierende Partikel wurden gefunden. Zudem konnte eine
erhebliche Kontamination beobachtet werden.
Supor-Membran

Die Supor-Membran mit 0,8um PorengréRe ist weil3. In der mikroskopischen Betrachtung wies
sie eine sehr homogene und ruhige Oberflache auf. Dadurch lieBen sich weiRe/farblose Fasern
besser erkennen (s. Abb. 34). Die Darstellung wird zudem durch Verwendung von koaxialem
oder seitlichem Licht verbessert. Die Filtrierung der Membran mit der aus der Zentrifugation ge-
wonnenen fliissigen Phase flihrte nicht zum Verstopfen. Allerdings wurden auch kleine und nicht

eindeutig als Fasern zu identifizierende Partikel gefunden (s. Abb 33) und es lag eine erhebliche

Abbildung 33: Partikel mit 14,73um Lange Abbildung 34: 265um-grofie weille/farblose Faser

Kontamination vor.
Polycarbonate Track Etched (PTCE) Membran
Die PTCE-Membran hat eine Porengréf3e von 20pum und erschien unter dem Mikroskop transpa-

rent mit unregelmaRig angeordneten Poren, sodass sie zwar keine eigene Faserstruktur aufweist,

jedoch unruhig in der Betrachtung wirkt (s. Abb. 36). Zudem zeigten sich groRe Matrixriickstdnde

auf der Membran, die eine Faserbeurteilung erschwerten (s. Abb. 35).

Abbildung 35: WeiRe Fasern mit gelblich beiger Abbildung 36: WeiRe Faser auf PTCE-Membran
Matrixbelastung auf PTCE-Membran

Nylon-Netzfilter (NNF)
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Die NNF zeigten in der mikroskopischen Betrachtung eine ruhige, homogene Struktur, die sich
symmetrisch gitterartig prasentierte. Dadurch waren Faserstrukturen und Faserfarben gut er-
kennbar. Besonders in Kombination mit koaxialem Licht und einem Polarisationsfilter lieRen
sich die Fasern gut identifizieren (s. Abb. 37 und 38). Obwohl der Filter nicht verstopfte, be-
stand bei dem 100um-NNF das Problem der Matrixbelastung. Kleine und nicht eindeutig als Fa-

sern zu identifizierende Partikel wurden nicht gefunden.

Abbildung 37: 11um-NNF, bunte Partikel, von Abbildung 38: Weille Faser auf 100um-NNF mit
links nach rechts: weille Faser, weil3-gelbliche koaxialem Licht und Polarisationsfilter
Faser, blaue Faser

4.1.2 Matrixbelastung

Die Matrixbelastung zeigt sich durch Verstopfen der Filter/Membranen und ist zudem auf den
Filtern und der Lochplatte (PorengréfRe 1mm) des Filterhalters, die den Filtern vorgeschaltet ist,
zu finden (s. Abb. 39 und 40). Zur Matrixreduktion wurden in den Versuchsreihen (a)-(f) chemi-

sche und physikalische Behandlungen sowie die Vorfiltrierung untersucht.

Abbildung 39: Matrixriickstande auf dem 100um-  Abbildung 40: Matrixrickstande auf der 20um-
NNF PTCE-Membran

(@) 100pum-NNF — 20um-PTCE-Membran — 11pum-NNF — 0,8um-Supor-Membran
Die Probe konnte ohne viel Druck filtriert werden, nur die Filtration des 20pum-Filters war etwas
erschwert. Der 100um-NNF, die Lochplatte (PorengréRe 1mm) des 100um-NNF und die PTCE-

Membran wiesen grofRe Matrixriickstande auf. Dadurch konnten darunterliegende Fasern nicht
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sicher detektiert werden. Zur Minimierung der Matrixrickstande wurde der 100um-NNF mit
10ml AS filtriert, was die Detektion der Fasern leicht verbesserte. AnschlieRend wurde der Filter
mit Methanol filtriert, was durch die Gerinnung der Proteine zu einer Verschlechterung der Be-
urteilbarkeit fuhrte. Die 20um-Membran wurde mit 50ml AS behandelt, wodurch sich die Detek-
tierbarkeit nur minimal verbesserte. Die Membran wurde weiter mit 10ml HCL behandelt, was
zu einer leichten Verbesserung der Beurteilbarkeit fihrte.

Auf den Filtern wurden einige weie und blaue Textilfasern gefunden. Wéhrend der Probenvor-
bereitung und Faserdarstellung wurde ein weiRer Kittel und schwarze Stralenkleidung getragen.
(b)100um-NNF — 20um-PTCE-Membran — 11um-NNF — 5um-NNF — 0,8-Supor-Membran
Dadie 0,8um-Supor-Membran verstopfte, wurde ihr ein 5um-NNF vorgeschaltet. Dieser liel? sich
gut filtrieren. Trotz des 5um-NNFs verstopfte die 0,8um-Supor-Membran erneut. Uber die ande-
ren Filter konnte leicht filtriert werden. Der 100um-NNF wies erneut eine hohe Matrixbelastung

auf. Daher wurde er nach dem in Abb. 41 dargestellten Schema mit S&ure behandelt.

Zur Beurteilung der Faser-Detektion

wurde eine Textilfaser betrachtet. Diese keine Verbesserung der Matrixbelastung

war anfangs unter der Matrix schwach er-
kennbar und wurde im Verlauf der Saure- « keine Verbesserung der Matrixbelastung
behandlung deutlicher sichtbar (s. Abbil-
dung 42 und 43). AuBerdem wurden die

Matrixareale im Allgemeinen transparen-

«keine Verbesserung der Matrixbelastung

ter, sodass man die Filterstruktur und da- - eindeutige Verbesserung der Matrixbelastung

mit auch Fasern darunter erkennen

€EE€L

konnte.
Auch auf der Lochplatte des 100um-NNF
befanden sich anfangs grolie Matrixablagerungen, die sich im Verlauf der Sdurebehandlung nicht

Abbildung 41: Saurebehandlung mit HCIl und AS

verbesserten.

Abbildung 42: Matrixbelastung auf 100um-NNF mit  Abbildung 43: Matrixbelastung auf 100um-NNF
blauer Faser vor Saurebehandlung mit derselben blauen Faser wie in Abbildung 42,
jedoch nach S&urebehandlung mit AS

Y.
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(c) 100pum-NNF — 30pum-NNF — 11pum-NNF — 5um-NNF — 0,8um-Supor-Membran
30pum-NNF — 11pm-NNF — 5pm-NNF - 0,8um-Supor-Membran

Die Probe war leicht zu filtrieren. Lediglich die Filtrierung Gber den 5um-NNF war etwas er-
schwert. Die 0,8um-Supor-Membran verstopfte. Die Matrixriickstdnde des 100um-NNFs wurden
mit 100ml AS behandelt. Dies flhrte nicht zu
einer ausreichenden Matrixzersetzung. Aller-
dings stellte sich aufgrund der auffalligen Sym-
metrie der Matrix die Frage, ob die Probe ver-
schimmelt sein konnte (s. Abb. 44). Der
100um-NNF wurde zusatzlich mit 50ml AS be-
handelt, wodurch die Matrixbelastung noch et-

was reduziert werden konnte. Der Filter war
Abbildung 44: Matrixbelastung auf 100um-NNF;  zwar insgesamt gut einsehbar, die vermeintlich
potenzieller Schimmel

Schimmel belastete Stelle verénderte sich aber
nicht. Die Stellen mit viel Matrix blieben etwas unubersichtlich. Es erforderte mehr Konzentration
die darin enthaltenen weilRen/farblosen Fasern zu erkennen. Dies lag an der Heterogenitét, der
Struktur und der Dicke der Matrix sowie an der Lichtreflexion unter dem Mikroskop. Die Mat-
rixstruktur beinhaltete feine faserahnliche Strukturen, die die Identifizierung weiler/farbloser Fa-
sern weiter erschwerten.
Sowohl der 30pum- als auch der 11pm-NNF hatten durch die hohe Matrixbelastung eine unruhig
erscheinende Oberfléche (s. Abb. 45 und 46). Die Faserdetektion wurde hierdurch aber nicht be-
eintréchtigt.
Als Folge der Nasse der Filter war die mikroskopische Auswertung zudem durch Lichtreflexionen
erschwert, welche jedoch durch die Einstellung ,,Reflexionsminderung® am Mikroskop etwas re-

duziert werden konnten. WeilRe/farblose Fasern waren bei den Filtern mit geringerer Porengrofie
etwas erschwerter erkennbar.

Abbildung 45: Blaue Fasern auf 30pum-NNF mit Abbildung 46: 284,49um groRe weilRe Faser auf
Matrixbelastung 11pum-NNF mit Matrixbelastung
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Die aufgehobene filtrierte Restflissigkeit wurde ein zweites Mal filtriert. In ihr waren noch die
100ml AS aus der ersten Filtration enthalten. Auch hierbei verstopfte die 0,8pum-Supor-Membran.
Der 30um-NNF erschien auch nach dem zweiten Durchlauf unruhig durch die Matrixbelastung.
Die Lichtreflexion war erneut zu beobachten. Auch der 5um-Filter erschien etwas unruhig,
wodurch es mehr Konzentration erforderte die weiRen/farblosen Fasern zu detektieren.
(d)100pum-NNF — 41pm-NNFE — 11um-NNF — 5um-NNF

100pum-NNF — 30pum-NNFE — 11um-NNF — 5um-NNF

Filtrierung mit 20ml- statt 10ml-Spritze.
Auch wenn die Filtrierung mit der 20ml-Spritze deutlich schneller als mit der 10ml-Spritze er-
folgte, so war der Widerstand wéhrend der Filtrierung mit der 20ml-Spritze gréer. Der 41um-
und 30um-NNF lieRen sich dhnlich gut filtrieren, wobei die Versuchsreihe mit dem 41um-NNF
weniger matrixbelastet war.
Die visuelle Auswertung war zufriedenstellend, aber die Detektion weil3er/farbloser Fasern erfor-
derte weiter eine erhohte Aufmerksamkeit. Die Detektion farbiger Fasern stellte kein Problem
dar. Es entstand der Eindruck, dass durch Ausschluss der 0,8pum-Supor-Membran weniger kleine
und nicht eindeutig als Fasern zu identifizierende Partikel gefunden wurden.
(e) 2x 100um-Filter, 300g ACC vs. 150ml 5mol/l AS
Die Ameisenséure loste fast alle Matrixbestandteile auf. Auf dem Filter waren keine undurchsich-

tigen Areale mehr sichtbar. Es wurde erneut eine Textilfaser betrachtet, welche anfangs unter der

Matrix schwach erkennbar war (s. Abbildung47) und im Verlauf der S&urebehandlung deutlich
sichtbar wurde (s. Abbildung 48). Durch das ACC konnte die Matrixbelastung nicht wesentlich
verbessert werden (s. Abb. 49 und 50).

Abbildung 47: Faser auf 100um-NNF vor AS- Abbildung 48: dieselbe Faser wie auf Abbildung
Behandlung 47 auf 100um-NNF nach AS-Behandlung
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Abbildung 49: Matrixbelastung auf 100um-NNF Abbildung 50: Matrixbelastung auf 100um-NNF
vor ACC-Behandlung nach ACC-Behandlung

(f) 20ml-Spritze
In der TP wurden 66Fasern/18ml gefunden Dies umfasste Uberwiegend weil’e und blaue Fasern.
Die Filtrierung, insbesondere durch den 5um-NNF, erfolgte mit erhdhtem Druck.

4.2 Faserdarstellung

4.2.1 Einbettung

(a) Lichtreflexion:

In den Versuchsreihen der Matrixbelastung fiel eine
Lichtreflexion bei der Mikroskopie der nassen Filter
auf. Daher wurden ein feuchter und ein trockener
Filter mikroskopisch miteinander verglichen. Dabei
fiel auf, dass die Oberflache des feuchten Filters ru-
higer erscheint und dadurch einfacher zu beurteilen

ist, jedoch durch die Warme der Mikroskoplampe zu

trocknen beginnt und dadurch eine unruhig erschei-
nende Oberflache entsteht (s. Abb. 51).

. . Abbildung 51: feuchter 5um-Filter mit
(b) Einbettungsmaterial: teilweise trockenen Stellen

Es zeigte sich, dass fir die Einbettung der Filter die

DP zu klein und dinn (0,12-0,16mm) waren. GrofRere Formate waren jedoch nicht verfligbar.
Auch die Kombination aus zwei Objekttragern, zwischen denen der Filter eingebettet wird, war
unhandlich, da die Objekttrdger zu groR und dick waren. Allerdings konnte das Handling durch
die Einbettung des Filters zwischen einem Objekttrager und einem HG verbessert werden.

(c) Einbettungsmedium, Wiederfindung, Aufbringen des HG:

Die beschriebenen Lufteinschliisse konnten durch Aufbringen eines Tropfens dest. Wassers auf
den Filter mittels Pasteur-Pipette etwas reduziert werden, jedoch bildete sich durch die Wérme
der Mikroskoplampe Kondenswasser in den Lufteinschlissen am HG (s. Abb. 52 und 53), was zu

einer Verdeckung der Fasern flihren kann.

34



Abbildung 52: Kondenswasserbildung Abbildung 53: Ubergang vom normal einsich-
tigen Filter zur Kondenswasserbildung zwischen
Filter und HG

Daher wurde auch Glycerin als Einbettungsmedium getestet. Die Einbettung zeigte nach einigen
Ubungsdurchlaufen sehr gute Ergebnisse. Alle Areale konnten gut eingesehen werden.

Im Rahmen der Testungen musste beobachtet werden, dass in den Blindproben Glycerin unter
dem HG herausfloss. Ebenso wurden Fasern neben dem Filter gefunden, welche méglicherweise
durch zu viel Glycerin heruntergespuilt wurden (s. SB3 und 4.4.1). Um diese Probleme zu vermei-
den, wurde die optimale Glycerinmenge experimentell bestimmt. In den vorangegangenen Expe-
rimenten zeigte sich, dass die Filter durch die Filtrierung leicht verformt werden und damit nicht
mehr vollstandig plan sind. Dies erschwerte das luftfreie Einbetten der Filter. Um dies zu simu-
lieren wurden die Filter in den Einbettungsversuchen mit dest. Wasser und AS filtriert. In der
Methode, wie das HG aufzubringen ist, erwies sich das seitliche Aufbringen im Vergleich zum
senkrechten Aufbringen als deutlich vorteilhafter, da weniger Lufteinschliisse zu verzeichnen wa-
ren. Weiter zeigten sich vorerst 2 Tropfen Glycerin auf dem Objekttréager und 5 Tropfen Glycerin
auf dem Filter als am besten geeignet, dadurch konnten auch leichte Verformungen des Filters
besser kompensiert werden.

(d) Wiederfindung, Glycerinmengenbestimmung und Filterhalterkomponenten:

1: 10 Fasern dem Filter 2: 8 Fasern dem Filter 3: 8 Fasern dem Filter 4: 8 Fasern dem Filter
zugesetzt zugesetzt zugesetzt zugesetzt

« 5 Fasern auf Filter nach « 6 Fasern auf Filter nach + 6 Fasern auf Filter nach « 6 Fasern auf Filter nach
Einbettung, WDF 50% Bespiilen aber vor der Bespiilen aber vor der Bespiilen aber vor der
Einbettung, WDF 75% Einbettung Einbettung
» 1 Faser auf dem « 2 Fasern auf dem
« 1 Faser auf Filter nach Dichtungsgummi Dichtungsgummi
Einbettung, der Rest » 1 Faser auf der oberen * WDF 100% insgesamt
neben dem Filter, WDF Lochplatte
16,67% + WDF 100% insgesamt « 6 von 6 Fasern auf
Filter nach Einbettung,
+ 6 von 6 Fasern auf WDF 100%
Filter nach Einbettung,
WDF 100%

Abbildung 54: Wiederfindung violetter Fasern nach Einbettung (1: Filter wurde direkt nach Faser-
Zusetzung eingebettet. 2-4: Filter nach Zusetzung in den Filterhalter eingebaut, mit dest. Wasser
durchgespult und anschlieRend eingebettet
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Die WDF violetter Fasern auf dem Filter nach der Einbettung wurde Gberprift, s. Abb. 54.

Nach Durchlauf 1 waren nach der Einbettung nur 5 von 10 beigesetzten Fasern zu finden. Dies
entspricht einer WDF von 50%. Dies liel? die Schlussfolgerung zu, dass in den Zwischenschritten
Fasern verloren gehen. Daher wurde in Durchlauf 2 kontrolliert, ob die beigesetzten Fasern nach
der Filtrierung noch vorhanden sind. Nach der Filtrierung wurde der Filterhalter gedffnet und der
Filter noch in dem Halter einliegend mikroskopiert. Auch hier zeigten sich nur 6 von 8 Fasern auf
dem Filter, was einer WDF von 75% entspricht. Daher wurden die anderen Filterhalterkompo-
nenten mikroskopiert. 2 weitere Fasern wurden auf der dem Filter aufliegenden Seite des Dich-
tungsgummis gefunden. Nach Filtereinbettung konnte von den 6 Fasern nur noch eine Faser auf
dem Filter gefunden werden. Die restlichen 5 Fasern wurden neben dem Filter auf dem Objekt-
trager gesichtet. Dies bestatigt mit einer WDF von 16,67% die Annahme, dass durch die Einbet-
tung Fasern von dem Filter heruntergespilt werden. Daher wurde in Durchlauf 3 die Einbettung
angepasst: es wurde ein groRerer Tropfen Glycerin in der Filtermitte und ein kleinerer Tropfen
Glycerin am Filterrand, an derjenigen Seite, an der das HG aufgebracht wird, platziert. Auf den
Objekttrager wurde ebenfalls ein groRer Tropfen Glycerin aufgebracht. Im Anschluss wurden alle
Filterhalterkomponenten mikroskopiert. Dazu z&hlten die jeweils beiden Seiten der Lochplatten,
die jeweils beiden Seiten des Dichtungsgummis und beide Filterhalterhélften. Hiernach konnten
von 8 beigesetzten Fasern nach der Filtrierung 6 Fasern auf dem Filter, 1 Faser auf der dem Filter
aufliegenden Seite des Dichtungsgummis und 1 Faser auf der oberen Lochplatte gefunden wer-
den. Dies ergibt eine WDF von 100%. Nach der Einbettung konnten 6 von 6 Fasern auf dem Filter
gefunden werden (WDF 100%). Die Anpassungen wurden in Durchlauf 4 wiederholt. Nach der
Filtrierung wurden 6 von 8 beigesetzten Fasern auf dem Filter und zwei weitere Fasern auf der
dem Filter aufliegenden Seite des Dichtungsgummis gefunden (WDF 100%). Nach der Einbet-
tung konnten 6 von 6 Fasern wiedergefunden werden (WDF 100%).

Da sich Durchlauf 3 und 4 mit einer Gesamt-WDF von 100% als am besten erwiesen haben,
wurden diese Einbettungsmodalititen beibehalten und mit zwei weiteren Durchldufen getestet (s.
Abbildung 55). Durch die Anwendung von Luft bei Durchlauf 6 konnte die auf dem Filter be-
findliche Anzahl von 2 auf 7 Fasern deutlich erhdht werden. In beiden Durchldufen konnte somit

schlussendlich eine WDF von 100% erreicht werden.

. ; 6: 8 Fasern dem Filter zugesetzt + Luft-
5: 8 Fasern dem Filter zugesetzt ‘Applikation

» 2 Fasern auf Filter « 7 Fasern auf Filter

* 2 Fasern auf Dichtungsgummi « 1 Faser auf Lochplatte

» 3 Fasern auf Lochplatte * 7 Fasern auf Filter nach Einbetten
» 2 Fasern auf Filter nach Einbetten » WDF 100%
» WDF 100%

Abbildung 55: Wiederfindung violetter Fasern nach Einbettung (6: Luft wurde Uber den Filter gedriickt)
(e) Blindprobe und Filterhalterkomponenten:
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Mit den bisherigen Erkenntnissen wurde eine Blindprobe angefertigt. Dafuir wurden die Filterhal-
terkomponenten und damit auch beidseitig die Lochplatten mikroskopiert, sodass diese zur Kon-
taminationsvermeidung nicht abgedeckt werden konnten.

Es ist zu beachten, dass die Lochplatten eine glatte und eine gerillte Oberflache besitzen. Die
Identifikation weiRer und farbloser Fasern vor allem auf der gerillten Seite der Lochplatten sowie
auf den Filterhalterh&lften war erschwert. Diese Problematik wurde aufgrund etlicher Kratzer im
Plastik gesteigert (s. Abb. 56). U TR . Al A

Zur Vermeidung der Mikroskopie der Fil- NS " a

terhalterkomponenten wurde die Beobach-
tung des Lufteffekts aus Punkt d aufgegrif-
fen. Daflr wurden Druckluftsprays bestellt.
Fir die Verbindung des Druckluftsprays mit
den Filterhaltern wurde ein Adapter in der
Laborwerkstatt angefertigt. Zusatzlich soll-
ten auf Grund der komplizierten mikroskopi-

schen Auswertung die Fasern auf den Loch-

Abbildung 56: WeiRe Faser (griner Pfeil) und
platten isoliert und eingebettet werden. Kratzer (roter Pfeil) auf gerillter Seite der Lochplatte

(f) Faserdetektion auf Lochplatte:

Fir die Detektion der Fasern auf der Lochplatte sollte ein ,,Abklatsch* der Platte, im Sinne eines
Negativbildes, angefertigt werden. Daflr wurden verschiedene Klebebander getestet. Dabei
zeigte sich, dass das doppelseitige KB am besten geeignet war, da es eine weilRe und homogene,
ruhige Oberflache besaB. Vor allem in Kombination mit seitlichem Licht konnten selbst weil3e
oder farblose Fasern gut erkannt werden. Das KB wurde zurechtgeschnitten und auf einen Ob-
jekttrager geklebt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde ein Deckplattchen aufgebracht. Es
wurde gezeigt, dass 5 von 5 auf die Lochplatte gesetzte violette Fasern zwischen KB und Deck-
plattchen wiedergefunden werden konnten (s. Abb. 57). Zusétzlich musste die Reinigung der
Lochplatten von Kleberlickstanden bedacht werden (s. dazu Materialreinigung).

Allgemein konnte beobachtet werden, dass sich
auf der zum Filter zeigenden Lochplattenseite
mehr Fasern absetzten. Daher sollte die glatte
Seite der Lochplatte zum Filter zeigend in den
Filterhalter eingebaut werden, da die glatte Seite
vermutlich besser auf das KB abgeklatscht wer-

den kann.

Abbildung 57: violette Fasern zwischen
Klebeband und Deckplattchen
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(9) Druckluft:
Die Druckluftmenge wurde durch Faserwiederfindung bestimmt (s. Ergebnisse in Tab. 2). Die
untere Lochplatte und die untere Filterhalterhalfte wurden zur Kontrolle mit mikroskopiert.

Tabelle 2: Faserwiederfindung nach Druckluftbehandlung.

Gefundene Faseranzahl Fehlende Faseranzahl
KB

0

Anzahl an Hiben
Druckluft

Anzahl an beigesetzten
Fasern

Gummi Filterhalter

0 0
0 1
0 0
0 0
0 0

a b OO b~ 00 N

0
0
0
0
0

12 10 7 0 0
KB: Abklatsch der oberen Lochplatte auf Klebeband (KB). ,, Filterhalter” bezieht sich auf die obere
Filterhalterhalfte.

Bei der Behandlung mit 10 Hiben Druckluft war eine kreisférmige Anordnung der Fasern am
Filterrand zu beobachten. Die Fasern ragten teils tiber den Filterrand hinaus. Auf dem KB und der
oberen Filterhalterhélfte sowie auf der unteren Filterhalterhdlfte und der unteren Lochplatte wur-
den keine Fasern gefunden. Es wurde sich fur 8 Hibe entschieden (s. 5.3.1).

(h) Wiederfindung:

Mit diesen Erkenntnissen wurde eine WDF mit 10 blauen und 10 weillen Fasern angefertigt (s.
Tab. 3).

Tabelle 3: Wiederfindung nach Beisetzung 10 blauer und 10 weiRer Fasern.

PorengroRe Filterhalterin 100 41 11 5

m
Andere Blau Weil3 Andere Blau Weil3 Andere Blau Weil Andere
Faseranzahl Halter 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Filter il 21 5 il 3 26 2 0 0 0 >100 >100
Gummi 0 4 0 0 2 0 1 3 0 29 10
KB il il 0 il il 0 3 0 0 4 1
KB Il 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gesamt 5 5 2 6 33 2 4 8 0 >133 >111
9
Weil3 >169
Andere >152
Gesamt >330
Nicht eigestz

KB I: Abklatsch der oberen Seite der oberen Lochplatte, KB II: Abklatsch der unteren Seite der oberen
Lochplatte

Es wurden 9 von 10 blauen Fasern wiedergefunden, davon 1 Faser auf dem KB der unteren Loch-
plattenseite und 2 Fasern auf dem oberen Filterhalter. Dies bestétigt die Notwendigkeit die Fil-
terhalterkomponenten zu mikroskopieren. Die untere Lochplatte und die untere Filterhalterhalfte
wurden zur Kontrolle mitmikroskopiert. Da die Mehrzahl der Fasern auf dem Filter gefunden
wurde, scheint die Behandlung mit 8 Hilben Druckluft die adaquate MaBnahme darzustellen. Da

der Filterhalter nicht abgedeckt werden kann, sollte er zur Vermeidung von Kontamination als
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erstes mikroskopiert werden. Auf der unteren Lochplatte und der unteren Filterhalterhalfte wur-
den in den letzten Versuchen keine Faserablagerungen beobachtet. Folglich konnte in den weite-
ren Versuchen von deren Mikroskopie abgesehen werden. Zusatzlich lag eine erhebliche Faser-

kontamination vor (>310 nicht beigesetzte Fasern).

4.2.2 Mikroskopie

Die groRte Herausforderung der Mikroskopie war die Darstellung weiRer und farbloser Fasern.
Die Fasern waren in der Auflicht- besser als in der Durchlichtmikroskopie und in der Dunkelfeld-
besser als in der Hellfeldmikroskopie erkennbar. Durch die Dunkelfeldmikroskopie waren vor
allem weile und farblose Fasern durch den stérkeren Kontrast besser erkennbar.

Es wurden verschiedene Lichteinstellungen, wie Ringlicht, koaxiales Licht, teilweise koaxiales
Licht und seitliches Licht getestet. Zudem wurden verschiedene Einstellungen am Mikroskop zur
Verbesserung der Bildqualitat getestet: Anti-Reflexion, Reflexionsoptimierung, HDR (High Dy-
namic Range) -Funktion und hochauflésendes HDR. Keine der Einstellungen zur Optimierung
der Bildqualitat verbesserte die Erkennbarkeit der Fasern. Durch zusatzliche Anwendung eines
Polarisationsfilters konnten vor allem weille/farblose Fasern besser detektiert werden. Auch ein
K20-Adapter, bei dem das Licht aus einem flachen Winkel von der Seite kommt und der fir
Dunkelfeld-Mikroskopie gedacht ist, brachte zundchst keine Verbesserung. Erst in Kombination
mit Durchlicht und koaxialem Licht brachte der K20-Adapter ein einigermal3en annehmbares Er-
gebnis. Auch eine Lochblende wurde statt eines Diffusors in Kombination mit einem Polarisati-
onsfilter getestet, das fiihrte jedoch zu einer schlechteren Faserdarstellung. Das koaxiale Licht in
Kombination mit einem Polarisationsfilter unter Auflicht wurde letztendlich als am besten geeig-
net fur die visuelle Auswertung der Filter und des Dichtungsgummis befunden. Fur die Mikro-
skopie des KBs eignete sich am besten seitliches Licht und fur den Filterhalter Ringlicht. Der
Filterhalter wurde in 20facher, der Filter in 50-100facher, der Gummi in 100facher und die Kle-
bebander in 30facher Vergrolerung betrachtet. Fiir die Faseribersicht sind kleinere VergréRerun-
gen und fur die Faserdetektion grofere VergréfRerungen besser geeignet. Vor Versuchsbeginn
wurde eine Ubersichtsaufnahme des Filters mittels Panorama-Funktion erstellt. Jede gefundene
Faser wurde zudem im Navigationsbereich mittels Koordinaten erfasst. So konnte nachvollzogen
werden, ob eine Faser bereits gezahlt wurde und bei faserreichen Proben eine Doppelzahlung

verhindert werden.

4.3 Materialreinigung
Zu Beginn der Methodenentwicklung wurden zum Spulen der Filterhalter Laborbirsten benutzt.
Allerdings hinterlie3en diese vor allem in den Lochplatten braune Riickstande, sodass im weiteren

Verlauf keine Materialien wie Biirsten oder Schwamme benutzt wurden. Die Anwendung von
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Essigsaureethylester und Aceton verursachte mikroskopisch milchige Tribungen des Filterhal-
ters. Bei der Benutzung von Ethanol wurde keine Materialverdnderung beobachtet, sodass es als
materialschonende und geeignete Reinigungssubstanz bewertet wurde.

Nachdem in der Blindprobe nach Einbettungsoptimierung eine grolRe Faserkontamination und in
den ersten Versuchen der WDF eine bedeutende Faserverschleppung beobachtet werden konnte,
wurde der Spiilprozess angepasst. Dieser sah neben den in der Methodik bereits beschriebenen
Spil- und Reinlichkeitsmalnahmen folgendermalien aus:

- Die Filterhalter, deren Kleberiickstdnde mit Ethanol bereits entfernt waren, wurden auseinan-
dergebaut und flr 15min mit AS-/dest. Wasser - Gemisch im Ultraschallbad behandelt. Im An-
schluss wurden die Komponenten mehrfach mit Spllmittel und Wasser gespilt, danach erneut
unter flieRendem Wasser und der Filterhalter nach und nach unter flieRendem Wasser zusammen-
gebaut. Die vollstandigen Filterhalter wurden mit einer Luer-Lock-Spritze 20-mal mit dest. Was-

ser vor- und rickwarts sowie mit frischem dest. Wasser 5-mal vorwarts gesplilt.

Abbildung 58: Ineinander gesteck- Abbildung 59: Mit Alufolie abge-
te Filterhalter deckte Filterhalter mit Filter

- Die Filterhalter wurden wieder auseinander gebaut und mit dest. Wasser fir 5min im Ultra-
schallbad behandelt. Hiernach wurden sie unter flieBendem Wasser einzeln gespdilt und zusam-
mengebaut. Im Anschluss wurden sie erneut mit einer Luer-Lock-Spritze und dest. Wasser 20-
mal vor- und rickwarts gespult, sowie mit frischem dest. Wasser 5-mal vorwaérts gespiilt. Danach
galten die Filterhalter als sauber und konnten erneut mit Filtern belegt werden. Die fertigen Fil-
terhalter wurden ineinandergesteckt, in einem Becherglas mit Alufolie abgedeckt und im ge-

schlossenen Abzug bis zur nachsten Aufbereitung aufbewahrt (s. Abb. 58 und 59).

4.4  Faserkontamination
Die AntikontaminationsmafRnahmen sind in 3.4 dargestelit.

4.4.1 Blindproben

SB: Blindproben aus dem Sektionssaal wahrend der Einbettungsversuche

SB1: Auf dem 41um-NNF wurden unzahlbar viele Fasern gefunden. Auf dem Filter sind nur bis
zu 100 Fasern auswertbar (s. 5.2.2 Matrixbelastung). Daher wurde die Angabe >100 verwendet.
Die Einbettung mit Glycerin verlief problemlos. Ergebnisse s. Tab. 4.
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Tabelle 4: Blindprobe SB1 aus Sektionssaal

PorengroRe inum 100 41 11 5 Gesamt
22 >100 32 5 >159

SB2: Die Blindprobe liel? sich gut mit der 20ml-Spritze filtrieren und wies 31 Fasern/P auf.
SB3: Es wurden 25 Fasern/P gefunden. Es konnte beobachtet werden, dass Glycerin unter dem
Hématozytenglas hervortrat.

SB4: Es wurden 40 Fasern/P gefunden. Auch hier konnte beobachtet werden wie Glycerin unter
dem Hamatozytenglas hervortrat.

SB5: Die Einbettung in der finalen Version verlief sehr gut. Es wurden 72 Fasern/P gefunden.
LB: Blindproben aus dem Labor wahrend Bestimmung der Wiederfindungsrate und Prézision
Nach der ersten Stufe der WDF, bevor der Spiilprozess final optimiert wurde (,, WDF 1.1-1.4 alt),
zeigte die Blindprobe eine Faseranzahl von 79 Fasern/P. Die Ergebnisse der Blindproben, die mit
der finalen Spiiltechnik wéhrend der WDF und Prazision angefertigt wurden, sind in Tabelle 5
zusammengestellt, sie bewegten sich zwischen 6 und 19 Fasern/P. Das ergibt einen Mittelwert
von 12,9 Fasern/P. In LB2 wurde eine violette Faser gefunden.

Tabelle 5: Blindproben aus Labor mit endgultiger Methodik

Faseranzahl

Faserfarbe Violett Weil Andere Gesamt
0 11 6 17
1 8 6 15
0 3 3 6
0 6 2 8
0 14 0 14
I O 10 1 11
0 6 7 13
. O 17 2 19

4.4.2 Environmental Monitoring
Als zusétzliche Information wurde die Frequenz der Raumreinigung erhoben, s. Abb. 60.

Institut fir Organische Chemie Institut fir Rechtsmedizin

* 1x/Jahr Grundreinigung inkl. Teppich * 1x/Woche komplette FuBbodenreinigung
+1x/1-2 Wochen Wischen inkl. Boden (Waschen mit Wasserschlauch)

» 1x/Jahr Fenster putzen « Flachenreinigung nach jeder Sektion und
« Arbeitsflachen werden individuell geputzt Benutzung, zum Teil auch

FulRbodenreinigung
« Luftaustausch alle 24h
Abbildung 60: Frequenz und Intensitat der Raumreinigung
Aktivproben
In Chl, dem Laborzimmer mit dem Abzug, wurde lber 24h die geringste Anzahl an Fasern aus
der angesaugten Luft filtriert (s. Tab. 6). Die Mehrheit der Fasern war wei3/farblos und lag im
Grolenbereich 50pm-2,2mm. Ch2, der Raum mit dem Mikroskop, sowie S, der Sektionssaal,
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hatten eine so hohe Faserbelastung, dass sie nicht mehr auszahlbar waren. Jedoch war die Faser-
belastung im S vergleichsweise geringer.

Abbildung 61: S, Fasern und Partikel auf Abbildung 62: Ch2, Fasern und Partikel auf
5um-NNF Filterhalter unter Ringlicht

In Ch2 wurden vor allem weiBRe/farblose, schwarze, blaue und graue Fasern gefunden. Neben
deutlich zu erkennenden Fasern fanden sich auch viele Partikel (s. Abb. 61 und 62), sodass eine
untere Erfassungsgrenze von 20um festgelegt wurde. Darunter wurden Partikel nicht mehr als
Fasern gezahlt, da sie nicht sicher Fasern zugeordnet werden konnten. Im S wurden vor allem
schwarze, braune und weile, aber auch violette Fasern (F) gefunden (Chl: 3F, Ch2: 5F, S:1F).

Tabelle 6: Aktivproben
Raumlichkeiten Faseranzahl Faserfarben

Filterhal-  Fil-  Ge-
ter ter samt
Chl (Laborzimmer) 89 30 119 v.a. weil3; etwas schwarz, violett (3), orange, blau

Ch2 (Mikroskopier- >100 >50  >150 v.a. weil}, schwarz, blau, grau; etwas grin, violett (5),
zimmer) rot, braun

S (Sektionssaal) 37 >100 >137 v.a. schwarz, braun, weil3, 1 violett, etwas griin

Passivproben

Die Ergebnisse sind in Abb. 63 dargestellt. Auf dem Filter des Fensterbretts in Ch2 waren sehr
viele Farbpartikel zu sehen, diese dhnelten den Partikeln auf dem Filter der Vakuumpumpe aus
Ch2.

Passivproben

100 84

77
51
19
1 1 2 1 6 2
R - I = I_

9
[ |
SR A AP F SRMT S F SR M AP ST
Chl Chl ChlChl Ch2Ch2Ch2Ch2 S S | S S

D ™
o O

N
o O

Faseranzahl (gesamt (iber
alle 3 Filter)
&

Abbildung 63: Vergleich Passivproben. Chl: Spilbeckenrand (SR), Abzug (A), Arbeitsplatte (AP),
Fensterbrett (F); Ch2: Spllbeckenrand (SR), Mikroskopiertisch (MT), Schreibtisch (S), Fensterbank (F);
S: Spulbeckenrand (SR), Fliesenregal (M), Arbeitsplatte (AP), Sektionstisch (ST)
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4.5 Validierung

Fur die Methodenqualitat wurden in Anleh-
nung an Kromidas und Ermer (2000) meh-
rere Aspekte beurteilt. Die Anforderungen
fur die Faktoren Mensch, Maschine und Me-
thode (Qualifikation, Kalibrierung, Eignung)
waren in dieser Studie kontrolliert, ihr Ein-
fluss daher vernachléssigbar. Als relevante
Einflussfaktoren erwiesen sich das Material

(durch die unterschiedliche Zusammenset-

Abbildung 64: WeiRe und violette Faser auf 5um-NNF zung der Matrix und deren unbekannte
nach AS-Behandlung, Ringlicht Menge an bereits vorhandenen Fasern) und

das Milieu (durch mdgliche Kontamination mit Umgebungsfasern). Das Labor wird nicht aus-
schliel3lich fur die Untersuchung von Fasern genutzt, daher gibt es hier viele, das Milieu beein-
flussende Faktoren, die nicht ausgeschaltet oder konstant gehalten werden kénnen, u.a. der Ge-
brauch weil3er Laborkittel, Handwerker, die im Labor Arbeiten verrichten, das Vorhandensein
von Teppichbdden. Zudem besteht von den anderen Laboranten keine Anforderung an Faserarmut
im Labor, sodass ihrerseits keine Mallnahmen zur Faserreduzierung getroffen werden. In der Va-
lidierungsvorbereitung zeigte sich, dass sich die Fasern durch die Sdurebehandlung mit AS nicht
entféarben lielen. Auch eine Fragmentierung konnte nicht beobachtet werden. Die violetten Fasern
lieBen sich gut wiederfinden (s. Abb. 64), sie noch kleiner zu schneiden war nicht moglich. Zur
Detektion der weifl3en Fasern musste man achtsam sein, ein Polarisationsfilter vereinfachte dies
deutlich.

45.1 Blanks

Anfertigung vor Bearbeitung des Spiilprozesses (,, Blanks alt“): BAI-5, s. Tab. 7
Tabelle 7: Blanks alt

Blank alt (BA 1 2 3 4 5
24 29 23 41 46

BAGS zeigte sich mit auffallig vielen Fasern, welche morphologisch Bastfaser-typische Merkmale
aufwiesen. Die Frage nach deren Ursprung konnte nicht beantwortet werden.
Wiederholung nach Prazision mit finaler Spultechnik (,, Blanks neu*): BNI1-4,s. Tab. 8

Tabelle 8: Blanks neu

Blank neu (BN 1 2 3 4
19 16 13 23

In den Blanks nach terminaler Spllprozessanpassung fanden sich Faserzahlen mit einem Mittel-
wert von 17,8 Fasern/P als Korrelat der Fremdfaserbelastung. Insgesamt waren etwa 80% der

gefundenen Fasern weil3/farblos und 20% ,,anderer* Farbe. Durchschnittlich wurde die Mehrzahl
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der gefundenen Fasern auf dem 100pm- und 41pm-NNF gefunden (6,25 Fasern auf dem 100pm-
NNF, 8,5 Fasern auf dem 41um-NNF und jeweils 1,5 Fasern auf dem 11um- und 5um-NNF).
4.5.2 Negativproben

Anfertigung vor Bearbeitung des Spilprozesses (,, Negativproben alt*): NA1-3, s. Tab. 9

Tabelle 9: Negativproben alt

Negativproben alt (NA) 1 2 3
Faseranzahl/ml 55/16ml 78/19ml 95/18ml

NAL liel8 sich gut und ohne groRen Widerstand filtrieren. Die 11um- und 5um-NNF waren ver-
gleichsweise etwas schwerer zu filtrieren. NA2 wies eine grofle Anh&ufung organischer Reste
auf. Diese lag der AuRenseite der oberen Lochplatte und dem zugehdrigen Filter (100um) auf.
Die Anhdufung war vor allem auf dem Filter gut einsehbar und die Fasern waren gut erkennbar.
Die 11um- und 5um-Filter waren gut, aber etwas schwerer zu filtrieren. Auch bei NA3 waren der
11pm- und 5um-NNF schwer zu filtrieren. Alle Filter waren gut auswertbar.

Wiederholung nach Prazision mit finaler Spultechnik (,, Negativproben neu*): NN1-3, s. Tab. 10
Tabelle 10: Negativprobe neu

Negativproben neu (NN) 1 2 3
94/16ml 45/15ml 137/20ml

4.5.3 Wiederfindungsrate

Die WDF wird in drei Konzentrations-Stufen bestimmt. In Stufe 1 werden der Probe etwa 80%,
in Stufe 2 100% und in Stufe 3 120% des Soll-Wertes zugesetzt. Der Wert ,,100%* orientiert sich
am Mittelwert der (alten) Negativproben, sodass bei einem Mittelwert von 76 Fasern/P (NA), 70
Fasern als ,,100%iger* Wert der Stufe 2 gewéhlt wurden. Fiir die Stufen 1 bzw. 3 wurden den
Proben 50 bzw. 90 Fasern zugesetzt. Damit liegt die Stufe 1 mit 50 Fasern bei 71% und die Stufe
3 mit 90 Fasern bei 128% des Soll-Wertes.

Tabelle 11: WDF Stufe 1 alt, reiner Matrixanteil ohne Faserzusatz in grau markiert.

Faseranzahl/7ml

Violett Weil3 Andere Gesamt Nicht-beigesetzt
WDF- [k 42 74 8 124 62
Stufe 1 B 45 102 13 160 95

13 47 69 10 126 59

14 0 >258 7 >265 >265

Die Ergebnisse der ersten WDF-Stufe wurden in Tabelle 1 zusammengetragen. Bereits wéahrend
der Negativproben entstand der Verdacht eines Fasertrends, der sich wéahrend der ersten WDF-
Stufe erhértete. Daflir wurden die Faseranzahlen nach Zeitpunkt der Anfertigung in Tab. 12 chro-
nologisch zusammengetragen und in Abb. 65 dargestellt.

Tabelle 12: Ubersicht Trend

| Negativprobe Faseranzahl absolut |
1 55
2 78
3 95
4 41
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5 46

| Blindprobe Labor

|
1 79 \
WDF 1 - 50 violette Fa- | Faseranzahl absolut
sern, 20 weil3e Fasern

Violett Weil} Andere Gesamt Nicht
beigesetzt
1 42 (84%) 74 8 124 62
2 45 (90%) 102 13 160 95
3 47 (94%) 69 10 126 59
Matrix 0 >258 7 >265 -
300
8 250
e
% 200
=
g 150
S 100
&
* 50
0
1 2 3 4
Zeit

e Negativprobe == eerproben ==\WDF1 nicht beigesetzte Fasern

Abbildung 65: Fasertrend

Durch die Faserverschleppung musste der Materialaufbereitungsprozess optimiert werden. Da-

nach wurde die Bestimmung der Wiederfindungsrate mit Stufe 2 neu begonnen. Die Ergebnisse

der WDF-Stufen 1-3 sind in Tabelle 3 zusammengefasst. In der Auswertung wurden zu den Wer-

ten der Stufe 2 die Werte der Prazision genommen, da beide einen Soll-Wert von 70 Fasern hatten.

Die mittlere Gesamtwiederfindungsrate uber alle drei Wiederfindungsstufen betrégt 89,44%.

Tabelle 13: Auswertung Wiederfindungsrate der violetten Fasern

Soll

7
a

Mittelwert

& |0
O

95% Konfindenzintervall mit 0=0,05

50 (71%)
39 (78%)
47 (94%)
42 (84%)

© 0O N o o b~ W DN P

42,67 (85,33)
4,04 (8,08%)
9,47 (9,47 %)
4,57 (9,15%)

untere Grenze 38,09 (76,19%) 61,06 (87,2%)
47,24 (94,48%) 67,83 (96,8%)

obere Grenze

45

70 (100%)
71 (101%)
70 (100%)
65 (93%)

63 (90%)

59 (84%)

70 (100%)
56 (80%)

62 (89%)

64 (91%)
64,44 (92%)
5,17 (7,35%)
8,03 (7,99%)
3,38 (4,8%)

stfen i ]3|

90 (128%)
79 (88%)
83 (92%)
84 (93%)

82 (91%)

2,65 (2,65%)
3,23 (2,91%)
2,99 (2,99%)
79,01 (88,01%)
84,99 (93,99%)



4.5.4 Préazision

Der 11um- und 5um-NNF waren vergleichsweise schwerer zu filtrieren. In dem zweiten Filtrati-
onsdurchlauf mit AS war die Filtration wieder leicht durchfiihrbar. P1, P4, P6: Auf der oberen
Lochplatte des 100um-NNF war eine grofRe, verdichtete, mukdse und weilRe Matrixanhaufung,
die nicht an dem KB haften blieb, sodass sie auf der Lochplatte mikroskopiert wurde. AuRerdem
war bei P6 auf dem oberen Filterhalter auch eine gréfiere Matrixanh&ufung zu finden. Zum Ver-
gleich wurde die Anhdaufung nach der Mikroskopie auf der Lochplatte mittels Pinzette auf das KB
gebracht und ein weiteres Mal mikroskopiert. Die Anhdaufung konnte am besten mit koaxialem
Licht mikroskopiert werden. Die Lochplatte wurde hiernach zur Kontrolle ein weiteres Mal mik-
roskopiert, um unter der Anhaufung eventuell zuriickgebliebene Fasern zu erfassen. Die Ergeb-

nisse der Prazision sind in Tabelle4 zusammengefasst.

Tabelle 14: Faseranzahl Prazision (P1-P7), reiner Matrixanteil ist grau markiert.

Faseranzahl/12ml

Violett Weil Andere Gesamt Nicht-beigesetzt
Prazision 63 73 1 137 54
59 74 2 135 56
70 59 5 134 44
56 35 2 93 17
62 44 5 111 27
64 131 2 197 113
2 70 6 78 78

Die Anh&ufung war gut zu mikroskopieren und beinhaltete bei P1 9 violette und 9 weil3e Fasern,
bei P4 13 violette, 3 weifle und 2 andere Fasern und bei P6 5 violette und 3 weil}e Fasern. Beson-
ders die violetten Fasern waren auf Grund ihrer Farbe gut zu erkennen. Die wei3en Fasern waren
etwas schwerer zu detektieren. Dies lag an dem geringen Farbkontrast und an der Matrixstruktur,
die einzelne faseréhnliche Strukturen besal3. Auf dem 11um-NNF war relativ viel Matrixbelas-
tung, die jedoch gut einsehbar war.

Die Standardabweichung s(x) und die relative Standardabweichung (RSD) stellen das Prézisions-
mal dar (Kromidas und Ermer, 2000): ,,Wenn [...] der Standardabweichung eine Wahrschein-
lichkeit zugeordnet werden soll, so muss von einer Normalverteilung der Werte ausgegangen
werden kénnen.“ Die Normalverteilung wurde mit dem Schnelltest nach David uberpriift (s. Abb.
66), der fur wenige Messwerte (n<10) gut geeignet ist (Kromidas und Ermer, 2000). Die Normal-
verteilung der Messwerte kann auf einem Signifikanzniveau von 1% (Sicherheit 99%) angenom-
men werden. Mit dem Dixon-Test sollte geklart werden, ob innerhalb der Messwertreihe ein Aus-
reilBer vorliegt. Ein Ausreif3er ware durch zwei neu erstellte Werte ersetzt worden (Kromidas und
Ermer, 2000). Auf einem Signifikanzniveau von 1% und 5% wurde festgestellt, dass kein Aus-
reifBer vorliegt. Zur Frage eines Trends in den Messwerten wurde, Kromidas und Ermer (2000)
folgend, der Trendtest nach Neumann angewendet. Auf einem Signifikanzniveau von 5% liegt

kein Trend in der Messwertreihe vor.
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Messwertreihe
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Abbildung 66: Nachbildung des Schemas zur
Beurteilung einer Messwertreihe nach
Kromidas and Ermer (2000)
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Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass die Messwerte der violetten Fasern nor-
malverteilt sind und die relative Standardab-
weichung 8,03% betragt. Ein Trend oder
Ausreil3er ist nicht erkennbar. Durchschnitt-
lich wurden 64,44 von 70 beigesetzen vio-
letten Fasern gefunden Dies entspricht einer
WDF von 92,06%. Das 95%-Konfidenzin-
tervall liegt zwischen 61,06 und 67,83 Fa-
sern, bzw. zwischen 87,23% und 96,89%.



5 Diskussion

5.1 Probengewinnung

Wihrend der Probengewinnung durch die Tracheallavage zeigte sich, dass der Absaugkatheter
auf Grund seiner Flexibilitat nicht immer in die Trachea eingeflihrt werden konnte. Daher war die
Intubation als Fiihrungshilfe fir den Katheter ein unerlésslicher Schritt. Im Laufe der Obduktio-
nen konnte keine Verletzung von Gewebe, etwa dem Kehlkopf, beobachtet werden. Der Katheter
wurde so weit wie moglich eingefiihrt und final unter Absaugung herausgezogen. Eine sichere
Beurteilung der Positionshdhe des Katheters in den Atemwegen war nicht moglich. Bei Absaugen
der Flussigkeit gab es Falle, in denen weniger Flussigkeit abgesaugt werden konnte, als durch
Spulung eingebracht worden war. Dies lasst die Vermutung zu, dass Flussigkeit in tiefer gelegene
Lungenabschnitte floss und somit nicht mehr durch den Absaugkatheter erreichbar war. Bei bron-
choalveoldren Lavagen lebender Personen werden Rickgewinnungsraten von 40-70% der einge-
brachten Flussigkeit beschrieben (Gillissen, 2020). Weniger kénne im Allgemeinen bei Rauchern
und z.B. bei Lungenemphysem zuriickgewonnen werden.

Des Weiteren fiel in manchen Féllen auf, dass bereits in der Mundhdéhle viel Sekret vorhanden
war, welches teilweise bei Drehung des Kopfes und durch den Transport des Korpers herausfloss.
In diesen Féllen hatte ev. sowohl ein Materialverlust als auch eine Fremdfaserkontamination statt-
finden kénnen. Der Verlust und die Gewinnung der Fasern aus der Trachea kénnte Teil zukiinfti-
ger Forschung sein, z.B. in Form von Wiederfindungsversuchen - oder gar einer Validierung -

durch Simulation einer Tracheallavage mit zuvor beigesetzen Fasern in einem Modell.

5.2  Probenvorbereitung

Die Probengewinnung wurde wahrend der ersten Versuche optimiert. Die ersten erfolgten noch
ohne Spllung des Katheters, so dass in den ersten Proben ein Faserverlust aufgetreten sein kann.
Bei Aufbewahrung von Proben im Kiihlschrank konnte bei einigen Proben eine vermeintliche
Schimmelbildung beobachtet werden. Bei makroskopisch eindeutigem Schimmelbefund wurden
die Proben entsorgt. Daraufhin wurden alle Proben vorsorglich eingefroren und nur noch kurz vor
Benutzung in den Kiihlschrank verlagert.

Erfahrungsberichten zufolge geschieht die Probenvorbereitung von in Flissigkeit befindlichen
Fasern in der forensischen Untersuchung durch das Ausstreichen der Flussigkeit auf einer grof3en
Flache. Nach der Trocknung werden die Fasern unter dem Mikroskop betrachtet. Dieses Vorge-
hen findet sich z.B. bei Baeza-Martinez et al. (2022). In ihrer Studie trockneten sie die Proben
(Bronchoalevolérlavageflissigkeit lebender Personen a 100ml) in Petrischalen bei 60°C im Ofen.
In unserer Studie ware das kein geeigneter Ansatz gewesen, weil die Flussigkeitsmenge der
Tracheallavage groR sein kann und sich in ihrer Zusammensetzung mafgeblich von in der foren-

sischen Faseranalyse eingesetzten Flissigkeiten unterscheidet. Die Spulflissigkeit von Baeza-
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Martinez et al. (2022), bestehend aus 9% NaCl, war mit 100ml groRer als die unserer Trachealla-
vage mit 5-84ml. Im Gegensatz zu unserer Probenfliissigkeit besal sie jedoch eine geringere Be-
lastung mit organischem Material, die keiner weiteren Behandlung im Sinne eines Aufschluss-
verfahrens bedurfte. Die héhere Belastung durch organisches Material in unserer Untersuchung
durfte Folge der postmortalen Veranderung sein. In manchen Fallen hatte sich die Trachealflus-
sigkeit durch verschiedene pathologische Prozesse (z.B. Blut oder Schleimbildung) veréndert o-
der sich Leichenflissigkeit in der Trachea oder der Mundhdhle gesammelt. Der Vorteil des Trock-
nens ist die fehlende Notwendigkeit des Filterns und die damit einhergehende Verringerung von
Arbeitsschritten. Allerdings dauert das Trocknen auf natiirlichem Wege sehr lange, es bendtigt
eine groRe Flache, die quantitativ schwer auszuwerten ist und es birgt die Gefahr der Faserkonta-
mination durch Umgebungsfasern, wobei bei der natirlichen Trocknung die Expositionsdauer
und beim Ofen die Exposition durch innere Luftzirkulation entscheidend sind. Ferner kénnen
Matrixanteile die Beurteilbarkeit der Fasern verschlechtern. Eine daraus folgende Behandlung

mit Sdure produziert weitere Flissigkeit und zdgert den Trocknungsprozess somit weiter hinaus.

5.2.1 Zentrifugation

In beiden Versuchsdurchldufen der Zentrifugation wurden Fasern nicht nur im Sediment, sondern
auch in den flussigen Phasen gefunden. Somit kann keine quantitative Aussage uber Fasern im
Sediment getroffen werden. Damit wurde der Zentrifugationsansatz verworfen.

Mdgliche Erklarungen fir das unvollstandige Absetzen der Fasern im Sediment liefern Klasmeier
und Wissing (2016): Ein das Separationsverhalten der Fasern beeinflussender Faktor ist die
Dichte. Verschiedene Fasern haben unterschiedliche Dichtewerte und daher ein unterschiedliches
Absenkeverhalten. Eine weitere Rolle spielt auch die Fliissigkeit, in der die Fasern sich befinden,
und ihre spezifischen Dichteeigenschaften. Die Autoren beschreiben, dass sich bei der Separation
mit gesattigter Kochsalzlésung groRere Faserteile auf Grund ihrer Dichte trennen lassen, kleinere
Faserstiicke jedoch keine dichtespezifische Absenkung aufweisen. Vielmehr berichten sie, dass
diese an der Substanzoberflache und der Glaswand haften bleiben. Sie erklaren das durch die
Oberflachenspannung der Flissigkeit und der Adhésion an der GefaRwand und kommen zu dem
Schluss, dass eine einfache Trennung der Fasern auf Grund der Dichte nicht mdglich sei.

In unserer Studie kommt hinzu, dass die Dichte des verwendeten Reagenzes unbekannt ist, weil
die Zusammensetzung des Trachealsekrets, auch abh&ngig von Erkrankungen, unterschiedlich ist
(s. Kap. 1). Aullerdem konnte z.B. mukdser zaher Schleim ebenfalls zu einem verdnderten Ab-
senkeverhalten fiihren, da angenommen werden kann, dass die Viskositdt und Adhé&sionskréafte
verdndert werden und die Fasern im Schleim haften bleiben kdnnen. Ein weiteres Problem der
Zentrifugation ist die Menge an Flussigkeit. Bei der Probengewinnung wurden unterschiedliche
Mengen an Tracheallavagefliissigkeit bei den Verstorbenen gewonnen. Da es sich um eine quan-

titative Erfassung der Fasern handelt, wurde so viel Trachealsekret wie moglich gewonnen. Der
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auf den Objekttréger nach der Zentrifugation aufgebrachte Tropfen durfte nicht zu groR sein, da
die Flussigkeitsschicht sonst zu dick ware: somit waren die Fasern von Flissigkeit, Matrix/
Schleim und anderen Fasern (berlagert worden und hétten nicht sicher detektiert werden kénnen.
Bei einer Untersuchung aller Phasen nach der Zentrifugation wirde sich sehr viel Flissigkeit
ergeben, die in kleinen Tropfen auf Objekttragern pipettiert werden musste. Auch bei alleiniger
Untersuchung des Sediments mussten vermutlich auf Grund der hohen Substanzmenge in man-
chen Féllen viele Objekttrager benutzt werden. Dies wirde einen immensen Aufwand in der an-

schlieRenden Auswertung unter dem Mikroskop bedeuten.

5.2.2 Filtrierung

Der Vorteil des Filtrierens ist, dass die gesamte Tracheallavageflissigkeit untersucht wird und die
Flussigkeit nach der Filtration verworfen werden kann. Somit bleiben nur die gefilterten Bestand-
teile zurlick. Eine mechanische Fragmentierung der Fasern durch den Prozess der Filtrierung war
nicht ersichtlich, ist aber nicht vollstandig auszuschlieBen und sollte weiter beobachtet werden.
Im Laufe der Filtrierungsexperimente zeigten sich folgende Probleme:

Problem 1: Die Filteroberflache ist entscheidend fur die Faseridentifikation. Daher muss sie ho-
mogen/strukturarm sein, um die Fasern bei der visuellen Auswertung gut erkennen zu kdnnen.
Dies betrifft vor allem weiRe und farblose Fasern. Im besten Fall ware der Filter transparent. Auch
ein kleiner Filterdurchmesser erleichtert die mikroskopische Auswertung.

Problem 2: Die hohe Matrixbelastung des Trachealsekrets fiihrt zu einer Verstopfung der Filter-
poren und/oder einer Ablagerung von Matrixbestandteilen auf dem Filter.

Problem 3: Besonders beim Ausz&hlen kleiner Fasern finden sich Partikel, die nicht eindeutig als
Fasern identifizierbar sind.

Problem 4: Grundsétzlich besteht die Gefahr einer erheblichen Probenkontamination durch Um-
gebungsfasern.

Losungen fiir diese Probleme wurden mit verschiedenen Ansétzen und Anderungen der Ver-
suchsabléufe erarbeitet und optimiert.

Filtertyp

Glasfaserfilter, Versapormembran, PTCE-Membran

Der Glasfaserfilter und die Versapormembran wiesen die Probleme 1, 2, 3 und 4 auf. Obwohl nur
die flissige Phase der TP benutzt wurde, kam es bei der Filtration zum Verstopfen der Ver-
sapormembran (Problem 2). Ein die Verstopfung beeinflussender Faktor ist die geringe Poren-
groRe (2,7um Glasfaserfilter und 0,45um Versapormembran).

Die PTCE-Membran wies die Probleme 1 und 2 (Filteroberflache und Matrixbelastung) auf. Da-
bei stand bei Problem 2 die Ablagerung von Matrixbestandteilen im Vordergrund. Zu einer Ver-
stopfung kam es nicht, da die PorengréfRen 14pum und 20um betrugen. Dies ist vermutlich auch

der Grund, warum keine Partikel (Problem 3) auffielen.
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Das Erkennen der weiRen Fasern erforderte viel Aufmerksamkeit, sodass die Wahrscheinlichkeit

far Messfehler stieg. Zudem stellte sich die Frage, ob die gefundenen weillen Fasern tatsachlich

die beigesetzten waren. Die Fasern kdnnten sich bereits in der TP befunden haben oder durch

Kontamination eingebracht worden sein, denn weil3e/farblose Fasern sind ubiquitdr vorhanden

und neben den beigesetzen Fasern wurden meist auch andere Verunreinigungen in Form von ge-

farbten Fasern festgestellt. Der Glasfaserfilter, die Versapormembran und die PTCE-Membran

sind ungeeignet um Fasern visuell quantitativ auszuzéhlen, da sie die Anforderungen (homogene

ruhige Oberflache ohne eigene Faserstruktur) nicht erfillen. Dies betrifft vor allem die Auswer-

tung weiler/farbloser Fasern.

Supor-Membran

Bei der Supor-Membran lagen anfangs die Probleme 3 und 4 (Partikel und Probenkontamination)

vor. Auch wenn es nicht zum Verstopfen (Problem 2) kam, sollte bedacht werden, dass nur die

flissigen Phasen verwendet wurden. Bei den Vorfiltrierungsversuchen zeigte sich dann allerdings

auch ein Verstopfen der Supor-Membran, weswegen sie aufgrund mangelnder Verfiigbarkeit gro-

Rerer PorengrofRen ausschied. Problem 1 war nicht vorhanden.

= Auch wenn die Supor-Membran sich visuell fur die Auswertung der Fasern eignet, stellt die
Verstopfung ein zu groRes Problem dar.

Nylonnetzfilter (NNF)

Der NNF wurde als am besten bewertet, da er im Vergleich zu den anderen Filtern eine homogene,

ruhige Oberfladche mit gitterartiger symmetrischer Struktur aufwies. Selbst weiRe/farblose Fasern

konnen unter koaxialem Licht und Polarisationsfilter gut erkannt werden. Bei den NNF spielte

Problem 3 (Partikel) keine Rolle, was vermutlich daran liegt, dass die Porengréf3en erst ab S5pum

begannen. Die NNF wurden direkt in die Vorfiltrierungstestreihen eingebunden, so kam es nie

zur Verstopfung, da z.B. der 5um-Filter nie alleinig mit TP bespult wurde. Ein weiterer Vorteil

der NNF ist ihre Verfugbarkeit in verschiedenen Grél3en.

=> Probleme 1 und 3 wurden mit den NNF geldst.

Die Umgebungskontamination (Problem 4) stellte unabhéngig des Filtertyps ein grundlegendes

Problem dar.

Auch Edelstahlfilter wurden in Betracht gezogen. Diese wurden aber wegen ihrer Herstellungsart

als unbrauchbar befunden, weil die in Frage kommenden Edelstahlfilter durch Webe- oder Sinte-

rungsverfahren hergestellt wurden. Hierdurch weisen sie keine plane und glatte Oberflache auf,

was sie flr diese Zwecke ungeeignet macht. Des Weiteren war es nicht méglich, einen Probefilter

zu bekommen. Der Ansatz wurde daher verworfen.

Matrixbelastung

Die bei der Filtration wiederholt auftretende Verstopfung hat ihren Ursprung in der hohen Mat-

rixbelastung und der teilweise hohen Viskositat mancher Trachealproben. Auch wenn der Filter
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nicht verstopfte, konnten sich grofiere organische oder mukose Anteile der Probe auf dem Filter
absetzen. Dies kann die Fasern maskieren und somit eine Faserdetektion unmdglich machen. Die
wiederholte Verstopfung bestimmter Membranen I4sst den Schluss zu, dass Porengréf3en in dem
entsprechenden GroRRenbereich (Supor-Membran 0,8um, Versapor-Membran 0,45um, Glasfaser-
filter 2,7um) unter der Filtration mit Trachealsekret zum Verstopfen neigen. Beim NNF-Filter
mit 5pum trat in den Versuchen der Vorfiltrierung kein Verstopfen auf, allerdings liel? er sich bei
manchen Proben erschwert filtrieren, dies l&sst vermuten, dass die Grenze der Porengrofen, tiber
die TP mit Vorfiltrierung ohne Verstopfen filtriert werden kann, in diesem GroRRenbereich liegt.
In der Problembehandlung der Matrixbelastung musste eine Ldsung fur die Porenverstopfung und
die groflen Matrixablagerungen gefunden werden.

Chemische und mechanische Behandlung

Durch chemische oder mechanische Behandlung kann die Faserstruktur des Schleims aufgetrennt
werden und dadurch die Viskositat reduziert werden (Ulmer et al., 1979). Die Ultraschallbehand-
lung fiihrt zur mechanischen Verflissigung des Schleims (Ulmer et al., 1979) und zeigte in Kom-
bination mit der chemischen Behandlung gute Ergebnisse.

Ameisensdure konnte die Matrixbestandteile der Probe am besten auflésen und somit die Faser-
detektion und Beurteilbarkeit verbessern. Nach Versuchsablauf (e) der Vorfiltrierungstestreihen
konnte gefolgert werden, dass 150ml 5 mol/l AS das adaquate Mittel der chemischen Behandlung
ist. Der Effekt der AS ist jedoch mdglicherweise von der unterschiedlichen Zusammensetzung
der jeweiligen Probe abhangig. Ein Zusetzen der Saure zur Probe vor der Filtration erfolgte nicht,
da anzunehmen war, dass es durch die Zersetzung zu einer Zunahme von kleineren Matrixbe-
standteilen kommt, die wiederum die Filter mit kleineren PorengrdRen verstopfen kdnnten.
Neben den Séuren und Methanol wurde auch ACC getestet, da dies bei Lebenden zu einer che-
mischen Verflissigung des Schleims (Ulmer et al., 1979) fuihrt. Diese Behandlung brachte jedoch
keine signifikante Verbesserung der Beurteilbarkeit bzw. Detektion der Fasern.

Grundsétzlich sind verschiedene Reaktionen der Textilfasern bei Kontakt mit Chemikalien zu
erwarten. Dazu gehéren z.B. Auflésung, Verkirzung, Quellung oder verschiedene Reaktionen an
der Oberflache — etwa Bleichen oder Féarben (Berger et al., 1993). In der Literatur wurden keine
Angaben zur Behandlung mit niedrig konzentrierter AS gefunden. Auf Grund von Erfahrungen
am Institut fir organische Chemie Halle (Saale) wurde davon ausgegangen, das 5mol/l AS nicht
zur Beschédigung von gangigen Textilfasern fiihrt, was in der Validierung bestatigt wurde: Die
violetten Fasern wiesen unter dem Mikroskop nach AS-Behandlung keine sichtbaren Verénde-
rungen auf (s. Kap. 4.5). Trotzdem wurden die mit AS-behandelten Filter zur Sicherheit mit dest.

Wasser gespuilt.
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Vorfiltrierungstestreihen

Zusétzlich wurden Vorfiltrierungstestreihen durchgefiihrt. Durch die Reihenschaltung von Filtern
mit absteigender PorengroRe konnten groRRere Matrixbestandteile vor Erreichen der kleineren Po-
rengréRen abgetrennt werden. Dies stellte den entscheidenden Punkt in der Eliminierung der Ma-
trixbelastung dar. Da sich die Poren der 0,8um-Supor-Membran wiederholt zusetzten und es keine
Supor-Membran mit den bendtigten PorengréRen gibt, wurde die Membran ausgeschlossen und
die Filtrierung mit den NNF durchgefuhrt. Hiernach konnte kein Zusetzen der Poren mehr regis-
triert werden. Zusétzlich wurde Uberlegt, durch Eliminierung des 11um- oder 41um-Filter den
Aufbau auf drei Filter zu reduzieren und somit die Handhabung zu erleichtern. Allerdings sind
vier Filter sicherer um Verstopfungen zu vermeiden. Dies wurde im Laufe der Versuche bestatigt,
z.B. bei NAS3, bei dem der 11um- und 5um-NNF schwer zu filtrieren war und mit einer Filterre-
duktion vermutlich verstopft ware. Allgemein lieB sich eine grofl3e Bandbreite an Matrixbelastun-
gen beobachten. Die Reduzierung auf weniger Filter konnte Gegenstand weiterer Forschung sein.
Ein Ansatz wére, bei weniger belasteten Proben eine geringere Filteranzahl zu verwenden. Aller-
dings stellt sich bei diesem Vorgehen die Frage der Vergleichbarkeit.

Ein Vorteil mehrerer Filter ist die leichtere Auszéhlbarkeit der Fasern. Dies zeigt sich an Blind-
probe SB1 (s. 4.4.1), in der die Angabe >100 erfolgte, da mehr als 100 Fasern auf einem Filter zu
untbersichtlich waren, um diese auszuzéhlen. Sind diese Fasern allerdings auf mehrere Filter ver-
teilt, stellt dies kein Problem dar (siehe z.B. NN3 aus 0 mit 137 Fasern/P).

Bei der Filtrierung mit der 20ml-Spritze konnte ein erhéhter Filterwiderstand beobachtet werden,
z.B. in den Versuchsabl&ufen (d) und (f) der Vorfiltrierungstestreihen, in welchen der 5um-Filter
fast verstopft wére. Um die Gefahr des Verstopfens zu vermeiden, wurde an der 10ml-Spritze
festgehalten, trotz schnellerer Filtration mit der 20ml-Spritze. Beide Spritzen je nach Matrixbe-
lastung zu verwenden waére ein weiterer Arbeitsschritt, der jedoch die Gefahr der Kontamination
birgt und auch die Vergleichbarkeit beeinflusst.

Mit dem 5um-NNF als kleinste Porengréfie konnten erfreulicherweise nur noch wenige, nicht
eindeutig als Fasern zu identifizierbare Partikel gefunden werden. Ein Lésungsansatz flr dieses
Problem waére die Etablierung einer Erfassungsgrenze der Faserlange gewesen, ab welcher Fasern
als solche gezéhlt werden. Dies wurde in der Literatur bereits beschrieben: Dris et al. (2016) setz-
ten eine Erfassungsgrenze von 50pum ein, da Fasern unter dieser Lange unter dem Mikroskop
schwer als solche zu identifizieren waren. Der von den Autoren beschriebene Faserdurchmesser
von Mikrofasern, die sich aus der Umgebungsluft ablagerten, liegt hauptsachlich zwischen 7 und
15um, sodass diese bei einer unteren Porengréfie von 5um nahezu unmdglich dem Filternetz ent-
weichen kénnen; méglich ware es nur, wenn die Lange kiirzer als der Durchmesser ware.

In der Literatur werden Fasern beschrieben, die dem 5um-NNF senkrecht entweichen kdnnten,

wie sehr feine synthetische Mikrofasern, z.B. Lyocell-Mikrofasern mit einem Durchmesser von

53



1-4pm (Robertson et al., 2017), ebenso Stoffe wie Hanf, Flachs und Jute mit z.T. Durchmesser

<5um (Tark, 2014). Auch wenn letztere beim Ersticken unter weicher Bedeckung vermutlich

seltener als Tatwerkezug verwendet werden, da sie nicht so haufig in der Textilproduktion und in
der Bekleidungsindustrie vorkommen (s. Kap. 1), kann im Zuge weiterer Forschung der 5um-

NNF durch einen Filter mit kleinerer PorengroRe ersetzt werden, wenn das Zusetzen der Poren

dies zulasst. Alternativ kdnnte dem 5um-NNF ein weiterer Filter nachgeschaltet werden.

Ein weiterer Losungsansatz zur Vermeidung der Verstopfung ware die Proben erst zu zentrifu-

gieren, die oberen Phasen zu filtrieren und das Sediment auf Objekttragern auszustreichen. Dies

stellt aber viele weitere Arbeitsschritte dar, die die Methode anfallig fur Fehler und Kontamina-
tion machen wirden. Auch wirde es bei der visuellen Auswertung einen hohen Aufwand darstel-
len, da neben dem Filter mehrere Objekttrdger mit Sediment ausgewertet werden mussten.

Fazit zur L6sung der Filtrierungsprobleme:

1. Der Nylonnetzfilter erfiillt die an einen Filter gestellten Kriterien.

2. Das Zusetzen der Filterporen kann durch die Reihenschaltung von vier NNF mit den Poren-
groRen 100pm, 41pm, 11um, und 5um sowie der Probenvorbehandlung mit Ultraschallbad
und Vortex verhindert werden. Die Matrixbelastung konnte durch die Filtration mit 150ml
5mol/l Ameisensdure deutlich reduziert werden.

3. Durch Ausschluss des 0,8um-Filters konnte die Menge an kleinen, nicht eindeutig als Fasern
zu identifizierenden Partikeln, deutlich minimiert werden. Die NNF zeigten keine nennens-
werte Anzahl an nicht identifizierbaren Partikeln.

4. Die Losungen flr das Problem der Probenkontamination sind in O dargestellt.

5.3 Faserdarstellung

Die Faserauswertung wird durch die heterogene Trachealfliissigkeit als organisches Material er-
schwert. In der Forensik werden Fasern meist von Oberflachen gewonnen, z.B. von der Haut oder
Kleidung, und anschlielend in Losung gebracht. In dieser Studie sind die Fasern in einem inho-
mogenen Trachealsekret, das unterschiedlich zusammengesetzt und sehr matrixbelastet ist. Dies
erschwert die Faserdarstellung. In der forensischen Faseruntersuchung werden Fasern auch quan-
titativ erfasst, jedoch v.a. qualitativ betrachtet und verglichen. Im Rahmen dieser Studie wird bes.
der quantitative Aspekt fokussiert.

5.3.1 Einbettung

Die Einbettung ist ein wichtiger Schritt um die Fasern adéquat auswerten zu kénnen und zuséatz-

lich ein wichtiger Faktor in der Pravention von Kontaminationen mit Umgebungsfasern.
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Filter

Feuchte Filter lieen sich besser mikroskopieren als trockene. Das Trocknen der Filter wirde
zudem einen zusatzlichen Arbeitsschritt einflihren, der eine weitere Fehler- und Kontaminations-
quelle darstellen wirde. AuRerdem wurde beobachtet, dass die DP leichter von den trockenen
Filtern abfallen, da keine Adhésion durch Feuchtigkeit vorhanden ist.

Durch die Einbettung der Filter mit Glycerin konnte die durch Lichtreflexion und Kondenswas-
serbildung entstehende komplizierte visuelle Auswertung vereinfacht und optimiert werden.

In den Blindproben SB3 und SB4 wurden nach HerausflieBen von Glycerin beigesetzte Fasern
neben dem Filter gefunden. Dies bestatigt die Annahme, dass durch zu viel Glycerin die Fasern
vom Filter runtergesplilt werden kdnnen. Deshalb sollte so viel Glycerin wie nétig verwendet
werden, um den Filter frei von Luft einzubetten, aber so wenig wie méglich, um die Fasern nicht
vom Filter herunter zu spulen. Dafiir war ein grofRer Tropfen auf dem Objekttréger, ein kleiner
Tropfen an der Filterseite und ein grofRer Tropfen in der Filtermitte am besten geeignet (s. Punkt
(d) unter 4.2).

Durch die Abdeckung des Filters durch das HG konnten die problematischen Ubergange von
feucht zu trocken beseitigt sowie die Kontamination wéhrend des Mikroskopierens gesenkt wer-
den. Zur Vermeidung von Lufteinschlissen war eine Kombination aus Objekttréger und seitli-
chem Aufbringen eines HG am besten geeignet.

Filterhalterkomponenten

Die Wiederfindungsexperimente bestatigten die Annahme, dass Fasern verloren gehen und nicht
durch die alleinige Auswertung des Filters erfasst werden kénnen. So konnte nach Einbettung in
Durchlauf 1 lediglich eine WDF von 50% vermerkt werden und in Durchlauf 2 ein Abfall der
WDF von 75% (nach Filtrierung und vor Einbettung des Filters) auf 16,7% nach Einbettung (s.
Punkt (d) unter 4.2). Zu beachten ist, dass die Fasern einem 5um-Filter auflagen, somit hétten
diese nicht durch die Poren des Filters verloren gehen kénnen. Nach Optimierung der Glycerin-
menge und Auswertung der Filterhalterkomponenten konnte in der gesamten Faserwiederfindung
- und auch im Vergleich des Filters vor und nach Einbettung - die WDF auf 100% gesteigert
werden (Durchlauf 3, 4, 5, 6). Durch die Steigerung der WDF von 16,7% auf 100% kann bewiesen
werden, dass die richtige Einbettungsmethodik von Bedeutung und die alleinige Betrachtung des
Filters nicht ausreichend ist.

Die untere Filterhalterhdlfte und die untere Lochplatte konnten aus der visuellen Auswertung aus-
geschlossen werden, da keine Faserablagerung auf ihnen beobachtet wurde. Da sich die Fasern
auf den Filterhalterkomponenten schwerer als auf dem Filter detektieren lieBen, wurden diese

nach Mdglichkeit eingebettet. Dies betraf die obere Lochplatte. Hierfir zeigte sich das Abklat-
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schen beider Seiten auf zwei mit doppeltem KB préparierten Objekttragern als am besten geeig-
net. Der Dichtungsgummi wurde zwischen HG und Obijekttrager eingebettet. Die ergdnzende
Mikroskopie der Filterhalterkomponenten dient allein der Kontrolle.

Druckluft

In Punkt (d-g) der Einbettungsexperimente (s. Kap. 4.2.1) zeigte sich, dass durch die Anwendung
von Druckluft die Fasern von den Filterhalterkomponenten auf den Filter verlagert werden. Eine
Faserumverteilung zugunsten der Filter im Vergleich zu den Filterhalterkomponenten ist als po-
sitiv zu bewerten, da sich der Filter mikroskopisch besser auswerten lasst. Auf Grund der Gefahr
der Fremdfaserkontamination sollte statt Raumluft Druckluft verwenden werden. Daher wurden
tiberall einsetzbare Druckluftsprays verwendet und deren geeignete Hubanzahl bestimmt. Bei der
Druckluftbehandlung erbrachten 8 Hiibe die besten Ergebnisse. Weniger Hube fihren zu mehr
Fasern auf den Filterhalterkomponenten (z.B. 8 von 10 Fasern bei 3 Hiiben), v.a. auf dem Dich-
tungsgummi. Mehr Hube fiihrten zu einer randorientierten Lage der Fasern auf dem Filter und

damit zu einer moglichen Gefahr, diese herunter zu pusten oder anschlieBend herunter zu spulen.

5.3.2 Mikroskopie

Stereomikroskop und Polarisationsfilter

Das Stereomikroskop und Polarisationsmikroskop gehéren zu der Grundausstattung der Faserun-
tersuchung. Durch das Polarisationsmikroskop kénnen erste Aussagen Uber die Faser getroffen
werden, etwa Uber die Farbe und Morphologie, flr weiterfihrende qualitative und vergleichende
Untersuchungen stehen Techniken wie die Fluoreszenzmikrokopie, Mikrospektrophotometrie,
Infrarotmikrospektroskopie oder Raman-Spektroskopie zur Verfiigung (Robertson et al., 2017).
Durch die Polarisationsmikroskopie konnten selbst farblose und weil3e Fasern auf dem NNF sicht-
bar gemacht werden. Ein Restrisiko, die weilen/farblosen Fasern nicht zu detektieren, kann den-
noch gegeben sein. Daher wére ein Ansatz, das mit der Methode vertraute Personal zu schulen
und in die Faserbetrachtung einzufiihren. Als Sicherheitskontrolle kénnten die Proben von zwei
Untersuchern ausgewertet werden, um Fehler in der Faserauszéhlung zu vermeiden. Dies emp-
fahlen bereits Dris et al. (2016). Die ersten Versuche, darunter auch die Zentrifugation, wurden
an dem Stereomikroskop der Rechtsmedizin ausgewertet. Dieses ist auf Grund fehlender Zusatz-
funktionen, wie Panoramaaufnahmen, Koordinatenspeicherung und Darstellungsoptimierungen
sowie durch eine erschwerte Handhabung im Vergleich zum Digitalmikroskop des Institutes fiir
Chemie, weniger gut geeignet weil3e/farblose Fasern sicher zu erkennen.

Auch Pauly et al. (1998) beschreiben, dass sich inhalierte Fasern im Lungengewebe mit der Po-
larisationsmikroskopie im Vergleich zu Weilichtmikroskopie, Phasenkontrastmikroskopie und
Fluoreszenzmikroskopie am besten detektieren lieBen. Jun et al. (2021) benutzten ebenfalls die

Polarisationsmikroskopie zur Untersuchung des Sputums und der Nasenspulflissigkeit auf Mik-
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roplastikfasern. Baeza-Martinez et al. (2022) untersuchten die bronchoalveolédre Lavageflissig-
keit unter einem trinokularen Zoom-Mikroskop. Anschlie3end isolierten sie die Fasern und ana-
lysierten sie auf ihre chemische Zusammensetzung.

Wie in Kap. 4.2.2 erlautert, erwies sich eine Kombination aus Auflicht- und Dunkelfeldmikro-
skopie, koaxialem Licht mit Polarisationsfilter sowie seitliches Licht und Ringlicht als am besten
geeignet.

Beobachtungen und weitere Aspekte der Faserdetektion

Eine Schwierigkeit in der Mikroskopie stellen grole Matrixzusammenlagerungen, wie in den
Versuchen der Prézisionsphase, dar. Die Versuche zeigten jedoch auch, dass farbige Fasern trotz-
dem gut detektiert werden kénnen. So wurden in P1, P4 und P6 insgesamt 63, 56 und 64 von 70
beigesetzten violetten Fasern gefunden. Weile/farblose Fasern kénnen hingegen in solchen Mat-
rixanhdufungen nicht sicher detektiert und mit faserédhnlichen Matrixstrukturen verwechselt wer-
den. Obwohl die detektierten Fasern mittels Koordinaten im Navigationsbereich des Digitalmik-
roskops erfasst wurden, war eine strukturierte Auszéhlung bei >100 Fasern/Filter kaum mdglich.
Falls im weiteren Verlauf die Auswertung derart hoher Faserzahlen zu erwarten sind, kénnte man
z.B. die Verwendung von Rastern in Betracht ziehen. Weitere Hilfestellung kénnten in Zukunft
vielleicht automatisierte Faserzahlungen bieten. Wetzer and Lohninger (2018) konnten mit Hilfe
eines Computeralgorithmus Faserstrukturen durch Graustufenbilder vom Hintergrund abgrenzen
und letztlich eine automatische Suche ermdglichen. Zudem entwickelten sie einen Ansatz fr die
Suche nach Fasern, die mit den farbbasierten Eigenschaften eines anderen Objektes tibereinstim-
men. Um Partikel, die nicht eindeutig als Fasern identifiziert werden kénnen (Problem 3), abzu-
grenzen, kénnte eine GréRenuntergrenze, ab welcher Fasern als solche gezéhlt werden, festgelegt
werden (s. Kap. 5.2.2 Matrixbelastung). Dies wurde bereits bei den Aktivproben (20um) ange-
wandt und ist auch in der Literatur beschrieben (Dris et al., 2016). Auch qualitative Merkmale,
wie z.B. der typische Twist bei Baumwollfasern, kénnten die Zuordnung unterstiitzen. Gelingt
dann trotz qualitativer Betrachtung keine sichere Faserzuordnung, sollte der Partikel nicht als Fa-
ser gezahlt werden. Eine weitere Option ware in konkreten Fallen die Identifizierung und quali-

tative Erfassung des Materials mit Hilfe weiterfiihrenden apparativen Untersuchungen.

5.4  Faserkontamination

Die Kontamination stellte eine grundlegende Herausforderungen der Methodenentwicklung dar,
der besondere Beachtung geschenkt werden muss, da sie zu falsch positiven Ergebnissen und
damit zu falschen Verdéchtigungen fiihren kann (Roux et al., 2001). Hervorzuheben ist, dass die
ersten Versuche mit einem geringeren Antikontaminationsstandard durchgefiihrt wurden, weil die
AntikontaminationsmaBnahmen im Laufe der Studie weiterentwickelt wurden. Dazu gehdrte die

Vermeidung von Faserverschleppung durch Optimierung des Spiilprozesses, die Auswahl der ge-
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eigneten Reinigungsmaterialien sowie die Vermeidung von Fremdfaserkontamination durch Um-

gebungsfasern. Letzteres wurde durch allgemeine und spezielle MalRnahmen, z.B. Benutzung von

Deckglaschen wahrend des Mikroskopierens, Druckluftspray statt Umgebungsluft sowie Proben-

vorbereitung und Faserdarstellung am selben Ort, erreicht.

Die Kontamination zeigte sich z.B. mikroskopisch in der Faserart und Faseranzahl der Proben,

durch das Vorhandensein von Fasern in den Blindproben (Umgebungskontamination) oder dem

Fasertrend der ersten WDF-Stufe (Faserverschleppung). Dies zeigt auch der Bastfaserfund in

BADS, welcher anhand der typischerweise querverlaufenden Risse (Humpbhries, 2009) identifiziert

wurde. Bevor Faseraufbereitung und —darstellung in dasselbe Gebdude verlegt wurden, kam es

im Rahmen des Probentransports zu Kontaminationen. So wurden z.B. bei Auswertung einer

Probe, die abgedeckt in einer Ledertasche transportiert worden war, etliche Lederbestandteile ge-

funden.

Auch konnte bereits makroskopisch eine Umgebungskontamination in Form von sichtbaren Fa-

sern, die sich auf den Materialien, wie den Filtern, absetzten, beobachtet werden.

Der Nutzen der Antikontaminationsmafinahmen wurde anhand folgender Punkte evaluiert:

- Reduzierung der Faseranzahl in den Blindproben/Blanks (s. 5.4.1 und 5.5) und TP.

- Ablagerung von Fasern auf DP und HG konnten unter dem Mikroskop erkannt werden. Bei
Unklarheiten wurde mit einer Pinzette gepruft, ob die Faser auf dem Glas beweglich und
damit aufliegend ist. Die Tatsache, dass sich Fasern auf dem Glas absetzten, lasst vermuten,
dass sich vor Einfiihrung des DP-/HG-Gebrauchs die Fasern auf dem Filter oder den Filterhal-
terkomponenten absetzten und die Probe damit kontaminierten hatten.

- Ergebnisse der Aktiv- und Passivproben (s. 5.4.2)

- Eliminierung des Fasertrends nach endgltiger Spulprozessoptimierung.

Interessanterweise war auch eine Kontamination der Umgebung im Rahmen der Probenbearbei-

tung zu beobachten. So ist das Einbringen violetter Fasern in die Umgebung trotz aller Vorsichts-

mafnahmen am ehesten auf das Spiken der Proben im Rahmen der Validierung zurtickzufthren.

Dies zeigte der Fund violetter Fasern in den Blindproben und den Aktiv-/Passivproben. Moore et

al. (1986) und Roux et al. (2001) beschrieben die Faserpersistenz und den Fasertransfer nach

Faseruntersuchungen im Labor wie folgt: Der Zeitraum, in dem Fasern in der Luft verbleiben, ist

abhangig von der Faserart. Fasern waren selbst Tage spater noch im Labor zu finden, ihre Menge

nahm mit zunehmender Distanz ab. Es gab keinen Fasertransfer aus dem Raum nach auf3en.

Eine Losung fiir diese Art der Kontamination waren getrennte Raumlichkeiten fiir das Spiken und

die Probenvorbereitung. Fir die vorliegende Studie war jedoch nur ein geeignetes Mikroskop

verfugbar, sodass diesem Vorgehen nicht entsprochen werden konnte.

Auch in dem reinen Matrixaliquot der Prazision und der WDF-Stufe 2 konnten 2 bzw. 3 violette

Fasern gefunden werden, die ebenso Folge der durch das Spiken erfolgten Kontamination der
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Umgebung sein kdnnen. Andere Mdéglichkeiten waren die Persistenz und Verschleppung im Ma-
terial durch die vorherigen Versuche oder die Kontamination durch bereits in der Umgebung be-
findliche violette Fasern. In den acht wahrend der WDF und Prézision angefertigten Blindproben
wurde nur 1 violette Fasern gefunden. Auch in den Blanks und Negativproben wurde jeweils nur
in einer Probe (NN3 und BN3) 1 violette Faser gefunden. Dies zeigt, dass keine systematische
Kontamination oder Verschleppung violetter Fasern erfolgte.

Analyse von Kontaminationsquellen und Reduzierung des Kontaminationsrisikos

Zu den im Rahmen dieser Studie nicht beeinflussbaren, potenziellen Kontaminationsquellen ge-
horte z.B. die Benutzung der Labore durch verschiedene Personen fir unterschiedliche Arbeits-
zwecke. Damit einher ging ein haufiges Offnen der Labortiiren und der Gebrauch von Laborkit-
teln aus weiller Baumwolle. Roux et al. (2001) identifizierten Laborkittel als potenzielle Konta-
minationsquelle. Sie konnten zeigen, dass sich nach Faseruntersuchung auf einem Standardla-
borkittel 2,6 Mal mehr Fasern befanden als auf einem Kittel aus Polypropylen. Auch das regel-
méaRige Offnen der Tiiren, wie in unserer Studie gegeben, stellt aus ihrer Sicht ein Risiko dar, weil
dadurch unkontrollierte Luftzlige entstehen, welche Umgebungsfasern ins Arbeitsumfeld einbrin-
gen. Ferner befanden sich Textilien, wie etwa Handtiicher, als potenzielle Faserkontaminations-
quelle in den genutzten Laborraumen. Der Abzug wurde zwischenzeitlich auch von anderen Mit-
arbeitern benutzt, sodass in den Abzug regelmaRig ohne Antikontaminationsmafnahmen gegrif-
fen wurde. Gelegentlich fanden auch Umbauarbeiten statt, wodurch vermutlich mehr Fasern in
Umlauf gebracht wurden, doch wurde die Arbeitsflachen nach einem derartigen potenziellen
Kontaminationsereignis stets grundgereinigt. Mogliche Kontaminationsquellen bei der Proben-
gewinnung waren auch die Intubation oder bereits einliegende Systeme der Atemwegssicherung.
Zur bestmaglichsten Eliminierung von Kontaminationsquellen empfahlen Roux et al. (2001) spe-
zielle Untersuchungsraume zu benutzen und vor der Untersuchung den Arbeitsplatz und den
Torso der bekittelten untersuchenden Person zu tapen, um die Hintergrundkontamination abzu-
schatzen. Auch Robertson et al. (2017) empfahlen den Gebrauch von speziellen Rdumen sowie
besondere Vorsicht und spezielle Qualitatsstandards zur Kontaminationsminimierung sowie ein
Screening der Hintergrundfaserpopulationen. Pauly et al. (1998) identifizierten Glasobjekte, etwa
Objekttrager, Deckglaser und Probengefélie, als grofite Quelle der Fremdfaserkontamination und
erklarten es durch die negative Ladung des Glases, wodurch Fasern angezogen werden wirden.
Dies verdeutlicht die Wichtigkeit einer grindlichen Spiilprozedur. Sie arbeiteten unter einer La-
minar-Flow-Box und schafften damit einen Reinraum, in welchem das Material getrocknet und
die Proben bearbeiten wurden. Zudem trugen sie statt der tblichen Laborkittel aus Baumwolle
Einwegkleidung aus nicht-gewebtem Kunststoff.

Zwar ist vor allem beim quantitativen Arbeiten mit Mikrofasern, die mit 5-10um Breite definiert

wurden (De Wael, 2008), ein Reinraum von Vorteil (Woodall et al., 2015), allerdings war ein
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solcher in unserer Studie nicht verfugbar und wirde die breite Anwendbarkeit der entwickelten
Methodik einschrénken.

Ein weiterer Schritt im Kontaminationsscreening wére der Vergleich der Faserbelastung zwischen
verschiedenen Laboren und Sektionssalen, wie bereits von Hidalgo-Ruz et al. (2012) empfohlen.
Da ein Sekundartransfer von Fasern aus dem Kopfhaar bei der Tracheallavage grundsatzlich zu
befiirchten ist, kénnte der Einsatz eines Haarnetzes in Betracht gezogen werden. Die Faserpopu-
lation in Kopfhaar und deren Transfer wurden von Palmer und Oliver (2004) und Palmer und
Banks (2005) untersucht. Hierbei ist auch zu erwéhnen, dass Schwendener et al. (2016) in den in
Awustralien verwendeten Leichensécken etwa 3.603 farbige Hintergrundfasern und 1.429 nicht
identifizierte Partikel fanden, was ebenfalls zur Kontamination beitragen kann. Als weitere Kon-
taminationsquelle wére die nackte Haut der verstorbenen Person denkbar.

Wourden in Faserpopulationsstudien auch farblose Fasern mit einbezogen, so waren diese die hdu-
figsten Fasern (Grieve und Biermann, 1997a, Was-Gubala und Chochél, 2001, Cammarota et al.,
2019). Ansonsten waren die haufigsten Faserfarben schwarz/grau und blau (Roux und Margot,
1997a, Palmer und Oliver, 2004, Watt et al., 2005, Burch, 2008). Insgesamt waren diese auch die
am héufigsten beobachteten Faserfarben in der vorliegenden Studie (s. u.a. 5.4.2)

Natdrliche Fasern dominierten in den Faserpopulationsstudien von Grieve und Biermann (1997a),
Roux und Margot (1997a), Cantrell et al. (2001), Was-Gubala und Chochél (2001), Palmer und
Oliver (2004), Watt et al. (2005), Burch (2008). Die haufigste Faserart war Baumwolle (Grieve
und Biermann, 1997a, Roux und Margot, 1997b, Cantrell et al., 2001, Was-Gubala und Chochdl,
2001, Palmer und Oliver (2004), Burch, 2008).

5.4.1 Spulprozess und Blindproben

Vor der ersten Spiilprozessanpassung konnten in der Blindprobe nach Einbettungsoptimierung 72
Fasern/P festgestellt werden. Vor der zweiten Spulprozessoptimierung wurden Faseranzahlen von
23 bis 46 Fasern/P aus dem Sektionssaal und bis zu 79 Fasern aus dem Labor gefunden. Nach der
finalen zweiten Spllprozessoptimierung konnten in den Blindproben aus dem Labor zwischen 6
und 19 Fasern/P und in den Blindproben aus dem Sektionssaal (Blanks) 13—23 Fasern/P gefunden
werden. Die Abnahme an Faserzahlen verdeutlicht die Effizienz der Spllprozessoptimierung und
die Relevanz der Antikontaminationsmafinahmen.

SB: Blindproben aus dem Sektionssaal wéhrend der Einbettungsversuche

Das Ergebnis in SB1 mit >100 Fasern lasst schlussfolgern, dass eine Kontamination der Probe
vorliegt. Daher wurde beschlossen, noch mind. zwei weitere Blindproben anzufertigen. In den
darauffolgenden Blindproben konnten geringere Faseranzahlen mit 25-40 gezéhlt werden. Aller-
dings wurden in der Blindprobe mit der endgdiltigen Einbettungsmethodik 72 Fasern/P gezéhit.
Damit ist das ,,Grundrauschen an Fasern viel zu hoch, daher wurde der Materialaufbereitungs-

prozess weiter optimiert, um Kontamination und Faserverschleppungen zu vermeiden.
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LB: Blindproben aus dem Labor wahrend Bestimmung der Wiederfindungsrate und Préazision
Die Blindprobe nach ,,WDF 1.1-1.4 alt“ zeigte eine Faseranzahl von 79 Fasern/P. Dies kann als
deutlich zu hoch betrachtet werden und (iberschreitet selbst die Werte der Negativproben, also
realer Trachealproben, sodass das Ergebnis nicht akzeptiert werden konnte. Das Ergebnis wurde
zusammen mit den Werten der ersten Wiederfindungsstufe, den Negativproben und Blanks als
Trend bewertet. Dafir spricht auch der Faserfund von 8 violetten Fasern in der Blindprobe nach
»WDF 1.1-1.4 alt. Hiernach wurde der Spulprozess ein zweites Mal optimiert (s. 4.3).

Die Blindproben, die mit der finalen Spultechnik wéhrend der WDF und Prézision angefertigt
wurden, liegen mit durchschnittlich 12,9 Fasern/P in einem akzeptablen Bereich, betrachtet in
Relation zu der Anzahl an nicht durch Kontamination eingebrachten Fasern. Die Negativproben
(neu) liegen mit einem mittleren Wert von 92 Fasern/P deutlich dartiber. Etwa 71,2% der gefun-
denen Fasern waren weil3 oder farblos, was die Beurteilung weiler/farbloser Fasern anhand quan-
titativer Aspekte erschwert. Die Blindproben aus dem Labor liegen mit etwa 5 Fasern unter dem
Mittelwert der Blanks aus dem Sektionssaal (17,7 Fasern/P), was die Annahme stiitzt, dass durch
einen weiteren Arbeitsschritt/-ort mehr Kontamination entsteht. Zur Evaluierung kénnten in Zu-
kunft auch Blindproben in einem anderen Labor, mit einer anderen untersuchenden Person ange-
fertigt werden.

Mit der hier entwickelten Methode ist Kontamination reduzierbar, kann aber nicht vollstandig
eliminiert werden. Daher sollten bei zukinftigen Versuchen weiterhin regelmaiig Blindproben
angefertigt werden, um mehr Informationen utber die durch die Methodik eingebrachten Fremd-
fasern zu erhalten, sowie um Kontaminationen schnell zu erkennen und eingreifen zu kénnen.

Auch Blanks sollten in groReren zeitlichen Absténden angefertigt werden.

5.4.2 Environmental Monitoring

Aktivproben

In den aktiven Luftproben wies Ch2 (Laborraum mit Mikroskop) die groRte Faserbelastung auf,
da dort die meisten Textilien, z.B. in Form von Teppichen, im Umfeld sind. Die haufigsten Fa-
serfarben (weil3, schwarz, blau, grau) wiesen dieselbe Farbe auf, wie die Teppiche und Stuhlpols-
ter (s. Abb. 67 und 68). Obwohl der Sektionssaal tiberwiegend aus wischbaren Flachen besteht
und téglich feucht gereinigt wird, unterlag er einer groReren Faserbelastung als Chl. Eine Erkla-
rung hierfur kann sein, dass im Rahmen der Sektionen regelméaRig Leichensécke, Leichentiicher
sowie Kleidungsstiicke der Verstorbenen im Raum vorhanden sind und es eine konstante Frisch-
luftzufuhr von auBen gibt. Zudem konnte die Bellftung in Chl stérker sein, da es sich hier um
eine Schutzbelliftung gegen Chemikalien handelt, obwohl diese wiederum mit dem erhéhten Ri-
siko einer Faserverschleppung einhergeht.

Die GroRenbereiche der gefundenen Fasern (50um-2,2mm) decken sich mit den von Klasmeier

and Wissing (2016) beschriebenen Ergebnissen. In ihrer Luftprobe sichteten sie ca. 60 schwarze
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Fasern im GroRenbereich 200pum-1,5mm. Dris et al. (2016) beschrieben in ihren Depositionsun-
tersuchungen ebenfalls tiberwiegend GrdRenbereiche von 200-600um, grofere Fasern beschrie-
ben sie seltener. Im Bereich zwischen 50pum-200um fanden sie auch einige Fasern und legten eine
untere Erfassungsgrenze von 50um fest, da kiirzere Fasern nicht eindeutig als solche erkennbar
waren. Auch in der vorliegenden Studie musste eine untere Erfassungsgrenze festgelegt werden,
wobei Fasern bis zu einer GréRe von 20um eindeutig zu erkennen waren. In der Innenraumluft
beschrieben Dris et al. (2017) eine maximale Faserlange von 3250um, jedoch hatten die meisten
Fasern eine Lange zwischen 50 und 250um.

Ein weiterer bemerkenswerter Aspekt war das VVorkommen violetter Fasern (Chl: 3F, Ch2: 5F,
S:1F). Es basiert vermutlich auf dem in 0 beschrieben Umstand, dass durch das Spiken Fasern in
die Umgebung gelangten: Das violette Garn wurde in Chl aufbewahrt und das Hinzuftigen der
violetten Fasern unter dem Mikroskop erfolgte in Ch2. Dies wiirde auch erkldren, warum in Ch2
die groBte Menge an violetten Fasern in der Luft gefunden wurde. In Chl wurde das Garn in einer
verschliebaren Plastiktite in einer Plastikbox in einem Schrank aufbewahrt. Dass trotzdem Fa-
sern in Chl gefunden werden konnten, zeigt, dass entweder trotzdem einzelne Fasern entweichen
konnten, oder, dass Faserreste an den Materialien aus Ch2 kommend in die Luft gelangten. Die
Faserkontamination eines Raumes durch Untersuchung von Textilien im Rahmen der Spurenun-
tersuchungen zeigten auch Moore et al. (1986) und Roux et al. (2001). Klasmeier und Wissing
(2016) beschrieben mogliche Kontaminationen aus Sekundéarguellen. Dies verdeutlich erneut das
hohe Risiko der Faserkontamination.

Das Vorhandensein vieler weiler/farbloser Fasern in den Luftproben stimmt mit der grof3en
Menge an weilRen/farblosen Fasern in den Blindproben/Blanks tberein. Auch viele schwarze Fa-
sern wurden gefunden, was sich mit den Ergebnissen von Klasmeier and Wissing (2016) deckt.
Insgesamt entsprachen die Faserfarben den haufigsten Faserfarben verschiedener Faserpopulati-
onsstudien (s. 5.4). Dris et al. (2017) mal3en die Faserbelastung der Luft in Innen- und AuRenréu-
men mit 1-60 Fasern/m? und 0,3-1,5 Fasern/m?; 67% der gefundenen Fasern waren natlirlichen,
v.a. cellulosischen Ursprungs. Sie postulierten, dass die Innenrdume durch Luftaustausch der Ur-
sprung flr die Faserbelastung der AuRenluft sind (Dris et al., 2016) und dass die gefundenen
Fasern zu grol3 seien, um eingeatmet zu werden. Allerdings kdnnten noch kleinere, inhalierbare
Fasern in der Luft vorhanden sein, die mit ihrer Methodik nicht erfasst werden konnten. Dem
gegentber stehen die GroRen der im Respirationstrakt gefundenen Fasern (s. 5.7.1)
Passivproben

In den passiven Abklatschproben der Oberflachen zeigte sich, dass die Oberflachen der Fenster
und fensternahen Bereiche am starksten faserbelastet sind (19-84 Fasern). Dies deckt sich mit
Klasmeier and Wissing (2016), welche das Ergebnis damit erklaren, dass Textilien einen grof3en

Anteil des Hausstaubs ausmachen, etwa 80% nach Soentgen und Vélzke (2006), und Staub sich
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Abbildung 67: Stuhlpolster in Ch2 Abbildung 68: Teppichboden in Ch2

dort ablagert, wo wenig Luftbewegung herrscht, wie z.B. auf Fensterbrettern. Dris et al. (2017)
mafen zur Staubentstehung eine Ablagerungsrate von 1.586-11.130 Fasern/Tag/m? in Innenréu-
men. In unserer Studie kommt hinzu, dass im Labor nur einmal im Jahr eine Grundreinigung
erfolgt und nur einmal pro Jahr Fenster geputzt werden; beides fordert vermutlich die faserreiche
Staubablagerung. Die Bereiche, die im Rahmen der Methode regelméRig gewischt wurden, zeig-
ten die geringste Faserbelastung (1-2 Fasern), das betrifft v.a. die Spilbeckenrander aus Ch1 und
Ch2, den Abzug, den Mikroskopiertisch und den Sektionstisch und beweist die Effektivitat und
den Nutzen der Spulprozedur und ReinlichkeitsmaRnahmen. In Ch2 wurden vor allem weiRe/farb-
lose, schwarze und blaue Fasern gefunden. Diese Faserfarben entsprechen den Farben der dort
befindlichen Textilien, etwa dem Teppich und dem Stuhlpolster in Grauténen (s. Abb. 76 und
68). Insgesamt wurde im Sektionssaal eine geringere Faserbelastung auf den Flachen festgestellt.
Dies kdnnte damit erklart werden, dass nach jeder Sektion der Sektionstisch, das Spulbecken und
zum Teil auch der Boden gespiilt und gewischt werden. Der gesamte Boden wird einmal wo-
chentlich hochdruckgereingt. Zudem sind alle Flachen abwischbar und es gibt keine Textilien,
die permanent im Raum gelagert werden - lediglich Zellstoff.

Der Fund violetter Fasern stimmt ortlich mit der Faserbeisetzung der Validierung tiberein. In Ch2
wurden einzelne violette Fasern auf Schreibtisch und Fensterbank gefunden. Diese befanden sich
direkt neben dem Mikroskop, unter dem das violette Garn zurechtgeschnitten wurde. In Chl
wurde 1 violette Faser auf der Arbeitsplatte gefunden, unter welcher sich der Schrank befand in
welchem das violette Garn aufbewahrt wurde. Im Sektionssaal, der keine Bertihrungspunkte mit
dem violetten Garn der Validierung hatte, wurde keine violette Faser gefunden. Insgesamt ahneln
Farbe und L&nge der gefundenen Fasern dem Ergebnis der Luftproben. Die Lange der Fasern (28-
2700pum) deckt sich in etwa mit den Langen von Dris et al. (2016), Klasmeier and Wissing (2016)
und anderen Faserpopulationsstudien (s. 5.4). Dris et al. (2017) beschrieben die im Hausstaub am
haufigsten vorkommenden Faserléangen als im GréRenbereich 50-250um liegend und die langsten

Fasern mit einer GroR3e im Bereich 4650-4850pum.
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5.5 Validierung

Die Validierung der Methode erfolgte durch Spiken von Probenaliquoten mit violetten Fasern.
Zur Beurteilung der Wahrscheinlichkeit, dass violette Fasern bereits in Trachealproben vorhan-
den sind, wurden Faserpopulationsstudien herangezogen; diese dokumentieren keinen Fund gro-
Ber Mengen an violetten Fasern. Als Teil der Faserpopulation von nackter Haut machten violette
Fasern nur 0,8% (Burch, 2008), auf Kopfhaaren 4,8% (Palmer und Oliver, 2004) und auf weil3en
T-Shirts 2,75% (Marnane et al., 2006) aus. Auf Kinositzen in Sydney wurden 2,1% violette
Baumwollfasern gefunden (Cantrell et al., 2001). In Faserstudien zum Respirationstrakt wurden
nur bei Baeza-Martinez et al. (2022) Angaben zu Faserfarben gefunden, die Autoren berichten
nicht Gber den Fund violetter Fasern in der bronchoalveolaren Spiilfliissigkeit. Auch Palmer und
Burch (2009) benutzten fir ihre Transfertests violette Stoffe, nur um die Fasern durch die auffél-
lige Farbe besser identifizieren und zéhlen zu kdnnen.

Beim Spiken konnte beobachtet werden, dass die Fasern teilweise unterschiedliche Farbintensi-

taten aufwiesen. Deshalb wurde darauf geachtet, intensivgeféarbte Fasern den Proben beizusetzen.

Blanks

Die ersten drei Blankwerte (BA1-3) lagen mit 23, 24 und 29 Fasern/P in einem eng begrenzten
Bereich, danach begannen die Werte mit 41 und 46 Fasern/P (BA4, 5) im Rahmen des Trends zu
steigen. Bei Neuanfertigung nach Spulprozessoptimierung pendelten sich die Werte mit 13-23
Fasern/P (BN1-4) wieder ein. Der Mittelwert liegt bei 17,7 Fasern/P, er kann als Erwartungswert
der Faserkontamination pro Trachealprobe interpretiert werden. Liegen die ,,natiirlich® vorkom-
menden Faseranzahlen in Trachealproben bei 92 Fasern/P, bedeutet es, dass etwa 19% der ge-
zahlten Fasern Kontamination sind. Bei Dris et al. (2016) stellten die Fasern der Blanks bis zu 5%
der eigentlichen Proben dar. Huang et al. (2022) fanden in ihrem Blank 8 Partikel/10ml. Im Ver-
gleich dazu war der Median im Sputum 39,5 Partikel/10ml (18,75-91,75). Bei Vianello et al.
(2019) wurden 7,7+3,8 synthetische Partikel pro Blank, 111+62 protein-basierte Partikel pro
Blank und 32+23 cellulosisch-basierte Partikel pro Blank gefunden. Dies ergibt eine durchschnitt-
liche Kontamination von 4,9+3,9% flir Mikroplastik und 4,2+5,7% fir nicht-synthetische Partikel
im Vergleich zu ihren Luftexpositionsproben. Baeza-Martinez et al. (2022) konnten in ihren
Blanks 1,45+0.67 Mikrofasern je 100ml feststellen. Solange eine Grundbelastung an Fremdfasen
vorhanden ist, sollten Faserfunde mit wenig Fasern sehr vorsichtig interpretiert werden (Roux et
al., 2001).

Um die Probengewinnung der Blanks kiinftig realitatsgetreuer zu gestalten, kénnte die Tracheal-
lavage im Sektionssaal mit einer Puppe simuliert werden, die in einem Bettlaken eingewickelt,
ist, wie es haufig von Bestattern genutzt wird. Die Puppe sollte dabei Haare haben, da auch ein

sekundarer Fasertransfer aus dem Kopfhaar erfolgen kann (Palmer und Banks, 2005).
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Negativproben

Nach Anfertigung der Negativproben (NP) kam erstmals die Vermutung auf, dass ein Trend in
den Proben vorliegt. Die Faserzahlen pro Probe wurden - auch unter Betrachtung der nachfolgen-
den Blanks und Blindproben - immer gréRRer (55, 78 und 95 Fasern/Probe in NA1-3). Der Ver-
dacht bestéatigte sich nach der ersten WDF-Stufe (s. 4.5.3), sodass nach Optimierung des Materi-
alaufbereitungsprozesses neue Negativproben (NN) angefertigt werden mussten.

Die neu angefertigten NN lagen im Vergleich zu den anfangs angefertigten NP bei 45, 94 und
137 Fasern/P. Der Mittelwert der NN liegt damit nur um 16 Fasern hoher als der Mittelwert der
alten Negativproben (92 Fasern/P im Vergleich zu 76 Fasern/P). Es scheint daher akzeptabel, die
Konzentration an beigesetzen Fasern pro WDF-Stufe bei 50, 70 und 90 Fasern/P zu belassen.
Weille Fasern machten mit durchschnittlich 84 (91,3%) Fasern den gréf3ten Anteil der in den
Tracheallavageproben gefundenen Fasern aus. Im Vergleich dazu wurden 7,67 ,,andere* Fasern
(8,34%) gefunden. In den Bronchoalveoldren Lavagen (aus dem Mittellappen oder der Lingula)
von Baeza-Martinez et al. (2022) wurden 9,18+2,45 Mikrofasern/100ml Bronchoalveolarlavage
gefunden. Es kann vermutet werden, dass in die Trachea leichter bzw. schneller Fasern gelangen,
welche durch die mukozilidre Clearance nicht in die distalen Abschnitte avancieren. Zudem miiss-
ten die Fasern kleiner als in den proximalen Lungenabschnitten sein, um bis nach distal inhaliert
werden zu kdnnen. Jun et al. (2021) konnten in Sputum und Nasenspulflissigkeit durchschnittlich
105,4 bzw. 0,8/g Mikroplastikfasern nachweisen.

Wiederfindung

»Liegt der gemessene Wert um mehr als der vierfache Variationskoeffizient vom Wert 100 ent-
fernt, so gilt die Wiederfindungsrate als ausreichend* (Kromidas und Ermer, 2000). In dieser Be-

trachtung wird die RSD benutzt, da der Variationskoeffizient der RSD entspricht.

Tabelle 15: Bewertung der WDF

4-fach RSD

Differenz zwischen 100%
und der WDF-Rate in %

Vergleich

9,472 37,888 14,667 37,888>14,667
7,987 31,948 8 31,948>8
2,907 11,628 9 11,62>9

Die WDF kann in allen drei Stufen mit einem insgesamt durchschnittlichen Wert von 89,44%
(85,33%, 92% und 91%) als zufriedenstellend betrachtet werden, da in allen drei Stufen die vier-
fache RSD grofRer ist als die Differenz zwischen der WDF und dem Wert 100 (s. Tab. 15). Andere
auf Filtration basierende Studien erzielten folgende WDF: 80-100% fiir die Extraktion von Mik-
roplastik (Raspeln) aus Sediment (Fries et al., 2013), 68,8-97,5% (Claessens et al., 2011) und 6-
97% Mikroplastik in Sputum (Huang et al., 2022). Eine andere, nicht auf Filtration basierende
Studie wies eine WDF von 95,5% fir die Extraktion von kleinen (<1mm) Mikroplastikpartikeln
aus Sedimentproben auf (Imhof et al., 2012). Als Inhalt weiterer Forschung konnte die Wieder-

findung auch fiir extrem hohe oder niedrige Faserkonzentrationen bestimmt werden.
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Préazision

Die Fasern in den Proben kénnen als Nebenkomponente bezeichnet werden, da sie den kleineren
Anteil der Probe im Vergleich zur Matrix darstellen. Kromidas und Ermer (2000) erklart, dass fur
die Methodenprazision je nach Kontext und abhéngig von der Methodenkomplexitat, der Matrix
und der Konzentration, z.B. Variationskoeffizienten von 1 bis 2% (Pharma-Qualitatskontrolle)
oder 10 bis 15% (Umweltanalytik) akzeptabel sein kdnnen. Dabei sei der Variationskoeffizient
mit der relativen Standardabweichung vergleichbar. Die vorliegende Methodik besitzt eine rela-

tive Standardabweichung von 8,03% und liegt damit zwischen beiden Angaben.

Weitere Interpretationen

Fehleranalyse

Fehler in der Validierung kdnnen in dieser Studie in Form von Informationsbias (Hammer et al.,
2009, Herkner und Millner, 2011, Kleist, 2010) aufgetreten sein. Hierbei kann es allein durch das
Wissen um die vorhandenen violetten Fasern und deren Anzahl zu einer genaueren Auswertung
und dem gezielten Suchen der violetten Fasern gekommen sein. Um diese Art der Verzerrung zu
vermeiden, konnten in Zukunft Spiken und Auswertung durch zwei unterschiedliche Personen
erfolgen. Zudem kdnnte die untersuchende Person verblindet werden, wodurch sie nicht zwischen
gespikter Probe, Blindprobe oder Trachealprobe unterscheiden kénnte.

Eine weitere mogliche Fehlerquelle stellt das Spiken dar. Durch das Aufstocken mit Fasern
konnte es, trotz mikroskopischer Kontrolle der einzuspiilenden Flache, zu Kontaminationen des
Probenaliquots gekommen sein. Zudem konnte bereits die Aliquotierung der Probe zu Kontami-
nationen gefiihrt haben, da jeder Schritt ein weiteres Kontaminationsrisiko darstellt. Dies kdnnte
in der WDF und Prazision vermutet werden, da sich hier die Zahlen an nicht-beigesetzen Fasern
zwischen 30 und 141 sowie 17 und 113 Fasern/Probenaliquot bewegen, obwohl diese als Aliquote
theoretisch ungeféhr dieselbe Faseranzahl besitzen sollten. Anderseits kdnnte jedoch auch die
Zusammensetzung der Trachealprobe dazu gefuihrt haben. Schleimige Bestandteile kénnten sich
schlechter teilen lassen und darin befindliche Fasern sich ungleich verteilen.

Durch die Bewegung des mit einzubringenden Fasern beladenen Glases Uber die Probe kann es
zum ,,Abfallen” von Fasern durch z.B. Luftbewegung gekommen sein. Dadurch wéren weniger
Fasern als gedacht eingebracht worden.

Bewertung der Faseranzahlen

Mit dem Ausreil3ertest konnten abweichende Werte der gespikten violetten Fasern ausgeschlossen
werden. Bei Betrachtung der weillen und farblosen Fasern fallt, wie bereits erwahnt, auf, dass die
Werte einer groRen Streuung unterliegen. Die WDF-Stufe 2 weist z.B. in den gespikten Probenali-
quoten 22-46 nicht-beigesetzte weilRe/farblose Fasern und in dem nicht-gespikten Kontrollpro-
benaliquot 132 weilRe/farblose Fasern auf, die WDF-Stufe 3 14-33 nicht-beigesetzte weile/farb-
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lose Fasern in den gespikten Probenaliquoten und 60 weil3e/farblose Fasern in dem nicht-gespik-
ten Kontrollprobenaliquot. Ebenso wurden in der Prézision bis zu 111 nicht-beigesetzte weil3e/
farblose Fasern in den Probenaliquoten gefunden. Dies lasst schlussfolgern, dass die weilRen/farb-
losen Fasern sich trotz Probenaliquot nicht in einem begrenzten Bereich bewegen und grof3en
Schwankungen ausgesetzt sind. Dadurch, dass die weiRen/farblosen Fasern mehrheitlich in Kon-
taminationen enthalten sind — und auch in den Blanks die vorherrschende Faserfarbe sind — ergibt
sich das Risiko, dass die schwankenden Faserzahlen auch durch Kontamination beeinflusst wer-
den. Somit lassen sich weiRe/farblose Fasern durch die WDF und Prézision nicht beurteilen,
wodurch die Methodik nicht fiir weiRe/farblose Fasern validiert werden kann. Jedoch sollten die
weilen/farblosen Fasern auch in sich anschlieRenden Untersuchungen nicht aufier Acht gelassen
und parallel zu den gefarbten Fasern mituntersucht werden, um zu prifen, ob sich Gber die Anzahl
von weilen/farblosen Fasern Ruickschlisse ergeben. In der Umwelt gibt es viele weiRe/farblose
Fasern, sodass erprobt werden sollte, ob sich diese auch in der Trachea wiederfinden.

Weiter wurde beobachtet, dass die weiRen/farblosen Fasern sich bisher in einem auszahlbaren
Bereich bewegten. Fur einen signifikanten Unterschied zu den Fasern beim Ersticken unter wei-
cher Bedeckung miissten sich diese in einem solchen Fall in einem GrolRenbereich bewegen, in
welchem sie nicht mehr auszdhlbar waren. Im Vergleich dazu bewegten sich die ,,anderen Fasern
in den Negativproben zwischen 4-10 Fasern/Probe und in der Validierung bei 1-17 Fasern/Pro-
benaliquot, sodass sich diese beim Ersticken mit signifikantem Unterschied in einem auszéhlba-
ren Bereich bewegen wirden.

Die ,,anderen‘ Faseranzahlen befinden sich mit Ausnahme eines Wertes (17 F/PA in WDF-Stufe
2) im GrofRenbereich bis 10 Fasern. In der Wiederfindung lagen die Werte mehrheitlich zwischen
2 und 8 Fasern/Probenaliquot und in der Prazision bei 1 bis 6 Fasern/Probenaliquot. Somit liegen
die Werte der Kategorie ,,andere insgesamt in einem begrenzten Bereich. Bei den Blindproben
und Blanks wurden durchschnittlich 3,38 und 3,5 ,,andere* Fasern/Probe gefunden. Bei den Ne-
gativproben wurden durchschnittlich 7,67 ,,andere Fasern gefunden. Demnach sind im Tracheal-
sekret mehr andere Fasern zu finden. Die Faseranzahlen der ,,anderen* Fasern aus den Probenali-
quoten von WDF und Prézision liegen durchschnittlich bei 3 ,,anderen” Fasern/PA (WDF-
Stufel), 9,5 ,,anderen Fasern/PA (WDEF-Stufe2), 4,25 ,,anderen Fasern/PA (WDF-Stufe3) und
3,29 ,,anderen Fasern/PA (Prézision). Hochgerechnet befinden sich somit in der Probe aus WDF-
Stufe 1 12 ,,andere* Fasern, aus WDF-Stufe 2 38 ,,andere Fasern, aus WDF-Stufe 3 17 ,,andere*
Fasern und in der Probe aus der Prézision 23 ,andere” Fasern. Diese Werte liegen iiber dem
durchschnittlichen Wert der Negativproben. Allerdings muss beachtet werden, dass z.B. bei der

Prézision die Probe in sieben Teile geteilt und aufbereitet wurde, sodass in jedem der sieben Teile
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Kontamination eingebracht werden konnte. Uberlegungen in Hinblick auf die GréRe der Konta-
mination waren rein theoretischer Natur, da die Kontamination nicht vollends abschatzbar ist.
Diese vorhandenen Daten bieten nur einen ersten Anhaltspunkt.

Zur praktischen Umsetzung der in dieser Studie entwickelten Methodik ist zu sagen, dass fur das
Handling und v.a. die Antikontaminationsmanahmen Ubung von Vorteil ist, sodass eine Einfiih-
rung in die Methode durch damit vertrautes Personal hilfreich wére. Eine ausfuhrliche Schritt-
fur-Schritt-Anleitung ist im Anhang zur Verfligung gestellt.

56 Weile Fasern

Im folgenden Kapitel werden unter weien Fasern auch farblose Fasern zusammengefasst. Die
Hauptprobleme der weien Fasern sind ihre erschwerte Erkennbarkeit auf anderen Oberflachen,
etwa auf dem Filter oder in Matrixanhdufungen, sowie ihr ubiquitares Vorkommen in der Umwelt
und ihr dadurch grofRer Anteil an Kontaminationen (wie z.B. in den Blanks).

Durch die Verwendung von koaxialem Licht und Polarisationsfilter konnte die Detektierbarkeit
der weilRen Fasern zwar deutlich verbessert werden, in Einzelfallen kénnten weilRe Fasern trotz-
dem Ubersehen werden. Dieses Risiko ist bei schleimigen Matrixanhdufungen erhoht, da in den
mukdsen Anteilen bevorzugt Fasern haften bleiben und diese durch die Dichte und die faser&hn-
liche Struktur des Schleims sowie den geringeren Farbkontrast zum Hintergrund bersehen wer-
den kénnen. Hinzu kommt, dass manche Fasern so schwach gefarbt sein kdnnen, dass sie farblos
erscheinen (Robertson et al., 2017) und félschlicherweise als farblos gezéhlt werden.

Es gab im Rahmen dieser Studie weitere Uberlegungen weiRe Fasern sichtbarer zu machen. Dazu
gehorte eine Farbung der Fasern, z.B. mit Tusche. Allerdings sind verschiedene Faserarten - auch
abhéngig von der Vorbehandlung in der Produktion - verschiedenartig farbbar. Zudem musste die
Farbe vom Filter oder anderen Matrixbestandteilen wieder abwaschbar sein - oder sie dirften sich
gar nicht erst anfarben - wahrend die Fasern angeférbt bleiben missten. Aulerdem ware durch
die Férbung das Qualitdtsmerkmal ,,Farbe* fiir weitergehende Untersuchungen nicht mehr ver-
flugbar. Aus diesen Grinden wurde der Ansatz verworfen. Es wurden nicht viele Faserpopulati-
onsstudien gefunden, die weille Fasern mit einbeziehen. In den Studien, in denen sie erfasst wur-
den, gehdrten sie zu der am haufigsten gefundenen Fasergruppe (s. 0). Auch im Rahmen dieser
Studie machten sie den Hauptanteil an Faserkontaminationen der Proben aus (s. 5.4.1 und 5.5).
Aussagekraft weilRer Fasern

Wie bereits in der Validierung (5.5) erlautert, konnte durch die hohen Schwankungen an weiRen
Fasern in den Probenaliquoten keine Aussage tber die Wiederfindung von weif3en Fasern getrof-
fen werden. Somit kann die Methodik nicht fir weiRe Fasern validiert werden. Auch Robertson
et al. (2017) kamen zu dem Schluss, dass farblose Baumwolle fast keine Beweiskraft hat, da sie
ubiquitdr vorhanden ist. Normalerweise werden in der Forensik ,,Zielfasern® in potenziellen Quel-

len gesucht, geborgen und miteinander verglichen. In den meisten Féllen erfolgt die Suche auf

68



Grund der Farbe, alternativ jedoch anhand von morphologischen Merkmalen (Robertson et al.,
2017). Die Autoren présentieren Falle, in denen sich die ,,Zielfasern® nicht als solche eignen.
Dazu gehoren z.B. sehr hdufig vorkommende Fasern, etwa farblose Baumwolle und blaue ,,Jeans*
Baumwolle. Sie postulieren, dass farblose Fasern meist nicht geeignet sind, um auf einen Faser-
transfer zu schlieBen. Ausnahmen kdnnten Falle sein, in denen solche Fasern an Orten zu finden
sind, an denen sie normalerweise nicht zu erwarten wéren (Grieve und Biermann, 1997b). Ander-
seits wiirde es auch Fasern geben, die normalerweise eine hohe Aussagekraft hatten, durch orts-
spezifische Gegebenheiten, etwa Arbeitskleidung, ihre Aussagekraft aber verlieren (Robertson et
al., 2017). Dies ware auf unsere Studie anwendbar, da das gesamte nicht an der Studie beteiligte
Laborpersonal weile Laborkittel aus Baumwolle trugen und zudem in den Proben viele weiRe
Baumwollfasern gesichtet wurden. Somit kommen zu den ohnehin haufig vorkommenden farb-
losen Fasern noch ortspezifische Gegebenheiten hinzu, welche deren Héaufigkeit weiter erhthen
und ihren Wert weiter senken kdnnten. In nachfolgenden Studien bleibt zu priifen, wie viel weille
Fasern in der Trachea zu finden sind. Bei Baeza-Martinez et al. (2022) waren 51% der in der
Flussigkeit der bronchoalveoldren Lavage detektierten Fasern weil?.

Als nicht geeignete Zielfasern postulieren Robertson et al. (2017) auch schwachgeféarbte Fasern,
da diese mikroskopisch farblos erscheinen. Hinzu kommen glatte, glanzende Stoffe, die auf Grund
ihrer Beschaffenheit wenige Fasern abgeben, also eine geringe ,,Sheddability haben. Als letzte
ungeeignete Gruppe benennen sie Fasern aus Reilwolle. Reilfwolle wird durch Recycling aus
Textilresten hergestellt und sei dadurch so variabel, dass sich die Textilfasern nicht als ,,Zielfa-
sern” eignen. Allgemein finden die Autoren, dass eine Faser umso besser analysierbar sei, je in-
tensiver geférbt und gréRer sie ist. Die Analyse von farblosen Fasern sei anspruchsvoll, da her-
kémmliche mikroskopische Untersuchungen sowie chemische Analysen auf Grund der &hnlichen

Morphologie problematisch sind (Robertson et al., 2017).

5.7 Forensische Aspekte

Die Interpretation von Faserbefunden ist komplex. Roux und Robertson (2013) beschreiben, dass
die Befunde Uber die grundliegenden Faktoren — Spurenrelevanz, Transfer und Persistenz sowie
allgemeine Haufigkeit — hinaus betrachtet werden mussen. Hierbei sei allgemein bekannt, dass
die Beweiskraft von Faserfunden von vielen, komplex interagierenden Faktoren abhénge. Diese
seien in bekannte und unbekannte Faktoren einzuteilen. Zu den bekannten Faktoren gehéren z.B.
die Fallumstande, die Zeitspanne zwischen Tat und Faserfund, die Eignung der Fasertypen fir die
Spurensammlung und den Faservergleich, die Anzahl an tibereinstimmenden Fasern, die Lokali-
sation der gesammelten Fasern sowie die Methoden der Faseruntersuchung. Zu den unbekannten
Faktoren zahle z.B. das Ausmaf und die Kraft des Kontakts, das Sheddingpotenzial des Spender-
materials sowie die Haufigkeit des Faservorkommens Ubereinstimmender Fasern. Hierbei kénnen

bei Informationsmangel Simulationsexperimente notwendig sein (Roux and Robertson, 2013).
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Fur die Beurteilung von Faserfunden stellen die Betrachtung von Fasertransfer, -persistenz, -hdu-
figkeit, die Wahrscheinlichkeit fiir zufallige Ubereinstimmungen und die statistische Interpreta-
tion wichtige Aspekte dar.

5.7.1 Faserhaufigkeit

Allgemein

Zur Abschétzung, wie wahrscheinlich eine bestimmte Faser unter bestimmten Fallumstanden ge-
funden werden kann und wie wahrscheinlich eine bestimmte Faser ohne den fraglichen Kontakt
gefunden werden kann, kdnnen Referenzsammlungen von Fasern, Datenerhebungen zur Faser-
haufigkeit, Faserpopulationsstudien, Zielfaserstudien, Datensammlungen und Handelsanfragen
betrachtet werden (Roux und Robertson, 2013, Robertson et al., 2017).

Faserpopulationsstudien untersuchen die normale Faserpopulation auf einer bestimmten Oberfl&-
che (Roux und Robertson, 2013), dabei werden diese in Faserfarbe und —typ eingeteilt. Faserpo-
pulationsstudien wurden z.B. von Grieve und Biermann (1997a), Roux und Margot (1997b),
Massonnet et al. (1998), Cantrell et al. (1999, 2001), Was-Gubala und Chochdl (2001), Palmer
und Oliver (2004), Was-Gubala (2004), Watt et al. (2005), Marnane et al. (2006), Palmer und
Burch (2009) erstellt. Roux und Robertson (2013) &uRRern, dass generell weitverbreitete Fasern
selbstverstandlich weniger signifikant seien, als seltene Fasern (s. auch 5.6)

Zielfaserstudien betrachten Zielfasern in der Faserpopulation einer Fldche und beantworten die
Frage, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, eine bestimmte Faser auf einer zufalligen Oberflache
zu finden. Damit wird der Seltenheitswert einer Faser sowie ihre Ubertragungs- und Persistenz-
tendenz abgeschatzt (Roux und Robertson, 2013). Beispiele fur Zielfaserstudien sind Cook und
Wilson (1986), Jackson und Cook (1986), Cook et al. (1993), Palmer und Chinherende (1996),
Brischweiler und Grieve (1997), Cook et al. (1997), Kelly und Griffin (1998), Wiggins et al.
(2004), Jones und Coyle (2011), Coyle et al. (2013), Palmer et al. (2015). Roux und Robertson
(2013) geben an, dass die bisherigen Zielfaserstudien davon ausgehen, dass es auch auf hdufig
vorkommenden Materialien selten ist, eine bestimmte Faser zu finden. Das zuféllige Vorhanden-
sein zweier Ubereinstimmender Fasertypen sei extrem selten (Robertson et al., 2017). Auch
Palmer et al. (2015) schatzen das Risiko, eine signifikante Anzahl an Fasern einer bestimmten
Kombination aus Fasertyp und Faserfarbe zufallig auf einer Oberflache zu finden, als sehr gering
ein. Hier misse kurz zuvor Kontakt zwischen Material und Faserspender gewesen sein (Roux und
Robertson, 2013). Ausnahmen bilden eine geringe Anzahl Gbereinstimmender Fasern (<5) oder
sehr h&ufig vorkommende Fasern (Robertson et al., 2017).

Respirationstrakt

Auf Faserstudien, welche den Respirationstrakt betreffen, wurde an entsprechender Stelle bereits
hingewiesen. Die im Lungengewebe gefundenen inhalierten Fasern wurden von Pauly et al.

(1998) als sehr heterogen beschrieben, z.B. in Bezug auf Lange, Breite, Morphologie und Farbe.

70



Es wurden Fasern mit >250pum Lange und sehr breite Fasern mit etwa 50um gesichtet. Auch
wurden beschadigte Fasern, die ausgefranst und entfarbt waren, gefunden. Die Fasern waren cel-
lulosischer und chemischer Natur. Die in Baeza-Martinez et al. (2022) bronchoalveolarer Lavage
detektierten Fasern waren 40,48% Rayon/Viskose, 19,05% Polyester, 16,67% Zellulose und
14,29% Baumwolle. Die durchschnittliche GroRe der Fasern war 1,73+0,15mm. 38,61% waren
<lmm groR, 51% der Fasern waren weil}, 23,96% blau, 7,29% rot, 6,25% schwarz und 6,25%
braun.

In der Studie von Amato-Lourenco et al. (2021) konnten in 20 auf Mikroplastik untersuchten
Lungenproben aus Autopsien insgesamt 4 Fasern mit einer Lange zwischen 8,12um und 16,8um
gefunden werden. Haufiger fanden sie Partikel (n=33). Ebenso konnten Jenner et al. (2022) in
insgesamt 13 Lungenproben 19 Chemiefasern mit einer L&nge von 14-2475um und einer Breite
von 5-29um und auch Partikel finden. Jun et al. (2021) konnten 105,4 bzw. 0,8/g Mikroplastik-
fasern in Sputum und Nasenspulflissigkeit nachweisen. Die Lange reichte von 20,5um bis
2476,8um im Sputum und 50,8-6200um in der Nasenspllfllssigkeit. Die Breite der Fasern war
<1,0-61,9um im Sputum und 5-46,4um in der Nasenspulflussigkeit. Huang et al. (2022) unter-
suchten Sputumproben. Das Verhdltnis von Plastikfasern zu Nicht-Plastikfasern war 32 zu 68%
und das meiste Mikroplastik war <500pum lang. Die von Chen et al. (2022) gemessenen Mikrofa-
sern in Lungengewebe waren hauptsachlich zwischen 1000 und 5000um lang, die hdufigsten Fa-

serarten waren Baumwolle, Rayon, Polyester und Denim.

5.7.2 Fasertransfer und Faserpersistenz

Die Frage nach der Wahrscheinlichkeit, mit der die Anzahl an Fasern und Fasertypen durch den
vermuteten Kontakt verursacht wurden, kann durch das Wissen von Fasertransfer und Faser-
persistenz unterstltzt werden (Roux und Robertson, 2013). Dazu gehdren auch die Shedding-
eigenschaften des Materials. Die Anzahl der Fasern hangt von der Kontaktflache, der Art des
Kontakts (Kontaktanzahl, Druck, Reibung, Zeit, etc.), der Struktur von Spender- und Empféanger-
material, den Fasertypen (Gattung, Dichte, Durchmesser, etc.), der Faserlange und den Bewegun-
gen des Empfangers nach der Ubertragung ab. Kleine Fasern an der auBeren Materialoberflache
tibertragen sich leichter und persistieren langer (Roux und Robertson, 2013). Die Anzahl an Uber-
tragenen Fasern konne dabei von einzelnen bis zu mehreren Hundert Fasern reichen. Eine geringe
Anzahl tbereinstimmender Fasern kénne eher fiir einen Sekundartransfer oder weiteren Folge-
transfer, als fir einen Priméartransfer sprechen. Marnane et al. (2006) untersuchten die Anzahl
farbiger Fasern auf sechs weien T-Shirts, nachdem sie einen Tag lang getragen wurden. Es wur-
den 9.108 bis 13.925 Fasern gefunden. Solche Fasern kdnnten im Sinne eines Sekundértransfers
aspiriert werden und die Faseranzahl beeinflussen, ohne dass sie qualitativ dem T-Shirt als Tat-

werkzeug zuzuordnen sind.
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Insgesamt ist die Interpretation von geringen Faseranzahlen vorsichtig zu gestalten: Je groRer die
Faseranzahl ist, desto geringer sei die Wahrscheinlichkeit diese durch Zufall detektiert zu haben
(Roux and Robertson, 2013).

Beeinflussende Faktoren der Faseraspiration

Es ist anzunehmen, dass die Faseraspiration u.a. durch das Spendermaterial, die auslésende Ak-
tivitat und die Aspiration selbst beeinflusst wird.

Die Spendermaterialien, z.B. Kissen, kdnnen verschieden viele Textilfasern abgeben. Die Beur-
teilung der Tendenz eines Materials, Fasern abzugeben, Sheddability oder Sheddingkapazitat ge-
nannt, ist sehr wichtig in der quantitativen Betrachtung und der Interpretation von Faserfunden
(De Wael et al., 2010, Schnegg et al., 2017, Koch and Nehse, 2020). Roux und Robertson (2013)
vermuten, dass die Kontaktsimulation mit dem entsprechenden Material die zuverlassigste Me-
thode sei, die Faseranzahl einzuschétzen. Da das Shedding einen so grof3en Einfluss auf die Fa-
seranzahl hat, kdnne ohne seine Berticksichtigung und nur (ber die quantitative Betrachtung eines
Faserfunds nicht auf die zugrundeliegende Tat geschlossen werden (Roux und Robertson, 2013,
Schnegg et al., 2017). Zu den das Shedding beeinflussenden Faktoren gehdrt auch die auslésende
Aktivitat, da davon Druck und Reibung abh&ngen. Schnegg et al. (2017) beschreiben den Einfluss
auf die Anzahl tbertragener Fasern als eine Kombination aus Aktivitat und Shedding-kapazitét
des Tatwerkzeugs. Sie stellen zudem die These auf, dass der Fasertransfer auch von dem Gesund-
heitszustand des Opfers und damit von der Gegenwehr des Opfers abhange.

Hinsichtlich der Faseraspiration vermuten Pauly et al. (1998), dass vor allem bei Rauchern oder
anderen Personen, deren Clearance-Mechanismen beeintrachtigt sind, Fasern in der Lunge ver-
bleiben. Huang et al. (2022) stellten in ihren Sputumuntersuchungen fest, dass Raucher im Ver-
gleich zu Nichtrauchern mehr Mikroplastik (dies impliziert auch synthetische Fasern) eingeatmet
hatten. Dabei kdnne davon ausgegangen werden, dass Mikroplastik aus Staub teilweise eingeat-
met werde und in der Luftréhre und der Lunge verbleibe. Sie setzen aulRerdem die Mikroplas-
tikinhalation in Verbindung mit invasiven Trachealuntersuchungen und postulieren, dass dies zu
einer erhdhten Inhalation von Mikroplastik fihren kann.

Chen et al. (2022) maRen im Lungengewebe héhere Faseranzahlen mit zunehmendem Alter. Zu-
dem nehmen sie an, dass in grofRen Stadten haufiger lange Fasern vorkommen, als in kleinen
Stadten oder abgelegenen Orten zu finden seien. Baeza-Martinez et al. (2022) konnten in ihrer
Studie bei Frauen (27,3% der Teilnehmer) eine signifikant hohere Faseranzahl als bei Mannern
feststellen. Auch bei den Rauchern gab es signifikant héhere Faseranzahlen im Vergleich zu
Nicht-Rauchern oder ehemaligen Rauchern. Genauso wiesen Berufe mit héherem Expositionsri-

siko flr Mikroplastik eine héhere Faseranzahl auf. Weiter wére es interessant den Einfluss von
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Lungenerkrankungen, wie etwa der COPD, auf den Fasertransfer und die Faserpersistenz im Re-
spirationstrakt zu betrachten. Informationen wie Beruf oder Nikotinkonsum sollten in zukunftigen
Untersuchungen berucksichtigt werden.

Es stellt sich schlieBlich die Frage, ob es einen ,,normalen* GroBenbereich an Fasern in der Lunge
gibt. Sicher ist, dass eine Beurteilung der Faseranzahl ohne den Einfluss des Sheddings des Spen-
dermaterials schwierig ist. Die Frage, ob mittels eines Grenzwertes auf ein Ersticken unter wei-
cher Bedeckung geschlossen werden kann, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.
Ersticken unter weicher Bedeckung und Bayesianischer Ansatz

Bei hoher Anzahl an Fasern muss untersucht werden, ob dies durch einen Erstickungsvorgang
oder durch alternative Wege - wie einer hohen Exposition - zu erkléren ist. Diese Abwagung von
Wabhrscheinlichkeiten eruierten Schnegg et al. (2017). Hierfir verglichen sie die gemessene Fa-
seranzahl auf dem Gesicht nach simuliertem Erstickungsvorgangen mit Kissen und nach auf den
Kissen geschlafenen Néachten. Sie kamen zu dem Schluss, dass es bei einer geringen Anzahl an
Zielfasern schwierig sei, eine Aussage Uber die den Fasertransfer auslosende Tatigkeit zu treffen.
Sie beurteilten die Frage anhand des Bayesianisichen Ansatzes, der ein Abwagen von Wahr-
scheinlichkeiten durch Berechnung von Likelihood Ratios ist (Robertson et al., 2017), d.h. von
Malzahlen, die angeben, um welchen Faktor ein Ergebnis unter Betroffenen — hier den Erstickten
unter weicher Bedeckung — haufiger vorkommt, als unter Nicht-Betroffenen — hier den nur auf
Kissen Schafenden. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass der Bayesianische Ansatz die
Hypothese des Erstickens unter weicher Bedeckung durch Faserfund eher unterstiitze, als dass es
den Faserfund durch Schlaf auf dem entsprechenden Textil erkldre.

Um die Wahrscheinlichkeiten addquat berechnen zu konnen empfehlen Schnegg et al. (2017) die
Fallsimulation. Flr die Simulationen — die ggf. mit dem vermuteten Tatwerkzeug durchgefiihrt
werden kann — benutzten sie zwei Kissen, von denen eines eine niedrige und eines eine mittlere
Sheddability hatte. Beim Erstickungsszenario bewegte sich die Anzahl an tbertragenen Fasern
fir beide Kissen im selben Bereich, wie die Anzahl an ubertragener Fasern von dem Kissen mit
der mittleren Sheddability beim Schlafszenario. Sie schlussfolgerten daraus, dass die Shedding-
kapazitat moglicherweise einen groReren Einfluss auf die Faseriibertragung hat, als der Tather-
gang. Ferner wurden bei Betrachtung desselben Kissens wéhrend des Schlafens weniger Fasern
tibertragen als wéhrend der Erstickungssimulation. Dies unterstiitze die These, dass beim Schla-
fen durch die geringere Reibung und Kontaktintensitit weniger Fasern tibertragen werden. War
der Tathergang mit geringer Intensitat durchgefiihrt worden, konnte beinahe dieselbe Faseranzahl
wie beim Schlafen festgestellt werden. Sie geben zu bedenken, dass dies bei Personen, die sich
nicht wehren kénnen, der Fall sein kénnte. Daher sollen geringe Fasermengen mit Vorsicht inter-

pretiert werden (Schnegg et al., 2017).
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Schlussfolgerungen und Ausblick

Es wurde eine Methode entwickelt, um farbige Fasern quantitativ zu erfassen. Es ist fraglich, ob
die alleinige Betrachtung des quantitativen Aspekts bei der Detektion von Ersticken unter weicher
Bedeckung ausreichend ist. Der Grund ist, dass die Faseranzahl nicht alleinig durch den Tather-
gang beeinflusst wird und Fasern ubiquitér vorhanden sind - selbst in Sputum, Nasenspulflissig-
keit und Lunge. Die Methode kdnnte vielmehr bei bestehendem Verdacht zur Faserdetektion die-
nen und bei hohen Faseranzahlen Anlass fiir weitere Untersuchungen geben. Zudem kénnte rou-
tinemé&Rig Trachealsekret gewonnen und asserviert werden. Bei Ausschluss anderer Todesursa-
chen koénnte diese dann als Option mit ausgewertet werden. Vermutlich werden Shedding und
Zielfaservergleiche weiter eine Rolle spielen. Hierfiir kdnnen die mit der Methode detektierten
Fasern mit dem vermuteten Tatwerkzeug verglichen und weitergehend untersucht werden. Die
Kombination aus quantitativer und qualitativer Betrachtung wird vermutlich zielfiihrend sein.
Zudem konnten in Zukunft Erstickungssimulationen mit Stoffen verschiedener Sheddabilty
durchgefiihrt werden. Als zuséatzlicher Schritt kdnnte untersucht werden, wie viele von diesen
eingeatmeten Fasern tatséchlich durch die Tracheallavage erfasst werden. SchlieBlich kdnnte
noch berprift werden, ob sich die Fasern bevorzugt in der Trachea, der Mundhdhle oder der
Lunge ansammeln. Letztere waren nicht fur die Tracheallavage zugénglich, jedoch kénnten auch

diese mit der Filtrationsmethodik detektiert werden.
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6 Zusammenfassung

Das Ersticken unter weicher Bedeckung ist ein spurenarmes Totungsdelikt. Da es sich bei den
verwendeten Tatwerkzeugen meist um textile Materialien handelt, werden Fasern beim Tather-
gang aspiriert und in Trachealflissigkeit gefunden. Ziel dieser Studie ist die Entwicklung einer
Methode zur quantitativen Bestimmung von Textilfasern in der Trachealfllssigkeit. Aufbauend
darauf sollten zukinftig u.a. die Faserpopulationen der Trachealfllssigkeiten nicht-erstickter
Verstorbener bestimmt und darauf basierend Faseranzahlen abgegrenzt werden, die quantitativ
flr ein Ersticken unter weicher Bedeckung sprechen.

Die Methodik ist in Abbildung 69 zusammengefasst. Eine ausfiihrliche, Schritt-fir-Schritt-An-
leitung zur praktischen Anwendung ist dem Anhang beigefligt. Die Validierung der Methode
zeigt, dass sie mit einer Gesamtwiederfindungsrate von 89,4%, flr die Konzentrationen von 50,
70 und 90 Fasern/Probe geeignet ist, um geférbte Fasern zu detektieren. Dabei liegt das 95%-
Konfidenzintervall der Prézision zwischen 61,06 und 67,83 Fasern bei einem Soll-Wert von 70
Fasern und somit zwischen 87,2% und 96,9%. Fiir weilRe Fasern kann die Methodik nicht validiert
werden, da die Werte hohen Schwankungen unterlagen und diese nicht von Fremdfaserkontami-
nationen unterscheidbar sowie ubiquitar vorhanden waren.

Die hohe Faserbelastung der Umgebung konnte aufgezeigt und die Effizienz der Antikontamina-
tionsmalnahmen inkl. Spil- und Reinigungsvorgénge bewiesen werden. Dies spiegelt sich in di-
versen Beobachtungen wéhrend der Methodenentwicklung, Trendergebnissen wéhrend der Vali-
dierung und den Ergebnissen der Aktiv- und Passivproben wider. Der Nutzen der Splilmal3nah-
men wurde auch durch Reduktion der Fremdfaserbelastung in den Blindproben gezeigt. Die
Fremdfaserkontamination wurde durch Blindproben aus dem Sektionssaal, sog. Blanks, mit 17,75
Fasern/Probe bestimmt. In den Blindproben aus dem Labor betrug die Fremdfaserkontamination
12,88 Fasern/Probe. Die Untersuchung von Tracheallavageproben als sog. Negativproben ergab
durchschnittlich 92 Fasern/Probe.

Die Methodik erflllt den Zweck der quantitativen Faserbestimmung farbiger Fasern. Allerdings
sind noch weitere Untersuchungen zum besseren Verstandnis des Fasertransfers beim Ersticken
unter weicher Bedeckung notwendig. Ob sich das Ersticken unter weicher Bedeckung allein quan-
titativ bestimmen l&sst, oder ob eine Kombination aus quantitativen und qualitativen Untersu-

chungen zielfiihrend ist, muss im Rahmen kiinftiger Forschung untersucht werden.
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« Intubation
« Tracheallavage mit 10ml dest. Wasser

« Spiilen des Absaugkatheters mit 6ml
dest. Wasser

Probengewin-
nung

Material-
reinigung

/

Abbildung 69: Zusammenfassung der Methodik
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* Physikalische Vorbehandlung in Form
von US-Bad und Vortexung

« Filtrierung Uber 4 Filter

» Chemische Behandlung mit 150ml
5mol/l AS

« 8 StdRe Druckluft Uber den Filter

Probenvor-
bereitung

» Einbettung des/der

« Filters mit Glycerin (1 Tropfen auf
Objekttréger, 2 Tropfen auf Filter)
zwischen Objekttrager und
Hamatozytenglas (seitlich
aufbringend)

« Dichtungsgummis zwischen
Objekttrager und Hamatozytenglas

« oberen Lochplatte von beiden Seiten
durch Abklatschen auf Klebeband;
Abdeckung mit Deckplattchen

» Mikroskopie von Filter,

Dichtungsgummi, Lochplattenabklatsch

und oberer Fiilterhalterhalfte mit

koaxialem Licht und Polarisationsfilter,

Ringlicht und seitlichem Licht

Faser-
darstellung
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8. Thesen

1. Das Ersticken unter weicher Bedeckung als ein spurenarmes Totungsdelikt bedarf der Ent-
wicklung weiterer Nachweisverfahren und -prozedere. Eine solcher Ansatz kdnnte bei der
Grundannahme einer Faseraspiration im Sinne eines quantitativen Fasernachweises entwickelt

werden.

2. Die in der Literatur beschriebene Zentrifugation ist nicht geeignet, um Fasern in der
Trachealflussigkeit quantitativ darzustellen. Der Grund ist, dass Fasern sich nicht zuverléssig im

Sediment absetzen.
3. Durch Filtration kdnnen die Trachealfllssigkeit und die Fasern voneinander getrennt werden.

4. Bei Vergleich der verwendeten Filter und Membranen konnten auf Nylonnetzfilter die Fasern

am besten dargestellt werden.

5. Organische Bestandteile kénnen die Fasermikroskopie erschweren. Dies kann mittels Vorfilt-

rierung sowie chemischer und physikalischer Behandlung minimiert werden.

6. Die Einbettung von Filtern, Dichtungsgummi und oberer Lochplatte bildet zusammen mit der
Druckluftbehandlung und der mikroskopischen Auswertung der oberen Filterhalterhélfte wich-

tige Aspekte der Faserdarstellung.

7. Die Kontaminationen der Proben durch Umgebungsfasern stellte ein grofRes Problem dar.
Mittels AntikontaminationsmafRnahmen und Spullprozesse konnte die Kontamination mit durch-

schnittlich 17,75 Fasern pro Probe relativ geringgehalten werden.

8. Eine groRe Herausforderung war die Darstellung weiler und farbloser Fasern. Deren Darstel-
lung wurde durch die Benutzung eines Polarisationsfilters wahrend der mikroskopischen Aus-

wertung deutlich verbessert.

9. Die Methodik, bestehend aus Probenvorbereitung und Faserdarstellung, konnte fiir bunte Fa-
serkonzentrationen von 50, 70 und 90 Fasern pro Probe mit einer Wiederfindungsrate von

89,44% und mit einer Prazision zwischen 87,23% und 96,89% validiert werden.

10. Fur weilRe/farblose Fasern konnte die Methodik nicht validiert werden. Zudem besitzen

weil3e/farblose Fasern einen fraglichen Beweiswert.
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Anhang 1: Erfassungsbdgen der Probengewinnung und Faseranzahl

Tabelle 16: Erfassungbogen Probengewinnung

Code

Datum der Probengewinnung

Alter

Geschlecht

Auffindeort

Todeszeitpunkt

Befund Mundhohle/Trachea/Lunge
Lungenddem

Aspiration

Vorerkrankungen
Sektionsdiagnose A-C

Lokalisation (Trachea/Larynx/Rachen)
Einsicht

Bereits intubiert

Verwendung des Laryngoskops
Makroskopie und VVolumen der Probe
Datum der Aufbereitung
Faseranzahl pro ml und Filter

u.U. Fasergrofie

u.U. Faserfarbe und — merkmale
Ausschluss (ja/nein)
Anmerkungen

Tabelle 17: Erfassungbogen Faseranzahl

PorengroRe Filterhalter in pm 100 41 11 _

Faseranzahl Halter
Filter

o

Gummi
KB I
KB II

Gesamt

x

X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X



Anhang 2: Schritt-fur-Schritt-Anleitungen
Gliederung:

Grundsatze
Arbeitsanleitung Probengewinnung/Tracheallavage
a) Bendtigte Materialien
b) Durchfiihrung
Arbeitsanleitung Probenvorbereitung und Darstellung
a) BenOtigte Materialien
b) Arbeitsanleitung Probenvorbereitung
- Herstellung einer verdiinnten Ameisensédurelésung
- Durchfiihrung der Probenvorbereitung
¢) Arbeitsanleitung Faserdarstellung
- Einbettung
- Mikroskopie
d) Arbeitsanleitung Materialreinigung

VI



Grundsatze

Arbeitskleidung:

o Sektionskittel (siche Abbildung 17)

o Nitril-Einweghandschuhe, welche {iber das Handgelenk reichen
o Haarnetz

o Mundschutz

o Laborgeeignete Hose und festes Schuhwerk

o Schutzbrille

Der magliche Eintrag von Fremdfasern, im Sinne einer Kontamination, durch die Luft oder
andere Materialien ist zu minimieren. Dies impliziert die Abdeckung aller Gefalle zwischen
jedem Arbeitsschritt sowie die griindliche Spilung der Materialien vor jedem Arbeitsschritt.
Auch der Kontakt mit Arbeitsflachen sollte so gering wie moglich gehalten werden.

Der Abzug ist immer geschlossen zu halten.

Alle Materialen werden vor Gebrauch griindlich gespult. Dies beinhaltet eine Reinigung unter
flieRendem Wasser mit entsprechendem Wasserdruck sowie eine anschlieRende kurze Spi-
lung mit Aqua dest..

Alle Arbeitsflachen missen vor Gebrauch gewischt werden. Hierfur eignet sich ein im Haus-
halt tbliches fusselarmes Schwammtuch.

Alle Deckel und Petrischalen werden mit dem Boden in Richtung Arbeitsflache abgelegt, so-
dass die Offnung nach oben zeigt.

Die Spritze wird tber einem Becherglas von dem Filterhalter abgeschraubt, da ansonsten
Flussigkeit daneben tropft und fiir die Auswertung verloren geht.

Der Verbindungsschlauch fir das Absauggerét kann mehrfach verwendet werden, solange er
nicht mit Sekreten kontaminiert wird.

Auch die Katheterspritze kann ggf. wiederverwendet werden.

Arbeitsanleitung Probengewinnung/Tracheallavage

a.

Benotigte Materialien

Kunststoffbehélter mit Deckel (z.B. Versandgefal aus PP mit Schraubverschluss, 50ml, Dia-
gonal GmbH, Minster, Deutschland)

Katheterspritze ohne Nadel 50ml (z.B. TERUMO SYRINGE without needle, steril, Catheter
Tip 50ml, REF SS+50C1, Terumo Europe, Leuven, Belgien)

Endotrachealtubus 6,5mm (z.B. Trachealtubus, oral/nasal, mit Cuff, 6,5mm, Super Safety
Clear, REF 112482, RUSCH, Fellbach, Deutschland)

Vil



Laryngoskop (z.B. Laryngoskop SET, Erwachsene mit: 1 Griff, 3 Spatel, REF 03.51020.011,
KaWe, Asperg, Deutschland)

Verbindungsschlauch/Fingertip (z.B. Verbindungsschlauch/Fingertip steril, REF 16024182,
Unomedical, ConvaTec, Flintshire, Vereinigtes Kdnigreich)

Absaugkatheter (z.B. Absaugkatheter gebogen Typ ,,Ideal”, REF 43031411 MEDINORM,
Braun, Sempach, Schweiz)

Tracheal Saugset (z.B. Tracheal Saugset steril, REF 94780000, SMS medipool GmbH, Gau-
ting-Buchendorf, Deutschland)

Absauggerat (z.B. Type 03612 Medela, Baar, Schweiz)

Agua dest. 20ml

Durchfiihrung

Zwei Kunststoffbehalter inkl. der Deckel unter flieRendem Wasser grindlich splilen. Diese
im Anschluss unverziglich schlieBen. (Beide Schritte sind sehr wichtig zur Vermeidung
einer Faserverunreinigung durch die Umgebungsluft.)

In einen der beiden Behalter etwa 20 ml Aqua dest. fullen. (Auch hierbei auf ein schnelles
VerschlieRen des Behélters und der Flasche mit Aqua dest. achten!)

Mit der Katheterspritze 10 ml des Aqua dest. aus dem Behélter aufziehen. (AnschlieRend

den Behalter und die Spritze mit der dazugehdérigen Kappe unverziiglich verschlieen.)

Abbildung 70: 10ml Aqua dest. auf-
ziehen.

Abbildung 71: Laryngoskop Abbildung 72: Endotrachealtubus  Abbildung 73: Absaugkatheter

Den Leichnam endotracheal intubieren und den Absaugkatheter einfuihren.
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V.

Vi.

Vil.

Die Spritze an den Katheter anschlieRen und mit Aqua dest. durchspiilen. AnschlieRend die

Spritze wieder verschlieRlen.

Abbildung 74: Mit Aqua dest. durchspiilen.

Das Absauggerét tiber den Verbindungsschlauch und das Tracheal-Saugset an den Katheter
anschlieen und maoglichst viel Flussigkeit aus der Trachea absaugen.

Abbildung 75: Abbildung 76: Verbindungs- Abbildung 77: Tracheal-Saugset
Absauggerat schlauch/Fingertip

Abbildung 78: Flissigkeit absaugen.

Die Flussigkeit in den zweiten Kunststoffbehalter umfillen. Dabei ist ein auf ein schnelles
Verschlielen zu achten! Dieser Schritt ist bei viel Flussigkeit zu wiederholen. Das Gerét

wahrenddessen ausschalten, um Verunreinigungen durch den Luftstrom zu vermeiden.
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Abbildung 79: Flissigkeit in den Kunst-
stoffbehalter umfillen.

Mit der Spritze 6ml Aqua dest. aus dem Behdalter aufziehen und den Rest der Flussigkeit

aus dem Behalter verwerfen.

Abbildung 80: 6ml Aqua dest. aufziehen.

Die 6ml Aqua dest. zuriick in den Behalter flillen und mit dem Absaugkatheter zur Spilung

des Katheters aufsaugen. Diese Spulflussigkeit verbleibt in der Falle.

Abbildung 81: 6ml Aqua dest. aufsaugen.

Pro Leichnam wird somit mindestens ein Kunststoffbehalter und eine Falle mit Probenmate-
rial gewonnen.
Die Proben werden im Kiihlschrank aufbewahrt, bei langerer Lagerung ist es ratsam die Pro-

ben einzufrieren.



Das aus dem Rachen ragende Ende des Tubus wird mittels Schere oder Messer in der Mund-
hoéhle abgeschnitten. Der Rest des Tubus wird belassen, um bei der anschlieRenden Obduktion

eine Fehlintubation ausschlieBen zu kénnen.

Arbeitsanleitung Probenvorbereitung und Darstellung

a.

Bendtigte Materialen

Filterhalter @25mm, wiederverwendbar (z.B. Filterhalter frr Spritzen, Polysulfon, @ 30mm
X H 34mm, fiir Filter @ 25mm, FP 025/1, Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe Deutschland)
Nylon-Filter der GréRen 100um, 41um, 11pm, 5um mit @25mm (White Plain, @ 25mm,
MaschengroRe 100pum, Katalognr. NY1HO02500; Maschengrofe 41um, Katalognr.
NY4102500; MaschengroRe 30um, Katalognr. NY3002500; Maschengréfe 11um, Kata-
lognr. NY1102500; Maschengréf3e 5um, Katalognr. NY0502500; Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland)

2 Luer-Lock-Spritzen 10ml (z.B. Syringe Luer-Lok Tip, REF 300912, BD, Temse, Belgien)
Bechergléaser 200ml

Petrischalen @~80-100mm

16 Objekttrager (Mattrand weil3, 45° Ecken, geschliffene Kanten, Stsse Labortechnik, Gu-
densberg, Deutschland)

8 Hamatozytenglaser (z.B. Deckgléser fur Hamatozytometer, 30x30mm, Thickness 0,4mm,
REF 40412710, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH, Sondheim vor der Rhén, Deutschland)
8 Deckplattchen (z.B. Cover Glass, Thickness 1, 25x25mm, Cat No. 2845-25, Corning
GmbH, Kaiserslautern, Deutschland)

Doppelseitiges Klebeband (z.B. Doppelseitiges Klebeband universal, Tesa, Offenburg/Ham-
burg, Deutschland)

Glycerin mit Pasteur-Pipette (z.B. Pasteurpipetten ohne Wattestopfen, Gesamtlange 150 mm,
Carl Roth GmbH)

1 stumpfe und 1 Prazisionspinzette (z.B. Typ 5, Spitzenstarke 0,01mm, Titan, Dumont, Mon-
tignez, Schweiz)

Reinigungsstabchen (z.B. Critical Swab, Modell 149-0264, VWR, Darmstadt, Deutschland)
150ml Smol/l Ameisensédure (z.B. Ameisensidure Rotipuran >98%, p.a., ACS, CAS: 64-18-6,
Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol >70% (MEK vergéllt, Biomel GmbH, Dessau, Deutschland)

Aqua dest.

Ultraschallbad (z.B. RK 102 H, Bandelin, Berlin, Deutschland)

Xl



e Vortexer (z.B. Vortex-Genie 2 PULSE. Model No.SI P266, Scientific Industries INC, Bohe-
mia, New York, USA)
e im Haushalt tibliches Schwammtuch (z.B. 18x20cm Gut&Guinstig, Hamburg, Deutschland)
o Waschmittel (z.B. Ultra-Fix Spulmittel, Reinex GmbH & CO KG, Castrop-Rauxel, Deutsch-
land)
o Alufolie (z.B. Gut&Giinstig, Hamburg, Deutschland)
e Flachendesinfektionsmittel
e Druckluftspray (z.B. nicht brennbar, Dust Off 67, 33163-DE, Kontakt Chemie, Zele, Belgien,
Aufsatz fir Luer-Lock-Spritze wurde eigens daftr in der Werkstatt fiir Chemie angefertigt)
e Speziell fur die Erstellung einer 5mol/l Ameisenséure:
e 1 MaRkolben (1I)
e 2 Messzylinder (200ml)
e Ameisensdure > 97% (z.B. Rotipuran > 98%, p.a., ACS, CAS: 64-18-6, Carl Roth
GmbH+Co0.KG, Karlsruhe, Deutschland
o Eppendorf-Pipette mit Pipettenspitzen (z.B. 100-1000ul, Eppendorf Reference, Hamburg,
Deutschland)

b. Arbeitsanleitung Probenvorbereitung
- Herstellung einer verdiinnten Ameisensaureldsung (5mol/l)
Abzug wischen. Schutzbrille aufziehen (auch Brillentrager!).
i. 2 Messzylinder sowie einen Malkolben spiilen, MalRkolben sofort mit Stopfen verschlie-
Ren.
ii.  189ml Ameisensdure (AS) > 97% in einen der beiden Messzylinder geben.
iii. Den zweiten Messzylinder mit Aqua dest. fullen (etwa 200ml).

iv.  Aqua dest. in den MaRkolben flllen. Etwa ein Viertel der AS in den MaRkolben fiillen.

-

Abbildung 82: MaRkolben mit AS- und Aqua dest.-
Gemisch.

Malkolben verschlielen und leicht schwenken. Auf Wérmebildung achten.
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Vi.

Vii.

viii.

Messzylinder wieder mit Aqua dest. fiillen und nun abwechselnd Aqua dest. und AS in den

Abbildung 83 und 84: Abwechselnd Aqua dest. und AS in den MaRkolben fillen.

MaRkolben fullen. Zwischendurch immer Mallkolben schwenken und auf Warmebildung
achten.

Nachdem die gesamte AS sich in dem Mal3kolben befindet, mit Aqua dest. bis zur 1I-Mar-
keriung auffullen.

Mit Stopfen verschlieen und den MaRkolben 10 Mal um 180 Grad drehen, bis sich die
Luftblase vom Gefaligrund bis zum Gefallhals und zuriickbewegt. Dies sichert eine ausrei-

chende Homogenisierung des Wasser-Séure-Gemischs.

1 /

|
,f /
|

Abbildung 85 und 86: 180 Grad-Drehung des Maltkolbens.

Malkolben beschriften, Materialen spiilen (mind. 5 Mal nach Kontakt mit Sdure) und Ab-

zug wischen. Séure ordnungsgeman lagern.
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- Durchflihrung der Probenvorbereitung

Reinigung

Vor jeder Aufbereitung miissen alle Arbeitsflichen gewischt werden (siche Grundsatze). Zu den
zu reinigenden Arbeitsfldchen zéhlen auch die Flichen rund um das Spiilbecken, da diese ein
zentraler Punkt in der Vorbereitung und in dem sich am Ende anschlieBenden Reinigungsprozess
darstellen. Falls der Abzug lidngere Zeit nicht gewischt wurde, empfiehlt es sich nicht nur die

Arbeitsflache zu reinigen, sondern den gesamten Abzug (inkl. Seitenwénde und Decke).

F

Abbildung 87: Wischen im Abzug.

Abbildung 88: Materialien im
Abzug zum Wischen anheben.

Materialien grindlich spilen (siehe Grundsatze) AnschlieBend die GefaRe mit Petrischalen abde-

cken und zurtick in den gereinigten Abzug stellen (siehe Grundsétze).

Abbildung 89 und 90: Abwechselnd Becherglas und Petrischale ausspiilen und hinterher sofort miteinander
abdecken.
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Vorbereitung

Es empfiehlt sich zur besseren Ubersicht folgende Anordnung im Abzug:

M s

Leeres Becherglas Leeres Becherglas Filter

Abbildung 91: Anordnung im Abzug

Wichtig: Die Bechergldser miissen zu jedem Zeitpunkt mit Petrischalen abgedeckt sein!
Genauso miissen alle Flaschen und Mafkolben schnellstmoglich verschlossen werden, um

Kontaminationen mit Umgebungsfasern zu vermeiden!

i. Ein Becherglas mit 150ml Aqua dest. und eines mit 150ml 5mol/l Ameisensdure fullen.

Abbildung 92: Aus dem Mafkolben 150ml AS in
das Becherglas fiillen
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ii.  Trachealprobe (TP) 1 min. bei etwa 1500 rpm vortexen.

Abbildung 93: TP vortexen.

iii. TP bei Raumtemperatur 5 min. Ultraschallbad behandeln, dabei den Deckel leicht auf-
schrauben damit evtl. entstehende Gase entweichen kdnnen. Ab und an die Probe schwen-

ken.

Abbildung 94: TP im Ultra-
schallbad.

iv. TP erneut 1 min. bei etwa 1500 rpm vortexen.

v. Probengefdl mit TP kurz unter flieRendem Wasser abspiilen, anschlieRend in den Abzug
stellen.
Wichtig: Nichts wird ungewaschen in den Abzug gestellt!

Filtration der Trachealprobe

1. Trachealprobe
Handschuhe wechseln.
Deckel der Falle aufschrauben, mit dem Boden nach unten auf die Arbeitsflache legen (ge-
nauso auch bei dem Deckel des Kunststoffbechers verfahren, siehe Grundsatze).
Die TP aus der Falle in den Kunststoffbecher fiillen. Falle anschlieBend mit etwas Aqua
dest. spulen und Spiilfliissigkeit in den Kunststoffbecher tberfihren.
Dabei alle GeféaRe zwischenzeitlich geschlossen halten.

XVI



Luer-Lock-Spritze auspacken und die Flussigkeit aus dem Kunststoffbecher aufziehen. An
den Filterhalter mit dem 100um-Filter schrauben und Fliissigkeit in das sich rechts befind-
liche Becherglas filtrieren.

Diesen Schritt so oft wiederholen, bis die gesamte TP gefiltert wurde. Zwischendurch die
Petrischalen immer wieder auf die Becher legen um Fremdfaserkontamination zu vermei-
den. Die Petrischale ebenfalls mit dem Boden zur Arbeitsfliche zeigend legen. Die Spritze
sollte iiber einem Becherglas von dem Filterhalter abgeschraubt werden (siehe Grunds-
atze). Zum Schluss den Kunststoffbecher mit etwas Aqua dest. spilen (Probengefal? bei
geschlossenem Deckel schwenken) und Spulflissigkeit ebenfalls filtrieren.

Den Filterhalter inkl. 100pm-Filter auf die oben rechts befindliche Petrischale legen.

J
P

Abbildung 95: Flissigkeit aufziehen. Abbildung 96: Aufgezogene Luer-
Lock-Spritze an Filterhalter.

Von der unteren Petrischale den Filterhalter mit dem 41pum-Filter nehmen.
Anschliefend das oben in Punkt i beschriebene Vorgehen mit einem 41pum-Filter wieder-
holen. Die Probe und die Spiilfliissigkeit dabei in das links befindliche Becherglas filtrie-

ren.

Den Filterhalter inkl. 41pum-Filter auf die oben rechts befindliche Petrischale legen, unter
den 100pm-Filter stecken.
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11/5um-Filter

Abbildung 97: Filtrierung der Flussigkeit aus dem rechten Becherglas tber den 41um-Filter in das
links befindliche Becherglas

Das in i und ii beschriebene Vorgehen mit dem 11um (Filtration in das rechts befindliche
Becherglas) und 5um-Filter (Filtration in das links befindliche Becherglas) wiederholen.

Die Filterhalter mit den 11 bzw. 5um-Filtern ebenfalls auf die oben rechts befindliche Pet-

rischale an die anderen Filter stecken.

4

- 4
Abbildung 98: Mit der Spritze die Flussigkeit aus Abbildung 99: Flissigkeit (ber den
dem linken Becherglas aufziehen. 11um-Filter in das rechts befindliche

Becherglas filtrieren.
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Abbildung 100: Filtrierung der Flussigkeit aus dem rechten

Becherglas Uber den 5um-Filter in das links befindliche
Becherglas.

Abbildung 101: Die TP wurde Uber alle vier Filter filtriert,
sodass diese ineinander gesteckt auf der oberen Petrischale
liegen. Reihenfolge von oben (hier links) abwarts: 100-41-
11-5pm.

2. Behandlung der Filter mit Ameisensdure (AS, 150 ml, 5 mol/l )

Abbildung 102: Das Becherglas mit TP steht links am Rand,
stattdessen steht das Becherglas mit AS an der linken
Position im Zentrum.
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Nun das linke mit TP befiillte Becherglas beiseitestellen und an dessen Position das Be-

cherglas mit Ameisenséure positionieren.

Die gesamte Flissigkeit (AS), wie bei der Filtrierung der TP, Uber den 100um-Filter in das
rechte Becherglas filtrieren. Auch hier bedenken, die Petrischalen zwischendurch auf die
Bechergléser zu legen sowie die Spritze uber einem Becherglas von dem Filterhalter abzu-
schrauben um Kontamination zu vermeiden (siehe Grundsétze). Am Ende etwas Aqua dest.
in das linke Becherglas geben, kurz schwenken und ebenfalls iber den 100pum-Filter in das

rechte Becherglas filtrieren. Dies verhindert, dass die Séure zu lange auf den Filterhalter

und den Filter einwirkt und dadurch angreift.

Abbildung 103: AS aufziehen.

Die Spritze auf einer Petrischale ablegen und den Filterhalter an die Flasche mit Druckluft
anschlieen. Die Petrischale des linken Becherglases anheben, das Druckluftspray mit dem

Filter in das Becherglas halten, etwas neigen (etwa 60°) und 8 kraftvolle St63e abgeben.

@
<
@S -

Abbildung 104: Mit dem Druckluftspray 8 kraftvolle St6Re
abgeben.

Den 100um-Filter auf die unten rechts befindliche Petrischale legen.
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Von der oberen Petrischale den Filterhalter mit dem 41pum-Filter nehmen.

= — <
A 3 = —
J
11/5pm-Filter | 3 /@ b
f e
'l /

—
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Abbildung 105: Der 41um-Filter wurde bereits
entnommen. Der 100um-Filter wurde nach der
Filtrierung mit der AS wieder auf die untere
Petrischale gelegt.

Anschlieend das oben in Punkt i und ii beschriecbene Vorgehen mit einem 41pm-Filter
wiederholen. Die Probe, Ameisensdure und Spiilfliissigkeit dabei in das links befindliche
Becherglas filtrieren bzw. geben, wihrend die Druckluftbehandlung tiber dem rechten Be-
cherglas erfolgt.

Abbildung 106: Einen Schluck Aqua dest. indas  Abbildung 107: Becherglas mit Auga dest.
rechte Becherglas geben. schwenken.

Abbildung 108: Mit dem Druckluftspray 8
kraftvolle StoRe abgeben.
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Den Filterhalter inkl. 41 pum-Filter auf die unten rechts befindliche Petrischale legen, unter
den 100pum-Filter stecken.

Abbildung 109: Obere (hier linke) Petrischale:
11/5um-Filter; untere (hier rechte) Petrischale:
100/41pm-Filter.

iv. Von der oberen Petrischale den Filterhalter mit dem 11pum-Filter nehmen.
Mit der Spritze die AS aus dem linken Becherglas aufziehen und iiber den 11pm-Filter in
das rechts befindliche Becherglas filtrieren. Diesen Schritt wiederholen bis die Fliissigkeit
sich komplett in dem rechten Becherglas befindet. Am Ende etwas Aqua dest. in das linke
Becherglas geben, kurz schwenken und ebenfalls in das rechte Glas filtrieren.

v.  Den Filterhalter inkl. 11um-Filter auf die unten rechts befindliche Petrischale legen, nicht
an die anderen Filterhalter stecken!

vi.  Von der oberen Petrischale den Filterhalter mit dem 5um-Filter nehmen.

100/41pm-Filten

1lpm-Filter

Abbildung 110: Der 11um-Filter neben den
bereits filtrierten Filtern.

vii.  Mit der Spritze die AS aufziehen und tber den 5pum-Filter in das links befindliche Becher-
glas filtrieren. Diesen Schritt wiederholen bis die Flussigkeit sich komplett in dem linken
Becherglas befindet.

viii.  Die Spritze mit dem 5um-Filter beinhaltendem Filterhalter auf einer Petrischale ablegen.
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Abbildung 111: 5um-Filter inkl. Spritze kurz ablegen.

Den Filterhalter mit dem 11um-Filter an die Flasche mit Druckluft anschlie3en. Die Pet-
rischale des rechten Becherglases anheben, das Druckluftspray mit dem Filter in das Be-
cherglas halten, etwas neigen (etwa 60°) und 8 kraftvolle StoRRe abgeben.

Den Filterhalter inkl. 11pum-Filter auf die unten rechts befindliche Petrischale legen, unter
den 41pum-Filter stecken.

Etwas Aqua dest. in das rechte Becherglas geben, kurz schwenken und ebenfalls in das

linke Glas Uber den 5um-Filter filtrieren.

Abbildung 112: Das rechte Becherglas mit Aqua dest.
schwenken.

Die Spritze kurz weglegen und den Filterhalter mit dem 5um-Filter an die Flasche mit
Druckluft anschlieRen. Die Petrischale des rechten Becherglases anheben, das Druckluft-
spray mit dem Filter in das Becherglas halten, etwas neigen (etwa 60°) und 8 kraftvolle
StoRe abgeben.

Den Filterhalter inkl. Sum-Filter auf die unten rechts befindliche Petrischale legen, unter

den 11um-Filter stecken.
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c. Arbeitsanleitung Faserdarstellung

- Einbettung

Auch in der Umgebung des Mikroskops miussen alle zu benutzenden Arbeitsflachen ge-
wischt werden, ebenso der Objekttisch des Mikroskops und der Spulbeckenrand.

Die Filterhalter inkl. der jeweiligen Filter in ein Becherglas stellen, abdecken und auf die
gereinigte Flache neben das Mikroskop stellen.

2 Petrischalen, 16 Objekttrager, 8 Haimatozytengléser und 8 Deckgléser an die Seite des
gereinigten Spulbeckens stellen.

8 Objekttrager zunédchst mit Leitungswasser und dann mit Aqua dest. waschen, sowie an-
schlieRend mit doppelseitigem Klebeband bekleben (Achtung: Schutzfolie auf oberen Seite

des Klebebands belassen) und auf der Arbeitsflache neben dem Mikroskop positionieren.

Abbildung 113: Objekttrager unter flieBendem Abbildung 114: Objekttrager mit Aqua dest.
Wasser reinigen. spulen.

Abbildung 115: Gereinigte Objekttrager mit
Klebeband bekleben und neben dem
Mikroskop anordnen.

Glycerin inkl. Pipette neben dem Mikroskop bereitstellen, ebenso eine Prazisionspinzette

und eine grobere Pinzette (vorher mit Wasser und Aqua dest. abspulen).
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Vii.

Die 2 Petrischalen mit Wasser und Aqua dest. spiilen, neben das Sptilbecken stellen. 2 Ob-
jekttrager spilen und auf die Kante einer Petrischale legen. 2 Deckgléser und 2 Hdmatozy-
tengldser spilen und in dieselbe Petrischale legen. Mit den beiden Petrischalen zum Mik-

roskop gehen.

Abbildung 116: gereinigte Petrischalen am  Abbildung 117: Petrischalen mit dem gereinigten

Spllbeckenrand mit 2 Objekttragern, 2 Material wie auf Abb. 116 und 118 neben dem
Deckglasern und 2 Hamatozyten-glasern  Mikroskop.
(siehe Abb. 118).

Abbildung 118: Praktische Anordnung zur Einbettung.

Einen groRziigigen Tropfen Glycerin in der Mitte eines Objekttréges verteilen. Filterhalter

des 100um-Filters aufschrauben.
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Abbildung 119: Filterhalter aufge-
schrabt, Glycerintropfen auf unterem
Objekttrager.

viii.  Den 100um-Filter mit der Prazisionspinzette entnehmen und vorsichtig auf den Glycerin-
tropfen legen. Dabei beachten, dass die im Filterhalten obenliegende Filterseite auch auf

dem Objekttrager oben liegen muss.

Abbildung 120: Filter entnehmen. Abbildung 121: Filter auf den Glycerintropfen
betten.

ix.  Nunvorsichtig(!) zwei Tropfen Glycerin auf den Filter geben. Einen mittelgroRen Tropfen

in die Mitte des Filters und einen kleineren an den Rand.

Abbildung 122: Abbildung 40: MittelgroRer  Abbildung 123: Kleinerer Glycerintropfen an den
Glycerintropfen auf die Mitte des Filters. Filterrand.
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Ein Hdmatozytenglas nehmen und von der Seite, an welcher der Glycerintropfen ist, lang-
sam andriicken und absinken lassen. Dabei leichten Druck auf das Glas geben, sodass sich

das Glycerin verteilt, ohne dass Luft dazwischen verbleibt.

Abbildung 124: Filter mit Hdmatozytenglas
abdecken.

Nun den Dichtungsgummi mit der Prazisionspinzette aus dem Filterhalter auf den zweiten
Objekttrager legen. Hier ebenfalls beachten, dass die obenliegende Seite auch auf dem Ob-

jekttrdger nach oben zeigen muss.

Abbildung 125: Dichtungsgummi entnehmen. Abbildung 126: Dichtungsgummi auf den zweiten
Objekttrager legen.

Mit dem zweiten Hématozytenglas abdecken.

Abbildung 127: Dichtungsgummi mit Hama-
tozytenglas abdecken.
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xii.  Den unteren Teil des Filterhalters inkl. Lochplatte weglegen.

Die Folie eines mit Klebeband préparierten Objekttragers abziehen.

Abbildung 128: Klebebandfolie eines Objekttragers
abziehen.

xiii.  Den oberen Teil des Filterhalters inkl. Lochplatte mit der Lochplatte nach unten auf das

Klebeband auflegen.

Abbildung 129: Oberer Teil des Filterhalters inkl.
Lochplatte auf dem mit Klebeband prépariertem
Objekttrager.

Mit der stumpfen Pinzette die Lochplatte durch die Offnung leicht auf das Klebeband drii-

cken.

Abbildung 130: Lochplatte mit der stumpfen Pinzette
andrticken.
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Von einem weiteren Objekttrager die Folie abziehen. Den Filterhalter abnehmen und auf
die leere Petrischale mit der kleinen Offnung nach unten legen. Mit der stumpfen Pinzette
die Lochplatte abnehmen und andersherum auf den zweiten praparierten Objekttrager le-

gen.

Abbildung 131: Lochplatte auf den zweiten Abbildung 132: Die Lochplatte auf dem zweiten

Objekttrager legen; der obere Teil des Objekttrager. Auf dem unteren Objekttrager sieht

Filterhalters liegt auf der rechten Petrischale. man auf dem Klebeband die Umrisse der davor
dort befindlichen Lochplatte.

Den ersten Objekttrager mit einem Deckglas abdecken. Die Lochplatte von dem zweiten
Objekttrager mit einem Deckglas abdecken. Die Lochplatte von dem zweiten Objekttrager

abnehmen und beiseitelegen. Diesen Objekttrager ebenso mit einem Deckglas abdecken.

Abbildung 133: Deckglas auf dem ersten Abbildung 134: Deckglas auf dem zweiten
Objekttréager. Objekttrager.

- Mikroskopie

Grundeinstellung: Auflicht mit schwarzem Untergrund.

Den oberen Filterhalter als erstes mikroskopieren: Ringlicht mit einem 20x Obijektiv.
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Abbildung 135 und 136: Mikroskopieren des Filterhalters.

Als zweites den Filter statt des Filterhalters auf die Petrischale legen und mikroskopieren:
polarisiertes Licht und koaxiale Lichteinstellung.

Am linken Rand mit einem 50x Objektiv beginnen und im Uhrzeigersinn den Randbereich
mikroskopieren.

Bei einem vermuteten Faserfund kann ein Objektiv mit einer groReren VergrofRerung ge-
wahlt werden, um auszuschlieRen, dass die Faser sich auf der Oberflache des Hdmatozy-
tenglas befindet und nicht zwischen Glas und Objekttrager. Es empfiehlt sich auch der
Wechsel zum Ringlicht, um die Faserfarbe besser beurteilen zu kénnen. Gefundene Fasern
konnen im Navigationsbereich mittels Koordinaten erfasst werden. So kann die Position
der bereits erfassten Fasern dokumentiert werden. Dies ist vor allem bei einer hohen Anzahl
an Fasern hilfreich.

Nach dem Rand wird systematisch das Filterzentrum mikroskopiert.

[\

Abbildung 137 und 138: Mikroskopie des Filters.

Als drittes den Dichtungsgummi mit einem 100x Objektiv und koaxialer Lichteinstellung

sowie polarisiertem Licht mikroskopieren.
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Abbildung 139: Mikroskopie des Dichtungs-
gummis.

iv. Als viertes den ersten Objekttrager mit Klebeband mit einem 30x Objektiv und Teilbe-
leuchtung mikroskopieren. Auch hier empfiehlt es sich am Rand des Deckglases anzufan-
gen und systematisch den Rand zu mikroskopieren. AnschlieBend kann das Zentrum be-
trachtet werden.

Nun genauso auch mit dem zweiten Objekttrager mit Klebeband verfahren.

V. Nun die Schritte von I.vi bis Il.iv mit den verbleibenden Filtern/Filterhaltern wiederholen.

Zur Erfassung der Faseranzahl empfiehlt sich folgende Tabelle:

Tabelle 18: Erfassung Faseranzahl

Porengroéfe Filterhalter in um 100 41 11 )
Faseranzahl Halter
Filter

Gummi
KB |
KB Il

Gesamt

Die Tabelle kann je nach spezifischer Fragestellung beliebig erweitert werden, zum Beispiel um

die Aufteilung in Faserfarben.

d. Arbeitsanleitung Materialreinigung
i. Der Obijekttisch und die Arbeitsflache werden gewischt, die Objekttrager mit den Klebe-
béndern werden entsorgt, ebenso die Filter. Flr die Reinigung der Arbeitsflachen kommen
Spulmittel und Flachendesinfektionsmittel zum Einsatz.
ii.  Die Hamatozytengléaser und die Objekttrager werden in eine Petrischale gelegt. Die unteren
Teile des Filterhalters und dessen Lochplatten werden in ein Becherglas gegeben
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Abbildung 140: Becherglas mit Filterhaltern und  Abbildung 141: Losen der Lochplatten aus
Lochplatten, Petrischale zur Ethanolreinigung den Filterhaltern.

mit den oberen Filterhaltern und Lochplatten,
Petrischale mit Objekttragern und
Hamatozytengléasern.

Falls sich noch Lochplatten in den Haltern befinden, sollten diese fiir die nachfolgenden
Reinigungsschritte rausgelst werden.

Die oberen Filterhalter und die Lochplatten, die dem Klebeband auflagen, werden in einer
Petrischale unter Einsatz der Reinigungsstabchen griindlich mit Ethanol gereinigt und an-

schlieRend in das Becherglas mit den restlichen Filterhalterkomponenten gegeben.

Abbildung 142 und 143: Reinigung der Filterhalter und Lochplatten mit Ethanol und den Rei-
nigungsstabchen.

Die Filterkomponenten werden nun mit einer verdiinnten Ameisensaurelésung (1/3 Amei-
sensaure und 2/3 Aqua dest.) fiir 15 min unter gelegentlichem Umrihren im Ultraschallbad

behandelt. Im Anschluss alle Materialien unter Einsatz von Spilmittel mehrfach spulen.
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Vi.

Abbildung 144: Filterhalterkomponenten mit  Abbildung 145: Filterhalterkomponenten in AS-
AS Ubergielen. und Aqua dest.-Gemisch unter gelegentlichem
Umrihren im Ultraschallbad reinigen.

Abbildung 146 und 147: Filterhalter mit Seife spilen.

AnschlieBend die Materialien mit Desinfektionsmittel behandeln und mit Leitungswasser
und dest. Wasser spiilen (Becherglaser zwischenzeitlich immer mit Petrischalen abdecken).
Die Filterhalterteile dabei nacheinander unter flieBendem Wasser reinigen und ineinander
bauen. Der korrekte Aufbau ist folgender: unterer Filterhalter, Lochplatte mit der glatten
Seite nach oben zeigend, Dichtungsgummi, Lochplatte mit der glatten Seite nach unten
zeigend, oberer Filterhalter. Die wieder zusammengesetzten Filterhalter in ein zuvor gerei-

nigtes Becherglas legen.
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Abbildung 148: Bereits gewaschener unterer Abbildung 149: Lochplatte in den unteren Fi-
Filterhalterteil in der linken Hand, zu Iterhalterteil stecken.
waschende Lochplatte in der rechten.

Abbildung 150: Oberer Filterhalterteil in der Abbildung ~ 151:  Gewaschener  oberer
rechten Hand. Filterhalterteil in der linken Hand, zu
waschende Lochplatte in der rechten.

Abbildung 152: Lochplatte in den oberen Teil Abbildung 153: Zu waschender Dichtungs-
des Filterhalters einsetzen. gummi in der rechten Hand waschen.

Abbildung 154: Dichtungsgummi auf Loch- Abbildung 155: Beide Filterhalterteile inei-
platte platzieren. nander schrauben.
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Vil.

viil.

Filterhalter unter Verwendung einer Luer-Lock-Spritze 20 Mal mit Aqua dest. vor- und
zurtick spulen. Wasser verwerfen und erneut Aqua dest. mit der Spritze uber den Filterhal-
ter driicken. Dieses ,,Vorwirtsspiilen” 5 Mal wiederholen und Filterhalter anschlieBend in
ein zuvor gereinigtes Becherglas legen. Diesen Schritt so oft wiederholen bis alle Filterhal-

ter gesplilt sind.

Abbildung 156 und 157: Vor- und Rickwartsspilen.

Abbildung 158: Aufziehen. Abbildung 159: ,, Vorwdrtsspiilen “.

Nun die Filterhalter aufschrauben, die Loch-
platten wieder aus den Halterungen l6sen und
alle Filterhalterkomponenten in Auga dest.
unter gelegentlichem Rihren 5 min im Ultra-
schallbad behandeln. Im Anschluss Wasser
abgieRen und die Filterkomponenten noch 3

Mal mit Aqua dest. spulen.

Abbildung 160: Filterhalter in Aqua dest. im
Ultraschallbad.
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Xi.

Schritt v bis vi wiederholen. Wichtig: Diesmal beim Zusammensetzen des Filterhalters da-

rauf achten, dass die Lochplatten mit der glatten Seite nach innen - zueinander - zeigen!

Abbildung 161: ,, Gerillte” Seite Abbildung 162: Glatte Seite

Sollte beim ,,Vorwértsspiilen* auffallen, dass der Filterhalter nicht dicht ist und Wasser an
den Halterseiten entweichen kann, muss der Halter erneut aufgedreht werden und auf einer
gereinigten Petrischale die Lochplatten aus den Halterungen geldst und erneut zusammen-
gesetzt werden. Dies muss so oft wiederholt werden, bis kein Wasser mehr an den Seiten
auslaufen kann.

Vor dem Einsetzen der Filter die Filterverpackungen abwischen sowie die Prézisionspin-
zette mit Wasser und Aqua dest. spilen. Die zuvor gereinigten Filterhalter auf eine Pet-
rischale geben.

Einen Filterhalter aufdrehen, einen 100um-Filter mittels Prazisionspinzette auf eine Halfte
des Filterhalters legen und den Filterhalter wieder verschliel3en.

Diesen Schritt mit allen Filtergroen (41pum, 11um, 5um) wiederholen und die mit Filtern
bestlickten Filterhalter ineinanderstecken (Reihenfolge: 100pum — 41um — 11um — 5um).

Abbildung 163: Filterhalter mit Filter von oben
(links) nach unten (rechts): 100um, 41um,
11pm, 5um.
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Xii.

Xiil.

> SL)
e

Abbildung 165: Filter auf der Lochplatte
platzieren.

Abbildung 166: Filter auf der Lochplatte Abbildung 167: Filterhalter mit Filter zu-
platzieren. schrauben.

Die ineinander gesteckten Filterhalter in ein gesplltes Becherglas geben und mit Pet-

rischale sowie Alufolie abdecken.

Abbildung 168: Filterhalter in gesptltem
Becherglas und mit Alufolie abgedeckt.

Hamatozytenglaser und Objekttrager mit Wasser, Spllmittel und Aqua dest. reinigen. Hier
bietet es sich an, die Materialien direkt nach der Reinigung in einer verschlieRbaren Box

zu lagern.
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Abbildung 169: Alle gespulten Materialien im Abzug.
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