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Vorwort

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden unter dem Titel ,Investigation of the cleaning
performance of commercial orthodontic cleaning tablets regarding biofilm removal on PMMA
test specimens: An ex vivo study” von Alice Arndt-Fink und Paul-Georg Jost-Brinkmann am
02.06.2023 im Journal of Orofacial Orthopedics in englischer Sprache publiziert.

Im nachfolgenden Text wurde die Anwendung einer geschlechtergerechten Formulierung be-
achtet.
Die sprachliche Gleichstellung erfolgte durch die Verwendung des Gendersternchens.

Die Kennzeichnung von Waren als eingetragene Marke erfolgte durch die Angabe der ent-
sprechenden Warenzeichen ® und ™.
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Zusammenfassung

Herausnehmbare kieferorthopadische Apparaturen werden sowohl wéhrend der aktiven Be-
handlung als auch zur Retention angewendet. Nach Insertion in die Mundhohle werden die
kunstlich eingebrachten Oberflachen von Biofilm, der Pathogene wie Bakterien, Viren, Pilze
und Protozoen beherbergt, besiedelt. Um Erkrankungen der lokalen Hart- und Weichgewebe
sowie systemische Erkrankungen zu verhindern, muss der Biofilm entfernt werden. Eine
Moglichkeit ist die Reinigung mit Hilfe von chemischen Reinigern in Form von selbsttatigen
Reinigungstabletten.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Reinigungsleistung dreier Zahnspangenreiniger und
des Kontrollmediums Leitungswasser geprift und verglichen. Die Untersuchungen fanden
dabei an einem sieben Tage in vivo gereiften Biofilm statt. Dies zielte auf neue Erkenntnisse
zur Wirksamkeit selbsttatiger chemischer Reiniger ab und sollte die Liicke zu vorhandenen
Studien schlie3en, die die Effektivitat dieser Reiniger bislang ausschlie3lich an wenige Tage

alten weichen Belagen untersuchten.

Die Ermittlung der Reinigungsleistung erfolgte mit Hilfe der modifizierten OPA-Methode, einer
guantitativen Proteinmessmethode. Hierzu wurden 80 Prifkorper, bestehend aus jeweils zwei
PMMA-Prufkorperhélften, in vivo sieben Tage lang von Biofilm besiedelt. Eine Prufkorper-
halfte wurde zur Bestimmung des Proteingehalts ohne Reinigungsprozess herangezogen,
wahrend die andere Prufkorperhélfte randomisiert mit Hilfe eines Zahnspangenreinigers
(Retainer Brite®, Kukis® Xpress und Dontodent) oder Leitungswasser gereinigt wurde. Als
Indikator fiir die Reinigungsleistung diente die nach Reinigung nachweisbare Proteinmenge

im Vergleich zur Proteinmenge in der ungereinigten Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen dar, dass chemische Reiniger in Form von selbsttatigen
Reinigungstabletten nur einen begrenzten Anteil eines sieben Tage alten Biofilms entfernen.
Retainer Brite®, der in dieser Untersuchung effektivste Zahnspangenreiniger, fiihrte zu einer
Proteinreduktion um MW 54,5 + 7,1 % und lief3 somit knapp die Halfte des Biofilms mitsamt
den potenziell pathogenen Mikroorganismen zurtick. An seit langerem verschmutzten kiefer-
orthopadischen Apparaturen fihren die untersuchten Reiniger zu keiner vollstandigen
Sauberkeit der Geréte und sollten folglich nicht als alleinige MalRnahme angewendet werden.
Daruber hinaus wurde festgestellt, dass sich chemische Zahnspangenreiniger in ihrer Rei-

nigungsleistung signifikant voneinander unterscheiden kénnen.
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Abstract

Removable orthodontic appliances are used both during active treatment and for retention.
After insertion into the oral cavity, the artificially inserted surfaces are colonised by biofilm
harbouring pathogens such as bacteria, viruses, fungi, and protozoa. In order to prevent
diseases of the local hard and soft tissues as well as systemic diseases, this biofilm must be
removed. One possibility is cleaning with the help of chemical cleaners in the form of self-
acting cleaning tablets. In this thesis, the cleaning performance of three orthodontic cleaners
and the control medium tap water were investigated and compared. The investigations were
carried out on biofilm that had matured in vivo for seven days. This aims to provide new
insights into the effectiveness of self-acting chemical cleaners and to bridge the gap to existing
studies that have so far only investigated the effectiveness of these cleaners on soft plagues

that have accumulated within a few days.

The cleaning performance was determined by using the modified OPA method, a quantitative
protein measurement method. For this purpose, 80 test specimens, each consisting of two
PMMA test specimen halves, were colonised by biofilm in vivo for seven days. One half of the
test specimen was used to determine the protein amount without any cleaning process, while
the other half of the test specimen was cleaned with the help of an orthodontic cleaning tablet
(Retainer Brite®, Kukis® Xpress or Dontodent) or tap water. The amount of protein detectable
after cleaning compared to the amount of protein in the uncleaned control group served as an

indicator of the cleaning efficiency.

The results obtained demonstrate that chemical cleaners in the form of self-acting cleaning
tablets remove only a partial amount of a seven-day-old biofilm. Retainer Brite®, the most
effective orthodontic cleaner in this study, led to a protein reduction of MW 54.5 £ 7.1 %,
leaving behind almost half of the biofilm and its potentially pathogenic microorganisms. On
removable orthodontic appliances that have been contaminated for a long time, the cleaners
investigated do not lead to complete cleanliness of the appliances and should therefore not
be used as the only measure. Furthermore, it was found that chemical orthodontic cleaners

can differ significantly from each other in terms of cleaning performance.
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1 Einleitung

1.1 Dentaler Biofilm

Im 17. Jahrhundert beschrieb der Niederlander Antoni van Leeuwenhoek als erster Bakterien,
die er mit einem selbstgebauten Mikroskop entdeckte. Als eines der ersten Untersuchungs-
materialen diente van Leeuwenhoek hierbei menschlicher Speichel sowie sein eigener Zahn-
belag. Bereits mit seinem einfachen Mikroskop charakterisierte er anhand ihrer &uf3eren
Gestalt und ihres Bewegungsvermogens unterschiedliche Bakterienspezies [1]. Mit der Ent-
wicklung von leistungsfahigeren Mikroskopen und Farbetechniken in den darauffolgenden
Jahren wurde die Erforschung von Bakterien und Mikroorganismen zunehmend vereinfacht.
Heute kdnnen in der Mundhohle etwa 600 verschiedene Spezies nachgewiesen werden [2].
Laut Keijser et al. [3] besteht die bakterielle Zusammensetzung der oralen Mikroflora gesun-
der Erwachsener schatzungsweise aus uber 19.000 Stammtypen. Die Bakterienkonzentration
im Speichel betragt 10° KbE/ml, auf den Zahnoberflachen liegen die Bakterienkonzentrationen
bei 10! KbE/ml [4]. Des Weiteren befinden sich neben Bakterien auch Viren, Pilze und Proto-
zoen in der Mundhohle.

Die Mikroorganismen der oralen Mikroflora kénnen frei, sogenannt planktonisch, existieren.
Die Uberwiegende Mehrheit organisiert sich jedoch zu dreidimensionalen Strukturen, dem
dentalen Biofilm. Hierbei handelt es sich um eine Ansammlung von interagierenden Mikro-
organismen, eingebettet in einer Matrix aus extrazellularen polymeren Substanzen (EPS),
hauptséchlich in Form von Polysacchariden. Die extrazellularen polymeren Verbindungen
werden von den Mikroorganismen ausgeschieden und dienen der Aufrechterhaltung und Bil-
dung komplexer Gemeinschaften. Die Organisation der Mikroorganismen zu Biofilmen hat fir
diese zahlreiche Vorteile. Unter anderem werden sie vor antimikrobiellen Substanzen und der
Phagozytose durch wirtseigene Abwehrzellen geschiitzt. Extrapolymere Substanzen stellen
eine Diffusionsbarriere fur antimikrobielle Substanzen dar, indem sie deren Transport-
geschwindigkeit in das Innere des Biofilmes verlangsamen oder durch Interaktion mit den
extrapolymeren Substanzen beeintrachtigen [5,6]. Des Weiteren ermdglicht die Heterogenitat
der bakteriellen Zusammensetzung den Austausch von Stoffwechselprodukten, Signalmole-
kilen, genetischem Material und Abwehrstoffen [7].

Horizontale Gentransfers, insbesondere solche, die mit Antibiotikaresistenzen zusammen-
hangen, finden zwischen Zellen in einem Biofilm wesentlich haufiger statt als zwischen ihren
planktonischen Gegenstiicken [8]. Diese Eigenschaften fihren zu einer hdheren Widerstands-
fahigkeit gegentber physikalischen und chemischen Belastungen [9]. Zusatzlich férdern sie

die mikrobielle Adhasion an Oberflachen, und das polymere 3-D-Matrixgertst, in das die
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Mikroorganismen eingebettet sind, verleiht ihnen mechanische Stabilitat [10].

In der Mundhdhle besiedeln Biofilme sowohl kérpereigene Strukturen wie Zahne, Zunge oder
Schleimhéute, als auch Fremdmaterialien wie herausnehmbaren Zahnersatz und heraus-
nehmbare kieferorthopadische Apparaturen, die aus therapeutischen Zwecken in die Mund-
hohle eingebracht werden.

Die Biofilmbildung auf Oberflachen beginnt mit der Besiedlung eines diinnen, organischen,
azellularen Konditionierungsfilms, dem sogenannten “erworbenen Pellikel”, bestehend aus
Albumin, Lysozym, Glykoproteinen, Phosphoproteinen, Lipiden und Sulkusfluid [11]. Innerhalb
von Minuten nach Insertion kommt es zu einer anfanglich reversiblen Adhasion von Mikro-
organismen auf der von Pellikel bedeckten Oberflache. Zu den Priméarbesiedlern zéahlen vor
allem Streptokokken, unter anderem Streptococcus mitis, Streptococcus oralis und Strepto-
coccus sanguis, sowie Veillonella, Prevotella und Campylobacter [12,13].

Durch stetes Wachstum des Biofilmes andern sich die Sauerstoffbedingungen im Inneren.
Wahrend die Priméarbesiedlung vorwiegend durch aerobe Bakterien stattfindet, kommt es
wahrend der Reifung des dentalen Biofilms zu einer Vermehrung von anaeroben Bakterien,
die den sauerstoffarmen Bedingungen angepasst sind. Eine wichtige Rolle spielt hierbei Fuso-
bacterium nucleatum das als Brickenkeim zwischen Frih- und Spatbesiedlern fungiert und
sowohl mit aeroben als auch anaeroben Bakterien koaggregiert [14].

Neben der Vermehrung von anaeroben Bakterien kommt es zu einer Gesamtzunahme aller
Bakterien [15]. Wahrend sich mikroskopisch zu Beginn zelluléare Inseln, die durch ausgedehn-
te Hohlraume voneinander getrennt sind, erkennen lassen, fihrt das Zusammenwachsen zu
einem Verlust dieser Hohlrdume [16]. Reife Biofilme besitzen Gebiete mit einer hohen Dichte
an Bakterien zwischen Arealen mit flliissigkeitsgefilliten Kanélen [17]. Die Reifung unterliegt
hierbei zahlreichen Einfliissen wie dem Nahrstoffangebot, der Temperatur und dem pH-Wert
[18]. Aus reifen Biofilmen kénnen sich Mikrokolonien I6sen und tber den Speichel weiter-
transportiert werden [19]. Durch die Einlagerung von Kalziumphosphat in den dentalen Biofilm
kann dieser kalzifizieren. Es entsteht mineralisierter Zahnstein, der durch Mundhygiene-
mafnahmen nicht mehr selbststandig entfernt werden kann, sondern mechanisch entfernt

werden muss [20].

1.2 Orale Mikroorganismen als Ursache fur Erkrankungen

Bakterien riickten in den Fokus der Zahnmedizin mit Millers chemoparasitarer Theorie, die er
Ende des 19. Jahrhunderts veroffentlichte. Diese besagt, dass Karies durch Sauren, die von

Bakterien der Mundhdhle sezerniert werden, verursacht wird [21].
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Die spezifische Plaguehypothese, dass ein Pathogen beziehungsweise Pathogene der
Gruppe der Streptokokken Karies auslosen, war lange Zeit vorherrschend. Besonderes
Augenmerk lag hierbei auf Streptococcus mutans, das 1924 erstmals durch J. K. Clarke iso-
liert wurde [22]. Heute werden sowohl fur Karies als auch Parodontitis multifaktorielle Ur-
sachenkomplexe als kausal angesehen. Des Weiteren ist bekannt, dass Bakterien der Mund-
hohle durch den Blutkreislauf in den systemischen Kreislauf gelangen kénnen und Erkran-
kungen hervorrufen sowie auf bestehende Erkrankungen Auswirkungen haben kénnen [23-
28].

1.2.1 Lokale Erkrankungen

Biofilme beherbergen Pathogene wie Bakterien, Viren oder Pilze, die Erkrankungen in der
Mundhohle auslosen kénnen. Diese kénnen sowohl die Weichgewebe sowie mit der dentalen
Karies auch das Hartgewebe betreffen und gehéren zu den haufigsten Erkrankungen der heu-
tigen Zivilgesellschaft. Mit 2,4 Milliarden Betroffenen oder einem Anteil von 35 % der Welt-
bevolkerung war die dentale Karies im Jahr 2010 die weltweit am starksten verbreitete Krank-
heit [29]. Als Ausldser flr Karies galt lange Zeit, von der Antike bis ins Mittelalter, ein Zahn-
wurm, der in den Zahnen der Betroffenen lebt und neben Karies auch Zahnschmerzen ver-
ursacht [30]. Historisch gesehen erfolgte der frilhste Versuch die Entstehung von Karies
wissenschaftlich zu begriinden durch den beriihmten Pariser Zahnarzt Pierre Fauchard, der
in seinem 1728 zweibandig veroffentlichten Buch ,Le Chirurgien dentiste, ou Traité des dents”
die bis dahin verbreitete Zahnwurm-Theorie ablehnte [31].

Die Grundlagen fiir das heute allgemein anerkannte Verstandnis zur Entstehung von Karies
schuf 1892 Willoughby D. Miller [21]. Demnach handelt es sich um einen chemoparasitéaren
Vorgang, bei dem Mikroorganismen aus niedermolekularen Kohlenhydraten organische S&au-
ren bilden, die zur Demineralisation von Zahnhartsubstanz fiihren. Seit den 1960ern wird
Karies im Rahmen der 6kologischen Plaquehypothese als multifaktorielles dynamisches Ge-
schehen angesehen, bei dem Mikroorganismen, Wirt, Substrat und Zeit eine entscheidende
Rolle spielen [32,33]. Fur kariogene Mikroorganismen entsteht bei erhdhter Zufuhr fermentier-
barer Kohlenhydrate ein Wettbewerbsvorteil, da sie durch die Verstoffwechselung ein saures
Milieu schaffen und nicht kariogene Bakterien verdréangen [34]. Eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung von Karies spielt dabei das Bakterium Streptococcus mutans, dessen kariogenes
Potenzial auf seiner Azidogenitat und Aziduritat beruht [35]. Weitere Bakterienarten, die sich
in einer kariesaktiven Mikroflora im UbermaR finden lassen, sind Lactobacillus sp. sowie

Actinomyces sp. [36]. Kommt es zu einer gesteigerten Aufnahme und Frequenz von fermen-
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tierbaren vor allem niedermolekularen Kohlehydraten, fiihrt dies zu einer Persistenz niedriger
pH-Bereiche, der Proliferation dieser Bakterien und folglich wird das Gleichgewicht aus De-
und Remineralisation gestort. Ein Absenken des pH-Werts auf unter 6,2-6,4 induziert die
Demineralisation von Dentin, bei Schmelz liegt der kritische pH-Wert bei 5,5 [37].

Dass vor allem ein hochfrequenter Konsum von Zucker diesen Prozess und die Entstehung
von Karies begtinstigt, konnte in der Vipeholm-Studie, die von 1945-1953 in Schweden durch-
gefuhrt wurde, gezeigt werden. Auch wenn die Studie wichtige Erkenntnisse lieferte, wird sie
heute kritisch bewertet, da sie gegen Grundsatze der medizinischen Ethik verstoft.

Der Kariesprozess wird daneben von weiteren Nebenfaktoren wie dem Speichelfluss und der
Speichelzusammensetzung, der Fluoridexposition sowie von genetischen Faktoren beein-
flusst [38,39]. Modifizierend kann auf diesen Prozess mit Verhaltensfaktoren eingewirkt wer-
den wie der Verbesserung der Mundhygiene, Fluoridierung oder der Anpassung der Er-
nahrungsgewohnheiten. Diese MalRnahmen werden als non-invasiv bezeichnet. Invasive The-
rapien in Form einer Kariesexkavation und anschlieRender Restauration werden bei fortge-

schritteneren, kavitierten Lasionen notwendig.

Erkrankungen der oralen Weichgewebe kénnen Manifestationen systemischer Erkrankungen
sowie hormoneller Veranderungen sein oder durch Medikamente hervorgerufen werden. Ent-
ziindungen der Mundschleimhaut werden als Stomatitis bezeichnet. Sie kénnen sowohl durch
Mikroorganismen als auch durch chemische und physikalische Noxen hervorgerufen werden.
Zumeist sind Erkrankungen der oralen Weichgewebe jedoch plagueinduziert, weshalb nach-
folgend auf diese eingegangen wird [40].

Klinische Symptome einer Gingivitis sind Rétung, Schwellung, Exsudation von Sulkusfllissig-
keit, eine erhohte Blutungsneigung bzw. Blutung nach Sulkussondierung sowie die Ausbil-
dung von Pseudotaschen (erhdhte Sondierungstiefen ohne Attachmentverlust) und Ulzera-
tionen [41,42]. Voraussetzung fur das Entstehen einer Gingivitis ist das Vorhandensein von
Mikroorganismen. Werden Mundhygienemal3nahmen ausgesetzt, kommt es zu Verander-
ungen der bakteriellen Zusammensetzung der Plaque. Wahrend in einer gesunden Mundflora
grampositive Mikroorganismen Uberwiegen, beguinstigt das sauerstoffarme Milieu des Sub-
gingivalraums anaerobe Mikroorganismen. Innerhalb von zwei bis drei Tagen kommt es zu
einer Zunahme von gramnegativen Kokken und gerader Stabchen, zwischen dem 4.-9. Tag
liegt ein grof3er Anteil fusiformer bzw. filamentdser Mikroorgansimen, beweglicher Stabchen
und Spirochéten vor. Diese Entwicklung ist reversibel, werden adaquate Mundhygienemal3-
nahmen wieder aufgenommen kehrt innerhalb weniger Tage die Mikroflora aus grampositiven
Kokken zuriick und die klinischen Symptome klingen ab [43].

Wenn die Plaquebildung allerdings weiter ungestort voranschreitet, kommt es innerhalb we-

niger Wochen zu einer etablierten Gingivitis und es kann sich eine Zahnfleischtasche ausbil-
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den, die mit keratinisiertem Taschenepithel ausgekleidet ist [44]. Bei einer etablierten Gingi-
vitis kann es durch die Entfernung der Plaque zu einer Restitutio ad integrum kommen.

Geschieht dies allerdings nicht, kann sich, wie Lindhe et al. [45] in einem Tierversuch zeigen
konnten, eine Parodontitis ausbilden. Die genauen Faktoren, die den Ubergang von einer

Gingivitis in eine Parodontitis bewirken, sind zumeist noch unbekannt.

Die Parodontitis ist eine bakteriell induzierte entziindliche Erkrankung, die zu einem irrever-
siblen Abbau des lokalen Gewebes und zur Ausbildung einer parodontalen Tasche flihrt [46].
Der Knochen-, Kollagen- und Attachmentverlust kann Rezessionen mit freiliegenden, em-
pfindlichen Zahnhélsen sowie eine erhthte Zahnbeweglichkeit und einen vorzeitigen Zahn-
verlust zur Folge haben. Primérer atiologischer Faktor sind pathogene Mikroorganismen, die
Entziindungsreaktionen hervorrufen kdnnen. Charakteristisch ist die Verschiebung der mikro-
biellen Spezies im gingivalen Sulkus von fakultativen grampositiven Mikroorganismen zu
vorwiegend anaeroben, gramnegativen und proteolytischen Organismen [47]. Zu den bis-
herigen Beispielen fur Bakterien, die mit parodontaler Gesundheit in Verbindung gebracht
wurden, gehdren unter anderem verschiedene fakultative grampositive Bakterien wie Strepto-
coccus sanguis, Streptococcus mitis, Actinomyces israelis und Actinomyces viscosus [48]. Zu
den anaeroben gramnegativen Spezies, die mit Parodontalerkrankungen assoziiert sind,
gehdren unter anderem Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia und Treponema denti-
cola [49]. Parodontalkeime stimulieren die Synthese und Freisetzung von Entziindungsme-
diatoren wie PGE2, IL-1R3, IL-6, IL-8 und TNFa aus Zellen der angeborenen und erworbenen
Immunabwehr und des Parodonts [50,51]. IL-18 und TNFa stimulieren die Synthese von
Prostaglandin E2, erhthen die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen und
kénnen gemeinsam mit anderen entzindungsférdernden Zytokinen Knochenresorptionen
ausldsen, ein wesentliches Merkmal chronisch entzindlicher Erkrankungen wie der Paro-
dontitis [51,52]. IL-6 wird durch eine Reihe von Zytokinen, darunter IL-13 und TNFa, aktiviert.
IL-6 wird von Osteoblasten sezerniert und stimuliert die Osteoklastenentwicklung und
Knochenresorption [53]. Daneben ist fur die Knochenresorption das RANK/RANKL/OPG-
System von Bedeutung. Eine erhdhte Expression von RANKL, der die Osteoklastenreifung
fordert, wurde in entziindetem parodontalem Gewebe festgestellt [54].

Neben dem priméren &tiologischen Faktor existieren verhaltensbedingte und allgemeinme-
dizinische Risikofaktoren flr Parodontalerkrankungen. Hierzu zahlen unter anderem Tabak-
konsum, Diabetes mellitus, Osteoporose und genetische Faktoren wie Polymorphismen von

Genclustern in Zytokinen [55-58].

Eine Candidose ist eine entziindliche Erkrankung der Mundschleimhaut und wird durch Pilze
der Gattung Candida ausgel6st. Eine Candidose ist hdufig asymptomatisch, kann jedoch ver-

schiedene klinische Symptome wie Brennen, Schmerzempfindung, Geschmacksveranderun-
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gen und Schluckbeschwerden auslésen [59,60].

Die Pravalenz von Candida ist mit 60-100 % bei Tragern von herausnehmbarem Zahnersatz
gegeniber Nichttragern erhoht. Haufige Vertreter sind hierbei Candida albicans, Candida
glabrata und Candida tropicalis [60]. Des Weiteren scheint es eine Korrelation zwischen dem
Auftreten von Candida albicans und oralem Lichen planus (OLP) zu geben. Lundstrém et al.
[61] untersuchten Kulturen und histologische Préaparate von OLP-Patienten und stellten fest,
dass Candida albicans signifikant haufiger in den Praparaten und Kulturen der OLP-Patienten

zu finden war als in der gesunden Kontrollgruppe.

1.2.2 Systemische Erkrankungen

Pathogene der Mundhdhle kénnen neben der Mundhéhle Erkrankungen an anderen Lokali-
sationen ausldsen. In der Literatur sind Zusammenhange mit kardiovaskularen, pulmonalen,
gastrointestinalen und neurodegenerativen Erkrankungen sowie Stoffwechselstérungen be-
schrieben worden [62-67].

Bakteriamien sind haufig Folge von oralen therapeutischen Eingriffen wie Zahnbehandlungen
oder Zahnextraktionen, sie kdnnen jedoch auch Folge von taglichen Aktivitaten wie Zahne-
putzen sein [68].

Atherosklerose ist ein inflammatorischer Prozess und héufig Ursache von Folgeerkrankungen
wie der koronaren Herzkrankheit und von Folgeereignissen wie Myokardinfarkte und Schlag-
anfalle. Das C-reaktive Protein als klassisches Akute-Phase-Protein stellt einen geeigneten
Biomarker fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen und kardiovaskulare Ereignisse dar. C-reaktives
Protein (CRP) wird als Reaktion auf von Makrophagen stammende Signale, vor allem IL-6,
produziert. Parodontalkeime erhdhen die Anzahl an Entziindungsmediatoren, unter anderem
von IL-6. Diese sind nicht nur auf das lokale Gewebe begrenzt, sondern kénnen Uber den
Blutkreislauf systemisch verteilt werden. Parodontalerkrankungen werden sowohl mit einem
erhdhten CRP-Wert als auch mit einer Verringerung des CRP-Wertes nach der Behandlung
in Verbindung gebracht [69]. Meta-Analysen, die den Zusammenhang zwischen Parodontitis
und kardiovaskul&ren Ereignissen untersuchten, konnten eine moderate Korrelation feststel-
len [23,24].

Eine potenziell lebensbedrohliche Erkrankung ist die infektiose Endokarditis bei der Staphylo-
coccus aureus und Streptokokken der Viridans-Gruppe als Hauptverursacher gelten [25].
Streptokokken der Viridans-Gruppe kommen tberwiegend in der Mundhdhle und dem Nasen-
rachenraum vor. Sie kénnen sich allerdings tiber den Blutkreislauf ausbreiten und verteilen.

Ein bekannter Vertreter der Untergruppe der Streptokokken ist Streptococcus mutans.
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Es konnte nachgewiesen werden, dass Streptococcus mutans und seine Virulenzfaktoren

eine infektidse Endokarditis auslésen kénnen [26].

Bakterien aus der Mundhohle sowie dem Nasen-Rachen-Raum konnen in die unteren Atem-
wege verschleppt werden und eine Pneumonie auslésen. Ein Zusammenhang zwischen
Mundhygienemalinahmen und bakteriellen Lungenentziindungen konnte in mehreren Unter-
suchungen nachgewiesen werden. Eine schlechte Mundhygiene mit einer daraus resul-
tierenden héheren Belastung an Mikroorganismen erhdht das Risiko einer Pneumonie und
kann vor allem bei immunsupprimierten Patienten lebensbedrohliche Folgen haben [70-72].
Des Weiteren konnte eine Assoziation zwischen Parodontitis und einer chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung gezeigt werden [63]. Hierbei scheinen vor allem der Plague-Index sowie

der Verlust von Attachment eine wichtige Rolle zu spielen.

Neurodegenerative Krankheiten umfassen eine Vielzahl von Erkrankungen die den schritt-
weisen Untergang von Nervenzellen des zentralen Nervensystems kennzeichnen und somit
die Funktionen bestimmter Hirnareale und Nervenbahnen beeintréchtigen. Beispiele hierfir
sind Morbus Alzheimer, das Parkinson-Syndrom und Chorea Huntington.

Merkmale von Morbus Alzheimer sind Ablagerungen von -Amyloidpeptiden im Gehirn sowie
die Ablagerung von hyperphosphorylierten, zytotoxischen Tau-Proteine aus Zellkérpern an
Axone [73].

Studien konnten zeigen, dass das Risiko eines kognitiven Riickgangs von Patienten, die an
Morbus Alzheimer erkrankt sind, mit zunehmendem Zahnverlust steigt [74,75]. Bei Patienten
mit Gingiva- und Parodontalinfektionen wird haufig das gramnegative Bakterium Porphyro-
monas gingivalis nachgewiesen. Erhdhte Konzentrationen von Porphyromonas gingivalis-
DNA und seinen sezernierten Virulenzfaktoren, sogenannten Gingipains, finden sich in den
Gehirnen von Patienten mit Morbus Alzheimer wieder [67]. In einem Tierversuch korrelierte
die orale Besiedlung von Porphyromonas gingivalis mit einer erh6hten Produktion von Beta-
Amyloid [76]. Eine Inhibition der Gingipains durch synthetisierte niedermolekulare Inhibitoren
konnte sich positiv auf neuroinflammatorische Prozesse auswirken, indem die Produktion von
Beta-Amyloid gehemmt wird [67]. Inwieweit allerdings die Anwesenheit des Bakteriums Alz-

heimer ausldst, ist noch nicht abschlieRend beantwortet und Gegenstand aktueller Forschung.

Diabetes mellitus ist eine Erkrankung, die durch eine chronische Hyperglykédmie aufgrund
eines Defekts in der Insulinsekretion durch die B-Zellen der Bauchspeicheldrise, einer
Abnahme der Insulinempfindlichkeit oder einer Kombination aus beidem gekennzeichnet ist
[77]. Gelangt Insulin in die Blutbahn und bindet an den Insulinrezeptor, wird die Aufnahme von
Glukose in die Fett- und Muskelzellen stimuliert. Bleibt dieser Mechanismus durch einen De-

fekt der Sekretion oder einer Abnahme der Empfindlichkeit aus, fuhrt dies zu chronisch erhéh-
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ten Blutzuckerwerten [78].

Es ist bekannt, dass zwischen Parodontitis und Diabetes mellitus eine Korrelation besteht und
sie sich gegenseitig beeinflussen. Diabetes mellitus gilt als Risikofaktor fiir die Entstehung ei-
ner Parodontitis. Die Pravalenz und der Schweregrad von Parodontitis ist bei Diabetikern im
Vergleich zu Nicht-Diabetikern erhéht und ein erhéhter Schweregrad der Parodontitis wirkt
sich negativ auf den Blutzuckerspiegel aus [27,28].

Wie bereits unter Punkt 1.2.1 erwéhnt, fihren Parodontalkeime zu einer Steigerung von
Entzindungsmediatoren wie IL-18, IL-6, PGE2 oder TNFa. Bei Diabetikern fihrt ein chronisch
erhdhter Blutzuckerspiegel zu einer beschleunigten Bildung von glykierten Endprodukten
(AGEs). Die Interaktion von Makrophagen mit AGEs stimuliert die vermehrte Sekretion von
entziindungsfoérdernden Mediatoren wie TNF-a und IL-1 [79]. Untersuchungen konnten zei-
gen, dass Probanden mit Typ-1-Diabetes im Vergleich zu Probanden ohne Diabetes erhdhte
Werte von Entziindungsmediatoren wie IL-13 und PGEZ2 in der Gingivasulkusflissigkeit auf-
weisen [65,66]. Bei Typ-2-Diabetes spielt die Einstellung des Blutzuckerspiegels eine wichtige
Rolle. Probanden mit schlecht eingestellten Werten (HbA1>8%) weisen im Vergleich zu gut
eingestellten Diabetikern (HbA1.<8%) eine signifikant hthere Konzentration von IL-183 in der
Gingivasulkusflussigkeit auf [80]. Hyperglykamie fuhrt zu einer verstarkten Entziindungs-
reaktion und kann zum Abbau des parodontalen Gewebes beitragen.

Eine bestehende Parodontitis hat umgekehrt einen Einfluss auf Diabetes mellitus. Erkennt-
nisse weisen darauf hin, dass eine moderate bis schwere Parodontitis den HbA1.-Wert negativ
beeinflusst und das Risiko flr die Entstehung eines Diabetes mellitus erhéht [81]. Wie in Meta-
analysen nachgewiesen wurde, kann eine Parodontitistherapie zur Verbesserung der diabe-
tischen Stoffwechsellage fiihren und den HbA.-Wert drei Monate nach parodontaler Therapie
um bis zu 0,36 % senken [64].

1.2.3 Die orale Mundflora wahrend der Behandlung mit herausnehmbaren kiefer-

orthopadischen Apparaturen

Herausnehmbare kieferorthopédische Apparaturen finden sowohl wahrend der aktiven Be-
handlung als auch zur Retention Anwendung.

Der Erfolg einer kieferorthopédischen Therapie mit herausnehmbaren Apparaturen hangt von
der Mitarbeit des Patienten und der Einhaltung von Tragezeiten ab. In einer Befragung von
Witt et al. [82] unter 172 deutschen Kieferorthopaden lag die durchschnittlich pro Tag gefor-
derte Tragezeit bei 15,2 Stunden fur FKO-Gerate und bei 16,2 Stunden fir Platten. Die For-
derung das Gerét immer, auf3er beim Essen und Sport, zu tragen, wird von 14 % der Befragten

fur FKO-Gerate und von 32,6 % der Befragten fur Platten gestellt. Die fir den Behandlungser-
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folg als unverzichtbar geltende Mindesttragezeit betrégt 12,8 Stunden fir FKO-Gerate und
13,9 Stunden fur Platten.

Bereits innerhalb von Minuten nach Einsetzen einer Apparatur kommt es zu einer bakteriellen
Besiedlung der in die Mundhdohle eingebrachten Oberflachen. Wéahrend der Behandlung mit
herausnehmbaren kieferorthopadischen Apparaturen kommt es zu Verédnderungen in der
oralen Mundflora, die die qualitative und quantitative Zusammensetzung der Bakterien betrifft.
Vor allem das Wachstum azidogener und azidurischer Mikroorganismen wird begunstigt. So-
wohl Schlagenhauf et al. [83] als auch Batoni et al. [84] und Kundu et al. [85] konnten in ihren
Untersuchungen zeigen, dass es wahrend der Behandlung mit herausnehmbaren kiefer-
orthopadischen Apparaturen zu einer Zunahme von Streptococcus mutans im Speichel der
Patienten kommt. Auch ein signifikanter Anstieg von Lactobacillus sp. sechs Monate nach
Eingliedern einer herausnehmbaren Apparatur konnte beobachtet werden [85,86]. Des
Weiteren konnten mehrere Studien darlegen, dass die Eingliederung von herausnehmbaren
kieferorthopadischen Apparaturen zu einer Zunahme von Candida albicans innerhalb des
Untersuchungszeitraums fuhrt [85-89].

Arendorf und Addy [88] konnten zeigen, dass nach der Insertion einer herausnehmbaren
Apparatur die Pravalenz von Candida albicans in der Mundhdhle signifikant ansteigt. Nach
Beendigung der Therapie folgte ein signifikanter Riickgang der Préavalenz, die das Ausgangs-
niveau erreichte.

Wahrend der Therapie mit herausnehmbaren Apparaturen kommt es zum Absinken des pH-
Werts des Speichels [90]. Des Weiteren kommt es zu einem Anstieg der Plaquewerte und der
Gingivaindizes [88,89,91]. Auffallig ist, dass es vor allem in Bereichen, die von der Apparatur
bedeckt werden, zu einer hoheren Ansammlung von Plaque kommt. Ursache hierfur kénnte
sein, dass die von der Apparatur bedeckten Flachen der Selbstreinigung durch die Zunge ent-
zogen werden.

Die Ergebnisse dieser Studien belegen, dass die Insertion von herausnehmbaren kieferortho-
padischen Apparaturen die Kolonisierung dieser Mikroorganismen beglnstigen kann. Aller-
dings ist die Datenlage limitiert, da bislang nur wenige Studien existieren, die die Verander-
ungen der oralen Mundflora wahrend der Behandlung mit herausnehmbaren kieferortho-
padischen Geraten untersuchten. Auf Grund einer vergleichbaren mikrobiologischen Situation
sowie der Ahnlichkeit der Werkstoffe (PMMA) scheinen jedoch laut Eichenauer et al. [92]
Analogieschliisse mit herausnehmbarem Zahnersatz mdéglich. Ein Blick in vorhandene
Studien, die die Verdnderungen der oralen Mundflora nach Eingliederung von herausnehm-
barem Zahnersatz untersuchten, zeigt, dass lokale Veranderungen in der Mundhdohle zu Ver-
anderungen in der oralen Mikroflora fuhren. Wie bei der Eingliederung von herausnehmbaren
kieferorthopadischen Apparaturen wird durch die Eingliederung von herausnehmbarem Zahn-

ersatz die Kolonisierung und das Wachstum von azidogenen und azidurischen Mikroorganis-
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men wie Streptococcus mutans, Laktobazillen sowie Candida albicans gefordert [93-97].
Begunstigend hierfur konnte der geringere Fluss von Sauerstoff und Speichel zum darunter-
liegenden, von Kunststoff verdeckten Gewebe sein, das ein lokales saures und anaerobes
Milieu schafft [98]. Rocha et al. [93] stellten fest, dass die Anzahl von Streptococcus mutans
im Speichel bereits wenige Tage nach Eingliederung einer Teilprothese ansteigt. Innerhalb
von 48 Tagen nach Eingliederung ist der Anstieg von Streptococcus mutans gegentiber dem
Zeitpunkt der Eingliederung (TO0) signifikant erhoéht. Narhi et al. [94] konnten zeigen, dass die
Pravalenz von Streptococcus mutans bei Tragern von Voll- und Teilprothesen gegentber
Nichttragern erhoht ist. Des Weiteren ist das Tragen von herausnehmbarem Zahnersatz mit
einer erhdhten Pravalenz von Pilzen der Gattung Candida verbunden [60, 97,99-101]. Candi-
da ist ein Kommensale der Mundhdhle und bei 3 bis 48 % gesunder Nicht-Prothesentrager
feststellbar [102,103]. Bei Tragern von herausnehmbarem Zahnersatz steigt die Pravalenz
von Candida auf Werte zwischen 60-100 %, am haufigsten wird Candida albicans isoliert [60,
99,100].

Als Folge des Anstiegs dieser Mikroorganismen sowie der Plaquewerte und Gingivaindizes
kann geschlussfolgert werden, dass die Therapie mit herausnehmbaren kieferorthopédischen
Apparaturen das Risiko karioser Lasionen und parodontaler Probleme erhéhen kann. Daher
sollten Patienten in kurzen Zeitabstanden fir Mundhygienemafinahmen remotiviert werden,

die Apparaturen regelmafig gereinigt und ein optimales Produkt empfohlen werden.

1.3 Reinigung herausnehmbarer kieferorthopadischer Apparaturen

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, kdbnnen Pathogene der oralen Mundflora eine Reihe
von systemischen und lokalen Erkrankungen auslésen. Die Reinigung von mit Biofilm besie-
delten Apparaturen und herausnehmbarem Zahnersatz mit dem Ziel einer gré3tmoglichen
Keimreduktion hat folglich einen hohen Stellenwert. Fir die Reinigung von herausnehmbaren
kieferorthopadischen Apparaturen existieren bislang keine verbindlichen Leitlinien, was zu
einer Vielzahl von Mdglichkeiten der Reinigung fuhrt. Die Wahl eines Reinigers basiert haufig
auf den personlichen Vorlieben und Erfahrungen des Verbrauchers sowie den Empfehlungen,
die durch den Behandler oder das Praxispersonal ausgesprochen werden.

In einer Umfrage von Eichenauer et al. [92] aus dem Jahr 2015 wurden 447 deutsche Kiefer-
orthopaden befragt, welche Empfehlungen Patienten hinsichtlich der Reinigung von heraus-
nehmbaren kieferorthopédischen Apparaturen gegeben werden. Mehrfachantworten waren

hierbei moglich. Die mechanische Reinigung mit einer Zahnbiirste empfahlen 99,8 % der Be-
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fragten. Die Kombination aus Zahnbiirste und Zahnpasta wurde dabei am h&ufigsten genannt
(90 %), seltener wird die Kombination aus Zahnburste mit Leitungswasser (6 %) oder Ge-
schirrspulmittel (3,8 %) empfohlen. Die chemische Reinigung mit Hilfe von Reinigungstab-
letten oder -pulver wird von 37,1 % und das Einlegen in Essigséaure von 30,5 % der Befragten
angeraten.

In einer 2019 veroffentlichten Umfrage unter 279 teilnehmenden griechischen Kieferortho-
paden empfahlen alle die manuelle Reinigung mit Hilfe einer Zahnbuirste. Die Mehrheit em-
pfahl den zusatzlichen Einsatz von Reinigungsadditiven, am haufigsten den Einsatz in Form
von Prothesenreinigern (70,1 %), gefolgt von Essigsaure (36,9 %) [104].

Turkische Kieferorthopaden empfehlen fir herausnehmbare kieferorthopadische Apparaturen
Zu 94,7 % die mechanische Reinigung mit einer Zahnbirste. Die Empfehlung von zuséatzlichen
Reinigungsadditiven sprechen 76,9 % der Kieferorthopaden aus, mehrheitlich in Form von
chemischen Reinigungstabletten (72,1 %) [105].

Die Ergebnisse dieser Umfragen verdeutlichen, dass es sich bei der manuellen Reinigung mit
einer Zahnburste um die am haufigsten empfohlene Methode zur Reinigung von herausnehm-
baren kieferorthopadischen Apparaturen handelt. Die Reinigung mit chemischen Reinigern in

Form von Reinigungstabletten oder -pulvern wird am zweithaufigsten empfohlen.

1.3.1 Mechanische Reinigung

Die mechanische Reinigung ist die von Kieferorthopaden am haufigsten empfohlene Methode
zur Reinigung von herausnehmbaren Apparaturen [92,104,105]. Sie kann mit Hilfe einer
Zahnbdrste oder einer Prothesenbirste erfolgen und mit zuséatzlichen Produkten kombiniert
werden. Vorteile dieser Reinigungsmethode sind die einfache Durchfuhrbarkeit sowie die
gunstige und einfache Beschaffung. Bei richtiger Ausfiihrung kann die mechanische
Reinigung Biofilme effektiv entfernen und eine probate Methode zur Reinigung von heraus-
nehmbaren Apparaturen und Zahnersatz sein [106]. In einer Untersuchung von Tarbet et al.
[107] fuhrte die mechanische Reinigung an Oberkiefertotalprothesen bei korrekter Anwen-
dung zu einer effektiveren Entfernung der Plaque-Ablagerungen als Reinigungstabletten. Je-
doch stellen herausnehmbare Apparaturen und ihre eingearbeiteten Elemente zusétzliche
Anforderungen. Diedrich [108] stellte fest, dass vor allem in schwer zuganglichen Bereichen
wie um Drahtelemente und Schrauben die mechanische Reinigung ungentigend ist. In seiner
Untersuchung wurden lediglich die gut zu erreichenden Plattenkdrper ausreichend gereinigt.
Des Weiteren kann die haufig empfohlene Kombination von Birste und Zahnpasta zu einer

unerwinschten Abrasion, der Entstehung von Aufrauungen und dem Verlust der Oberflachen-
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politur von PMMA fuhren. Die Starke der abrasiven Wirkung ist hierbei unter anderem von
dem verwendeten Putzmaterial abhangig [109]. Die dabei entstandenen raueren, unebenen
Flachen kdnnen als zusatzliches Reservoir fir Plaque dienen, die hier leichter akkumulieren
kann [110]. Laut Freitas-Pontes et al. [111] sind spezielle Prothesenreiniger vorzuziehen, da

sie die Oberflache tendenziell weniger beschadigen.

1.3.2 Chemische Reinigung mit Reinigungstabletten oder -pulvern

Die chemische Reinigung mit Reinigungstabletten oder -pulvern werden von 37,1 % der
deutschen Kieferorthopaden empfohlen, am haufigsten werden hierbei Kukis Zahnspangen-
reiniger (31 %), gefolgt von Cetron Reinigungspulver (3,3 %), Corega Tabs (1,8 %) und Medi-
cal Ortho-Junior (1 %) genannt [92].

Die Reinigungsleistung von selbstauflosenden chemischen Reinigungstabletten oder che-
mischen Reinigungslésungen ist unabhéngig vom Geschick des Anwenders. Dies kann vor
allem in der Kieferorthopadie, wo vorwiegend Kinder und Jugendliche therapiert werden, von

Vorteil sein.

Anhand ihrer Wirkstoffe kdnnen chemische Reiniger in alkalische Peroxide, alkalische Hypo-
chlorite, Sduren und Enzyme eingeteilt werden. Alkalische Peroxide werden haufig in Form
von Tabletten angeboten. Sie produzieren eine sprudelnde alkalische Lésung, die bei Zugabe
von Wasser Wasserstoffperoxid und aktiven Sauerstoff erzeugt. Dieser Prozess fuhrt zu einer
Desinfektion und zur Oxidation von farbigen Ablagerungen. In Gegenwart von Séauren reagiert
Natriumhydrogenkarbonat unter Freisetzung von Kohlenstoffdioxid schaumend. Die auf-
steigenden Gasblasen erzeugen eine mechanische Reinigungskomponente. Substanzen wie
Tenside dienen als zuséatzliche Reinigungskomponente. Die Zugabe von Kaliummonoper-
sulfat wirkt bakterizid, fungizid und viruzid [112,113]. Weitere Inhaltsstoffe sind neben Fiill-
stoffen Farb- und Aromastoffe, die dem Anwender ein Gefiihl von Frische vermitteln sollen.
Eine Ubersicht zur Zusammensetzung chemischer Reinigungstabletten ist exemplarisch mit

den in dieser Studie untersuchten Zahnspangenreiniger in Tabelle 1 aufgelistet.
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Tabelle 1: Ubersicht der Zusammensetzung der untersuchten chemischen Reinigungstab-
letten.

Natriumbicarbonat?®, Zitronensaure!, Natriumcarbonat®, Kaliumpersulfat-
Retainer® Brite verbindung'?, Maissirup®, Natriumpercarbonat?, Natriumsulfat®, Sorbitol®,

Tetraacetylethylendiamin  (TAED)*?, PEG-180°% Natriumdodecylsulfo-

acetat'®, Aroma®, PEG-8° Magnesiumstearat®, Cl 420907, Cl 73015

Natriumsulfat®, Natriumbicarbonat?, Natriumcarbonat!, Zitronensaure?,
Apfelsaure!, Kaliumcaroat®?, Natriumpercarbonat!, PEG-150° Amido-

Kukis® Xpress sulfonsaure?!, Maltodextrin®, Tetraacetylethylendiamin (TAED)!?, PEG-90°,
Aroma®, Natriumchlorid®®, Natriumdodecylbenzolsulfonat!, Starkenatrium-
octenylsuccinat®®, Carboxymethylcellulose*®, Hexamethylenetetramin?,
Cetylpyridiniumchlorid3, Wasser, Cl 73015’

Natriumsulfats, Natriumbicarbonat®, Natriumcarbonat!, Zitronensaure?,

Dontodent Apfelsaure!, Kaliumcaroat®?, Natriumpercarbonat!, PEG-150% Aroma?,
Amidosulfonsaure?!, Tetraacetylethylendiamin (TAED)?, PEG-90°, Natrium-
dodecylbenzolsulfonat?, Hexamethylenetetramin®, Cetylpyridiniumchlorid?,
Cl 420907

1 Reinigungsmittel/Entkalker, 2 Antimikrobielle Substanz, 3 Antiseptikum, 4 Bindemittel, > Emulgator,
6 Fillstoff, 7 Farbstoff, 8 Geschmacksstoff, ° Hilfsmittel zur Tablettenherstellung

Quelle: Eigene Darstellung.

Wahrend des Reinigungsvorgangs werden herausnehmbare kieferorthopadische Appara-
turen, die zumeist aus einem Plattenkdrper aus Polymethylmethacrylat (PMMA) und einge-
arbeiteten Drahtelementen bestehen, in die sprudelnde chemische Reinigungslésung gelegt
[114,115]. Dabei koénnen chemische Bestandteile der Reinigungstabletten negative Aus-
wirkungen auf Materialeigenschaften ausiben. Die haufige Anwendung dieser Reiniger kann
zu einer erhdhten Oberflachenrauigkeit und zu einer verringerten Biegefestigkeit von PMMA
fuhren [116]. Des Weiteren kénnen Geflige- und Festigkeitsverédnderungen auftreten. Rabe et
al. [117,118] untersuchten diese Veranderungen an Silberloten nach der Behandlung mit zwei
kommerziellen Zahnspangenreinigern. Ein Zahnspangenreiniger fiihrte bereits nach wenigen
Reinigungszyklen zu auffallenden Oberflachenveranderungen in Form einer Korrosionskruste
aus metallischem Silber. Derselbe Reiniger fuhrte nach weiteren Reinigungszyklen (50-100)
und nach 20-200 Belastungszyklen in einer Biegezugvorrichtung, die die Biegebelastungen
beim Ein- und Ausgliedern einer herausnehmbaren kieferorthopadischen Apparatur simuliert,
zu kritischen Defekten, die die Funktion signifikant beeintréachtigen kann. Bei beiden Zahn-
spangenreinigern waren bereits nach 50 Reinigungszyklen deutliche Anzeichen von Material-

ermiudung erkennbar.

Die Materialoberflachen von herausnehmbaren kieferorthopadischen Apparaturen werden
kurz nach ihrer Insertion von Bakterien besiedelt. Ein antimikrobieller und plaquereduzieren-

der Effekt von chemischen Reinigern konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden [108,
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119-121]. Die Bestandteile der chemischen Reinigungstabletten liegen kurz nach Einbringen
in Wasser als Ldsung vor und sind in der Lage Bereiche zu penetrieren und zu reinigen, die
mit der Burste nicht erreicht werden kdnnen. So konnte Diedrich [108] zeigen, dass Reini-
gungstabletten im Vergleich zur manuellen Reinigung zu einer besseren Sauberkeit von
schwer erreichbaren Stellen fuhren. In einer In-vivo-Studie an einem vier Tage alten struk-
turierten Biofilm waren chemische Reinigungstabletten effektiver als Leitungswasser und
fuhrten zu einer Proteinreduktion zwischen 79,8 % (Kukis®) und 86,8 % (fittydent super®)
[119]. Auch wurde die Wirksamkeit chemischer Reiniger zur Bekampfung von Candida albi-
cans-Biofilmen nachgewiesen. Ghazal et al. [120] verglichen verschiedene Methoden zur Ent-
fernung von Candida albicans-Biofilmen. Neben dem manuellen Reinigen mit einer Zahn-
blrste und der chemischen Reinigung mit einer Reinigungstablette verglichen sie die Reini-
gung im Ultraschallbad und das Einlegen in eine 0,12%ige Chlorhexidin-Lésung. Die che-
mische Reinigung mit einer Reinigungstablette war die effektivste Methode um Candida
albicans zu entfernen. Dass chemische Reiniger nicht nur gegen Candida albicans, sondern
auch weitere Candida-Stamme effektiv sind, konnten de Freitas-Fernandes et al. [121] zeigen.
Dabei untersuchten sie die Effektivitat der Reiniger in vitro an Biofilmen aus Candida albicans
und Candida glabrata sowie einem Biofilm, der aus beiden Stammen gebildet wurde. Die

Reinigung mit Reinigungstabletten verringerte die Anzahl lebender Zellen signifikant.

1.3.3 Weitere Reinigungsverfahren

Neben der mechanischen Reinigung und der chemischen Reinigung mit Reinigungstabletten
oder -pulvern existieren zahlreiche weitere Methoden. Beispiele hierfiir sind das Einlegen in
verdiinnte Essigessenz, Zitronensaure, Mundspulldsungen, die Reinigung in einem Ultra-

schallgerat oder das Reinigen in der Geschirrspulmaschine [92].

Die Vorteile von Essigsaure sind seine einfache Beschaffbarkeit, die niedrigen Kosten sowie
seine geringe Toxizitat. In ihrer Studie konnten da Silva et al. [122] zeigen, dass Essigséaure
eine probate Option zur Desinfektion gegen zahlreiche Mikroorganismen, namentlich
gegen Candida albicans, Streptococcus mutans, Streptococcus aureus und Escherichia coli,
darstellt. Gegen Candida albicans war Essigsaure (Konzentration 100 %) genauso wirksam
wie die haufig verwendeten Desinfektionsmittel Natriumhypochlorit (Konzentration 1 %) und
Glutaraldehyd (Konzentration 2 %). Des Weiteren kann Essigsaure zum Auflésen von Zahn-
stein verwendet werden. Dabei sind die Konzentration der Essigsaure und die Verweildauer
der Apparatur in der Essiglosung von Bedeutung. Die Aufldsung von Zahnstein ist umso

effektiver, je héher die Konzentration der Essigsaure ist [123]. Allerdings fiihrt eine Lagerung
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in Essigsaure zu negativen Nebeneffekten wie zur Korrosion von Drahtelementen aus Chrom-
Nickel [124]. Maleinsaure, die in Apfelessig enthalten ist, kann als Antimykotikum, beispiels-
weise zur Therapie einer protheseninduzierten Stomatitis, eingesetzt werden. Bereits bei einer
Konzentration von 0,25 % besitzt Maleinsdure gegen Candida-Stamme eine fungistatische
Wirkung, bei Erh6hung der Konzentration und Expositionszeit, wirkt sie fungizid. Ein weiterer
positiver Effekt ist, dass die Verlangerung der Expositionszeit (180 Minuten) zu keiner Ver-
anderung der Oberflachenrauheit oder -farbe fiihrt [125].

Chlorhexidin wird aufgrund seiner antiseptischen und antimikrobiellen Wirkung bei Erkran-
kungen in der Mundhéhle haufig eingesetzt. Eine Methode zur Reinigung von herausnehm-
baren Apparaturen ist das Einlegen in Losungen auf Basis von Chlorhexidin oder atherischen
Olen. In einer Untersuchung konnte gezeigt werden, dass ein Spray auf Chlorhexidin-Basis
(Konzentration 0,12 %) eine hohe Wirksamkeit bei der Reduzierung von Streptococcus-
mutans-Biofilmen auf Acryloberflachen besitzt [126]. Chlorhexidin hat auch eine hohe Wirk-
samkeit in der Reduzierung von Candida albicans [127]. Allerdings fihrt Chlorhexidin haufig

zu Farbanderungen des Kunststoffes [128].

Die Reinigung im Ultraschallbad beruht auf dem physikalischen Prinzip der Kavitation. Die
erzeugten Gasblasen fiihren zu einem mechanischen Abtrag von Plaque und Auflagerungen
auf Apparaturen, die in das Flissigkeitsbad eingebracht werden. Sie kann zur zielgerechten
Entfernung von Plaque, Debris und Farbauflagerungen dienen [129].

Die Kombination mit chemischen Reinigungslésungen kann den Effekt von Ultraschall ver-
starken [130]. Die Reinigung mit einem Ultraschallgerat wird allerdings selten empfohlen und

setzt die Anschaffung eines Gerats voraus [104].

Die Reinigung von herausnehmbaren kieferorthopadischen Apparaturen mit Hilfe einer Ge-
schirrspilmaschine empfehlen 3,6 % der deutschen Kieferorthopaden. Von Wallis et al. [131]
konnten durch ihre Untersuchung zeigen, dass die Reinigung in einer Geschirrsplilmaschine
zu befriedigenden bis sehr guten Ergebnissen fihrt. Die Reinigungsleistung ist vergleichbar
mit den in der Literatur aufgefiihrten Werten von chemischen Reinigungstabletten. Dabei ist
die Reinigungsleistung von der Wahl des Reinigungsmittels und des Spilprogrammes
abhangig.

1.4 Aktueller Forschungsstand zur Reinigung mit chemischen Reinigungstab-

letten

Zahlreiche Studien haben die Reinigungsleistung von chemischen Zahnspangenreinigern
untersucht [108,117-120,132-134]. Jedoch wurde die Reinigungseffizienz in diesen Studien
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vorwiegend an weichen Beldgen untersucht, die sich innerhalb einer kurzen Zeitspanne an-
sammelten. Die Reinigungsleistung von chemischen Reinigungstabletten, ohne den zusétz-
lichen Einsatz einer Zahnburste, untersuchten Fathi et al. [119] in ihrer Pilotstudie. Sie prften
die Saduberungsleistung von drei Reinigungstabletten und Leitungswasser an weichen Bela-
gen, die sich in vivo binnen vier Tagen angesammelt hatten. Die untersuchten Zahnspangen-
reiniger fuhrten zu einer Proteinreduktion zwischen 79,9 % (Kukis®) und 86,8 % (fittydent
super®), Wasser fuhrte zu einer Proteinreduktion um 56,5 %.

Diedrich [108] verglich die Wirksamkeit dreier verschiedener Reinigungsmethoden. Neben
einem selbsttatigen Zahnspangenreiniger wurde die Kombination aus Zahnbirste und Zahn-
pasta sowie die Reinigung im Ultraschallbad untersucht. Die drei Reinigungsverfahren wurden
in drei aufeinanderfolgenden Untersuchungszyklen an derselben Probandengruppe ange-
wendet. Hierzu wurden aktive Platten aus PMMA fir den Ober- und Unterkiefer eingegliedert
und zweimal taglich mit Hilfe einer der genannten Methoden gereinigt. Nach einem Monat
wurden die Platten rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Selbsttatige chemische Reini-
gungstabletten flhrten zu einer weitreichenden Plaqueentfernung. Dass chemische Zahn-
spangenreiniger wirksam gegen Candida albicans und weitere Candida-Stamme eingesetzt
werden kénnen wurde mehrfach belegt [120,121].

Haufig wurden neben chemischen Reinigungstabletten andere Methoden zur Reinigung
kieferorthopadischer Apparaturen, wie beispielsweise die manuelle Reinigung mit einer Zahn-
birste oder die Reinigung mit antibakteriellen Mundspulldsungen oder die Kombination zweier
Methoden, verglichen. Eine In-vivo-Studie aus dem Jahr 2015 untersuchte die Reinigungs-
effektivitat von drei verschiedenen Reinigungsmethoden an thermoplastischen Alignern. Die
Studie war in drei 2-w6chige Phasen unterteilt, in jeder Phase wurden die Probanden gebeten,
eine andere Methode zur Reinigung ihrer Aligner anzuwenden. Getestet wurde die Kombi-
nation aus Reinigung mit einer chemischen Reinigungstablette (Invisalign® Cleaning System,
Align Technology, San Jose, CA, USA) und anschlieendem Blrsten mit einer Zahnburste,
das Bursten mit einer Zahnbirste und Zahnpasta sowie die Reinigung unter flieBendem
Wasser als Kontrollmethode. Die Kombination aus chemischer Reinigungstablette und
anschlieendem manuellen Reinigen mit einer Zahnbirste war sowohl der manuellen
Reinigung mit Zahnbtrste und Zahnpasta als auch der Reinigung unter flieRendem Wasser
Uberlegen [132].

Zu &hnlichen Ergebnissen kam eine Studie aus dem Jahr 2021, in der die Kombination aus
manueller Reinigung mit chemischen Reinigungstabletten zur héchsten Biofilmreduktion flihr-
te [133].

Obwonhl diese Studien einen positiven Effekt der Kombination aus chemischer und mecha-
nischer Reinigung darlegen konnten, konnte dieser in einer Untersuchung von Albanna et al.

[134] nicht bestatigt werden. Die Kombination aus chemischem Zahnspangenreiniger und ma-
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nuellem Birsten fuhrte im Vergleich zu alleinigem Biirsten zu keiner signifikanten zusatzlichen

Reduktion der Bakterienzahl.

Wie bereits unter Punkt 1.2.3 erwahnt, sind auf Grund der vergleichbaren mikrobiologischen
Situation sowie der Ahnlichkeit der Werkstoffe (PMMA) laut Eichenauer et al. [92] Analogie-
schlisse zu Studien mit herausnehmbarem Zahnersatz mdglich.

Mehrere Studien untersuchten die Effizienz von chemischen Prothesenreinigern zur Reini-
gung von herausnehmbarem Zahnersatz [135-140]. Neben der Entfernung des Biofilms wurde
haufig die antimykotische Wirkung von chemischen Prothesenreinigern, vornehmlich gegen
Candida albicans, untersucht [120,121,141-143]. Grund hierfir ist die bedeutende Rolle bei
der Ausbildung einer protheseninduzierten Stomatitis [144]. Sheen und Harrison [135] konn-
ten belegen, dass die Lagerung in einer chemischen Reinigungslésung vor der Reinigung mit
Hilfe einer Blrste zu einer deutlichen Reduktion der Plaqueanlagerung fiihrt. Cruz et al. [136]
untersuchten an achtzig Vollprothesentragern die Effektivitdt verschiedener Reinigungs-
methoden nach vorangegangener mechanischer Reinigung mit Hilfe einer Prothesenbirste.
Neben der Reinigung mit chemischen Reinigungstabletten wurden die Reinigung mit Hilfe
eines Ultraschallgeréts sowie die Kombination aus beiden Methoden untersucht. Sowohl die
chemische Reinigung als auch die Reinigung mit Hilfe eines Ultraschallgeréts flhrten zu einer
effektiveren Biofilmentfernung als die alleinige Reinigung mit Wasser. Eine vergleichbare
Studie untersuchte den chemischen Prothesenreiniger NitrAdine™ (bonyf AG, Vaduz, Liech-
tenstein) hinsichtlich dessen Wirksamkeit bei der Biofilmentfernung von Totalprothesen sowie
dessen antimikrobielle Wirkung gegen Pilze der Gattung Candida. NitrAdine™ erwies sich als
effizient bei der Entfernung des Biofilms, dartiber hinaus konnte eine antimikrobielle Wirkung
nachgewiesen werden [137]. Jose et al. [138] untersuchten in einer In-vitro-Studie auf einem
kunstlich geziichteten Candida albicans-Biofilm vier chemische Protheseneiniger. Die Reini-
ger wurden hinsichtlich ihrer Effektivitat, die Biofiimmasse sowie die Stoffwechselaktivitat zu
reduzieren, untersucht. Sie fuhrten zu einer Reduktion der Biofiimmasse um 73 bis Giber 90 %
und zu einer Reduzierung der Stoffwechselaktivitat.

Weitere Untersuchungen konnten darlegen, dass chemische Prothesenreiniger in der Lage
sind, in vitro geziichtete Candida-Biofilme von PMMA-Oberflachen zu entfernen [121,141], die
Adhéasion von Candida albicans auf PMMA-Oberflachen zu verringen [142] sowie dessen Ver-
mehrung zu hemmen [143].

Dieser antimykotische Effekt von chemischen Prothesenreinigern konnte in anderen Studien
wiederum nicht bestétigt werden. Da Silva et al. [122] untersuchten die antimikrobielle Wirk-
samkeit sechs verschiedener Lésungen auf in vitro kontaminierten Acrylharzproben. Der
untersuchte Prothesenreiniger in Form einer Reinigungstablette wies keine ausreichende anti-

mikrobielle Effektivitdt gegen Candida albicans auf, obwohl eine antimikrobielle Wirksamkeit
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gegen Streptococcus mutans und Streptococcus aureus festgestellt werden konnte.
Lucena-Ferreira et al. [145] untersuchten die Fragestellung, ob die tagliche Anwendung einer
chemischen Reinigungstablette in Ergdnzung zur routineméaRigen Reinigung bei Teilprothe-
sentragern zu einer signifikanten Keimreduktion fuihrt. Die tagliche Anwendung des Reinigers
konnte die Anzahl an Streptokokken und damit die Gesamtheit aller Mikroorganismen auf den
Prothesenoberflachen verringern, flhrte jedoch zu keiner signifikanten Reduktion von Pilzen
der Gattung Candida.

Andere Untersuchungen konnten darlegen, dass einzelne chemische Reiniger in der Lage
sind antimikrobiell zu wirken, allerdings zu keiner weitgehenden Reduktion des in vitro gebil-
deten Multispezies-Biofilms fihren [107,139,140]. Coimbra et al. [139] untersuchten die Aus-
wirkungen von Reinigungstabletten auf Peroxidbasis auf einen von Candida albicans, Sta-
phylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa gebildeten Biofilm. Der Biofilm bildete sich
in vitro innerhalb von 24 Stunden auf Testkdrpern aus Kunststoff. Die Reinigungstabletten
hatten eine antimikrobielle Wirkung, erreichten aber nicht die weitgehende Entfernung des
aggregierten Biofilms. Aus den Studienergebnissen von Tarbet et al. [107] geht neben der
Erkenntnis, dass die zwei untersuchten chemischen Reiniger nicht dazu in der Lage sind, die
angesammelten Plagueablagerungen von Prothesen zu entfernen, hervor, dass die mechani-

sche Reinigung der chemischen Reinigung Uberlegen ist.

Die Wirksamkeit von chemischen Reinigern in Form von Reinigungstabletten ist somit nicht
eindeutig geklart. Laut De Souza et al. [146] deuten die Ergebnisse aus sechs randomisierten,
kontrollierten Studien dahingehend, dass chemische Reiniger bei der Reduzierung von Mikro-
organismen sowie der Plaguebedeckung von Prothesenoberflachen wirksamer zu sein
scheinen als die Reinigung mit Leitungswasser. Allerdings ist die Datenlage zur Effektivitat
von chemischen Prothesenreinigern sowie deren Vergleich mit anderen Reinigungsverfahren
limitiert. Grund hierfur sind sowohl die fehlende Anzahl an randomisierten, kontrollierten
Studien, eine Vielzahl an verschiedenen Interventionen sowie eine fehlende Standardisierung
der Untersuchungsmethoden [146,147].

1.5 Herleitung der Frage- und Aufgabenstellung

Bisherige wissenschaftliche Studien zur Reinigungsleistung von Zahnspangenreinigern unter-
suchten die Reinigungsleistung an einem Biofilm, der nur wenige Tage alt war. Die Zeit-
spanne, in der sich der Biofilm ansammelte, reichte dabei von wenigen Stunden bis zu vier
Tagen [108,117-120,132-134]. Bislang blieb offen, wie gut die Reinigungsleistung von che-

mischen Reinigungstabletten an einem sieben Tage alten Biofilm und den damit einhergehen-
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den strukturellen Veranderungen ist. Ziel dieser Studie war, Erkenntnisse zur Wirksamkeit von
selbsttatigen Zahnspangenreinigern an einem sieben Tage alten strukturierten Biofilm zu ge-
winnen, um eine wissenschaftlich begrindete Empfehlung zum Reinigen von herausnehm-
baren kieferorthopadischen Geréten abzuleiten. Des Weiteren sollte die Reinigungsleistung
von drei Spangenreinigern untereinander verglichen werden. Die Empfehlung eines oder
mehrerer Produkte, die den Biofilm effektiv beseitigen, soll dazu beitragen, dass die Karies-
aktivitat und Gingivitisrate bei Patienten mit herausnehmbaren kieferorthopadischen Appara-

turen zukiinftig reduziert wird.

Die primare Hypothese lautet: Die alleinige chemische Reinigung mit kommerziellen Zahn-

spangenreinigern fuhrt zu einer ausreichenden Reinigungsleistung bei einem reifen Biofilm.

Die sekundére Hypothese lautet: Die Reinigungsleistung der drei Zahnspangenreiniger unter-
scheidet sich voneinander.
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2 Methodik und Materialien

2.1 Studienkohorte

2.1.1 Proband*innen

Diese Ex-vivo-Studie wurde von der Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin
genehmigt (EA4/048/21) und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (1964)
durchgefuhrt. Die Studie wurde nach dem positiven Entscheid der Ethikkommission im deut-
schen Register fur klinische Studien registriert (DRKS00024882).

Die Fallzahlplanung erfolgte vor Rekrutierung mit der Prozedur MOE1-1 von nQuery 8.6.1.0
basierend auf einer friiheren Pilotstudie [119]. Da drei Reiniger getestet werden sollten, wur-
de das multiple einseitige Signifikanzniveau von alpha = 0,025 auf alpha = 0,0071 abgesenkt.
Weiter wurde angenommen, dass die Reinigungsleistung aller drei Produkte bei mindestens
80 % liegt und die Streuung der Reinigungsleistung sigma = 6,1 % betragt. Der einseitige Ein-
stichproben t-Test gegen den festen Wert mu0 = 75 % hatte dann bei einem Stichprobenum-
fang von n = 20 eine Power von mindestens 80 %.

Alle Proband*innen wurden vorab Uber das Ziel sowie mdgliche Risiken in mindlicher und
schriftlicher Form aufgeklart und erteilten ihre schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der
Studie. Sie konnten ihre Einwilligung und ihre Teilnahme jederzeit ohne Nennung von Grin-
den widerrufen. Es wurden insgesamt 20 gesunde volljahrige Teilnehmer*innen (11 Frauen,
9 Ménner, Mittel 34,5 Jahre, Min. 19 Jahre, Max. 61 Jahre) rekrutiert, die alle in der Lage
waren, eigenverantwortlich Giber ihre Teilnahme an der Studie zu entscheiden. Das Alter sowie
Vorerkrankungen wurden anhand eines Anamnesebogens erfasst, danach erfolgte die Unter-
suchung der Mundhohle. Nur Personen, die alle Ein- bzw. die Ausschlusskriterien (Tabelle 2)
erfilliten, wurden als Studienteilnehmer*innen akzeptiert. Ware wéahrend der Studienteilnah-
me eines der Ausschlusskriterien eingetreten, so hatte dies zum Ausschluss aus der Studie

gefluhrt. Dies trat allerdings in keinem Fall ein.
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Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der Studie.

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

» Bereitschaft, sich an die siebentagige
Tragedauer zu halten und die Schiene nur

zur Zahnreinigung zu entfernen.
* Proband*innen, die = 18 Jahre alt sind.

» Proband*innen, die eigenverantwortlich
Uber ihre Teilnahme an der Studie ent-

scheiden koénnen.

* Herausnehmbarer Zahnersatz oder her-
ausnehmbare kieferorthopédische Appara-

turen im Oberkiefer.

» Das Fehlen erster und zweiter Molaren im
Oberkiefer.

» Wahrend der Tragedauer Applikation von
fluoridhaltigen Préparaten wie fluoridierter
Zahnpasta, Fluoridgel, Fluoridlésung, Fluo-
ridlack, Tooth Mousse® oder antibak-
teriellen Spullésungen mit Chlorhexidin
oder &therischen Olen.

* Verwendung/Kauen von Kaugummis
* Jugendliche unter 18 Jahren

* Geistig retardierte Menschen

* Aktive Karies/Parodontitis

* Infektionskrankheiten, wie z. B. Hepatitis
oder/und HIV-Infektion

* Immunsuppression
* Einnahme von oralen Antibiotika

* Allergien gegen PMMA/MMA

Quelle: Eigene Darstellung.
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2.1.2 Randomisierung

Die schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie und zur Datenverarbeitung wurde
von allen Proband*innen in Form einer Einwilligungserklarung eingeholt. Hierzu zog der Pro-
band/die Probandin zufallig einen Umschlag, in dem sich neben der Einwilligungserklarung
eine Probandennummer von 1 bis 20 in unsortierter Reihenfolge befand. Damit wurden dem
Probanden/der Probandin automatisch eine Probandennummer zugeteilt, die auch gleichzei-
tig als ldentifikationsnummer diente. Die Identifikationsnummer wurde auf den Einwilligungs-
erklarungen schriftlich festgehalten und beim Studienleiter hinterlegt.

Bei der Abgabe der Schiene nach der siebentédgigen Tragezeit identifizierte sich der Proband/
die Probandin mit dieser Probanden-/Identifikationsnummer. Die Festlegung, welche Reini-
gungsldsung bei welchem Probanden fiir welches Kunststoffplattchen verwendet wird, wurde
anhand dieser Probandennummer verschlisselt. Im Voraus war festgelegt worden, welche
Prufkorperhalfte der Schiene des jeweiligen Probanden mit welcher Reinigungslosung ge-
reinigt werden sollte (Tabelle 3). Dabei rotierte die Zuordnung Reiniger zu Prufkodrperhélfte,
um lokal bestehende individuelle Unterschiede in der Ansammlung von Biofilm zwischen den

Proband*innen auszugleichen.
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Tabelle 3: Festlegung welche Reinigungsldsung bei welchem Probanden/welcher Proban-

din far welches Kunststoffplattchen verwendet wird. Die Zuordnung, welche Prufkorperhalfte

(A2, B2, C2, D2) mit welcher Reinigungslésung gereinigt wird, wurde zuféllig festgelegt. Die Pruf-

korperhélften Al, B1, C1 und D1 wurden zur Quantifizierung der initialen Proteinmenge ungereinigt
untersucht (siehe Punkt 4.4).

Prufkorperhalfte
ID-Nr. A1 A2 B1l B2 Ci1 Cc2 D1 D2
Retainer Kukis® Leitungs-
1 - Brite® - Xpress - Dontodent - wasser
5 n Leitungs- i Ret_alner n Kukis® n Dontodent
wasser Brite® Xpress
3 n Dontodent n Leitungs- n Ret_alner n Kukis®
wasser Brite® Xpress
4 - Kukis® n Dontodent n Leitungs- n Ret_alner
Xpress wasser Brite®
5 - Ret_amer n Kukis® n Dontodent n Leitungs-
Brite® Xpress wasser
6 - Leitungs- n Ret_alner n Kukis® n Dontodent
wasser Brite® Xpress
7 - Dontodent n Leitungs- n Repamer n Kukis®
wasser Brite® Xpress
8 n Kukis® n Dontodent n Leitungs- n Ret_alner
Xpress wasser Brite®
9 - Ret;uner n Kukis® n Dontodent n Leitungs-
Brite® Xpress wasser
10 - Leitungs- n Retfeuner n Kukis® n Dontodent
wasser Brite® Xpress
11 - Dontodent n Leitungs- n Ret_amer n Kukis®
wasser Brite® Xpress
Kukis® Leitungs- Retainer
12 - Xpress - Dontodent - wasser - Brite®
13 - Ret_amer n Kukis® n Dontodent n Leitungs-
Brite® Xpress wasser
14 - Leitungs- n Ret_alner n Kukis® n Dontodent
wasser Brite® Xpress
15 - Dontodent n Leitungs- n Ret_alner n Kukis®
wasser Brite® Xpress
16 - Kukis® n Dontodent n Leitungs- n Ret_auner
Xpress wasser Brite®
17 - Ret_amer n Kukis® n Dontodent n Leitungs-
Brite® Xpress wasser
18 - Leitungs- n Ret_amer n Kukis® n Dontodent
wasser Brite® Xpress
19 - Dontodent n Leitungs- n Ret_amer i Kukis®
wasser Brite® Xpress
20 n Kukis® n Dontodent n Leitungs- n Ret_amer
Xpress wasser Brite®

Quelle: Eigene Darstellung.
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2.2 Prufobjekt

2.2.1 Herstellung der Prufobjekte

Bei den Prufobjekten handelte es sich um die fir die Proband*innen individuell angefertigten
Prufschienen fur den Oberkiefer, in die jeweils vier identische Prufkorper integriert waren. Ein
Prufkorper wurde dabei aus einer Halterung und zwei identisch dimensionierten Prufkorper-
halften aus PMMA gebildet (Abbildungen 1 und 2). Die Prifkdrperhalften wurden wahrend des
siebentagigen Tragezeitraums von Biofilm besiedelt und anschlieRend mit Hilfe der OPA-
Methode untersucht.

Fur die Herstellung der Prifobjekte wurden der Ober- und Unterkiefer der Studienteil-
nehmer*innen mit Alginat (Tetrachrom, Kaniedenta GmbH & Co. KG, Herford, Deutschland)
abgeformt und Modelle aus Hartgips (OCTA-STONE® CN, Kulzer GmbH, Hanau, Deutsch-
land) hergestellt. Uber das Gipsmodell des Oberkiefers wurde eine 1 mm dicke hartelastische
transparente DURAN® Folie (Scheu-Dental GmbH, Iserlohn, Deutschland) druckgeformt, die
als Trager fur die Prufkdrper diente. Die Prufkdrper wurden separat hergestellt. Zunachst
wurden Halterungen fur die Prufkdrperhéalften im 3-D-Druckverfahren (UltiMaker 3 Extended,
UltiMaker B.V., Utrecht, Niederlande) aus PLA (PLA-Filament Weifl3 Milky, Bernhardt Kunst-
stoffverarbeitung GmbH, Velten, Deutschland) gedruckt (AuRendurchmesser 7 mm, Innen-
durchmesser 5 mm, Héhe 1,5 mm). Der PLA-Ring war in der Mitte durch eine 0,5 mm diinne
Trennwand geteilt, sodass sich zwei identisch dimensionierte Prufkdrperhalften ergaben
(Abbildung 2). Die Innenflache jeder Kunststoffhalterung wurde konisch gestaltet (7°). Dies
verhinderte das vorzeitige Herausfallen der Priufkérperhalften aus der Halterung in eine
Richtung. Die Halterungen wurden isoliert (3D Isoliermittel, Dentaurum, Ispringen, Deutsch-
land), 20 Minuten lang getrocknet und anschlieRend mit PMMA-Kunststoff (Orthocryl®, Den-
taurum, Ispringen, Deutschland) im Streuverfahren befillt. Um eine glatte Oberflache zu er-
Zielen, wurden die Prifkdrper zwischen zwei Glasplatten platziert, durch ein Gewicht (500 g)
beschwert und dann im Drucktopf bei 2,2 bar und 40 °C polymerisiert. Die PMMA-Prifkorper
wurden nach dem Polymerisationsvorgang zur Reduzierung des Restmonomergehalts 24
Stunden lang in Wasser gelagert. AnschlieRend wurden die Prifkorper symmetrisch auf den
bukkalen Flachen der Oberkiefermolaren platziert und durch Kunststoff (Orthocryl LC®,
Dentaurum, Ispringen, Deutschland) fest mit der Schiene verbunden (Abbildungen 1 und 2).
Um einen stabilen Verbund zu erzielen, wurden die entsprechenden umliegenden Anteile der
Schiene zuvor mit Sandpapier angeraut und mit Monomer (Orthocryl® Flissigkeit, Dentau-
rum, Ispringen, Deutschland) benetzt. Im Bereich der Molaren wurde zuvor mit einem Ro-

senbohrer (Durchmesser 3 mm) jeweils mittig ein Loch gebohrt. Wahrend der Tragezeit wur-
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den die Loécher in der DURAN®-Schiene mit Silikon (Provil® novo, Kulzer GmbH, Hanau,
Deutschland) abgedeckt, sodass nur die Bukkalflachen der Prifkérper von Biofilm besiedelt
wurden. Die Schiene wurde wie eine Retentionsschiene ausgearbeitet und anschlieRend
eingegliedert. Nach Beendigung der siebentagigen Tragezeit wurden die verschmutzten

Schienen eingesammelt und unmittelbar danach untersucht.

Verbund zwischen Schiene
und PLA-Halterung durch
Kunststoff (Orthocryl LC®).

Tiefziehschiene (DURAN® Folie
mit den MalRen 1,0 x 125 mm).

'

Loch (diente als
spéaterer Zugang zum
Prifkorper) mit
einem Durchmesser
von 3 mm.

Das Loch wurde mit
Silikon verschlossen.

Prifkorper bestehend
aus:

- PLA-Halterung
Durchmesser 7 mm
Hohe 1,5 mm

darin

- Prufkorperhalften/
Prifkorperplattchen
aus PMMA
(Orthocryl®).

Abbildung 1: Skizze des Prifobjekts im Bereich eines oberen Molaren. Eine DURAN® Folie
diente als Trager flr die Prufkdrper bestehend aus einer Prifkdrperhalterung und zwei identisch
dimensionierten Prufkorperhalften aus PMMA (Orthocryl®, Dentaurum, Ispringen, Deutschland).
Die Verbindung beider Elemente erfolgte mit Hilfe von lichthartendem Kunststoff (Orthocryl LC®,
Dentaurum, Ispringen, Deutschland). Quelle: Eigene Darstellung.



Methodik und Materialien 28

Abbildung 2: Darstellung einer Prifschiene fir den Oberkiefer mit vier Prifkorpern lokalisiert an
den bukkalen Flachen der Molaren. Der Zugang zu den Prifkdrpern wurde zur besseren Visu-
alisierung von innen mit Wachs abgedeckt und flr die Probandenversuche durch Silikon ersetzt.
Die Lokalisation der Prufkdrper wurde mit den Buchstaben A, B, C und D nummeriert. Die Zu-
ordnung der Reiniger zum Prufkorper rotierte nach einem vorher festgelegten Protokoll (vgl. Ta-
belle 3). Quelle: Aus Arndt-Fink und Jost-Brinkmann, 2023 [148].

Abbildung 3: Ansicht derselben Prufschiene nach siebentégiger Tragezeit. Quelle: Eigene Auf-
nahme.



Methodik und Materialien 29

2.2.2 Trageweise der Priufschienen

Die Studienteilnehmer*innen wurden zur Trageweise der Prufschiene mindlich aufgeklart und
bekamen ein Informationsblatt mit Trage- und Putzanweisungen (siehe drks.de — DRKS-ID:
00024882). Alle Proband*innen erklarten sich dazu bereit, sieben Tage lang ein Prifobjekt in
Form einer Tiefziehschiene mit vier Prifkdrpern zu tragen und diese lediglich zum Zahne-
putzen mit einer fluoridfreien Zahnpasta herauszunehmen. Wahrend der siebentéagigen Tra-
gezeit durften keine fluoridhaltigen Praparate oder antibakterielle Mundsptlungen mit Chlor-
hexidin oder atherischen Olen verwendet werden. Die Studienzahnarztin stellte den Teilneh-
mer*innen fur den Tragezeitraum eine fluoridfreie Zahnpasta (Neobio Zahncreme fluoridfrei,
LOGOCOS Natur-kosmetik GmbH & Co. KG, Salzhemmendorf, Deutschland) zur Verfligung.
Das Einsetzen sowie das Rausnehmen der Prifschiene wurde mit den Proband*innen vorab
geulbt. Die Priufschiene, die auch zum Essen getragen wurde, durfte nicht gereinigt werden.
Lediglich grobe Verunreinigungen durften vorsichtig ohne jegliche Berliihrung der bukkalen
Prufkorperoberflachen abgespilt werden. Wahrend des Zéhneputzens sollte die Prufschiene
feucht in der mitgegebenen Spangendose aufbewahrt werden. Falls sich ein Priufkorper
lockerte oder von der Priifschiene loste, sollte dieser in der mitgegebenen Dose aufbewahrt
werden. Das Eintreten eines solchen Falls reduzierte die Anzahl der Prifkérper und somit der
Reinigungsvergleiche da diese fiir eine anschliel3ende Untersuchung nicht berticksichtigt wur-

den.

2.3 Untersuchte Zahnspangenreiniger

Untersucht wurden drei kommerziell erhaltliche Zahnspangenreiniger sowie Leitungswasser
als Kontrollmedium. Es wurden ausschliel3lich Reiniger in Form von selbstauflésenden Reini-
gungstabletten auf Basis von alkalischen Peroxiden untersucht, die bei ihrer Zugabe zu Was-
ser eine sprudelnde alkalische Losung erzeugen. Die chemische Zusammensetzung der Rei-
nigungstabletten ist in Tabelle 1 aufgelistet.

Bei den untersuchten Reinigungstabletten handelte es sich um Retainer Brite® (Dentsply
International Raintree Essix, FL, Sarasota, USA), Kukis® Xpress (Reckitt Benckiser, Heidel-
berg, Deutschland) und Dontodent (Propack, Heidelberg, Deutschland) (Abbildung 4).

Jede Reinigungstablette wurde einzeln in ein mit 150 ml Leitungswasser gefilltes Glas ge-
geben, dessen Wassertemperatur 40 + 2 °C betrug. Die Verweildauer der Prifkorper in der
Reinigungslosung entsprach den von den Herstellern angegebenen Einwirkzeiten von 15
Minuten fur Retainer Brite®, 10 Minuten flr Dontodent und 3 Minuten fur Kukis® Xpress. Die

Verweildauer der Prifkdrper in dem Kontrollmedium Leitungswasser betrug 15 Minuten.
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Abbildung 4: Foto der in der vorliegenden Studie untersuchten kommerziell erhéltlichen Reini-
gungstabletten. Von links: Retainer Brite®, Kukis® Xpress und Dontodent Zahnspangenreiniger.
Quelle: Eigene Aufnahme.

2.4 Modifizierte OPA-Methode

In dieser Studie wurde die Reinigungsleistung der Zahnspangenreiniger und Leitungswasser
mit Hilfe der modifizierten OPA-Methode (ortho-Phthaldialdehyd) erfasst. Bei der modifizierten
OPA-Methode handelt es sich um eine Methode zur quantitativen Bestimmung des protein-
haltigen Kontaminationsgrades. Sie besitzt eine hohe Sensitivitat mit einer Nachweisbarkeit
bis in den Picomolbereich und stellt eine Standardmethode zur Uberpriifung der Reinigung
nach der maschinellen Instrumentenaufbereitung dar [149].

In Gegenwart einer Thiolkomponente reagiert o-Phthaldialdehyd mit freien a- und e-terminalen
Aminogruppen von Aminosauren, Peptiden und Proteinen zu einem zur Gruppe der Isoindole
fluoreszierenden Endprodukt (1-Alkylthio-2-alkylisoindolen). Dieses Endprodukt ist spektral-
photometrisch bei 340 nm detektierbar und durch Messung der Extinktion quantifizierbar
[150]. Die modifizierte OPA-Methode unterscheidet sich von der Originalmethode durch den
Ersatz des eingesetzten Thiolreagenzes Mercaptoethanol durch 2-Mercaptoethansulfonsaure
als Natriumsalz. Dadurch wird das Extinktionsverhalten der Losung wesentlich stabiliisiert,
weshalb heute vorwiegend die modifizierte OPA-Methode angewendet wird [151].

Zur Quantifizierung der unbekannten Proteinmenge der Prifkérperproben erfolgte zuvor eine
Kalibration mit bovinem Serum-Albumin (BSA, Fraktion V, Sigma Aldrich®, St. Louis, MO,

USA) bekannter Konzentration.
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Anhand der daraus erstellten Kalibrationsgeraden (siehe Kap. 4.1) konnte die Proteinmenge
der ungereinigten Prufkorperhalften sowie die Restproteinmenge der gereinigten Prifkorper-

halften ermittelt werden.

2.4.1 Herstellung und Kontrolle der OPA-L6sung

Die zur Herstellung des OPA-Reagenzes bendtigten Chemikalien sind in Tabelle 4 aufgelistet.
Zunéchst wurden 40 mg o-Phthaldialdehyd und 1 ml Methanol in einem Erlenmeyerkolben mit
Hilfe eines Magnetrihrers gerihrt. Der homogenen Losung wurde 116 mg 2-Mercaptoethan-
sulfonsaure zugefiigt (Losung A). In einem weiteren Erlenmeyerkolben wurde mit Hilfe des
Magnetrihrers 1,005 g di-Natriumtetraborat in 50 ml Aqua dem. gelést (Loésung B). Es folgte
die Uberfuihrung von Lésung A in Losung B und die Zugabe von 1,25 ml 20%iger SDS-Lésung.
Das OPA-Reagenz wurde vor den Messungen taglich frisch hergestellt. Die Kontrolle des an-
gesetzten OPA-Reagenzes erfolgte mit einer Leucin-Standardlosung. Zur Herstellung des
Leucin-Standards wurden 65,5 mg Leucin in 50 ml Aqua dem. geldst. Ein Milliliter des OPA-
Reagenzes wurden entnommen und in eine Kivette pipettiert, anschlieRend erfolgte die Zu-
gabe von 10 pl der Leucin-Losung. Die Extinktion sollte nach zwei Minuten Inkubation im Be-
reich E = 0,641 £ 0,032 liegen [152]. Sobald die Extinktion auRerhalb dieses Wertebereiches
lag, wurde die OPA-Ldsung verworfen, und durch eine neu angesetzte Lésung, die im

geforderten Bereich (von E = 0,641 + 0,032) lag, ersetzt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des OPA-Reagenzes mit Mengenangabe.

Zusammensetzung des OPA-Reagenzes

40 mg o-Phthaldialdehyd
1ml Methanol
116 mg 2-Mercaptoethanolsulfonsaure
1,005¢ di-Natriumtetraborat
50 ml Agua dem.
1,25 ml SDS-Lésung 20 % in Aqua dem.

Quelle: Eigene Darstellung.
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2.4.2 Aufbereitung/Behandlung der Proben

Nach Beendigung der siebentagigen Tragezeit wurden die Prifschienen eingesammelt und
untersucht. Hierzu wurde zunéachst das innenliegende Silikon, das als Abdeckung diente, mit
einer sterilen und in 1%iger SDS-L6sung geschwenkten Pinzette entnommen. Die von Biofilm
unbesiedelten Innenflachen der PMMA-Prufkérper lagen nun frei und konnten mit geringem
Kraftaufwand aus der Halterung herausgedrtickt werden. Eine Prufkdrperhalfte wurde ent-
sprechend den Herstelleranweisungen gereinigt. Nach der vom Hersteller angegebenen Rei-
nigungszeit wurde sie aus der Reinigungsldsung enthommen und in ein Reagenzréhrchen mit
550 pl 1%iger SDS-L6sung (pH 11,5) Uberfuhrt. Zur Elution der auf den Prifkdrperhélften vor-
handenen Proteine wurden diese anschlieend 30 Minuten lang im Ultraschallbad (SONO-
REX SUPER RK 103 H, BANDELIN, Berlin, Deutschland) bei 30 °C aufbereitet. Zur Bestim-
mung der Eigenextinktion wurden zweimal jeweils 250 pl des Proteineluats in eine Kuvette
pipettiert. Die Messung erfolgte mit einem Photometer (Shimadzu™ UVmini-1240, Kyoto, Ja-
pan) bei 340 nm. AnschlieRend wurden jeweils 250 pl des OPA-Reagenzes hinzupipettiert.
Nach einer Reaktionszeit von zwei Minuten wurde die Extinktion der Lésung gemessen. Die
Berechnung des Proteingehaltes erfolgte mittels Kalibrationsgeraden mit bovinem Serum-
albumin (siehe Kap. 4.1). Die zweite Prifkorperhélfte wurde ungereinigt in ein Reagenzrohr-
chen Uberfuhrt, das mit 550 pl 1%iger SDS-L6sung gefullt war. Die Elution im Ultraschallbad
und die Bestimmung der Eigenextinktion sowie der Extinktion der Lésung erfolgten analog der

Vorgehensweise fur die Aufbereitung der gereinigten Prifkorperhalften.

2.5 Statistische Auswertung

Fur alle statistischen Analysen und grafischen Darstellungen wurde IBM SPSS (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) Version 27.0 verwendet. Fir jeden metrischen Endpunkt wurden Mittelwert,
Standardabweichung, Median, Interquartilsabstand, Minimum und Maximum bestimmt. Zur
grafischen Darstellung wurden Box-Whisker-Plots verwendet. Da die Linie innerhalb der Box
definitionsgemal’ den Median der Verteilung darstellt, wurden unter den Abbildungen 6 und 7
zusatzlich zu den Mittelwerten die Medianwerte angegeben. Fur den Vergleich der Reini-
gungsleistung der drei Zahnspangenreiniger wurde aufgrund der Datenverteilung ein para-
metrischer Test, der t-Test flr abhangige Stichproben, gewahlt. Alle p-Werte wurden nach
Bonferroni mit dem Faktor 3, fUr drei Paarvergleiche, adjustiert, wobei ein p-Wert von < 0,05

als signifikant definiert wurde.
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3 Vorversuche

Die Ergebnisse dieser Studie lassen sich in Resultate der Vor- und Hauptuntersuchungen
unterteilen. Vor der Rekrutierung der Proband*innen fur die Hauptuntersuchungen fanden
mehrere Vorversuche statt. Diese dienten dazu, die Anwendbarkeit der OPA-Methode flr das
Studiendesign zu Uberprifen und die Nachweisgrenze der OPA-Methode herabzusetzen. Zu-
dem musste Uberprft werden, ob neben der Besiedlung durch die Mundhdhle eine weitere
Protein- beziehungsweise Kontaminationsquelle existiert, die das Messergebnis verfalschen
konnte. Dass Bestandteile der eingesetzten Komponenten (Chemikalien, Materialien etc.) mit
dem OPA-Reagenz reagieren, und so zu falsch positiven Messwerten fiihren, musste deshalb
ausgeschlossen werden. Hierzu wurden alle Materialien untersucht, die mit den Prufkdrper-
halften in Kontakt kamen. Mdgliche Fehlerquellen waren die Halterungen, die als Trager fur
die Prufkdrperhalften dienten, und das Isoliermittel (3.1.1), das zum Abdecken verwendete
Silikon (3.1.2), die aus PMMA hergestellten Prufkérperhalften selbst (3.1.3) sowie die Reini-

gungsldsungen bestehend aus den in Wasser aufgeldsten Reinigungstabletten (3.1.4).

3.1 Vorversuche zu moglichen Stérquellen der OPA-Methode durch Kontami-

nation

3.1.1 Prufung der Prufkdrperhalterungen und des Isoliermittels

Zunéchst wurden zwanzig 3-D-gedruckte Prifkorperhalterungen aus PLA untersucht. Hierzu
wurden jeweils zwanzig Halterungen 48 Stunden lang in einem mit 150 ml Aqua dem. ge-
fulltem Glas gelagert. Im Anschluss wurde jede Prufkorperhalterung in ein Reagenzrohrchen
Uberfuhrt, das mit 500 ul 1%iger SDS-Ldsung geflllt war, und 30 Minuten lang im Ultra-
schallbad aufbereitet. In einer Kivette wurde zunachst die Eigenextinktion des Eluats photo-
metrisch gemessen, anschlieRend erfolgte die Zugabe von 500 pl OPA-Reagenz. Die Kiivette
wurde mit dem dazugehérigen Falzdeckel abgedeckt und mehrmals geschiittelt. Nach einer
zweiminitigen Reaktionszeit erfolgte die photometrische Messung.

In einer darauffolgenden Untersuchungsreihe wurde der Untersuchungsvorgang mit zwanzig
Prufkorperhalterungen wiederholt, die zuvor mit Isoliermittel (3D Isoliermittel, Dentaurum, Is-

pringen, Deutschland) benetzt wurden.
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Ergebnis:

Die Hinzugabe des OPA-Reagenzes flhrte in beiden Versuchsreihen nicht zu einem Anstieg
der Extinktionswerte, sondern vielmehr zu einer nahezu konstanten Halbierung gegentber
dem Messwert der Eigenextinktion (Tabelle 5). Dies lasst sich durch einen Verdinnungseffekt
erklaren. Die Zugabe von 500 pl OPA-Reagenz fuhrt zu einer Verdoppelung des Volumens
der Lésung und zu einer Verdiinnung der 1%igen SDS-L6sung. Sind keine Stérkomponenten
in der Probe enthalten, so ist durch den Verdinnungseffekt eine Halbierung der Eigenex-
tinktion zu erwarten. Sollten hingegen Substanzen, die mit OPA reagieren, in der Probe ent-
halten sein, so sind in Abhangigkeit von deren Konzentration, héhere Messwerte zu erwarten.
Vereinzelt, wie beispielsweise bei den Proben Nummer 9 und 11, fiuihrte die Hinzugabe des
OPA-Reagenzes zu keiner Halbierung der Eigenextinktion sondern zu leicht niedrigeren be-
ziehungsweise erhdhten Messwerten. Diese lassen sich jedoch auf geringe Messschwan-
kungen zurtickfihren. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass keine Stérkomponenten,
die mit dem OPA-Reagenz reagieren, vorhanden sind. Weder die Halterungen noch das

Isoliermittel kdnnen die Messungen in den Hauptversuchen verfalschen.

3.1.2 Prufung des Silikons

Der Zugang zu den Prufkdrperhalften wurde von innen mit Silikon (Provil® novo, Kulzer
GmbH, Hanau, Deutschland) abgedeckt, sodass eine diinne Silikonschicht direkt mit den
inneren, nicht von Biofilm besiedelten Flachen der Prifkorper in Kontakt stand. Zwanzig zu
einer Kugel geformte Silikonproben desselben Gewichts (2 g) wurden 24 Stunden nach dem
Anmischen untersucht. Hierzu wurde jeweils eine Probe in ein Reagenzréhrchen Uberfihrt,
das mit 500 pl 1%iger SDS-L6sung gefiillt wurde, und anschlieRend 30 Minuten lang im Ultra-
schallbad bei 30 °C aufbereitet. In eine Klvette wurden zunachst 500 pl des Eluats pipettiert
und die Eigentriibung photometrisch gemessen. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 500 pl
OPA-Reagenz. Nach Abdeckung der Kiivette mit einem Falzdeckel und mehrmaligem Schiit-

teln erfolgte die Bestimmung der Extinktion nach einer zweiminitigen Reaktionszeit.

Ergebnis:

Die Aufbereitung filhrte zu einer deutlich sichtbaren Triibung der Losung und einer hohen
photometrisch gemessenen Eigenextinktion. Allerdings fiihrte die anschlielRende Zugabe von
500 pl OPA-Reagenz zu einer Halbierung des Extinktionswerts gegentiber dem Messwert der
Eigenextinktion (Tabelle 6). Die Halbierung ist auf einen Verdinnungseffekt zurickzufihren

(siehe Kap. 3.1.1), es kam zu keiner Reaktion von méglichen geldsten Bestandteilen mit dem
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OPA-Reagenz. In den Hauptuntersuchungen wurde das Silikon vor dem Herausdrucken der
Prufkorperhalften mit einer sterilen Pinzette entnommen. Selbst wenn ein Hauch des Silikons

an den Prifkérperhélften haften bleibt, wiirde dies die Messergebnisse nicht verfalschen.

Tabelle 5: Messergebnisse der Priufung der Halterungen und des Isoliermittels nach 48 h

in Agua dem. E = Extinktion, EE = Eigenextinktion, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung.

PLA-Halterung PLA-Halterung + Isoliermittel
E E
EE 500 pl Probe + EE 500 pl Probe +

Nr. 500 pl Probe 500 pl OPA NI, 500 pl Probe 500 ul OPA
1 0,338 0,108 21 0,169 0,087

2 0,288 0,143 22 0,288 0,145

3 0,261 0,106 23 0,293 0,157

4 0,262 0,130 24 0,228 0,100

5 0,192 0,087 25 0,303 0,178

6 0,284 0,152 26 0,298 0,145

7 0,309 0,167 27 0,323 0,149

8 0,229 0,111 28 0,272 0,143

9 0,227 0,064 29 0,298 0,163
10 0,202 0,100 30 0,290 0,151

11 0,244 0,154 31 0,182 0,086
12 0,216 0,104 32 0,248 0,129
13 0,296 0,116 33 0,198 0,099
14 0,200 0,091 34 0,232 0,118
15 0,153 0,104 35 0,229 0,112

16 0,199 0,099 36 0,278 0,137

17 0,274 0,141 37 0,217 0,059
18 0,222 0,108 38 0,199 0,102

19 0,301 0,156 39 0,175 0,080
20 0,262 0,140 40 0,220 0,108

MW £ SD 0,248 + 0,046 0,119 + 0,027 MW £ SD 0,247 £ 0,047 0,122 + 0,031

Quelle: Eigene Darstellung.



Vorversuche 36

Tabelle 6: Messergebnisse der Prifung des Silikons 24 h nach dem Anmischen. E = Extinkti-

on, EE = Eigenextinktion, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung.

Silikon
E E
EE 500 pl Probe + EE 500 pl Probe +
Nr. 500 ul Probe 500 pl OPA N 500 pl Probe 500 ul OPA

1 0,682 0,322 11 0,522 0,284
2 0,533 0,288 12 0,600 0,282
3 0,602 0,295 13 0,704 0,360
4 0,553 0,280 14 0,499 0,253
5 0,499 0,249 15 0,507 0,248
6 0,622 0,317 16 0,555 0,271
7 0,618 0,308 17 0,557 0,239
8 0,592 0,264 18 0,638 0,315
9 0,611 0,301 19 0,601 0,310
10 0,578 0,291 20 0,542 0,279

MW +SD 0,581 + 0,056 0,288 + 0,029

Quelle: Eigene Darstellung.

3.1.3 Prufung der Prufkorperhélften aus PMMA

Zehn Prifkorperhélften aus PMMA (Orthocryl®, Dentaurum, Ispringen, Deutschland) wurden
jeweils in ein Reagenzréhrchen mit 500 ul 1%iger SDS-Loésung Uberfihrt, und bei 30 °C 30
Minuten lang im Ultraschallbad aufbereitet. Zur Messung der Eigentriibbung wurden jeweils
500 ul des Eluats in eine Kivette tberfiihrt und photometrisch gemessen. Anschlie3end wur-
den 500 ul OPA-Reagenz hinzupipettiert. Die Kivette wurde mit dem dazugehdrigen Falz-
deckel abgedeckt und das Eluat wurde durch mehrmaliges Schuitteln mit dem OPA-Reagenz
vermengt. Die Extinktion wurde nach einer zweiminitigen Reaktionszeit photometrisch ge-

messen (Tabelle 7).

Ergebnis:

Waren keine Stérkomponenten, wie in Kapitel 3.1.1 erlautert, nachweisbar, ware eine Hal-

bierung der Extinktionswerte zu erwarten. Die Messwerte in Tabelle 7, beispielsweise der Wert



Vorversuche 37

der ungereinigten Prifkorperhélfte Nummer 2 oder der Mittelwert der ungereinigten Prifkor-
perhélften, zeigen jedoch, dass die Zugabe der OPA-L&sung nicht zu einer Halbierung, son-
dern zu einem leichten Anstieg der Extinktionswerte fiihrte. Als mogliche Ursachen wurde die
Freisetzung von Bestandteilen, die mit dem OPA-Reagenz reagieren, oder eine Kontamina-
tion der PMMA-Prufkérper mit Proteinen im Drucktopf wahrend der Polymerisation ange-
nommen. Zur Verringerung der Kontamination wurden die Prufkorper in einer weiteren Ver-
suchsserie nach der Polymerisation in drei Zyklen mit 1%iger SDS-L6sung im Ultraschallbad
aufbereitet beziehungsweise gereinigt. Nach dreimaliger Reinigung fuhrte die anschlieende
Untersuchung zu keinem Anstieg der Extinktionswerte. Daher wurden die PMMA-Prifkorper
der Hauptversuche nach ihrer Herstellung zur Reinigung in drei Zyklen mit 1%igem SDS ge-

reinigt, um eine maogliche Verfalschung der Messergebnisse auszuschliel3en.

Tabelle 7: Extinktionswerte der PMMA-Prifkorperhélften vor Reinigung und Extinktions-
werte der drei Reinigungszyklen. E = Extinktion, EE = Eigenextinktion, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung.

PMMA-Prufkérperhélfte

Reinigungszyklus

ungereinigt 1 2 3
E E E E

500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
EE Probe + EE Probe + EE Probe + EE Probe +

500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

Nr. Probe OPA Probe OPA Probe OPA Probe OPA

1 0,109 0,060 0,030 0,001 0,033 0,010 0,042 -0,001

2 0,099 0,076 -0,010 -0,010 -0,010 0,002 -0,012 0,005

3 0,052 0,028 -0,011 0,001 -0,010 0,001 -0,010 -0,001

4 0,088 0,050 0,006 0,005 0,009 0,011 0,008 0,002

5 0,092 0,057 0,015 0,011 0,002 0,041 0,009 0,010

6 0,055 0,027 -0,014 0,000 -0,014 0,011 -0,018 -0,011

7 0,098 0,062 0,011 0,006 0,012 0,010 0,006 0,002

8 0,075 0,046 0,016 0,009 0,008 0,007 -0,014 -0,005

9 0,109 0,062 0,001 0,001 -0,007 -0,003 0,006 0,002

10 0,099 0,060 0,006 0,005 0,012 0,009 -0,001 0,003
MW + 0,088 + 0,053 + 0,005 + 0,003 + 0,004 + 0,010+ | 0,002 + 0,001 £

SD 0,019 0,015 0,013 0,006 0,014 0,011 0,016 0,005

Quelle: Eigene Darstellung.
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3.1.4 Prufung der Reinigungslésungen

Zehn Reinigungstabletten jedes Zahnspangenreinigers wurden untersucht. Hierzu wurde jede
Reinigungstablette entsprechend der Zeitvorgabe des Herstellers in 150 ml Wasser der Tem-
peratur 40 + 2 °C aufgeldst. Unmittelbar im Anschluss wurden zur Messung der Eigenextink-
tion 500 pl der Reinigungslosung in eine Kivette pipettiert und photometrisch gemessen. An-
schlieRend wurden jeweils 500 ul OPA-Reagenz hinzupipettiert, durch mehrmaliges Schiitteln

miteinander gemischt und nach einer zweiminitigen Reaktionszeit photometrisch gemessen.

Ergebnis:

Die Hinzugabe von OPA-Reagenz filhrte nicht zu einer konstanten Halbierung der Extinktions-
werte der gemessenen Losung im Vergleich zur Eigenextinktion der Reinigungslésung (Tabel-
le 8). Als Beispiel hierfir kénnen die Mittelwerte des Reinigers Kukis® Xpress dienen. Der
Mittelwert der Eigenextinktion betragt E = -0,084, der zu erwartende Mittelwert bei einer kon-
stanten Halbierung der Werte wére somit E = -0,042. Der tatsachlich gemessene Wert lag
jedoch hoher (E = -0,006). Somit konnte nicht sicher ausgeschlossen werden, dass nicht ein-
zelne Bestandteile der Reinigungslésung mit dem OPA-Reagenz reagieren. Nach der Ent-
nahme aus der Reinigungslosung erfolgte der Transfer der Prifkorperhélften in die 1%ige
SDS-LOsung. Die Prufkorperhalften konnten wéahrend dieses Vorgangs von einem dinnen
Feuchtigkeitsfilm der Reinigungslosung benetzt sein und somit zu einer Verdiinnung der
Probe fuhren. Um die Flussigkeitsmenge auf einer Prifkorperhélfte und die daraus resul-
tierende mogliche Verdinnung zu erfassen, wurden mehrere Prifkorperhéalften aus einer
Reinigungslosung entnommen und sogleich auf eine Prézisionswaage (Precisa ES 320A,
Precisa, Dietikon, Schweiz) transferiert. Die maximal mdgliche Benetzung der Prifkérper-
halften lag bei 10 ul. Fur die Hauptuntersuchungen ergab sich daraus eine mégliche Verdinn-
ung von 1:55 (10 pl Reinigungslosung: 550 pl 1%ige SDS-LAsung).

Die daraus resultierenden mdglichen Fehler liegen im Bereich zwischen 0,0 und 2,2 % (Ta-
belle 8) und sind somit vernachlassigbar klein. Selbst wenn die Oberflache eines Priifkdrpers
nach der Entnahme aus dem Reinigungsbad durch eine kleine Menge Reinigungslosung
benetzt sein sollte, so wirde dies nicht zu einer signifikanten Verfalschung der Messergeb-

nisse fuhren.
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Tabelle 8: Extinktionswerte der Reinigungslésungen der untersuchten Zahnspangenreini-
ger. E = Extinktion, EE = Eigenextinktion, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung.

Reinigungslésung

Retainer Brite® Kukis® Xpress Dontodent
E E E
500 pl 500 pl 500 pl
EE Probe + EE Probe + EE Probe +
500 pl 500 pl Fehler 500 pl 500 pl Fehler 500 pl 500 uI  Fehler
Nr. Probe OPA [%0] Probe OPA [%0] Probe OPA [%0]
1 -0,131 -0,068 0,1 -0,098 0,010 2,2 -0,080 -0,008 15
2 -0,098 -0,039 0,4 -0,096 0,001 1,9 -0,095 -0,007 1,6
3 -0,131 -0,049 0,5 -0,098 0,001 1,8 -0,113 -0,045 0,4
4 -0,138 -0,068 0,0 -0,101 -0,010 15 -0,008 -0,008 1,8
5 -0,126 -0,060 0,1 -0,114 -0,023 11 -0,108 -0,011 1,4
6 -0,100 -0,038 0,4 -0,111 -0,025 1,0 -0,091 -0,025 0,8
7 -0,133 -0,058 0,2 -0,058 0,000 1,8 -0,058 -0,024 0,3
8 -0,141 -0,060 0,3 -0,049 -0,006 1,4 -0,077 -0,028 0,5
9 -0,120 -0,048 0,4 -0,059 -0,003 1,6 -0,082 -0,038 0,1
10 -0,109 -0,033 0,7 -0,058 -0,012 11 -0,094 -0,009 1,5
MW -0,123 -0,052 -0,084 -0,006 -0,080 -0,020
+SD 0,015 + 0,012 + 0,024 + 0,010 +0,028 +£0,013

Quelle: Eigene Darstellung.

3.2 Vorversuche zur Anpassung der OPA-Methode

3.2.1 Vergleich der Proteinmengen zweier nebeneinander liegender Prufkdrperhalf-

ten

In der vorliegenden Arbeit wird die Reinigungsleistung als die nach Reinigung nachweisbare
Proteinmenge im Vergleich zur Proteinmenge der ungereinigten Kontrollgruppe (ungereinigte
Prufkorperhalften) angegeben. Dieses Vorgehen setzt voraus, dass die angesammelte Bio-
filmmenge auf den zwei Prifkorperhélften jeweils sehr ahnlich ist. Um dies zu erreichen,
wurde festgelegt, dass die zwei Prifkorperhélften eines Priufkdrpers unter denselben Bedin-

gungen nah beieinander lokalisiert sind, um mdglicherweise lokal bestehende Unterschiede
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in der Menge an angesammeltem Biofilm zu minimieren.

Zur Prifung, ob die angesammelte Proteinmenge auf zwei Prifkorperhalften derselben Hal-
terung ahnlich ist, wurde eine Prufschiene mit jeweils vier eingearbeiteten Prifkorpern be-
stehend aus zwei Priifkorperhélften, wie in Abbildung 2 dargestellt, von einer Probandin 96
Stunden lang getragen. Die Proteinmengen wurden anschlie3end bestimmt.

Ergebnis:

Die Extinktionswerte und somit die angesammelten Proteinmengen auf beiden Halften eines
Prufkorpers sind nicht identisch, jedoch sehr &hnlich. Dies bedeutet, dass sich die Protein-
ansammlung auf zwei eng beieinanderliegenden Flachen unter Umstanden geringfiigig unter-
scheiden kann. Die geringen Unterschiede konnten allerdings auch auf Messschwankungen
zurlckgefihrt werden. Die Ansammlung von Protein an verschiedenen Lokalisationen im
Mundraum kann sich jedoch deutlicher unterscheiden (Tabelle 9, Prifkorperhalften B1 und
D1). Als Konsequenz rotierte die Zuordnung von Reiniger zu Priufkérper in den Hauptunter-

suchungen (Tabelle 3).

Tabelle 9: In-vivo-Untersuchung der Extinktionswerte auf zwei benachbarten Prufkérper-
halften bei Prifkodrpern, die fiir 96 h getragen wurden. Position A bis D kennzeichnet die Lokali-
sation der Prifkdrper (vgl. Abbildung 2). E = Extinktion, PKH = Priufkdrperhélfte.

Position PKH Eluat [ul] OPA-Reagenz [ul] E
Al 500 500 0,472
A A2 500 500 0,501
Bl 500 500 0,398
B B2 500 500 0,409
C1 500 500 0,420
C c2 500 500 0,438
D1 500 500 0,513
D D2 500 500 0,500

Quelle: Eigene Darstellung.

3.2.2 Ermittlung des Verhaltnisses von Probenvolumen zu OPA-Reagenz

Insbesondere auf den gereinigten Prifkorperhalften waren Messwerte im Bereich der unteren
Nachweisgrenze der OPA-Methode denkbar. Die Untersuchungen in diesem Abschnitt dien-
ten daher zur Optimierung der Nachweisgrenze. Die Extinktionswerte der ungereinigten so-

wie der gereinigten Prufkérperhalften sollten in dem fiir die modifizierte OPA-Methode optima-
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len Messbereich von E = 0,003-1,000 liegen.In einem Vorversuch wurden in mehreren Unter-
suchungsreihen 60 PMMA-Prufkorper bestehend aus jeweils zwei Prufkdrperhélften (ins-
gesamt 120 Prufkérperhélften) mit einer proteinreichen Lésung, hier Hilhnereiweil3, benetzt
und 24 Stunden lang getrocknet. Eine Prufkorperhalfte wurde mit dem Zahnspangenreiniger
Kukis® Xpress gereinigt, in ein mit 500 pl SDS-LAsung gefiilltes Reagenzrohrchen tberfihrt
und im Ultraschallbad aufbereitet (30 °C, 30 Minuten lang). Die zweite Prufkérperhalfte wurde
ungereinigt in ein Reagenzrohrchen, das mit 500 ul 1%iger SDS-Lésung gefillt war, Uberflhrt
und im Ultraschallbad aufbereitet. Je zwanzig Proben mit dem Verhéaltnis 100 ul Proteineluat
zu 500 pl OPA-L6sung, 200 pul Proteineluat zu 500 pl OPA-L6sung sowie 500 ul Proteineluat
zu 500 ul OPA-L6sung wurden untersucht. Das Verhaltnis von 500 pl Proteineluat zu 500 pl
OPA-L6sung fihrte zu Extinktionswerten die sowohl fiir die gereinigten als auch fir die unge-

reinigten Prufkorper im geforderten Messbereich lagen.

In einem weiteren Vorversuch trug eine Probandin in drei Untersuchungsreihen eine Prif-
schiene zweimal sieben und einmal vier Tage lang. Das Verhaltnis von 500 pl Proteineluat zu
500 pl OPA-L6sung wurde hierflr Gbernommen. Die Extinktionswerte dieser In-vivo-Serie la-
gen bei diesem Verhaltnis sowohl vor als auch nach Reinigung oberhalb der Nachweisgrenze
(Tabellen 10-12). Als Folge wurde dieses Verhaltnis fiir die Hauptversuche mit 20 freiwilligen
Proband*innen Ubernommen. Im Gegensatz zu den Hauptuntersuchungen wurde in den Vor-
untersuchungen die Eigenextinktion der Probe noch nicht gemessen bzw. berilicksichtigt und
die gesamte Probe von 500 pl wurde noch in einem statt in zwei Messvorgangen gemessen
(siehe Kap. 2.4.2). Die Schlussfolgerung, dass die Eigentriibung der Probe vorab bestimmt
werden sollte und statt einem zwei Messvorgange ratsam sind, wurde im Lauf der Vorver-

suche gezogen.

Tabelle 10: Extinktionswerte/Messergebnisse nach siebentdgigem Tragen einer Prif-
schiene. Die Berechnung der Reinigungsleistung [%] erfolgte mit der Formel 100 x ((OPA unge-
reinigt - OPA gereinigt)/ OPA ungereinigt). Die Berechnung der Proteinmenge [ug] erfolgte mit Hilfe
der Kalibrationsgeraden (siehe Kap. 4.1). E = Extinktion, PKH = Prufkdrperhalfte.

Differenz E Protein- Reinigungs-
Position PKH Reiniger E [%%] menge [ug] leistung [%]
Al 0,849 102,6
A A2 Leitungswasser 0,766 9,8 92,1 10,2
Bl 1,022 124,4
B B2 Retainer Brite® 0,662 35,2 79,0 36,5
C1 0,904 109,5
C C2 Dontodent 0,600 33,6 71,2 35,0
D1 0,648 77,2
D D2 Kukis® Xpress 0,535 174 63,0 18,4

Quelle: Eigene Darstellung.
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Tabelle 11: Extinktionswerte/Messergebnisse nach siebentdgigem Tragen einer zweiten
Prifschiene. Die Berechnung der Reinigungsleistung [%)] sowie der Proteinmenge [ug] erfolgte
wie in Tabelle 10 beschrieben. E = Extinktion, PKH = Prifkérperhélfte.

Differenz E Protein- Reinigungs-
Position PKH Reiniger E [%6] menge [ug] leistung [%]
Al 0,773 93,0
A A2 Dontodent 0,447 42,2 51,9 44,2
Bl 0,998 121,3
B B2 Retainer Brite® 0,453 54,6 52,7 56,6
C1 0,803 96,8
C C2 Kukis® Xpress 0,524 34,7 61,6 36,4
D1 0,827 99,8
D D2 Leitungswasser 0,611 26,1 72,6 27,3

Quelle: Eigene Darstellung.

Tabelle 12: Extinktionswerte/Messergebnisse nach viertdgigem Tragen einer Priifschiene.
Die Berechnung der Reinigungsleistung [%] und der Proteinmenge [ug] erfolgte wie in Tabelle 10
beschrieben. E = Extinktion, PKH = Prifkorperhélfte.

Differenz E Protein- Reinigungs-
Position PKH Reiniger E [%0] menge [Hg] leistung [%0]
Al 0,441 51,2
A A2 Retainer Brite® 0,095 78,5 7,6 85,2
B1 0,502 58,9
B B2 Kukis® Xpress 0,112 77,7 9,7 83,5
C1 0,399 45,9
C Cc2 Leitungswasser 0,207 48,1 21,7 52,7
D1 0,558 65,9
D D2 Dontodent 0,190 65,9 19,6 70,4

Quelle: Eigene Darstellung.

3.2.3 Ermittlung des pH-Wertes flir die 1%ige SDS-L6sung

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland) wird als anionisches Tensid zur Denaturierung von Proteinen eingesetzt.
Es kommt zur Veranderung der Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine durch den Verlust
der urspriinglichen Faltungsform ohne die Primarstruktur zu verandern. Die dadurch freigeleg-
ten a- und e-terminalen Aminogruppen kénnen nun quantifiziert werden.

Zur Herstellung einer 1%igen SDS-L6sung wurde zunachst mit Hilfe eines Magnetriihrers eine
20%ige klare, homogene SDS-Ldsung aus 10 g SDS und 50 ml Aqua dem. hergestellt. An-

schliel3end erfolgte die Zugabe von 950 ml Aqua dem. zur Gewinnung 1%iger SDS-Ldsung.

In einer Veroffentlichung von Michels und Frister [151] wurden Prifkdérper mit heparinisiertem

Schafsblut angeschmutzt und die Reinigungsleistung mit der OPA-Methode erfasst. Neben
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einer neutralen Blutprobe wurde eine Blutprobe auf den pH-Wert 11,5 eingestellt. Letzt-
genannter pH-Wert wurde als gunstig ermittelt und lieferte geringfligig hthere Werte als die
neutralen Proben. In einer weiteren Veroffentlichung wurde die SDS-Losung auf pH 9,3
eingestellt [150]. Bei Wehrl und Kircheis [152] wird die Einstellung auf pH 11 beschrieben
Auf Grund der unterschiedlichen Angaben war es wichtig, den optimalen pH-Wert vorab zu
ermitteln. Die Einstellung des pH-Werts der SDS-L&sung erfolgte mit Natronlauge. Dies be-
wirkt, dass sich die Proteine auffalten und primare Aminogruppen innerhalb des Proteins gut
zuganglich fur die Reaktion mit dem OPA-Reagenz sind [150].

In einer Voruntersuchung wurden Prufkdrperhalterungen mehrmals mit Hihnereiweil ange-
schmutzt und getrocknet. Die Prifkorperhalterungen in der vorliegenden Studie verflgten
Uber eine gréfRere Oberflache als die Priufkdrperhalften, sodass die Menge der Anschmutzung
mittels einer Prazisionswaage (Precisa ES 320A, Precisa, Dietikon, Schweiz) gemessen und
zur Extinktion ins Verhéaltnis gesetzt werden konnte. Insgesamt 30 Prufkérperhalterungen
wurden vor und nach Anschmutzung mit Hilhnereiweil3 gewogen und die Differenz (Protein-
menge) berechnet. Jeweils zehn Halterungen wurden mit einer 1%igen SDS-L6sung mit pH-
Wert 10,5, 11 oder 11,5 untersucht. Hierzu wurde eine verschmutzte Prifkdrperhalterung in
ein Reagenzrdhrchen, das mit 500 ul 1%iger SDS-Losung des pH-Werts 10,5, 11 oder 11,5
gefullt war, Gberfihrt und anschlie3end im Ultraschallbad 30 Minuten lang bei 30 °C aufberei-
tet. Von der Probe wurden 50 pl entnommen und in eine Kiivette Gberflihrt, die mit 1 ml OPA-
Reagenz gefillt war. Das Eluat wurde durch mehrmaliges Schitteln miteinander gemischt,

die photometrische Messung erfolgte nach einer zweiminutigen Reaktionszeit.

Ergebnis:

Ein hoherer pH-Wert fuhrte zu héheren Extinktionswerten. Der Mittelwert des Quotienten aus
Proteinmenge und Extinktion liegt bei einem pH-Wert von 11,5 (MW £ SD 268,2 + 50,0) deut-
lich Gber den Mittelwerten der 1%igen SDS-Ldsungen, die auf den pH-Wert 11,0 (MW * SD
239,8 £ 32,6) oder 10,5 (MW £ SD 177,0 + 33,7) eingestellt wurden. Da die Extinktion der
Prufkorperhalften nach Reinigung im Bereich der unteren Nachweisgrenze lag, wurde als
Konsequenz die 1%ige SDS-Ldsung, die fur die Hauptversuche verwendet wurde, auf pH 11,5

eingestellt.



Vorversuche

44

Tabelle 13: Messwerte zum Einfluss des pH-Werts der 1%igen SDS-Lésung auf die Extink-

tion. E = Extinktion, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, *Quotient aus Proteinmenge

und Extinktion.

pH 10,5 pH 11,0 pH 11,5

Protein [mg)/ Protein [mg)/ Protein [mg)/

Nr. [mg] E E* [mg] E E* [mg] E E*
1 2,4 0,411 171,0 3,2 0,723 225,9 0,9 0,245 272,2
2 19 0,372 195,5 21 0,569 271,0 1,0 0,161 160,5
3 0,6 0,132 220,0 31 0,559 180,2 1,2 0,295 245,8
4 0,6 0,122 202,5 1,9 0,448 235,5 0,7 0,213 303,6
5 4,0 0,462 115,5 1,0 0,289 288,5 1,0 0,295 2945
6 1,3 0,204 156,5 15 0,324 216,0 2,6 0,585 224.8
7 2,0 0,365 182,3 23 0,483 209,8 1,0 0,233 233,0
8 1,1 0,226 205,5 0,7 0,196 280,0 0,8 0,256 319,4
9 14 0,279 198,9 0,9 0,209 232,2 0,7 0,235 335,7
10 2,5 0,307 122,6 0,7 0,181 258,6 14 0,410 2929
MW 177,0 239,8 268,2
+SD + 33,7 +32,6 +50,0

Quelle: Eigene Darstellung.
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4 Ergebnisse der Hauptversuche

4.1 Kalibrierung der modifizierten OPA-Methode

Zur Quantifizierung der Proteinmenge der Prifkdrperproben erfolgten vor, wahrend und nach
der Beendigung der Hauptversuche mehrere Kalibrierungen mit einem Modellprotein, hier bo-
vinem Serumalbumin (BSA, Fraktion V, Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA), als Aquivalent.
Eine homogen geldste Stammlésung aus 50 mg BSA ad 50 ml Aqua dem. (1000 pg/ml) wurde
in einem Messkolben angesetzt. Von der Stammlésung wurden 5 ml in ein Reagenzréhrchen
pipettiert (Standard Nr. 1). Fir den Standard Nr. 2 wurden hieraus 2,5 ml enthommen und in
ein weiteres Reagenzrohrchen pipettiert, das mit 2,5 ml 1%iger SDS-L6sung gefiillt war. Die
weiteren Verdinnungen wurden entsprechend dem Verdinnungsschema in Tabelle 14 ange-
legt. Zum Messen der einzelnen Konzentration wurden 500 ul des entsprechenden Standards
mit 500 pl der OPA-Reagenz vermischt und nach einer zweiminitigen Reaktionszeit photo-
metrisch gemessen. Die Messung der Standards begann mit dem Standard Nr. 12, das zur
Nullung des Photometers diente. Da sowohl der Extinktionswert von Standard Nr.1 (Ver-
dinnung 1000 pg BSA/mI) als auch von Standard Nr. 2 (Verdinnung 500 pg BSA/ml) E>1,000
betrug, wurden diese Standards zur Erstellung der Kalibrationsgeraden nicht bericksichtigt.
Die Kalibrationsgerade wurde fir den fir die Hauptuntersuchungen relevanten Messbereich
von 1-250 ug/ml erstellt.

Anhand der gemessenen Extinktionswerte aus insgesamt sechs Messreihen wurde eine Re-
gressionsgerade, y = mx + b, gemaf der Methode der kleinsten Quadrate erstellt. Die Quanti-
fizierung der zunachst unbekannten Konzentrationen der Proteinproben erfolgte mittels dieser

Geraden.
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Tabelle 14: Verdinnungsschema der BSA-Standards zur Kalibrierung der OPA-Methode.

Proteingehalt BSA Volumen
Standard Nr. [ng/ml] Volumen Standard 1%ige SDS-Losung

1 1000,0 5,0 ml Stammldsung -

2 500,0 2,5 ml Standard Nr. 1 2,5ml
3 250,0 2,5 ml Standard Nr. 2 2,5ml
4 125,0 2,5 ml Standard Nr. 3 2,5ml
5 62,5 2,5 ml Standard Nr. 4 2,5ml
6 31,3 2,5 ml Standard Nr. 5 2,5ml
7 15,6 2,5 ml Standard Nr. 6 2,5ml
8 7,8 2,5 ml Standard Nr. 7 2,5ml
9 3,9 2,5 ml Standard Nr. 8 2,5ml
10 2,0 2,5 ml Standard Nr. 9 2,5ml
11 1,0 2,5 ml Standard Nr. 10 2,5ml
12 0,0 2,5 ml Standard Nr. 11 2,5ml

Quelle: Modifiziert nach Wehrl und Kircheis, 2011 [152].
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Abbildung 5: Kalibrationsgerade zwischen der definierten Menge an Protein (BSA, Fraktion
V, Sigma Aldrich®, St. Louis, USA) und der Extinktion. Quelle: Eigene Darstellung.

4.2 Lokalisationsspezifische Akkumulation

Wie in Abbildung 2 zu sehen, wurden die vier Prufkdrper an vier verschiedenen Stellen im
bukkalen Bereich der ersten und zweiten Molaren des Oberkiefers platziert. Zur Uberprifung
einer lokalisationsspezifischen Akkumulation von Biofilm fasst Tabelle 15 die Proteinmengen
der ungereinigten Prufkorper der Hauptversuche zusammen. Auf den Positionen A, B und D
kam es im Mittel zu einer Proteinakkumulation zwischen 41,3 + 16,6 ug bis 43,9 £ 13,3 ug.
Auf Position C betragt die durchschnittliche Proteinakkumulation aller untersuchten Prufkorper

53,2 + 18,0 pug und liegt damit hoher als auf den anderen Positionen.
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Tabelle 15: Darstellung der Proteinmenge auf der Oberflache der ungereinigten PMMA-Prif-
korperhalften in Abhangigkeit von deren Lokalisation. MW = Mittelwert, SD = Standardabwei-
chung.

Proteinmengen [ug]

Lokalisation min. - max. MW + SD
Position A 11,8 - 80,3 429+ 175
Position B 10,1 - 74,8 43,9+ 13,3
Position C 31,7-87,0 53,2+ 18,0
Position D 6,9 - 56,0 41,3+ 16,6

Quelle: Eigene Darstellung.

4.3 Verteilung der Proteinmengen

Mit Hilfe der Kalibrationsgeraden wurde der Proteingehalt der Prifkérper aller 20 untersuch-
ten Schienen ermittelt. Die Verteilung der Proteinmengen auf den Priufkérperhalften vor und
nach Reinigung ist in Tabelle 16 und in Abbildung 6 in Form eines Boxplot-Diagramms darge-
stellt. Der Maximalwert der ungereinigten Prifkorperhélften betrug 87,0 pg, der Minimalwert
der ungereinigten Prufkérperhalften betrug 6,9 pg. Die Proteinmengen nach Reinigung der
Prufkdrperhdlften reichten vom Minimalwert 4,3 pg bis zum Maximalwert von 53,0 pg. Die
Mittelwerte der Proteinmengen auf den ungereinigten Priifkérperhélften lagen zwischen 42,4
+ 16,3 pg (Leitungswasser) und 51,1 + 17,8 ug (Dontodent). Die Mittelwerte auf den gereinig-
ten Priufkorperhalften lagen zwischen 20,2 + 9,3 ug (Retainer Brite®) und 31,9 + 13,0 ug (Lei-
tungswasser) Protein.

Die Proteinmengen auf den ungereinigten Prufkorperhalften waren hoher als die Protein-
mengen nach Reinigung mit Hilfe eines Zahnspangenreinigers oder Leitungswasser. Lei-
tungswasser liel3, sowohl absolut als auch relativ, die hochsten Mengen an Protein zurick.
Der Zahnspangenreiniger Retainer Brite® liel3 die geringste Menge an Protein zurtick (absolut

sowie relativ). Die Ergebnisse der Proteinreduktion in Prozent sind unter Punkt 4.4 dargestellt.
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Tabelle 16: Darstellung der Proteinmenge in ug auf den PMMA-Prifkérpern in Abhangigkeit
vom verwendeten Reiniger. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung.

Proteinmengen [ug]

Gruppe Ungereinigte Prifkorper Gereinigte Prifkorper
min. - max. MW = SD min. - max. MW + SD
Retainer Brite® 16,8 - 84,1 43,2+ 16,3 6,7-41,8 20,2+ 9.3
Kukis® Xpress 11,8-87,0 44,8 + 16,5 6,5-43,0 27,3+10,5
Dontodent 10,1 - 80,6 51,1+17,8 6,6 - 53,0 29,8+12,0
Leitungswasser 6,9-74,8 42,4 + 16,3 4,3-523 31,9+13,0

Quelle: Modifiziert nach Arndt-Fink und Jost Brinkmann, 2023 [148].
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Abbildung 6: Box-Whisker-Plots mit Darstellung der Verteilung der Proteinmengen in ug.
Die Mittelwerte sind in Tabelle 16 angegeben. Medianwerte ungereinigt: Retainer Brite® 39,6 g,
Kukis® Xpress 45,2 ug, Dontodent 49,7 pug und Leitungswasser 43,1 ug. Medianwerte gereinigt:
Retainer Brite® 19,0 pg, Kukis® Xpress 28,3 pug, Dontodent 30,1 pg, Leitungswasser 32,1 ug.

o = AusreiRer. Quelle: Ubersetzt nach Arndt-Fink und Jost-Brinkmann, 2023 [148].
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4.4 Reinigungsleistung

Mit Hilfe der modifizierten OPA-Methode wurde der Proteingehalt der ungereinigten Priif-
korperhélften und der Restproteingehalt der Prifkorperhélften nach Reinigung mit einem
Zahnspangenreiniger oder Leitungswasser gemessen.

Als Kriterium fiir die Reinigungsleistung diente die nach Reinigung nachweisbare Protein-

menge im Vergleich zur Proteinmenge in der ungereinigten Kontrollgruppe.

Formel zur Berechnung der Reinigungsleistung in %:

100 x (OPA ungereinigt — OPA gereinigt)
OPA ungereinigt

Die Proteinreduktion der drei Zahnspangenreiniger sowie des Kontrollmediums Wasser ist in
Abbildung 7 dargestellt. Die Mittelwerte der Proteinreduktion liegen zwischen 54,5 und
25,9 %. Die Zahnspangenreiniger Retainer Brite® (MW 54,5 + 7,1 %), Kukis® Xpress (MW
39,9 + 11,5 %) sowie Dontodent (MW 41,5 + 9,2 %) flhrten zu einer héheren Proteinreduktion
als Leitungswasser (MW 25,9 * 6,5 %). Der Mittelwert fur die Proteinreduktion war bei dem
Zahnspangenreiniger Retainer Brite® am hdchsten.

Die mittlere Reinigungsleistung der drei Zahnspangenreiniger wurde durch den t-Test fur ab-
hangige Stichproben untereinander verglichen, wobei ein p-Wert von < 0,05 als signifikant de-
finiert wurde. Alle p-Werte wurden nach Bonferroni mit dem Faktor 3 adjustiert. Der Unter-
schied in der Reinigungsleistung zwischen Retainer Brite® und den beiden anderen Zahn-
spangenreinigern war hoch signifikant (p<0,001), wahrend zwischen den Reinigern Kukis®

Xpress und Dontodent kein signifikanter Unterschied bestand (p=1).
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Abbildung 7: Box-Whisker-Plots der Proteinreduktion in %.

Mittelwerte £ SD: Retainer Brite® 54,5 + 7,1 %, Kukis® Xpress 39,9 + 11,5 %, Dontodent 41,5 +
9,2 % und Leitungswasser 25,9 + 6,5 %. Medianwerte: Retainer Brite® 54,9 %, Kukis® Xpress
38,8 %, Dontodent 39,9 % und Leitungswasser 26,5 %. o = AusreilRer. Quelle: Ubersetzt nach
Arndt-Fink und Jost-Brinkmann, 2023 [148].

5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Ex-vivo-Studie fuhrte der Zahnspangenreiniger Retainer Brite® zur hdchsten Pro-
teinreduktion (MW 54,5 + 7,1 %) und der Zahnspangenreiniger Kukis® Xpress zur niedrigsten
Proteinreduktion (MW 39,9 £+ 11,5 %). Der Unterschied in der Reinigungsleistung zwischen

Retainer Brite® und den beiden anderen Zahnspangenreinigern war hochsignifikant (p<0,001)
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wahrend zwischen den Reinigern Kukis® Xpress und Dontodent kein signifikanter
Unterschied bestand (p=1) [148]. Die Reinigungsleistung aller Zahnspangenreiniger war
hoher als die von Leitungswasser (Abbildung 7). Demzufolge befanden sich nach Reinigung
mit Leitungswasser die hochsten Mengen (MW 31,9 + 13,0 pug) und bei Retainer Brite® die
niedrigsten Mengen (MW 20,2 + 9,3 pg) an Protein auf den Prufkdrpern. Dontodent (MW 29,8
+ 12,0 pg) und Kukis® Xpress (MW 27,3 + 10,5 ug) lieRBen eine ahnliche Proteinmenge zurilck.
Die Proteinmengen auf den ungereinigten Prifkorperhélften waren in der Gruppe Dontodent
am hochsten. Wie der Tabelle 15 zu entnehmen ist, kam es zu einer hoheren Biofilm-
akkumulation auf Position C, wahrend sich die Biofilmakkumulation auf den Ubrigen Posi-
tionen kaum unterschied. Vorab wurde festgelegt, dass die Zuordnung der Reiniger zu den
Prufkdrpern rotieren musste, um lokal bestehende Unterschiede in der Menge an ange-
sammeltem Biofilm auszugleichen. Aus den Ergebnissen dieser Studie geht hervor, dass die
Effektivitat von chemischen Reinigungstabletten an einem sieben Tage alten Biofilm und
seinen damit einhergehenden strukturellen Veranderungen limitiert ist. Zwar waren die
Reinigungstabletten in der Lage einen Teil des Biofilms zu entfernen, jedoch blieb eine erheb-
liche Menge an Biofilm zuriick [148]. Im Vergleich zu einer vorangegangenen Pilotstudie [119],
die die Effektivitat von Zahnspangenreinigern an einem vier Tage alten Biofilm untersuchte,

kommt es nach sieben Tagen ohne Reinigung zu einer deutlich geringeren Proteinreduktion.

5.2 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Verschiedene Studien haben die Wirksamkeit von chemischen Reinigern in Form von
selbstauflosenden Reinigungstabletten fir die Anwendung an herausnehmbaren kieferortho-
padischen Geraten sowie an herausnehmbarem Zahnersatz untersucht [108,117-122,132-
143,145]. Dabei fanden die Untersuchungen an weichen Belagen, die sich innerhalb einer
kurzen Zeitspanne ansammelten, statt. Mehrere Studien konnten die Effektivitat von che-
mischen Zahnspangenreinigern ohne den zusatzlichen Einsatz einer mechanischen Kom-
ponente belegen [108,119,120]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus
mechanischer Reinigung mit einem chemischen Zahnspangenreiniger zu besseren Reini-
gungsergebnissen fihrt als alleinige mechanische Reinigung oder in Kombination mit Zahn-
pasta [132,133].

In einer friheren Untersuchung von Fathi et al. [119] wurde die Reinigungsleistung von selbst-
tatigen chemischen Reinigungstabletten, ohne den zusatzlichen Einsatz einer Zahnbirste,
untersucht. Dabei fuhrten die getesteten Reiniger zu einer Proteinreduktion von 79,9 %
(Kukis®), 81,8 % (NitrAdine® Ortho&Junior™) und 86,8 % (fittydent super®). Leitungswasser
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fuhrte zu einer Proteinreduktion um 56,5 %. Der Vergleich der Sduberungsleistung von Lei-
tungswasser zwischen einem vier Tage alten Biofilm (Fathi et al.) und einem sieben Tage
alten Biofilm zeigt, dass die Proteinreduktion bei dem alteren Biofilm geringer war. Wahrend
die Proteinreduktion an einem vier Tage alten Biofilm 56,5 % betrug, betragt sie an einem
sieben Tage alten Biofilm nur noch 25,9 + 6,5 %. Ein direkter Vergleich zwischen den unter-
suchten chemischen Reinigungstabletten kann nicht gezogen werden, da es sich in beiden
Studien um unterschiedliche Reiniger handelt. Bei Kukis® handelt es sich um Produkte
desselben Herstellers, allerdings wurde in der vorliegenden Studie das Nachfolgeprodukt
Kukis® Xpress untersucht. Neben dem Produktnamen und einer verkirzten Einwirkzeit unter-
scheiden sich die Inhaltsstoffe der Reiniger gering voneinander. Anderungen in der Zu-
sammensetzung konnten eine Weiterentwicklung des Produktes sein und damit zu einer
Verbesserung der Reinigungswirkung fuhren. Ein direkter Vergleich lasst sich ebenfalls auf
Grund der verkurzten Einwirkzeit von 10 Minuten auf 3 Minuten nicht ziehen.

Auch wenn nicht identische Reiniger untersucht wurden, so handelte es sich doch in beiden
Studien bei den untersuchten Reinigungsprodukten um Reinigungstabletten auf Peroxidbasis.
Dies lasst die Vermutung aufkommen, dass die Unterschiede in der Reinigungsleistung nicht
vorrangig auf die Verwendung unterschiedlicher Reiniger zurtickzufihren sind, sondern eine
Folge der Reifung des Biofilms und seinen damit einhergehenden strukturellen Verander-
ungen sind [7]. Dies wirde auch die geringere Sauberungsleistung im Vergleich zu vor-
handener Literatur, die die Effektivitat chemischer Zahnspangenreiniger an weichen Belagen
untersuchten, erklaren. Diedrich [108] untersuchte die Wirksamkeit von drei verschiedenen
Reinigungsmethoden in drei aufeinanderfolgenden Untersuchungszyklen an derselben Pro-
bandengruppe. Selbsttatige Zahnspangenreiniger waren der Kombination aus Zahnburste
und Zahnpasta Uberlegen. Vor allem in schwer erreichbaren Arealen wie um Draht- und
Schraubenelementen lies die mechanische Reinigung einen erheblichen Anteil an Biofilm
zurlick. Weitere Studien, die die Wirksamkeit selbsttatiger chemischer Reinigungstabletten
priften, konnten eine antimikrobielle Wirksamkeit sowie zum Teil eine Reduktion der Bio-
filmmasse durch die Reinigungstabletten nachweisen [121,138,139,152]. Jedoch fand die
Uberwiegende Mehrzahl dieser Arbeiten an kiinstlich gezlichteten Biofilmen statt, die aus nur
wenigen unterschiedlichen Spezien gebildet wurden. So priiften Jose et al. [138] die Wirksam-
keit von vier chemischen Prothesenreinigern an einem Monospezies-Biofilm aus Candida
albicans. Zwar fuhrten die Reiniger zu einer Reduzierung der Stoffwechselaktivitat und zu
einer Reduktion der Zellmasse, allerdings lag Candida albicans nur als initiale Haftschicht und
nicht als strukturierter Biofilm vor. Die Untersuchungen von Coenye et al. [153] fanden an vier
Monospezies-Biofilmen statt. Coimbra et al. [139] pruften zwei chemische Reiniger auf einem
Biofilm, der innerhalb von 24 Stunden aus Candida albicans, Staphylococcus aureus und

Pseudomonas aeruginosa gebildet wurde. Zwar wird dieser von den Autoren als Multispezies-



Diskussion 54

Biofilm bezeichnet, allerdings wird die Komplexitdt und Heterogenitdt des oralen Biofilms
durch diesen nicht widergespiegelt. Es konnte festgestellt werden, dass die chemischen Reini-
ger zwar eine antimikrobielle Aktivitat besitzen, jedoch zu keiner weitgehenden Reduktion des
Biofilms fihren. Ein aus Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans
und Candida glabrata gebildeter Biofilm konnte in einer Studie von Lopes et al. [140] durch
keinen der vier untersuchten chemischen Reiniger weitgehend entfernt werden.

Bislang existieren nur wenige klinische Studien, die die alleinige Sauberungsleistung von
selbsttatigen chemischen Reinigern auf einem in vivo gebildeten Biofilm untersuchten.
Haufiger wurde die Kombination aus mechanischer Reinigung und chemischer Reinigungs-
tablette untersucht [132-136]. Ein positiver Effekt des adjuvanten Einsatzes von chemischen
Reinigern konnte hierbei in mehreren Studien feststellt werden [132,133,136,137]. Aus den
Ergebnissen einer Ubersichtsarbeit von de Souza et al. [146] geht hervor, dass der Einsatz
chemischer Reiniger bei der Reduzierung von Mikroorganismen und der Plaquebedeckung
von Prothesenoberflachen wirksamer zu sein scheint als die Reinigung mit Wasser. Eine
weitere Erkenntnis ist, dass der Vergleich der Wirksamkeit verschiedener Reinigungsme-
thoden zur Prothesenreinigung zwar bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen war,
jedoch nur eine begrenzte Anzahl an gut konzipierten, randomisierten klinischen Studien ex-
sistiert. Aus der Analyse dieser Studien geht hervor, dass keine bestimmte Methode der
Prothesenreinigung einer anderen Uberlegen ist.

Bislang gibt es keine standardisierte Methode zur Untersuchung der Wirksamkeit von chemi-
schen Reinigern. Dies fuhrt zu einer erheblichen Heterogenitat im Studiendesign und der Aus-
wertung [146,147]. Dies erschwert einen Vergleich verschiedener Reinigungsmethoden und
lasst keine fundierte Aussage zu deren Wirksamkeit zu. Laut Nikawa et al. [147] ist eine Stan-
dardisierung in der Anwendung der Methoden und Materialien notwendig. Andererseits flihrt
Pluralitat zu neuen innovativen Ansatzen.

Bisherige Studien priiften haufig die antimikrobielle Wirkung von chemischen Reinigern gegen
pathogene Mikroorganismen wie Candida albicans und Streptococcus mutans. Deutlich
weniger Studien priften deren Wirksamkeit bei der Entfernung eines in vivo gebildeten oralen
Biofilm. Die Selektion bestimmter Mikroorganismen und die Untersuchung auf einem kiinst-
lich geziichteten Biofilm limitiert eine Ubertragung der dabei gewonnenen Erkenntnisse auf
die klinische Situation. Die Wirksamkeit von selbsttatigen chemischen Reinigungstabletten zur
Entfernung eines in vivo gebildeten oralen Biofilms kann bislang nicht abschlielend beant-
wortet werden.

Anhand der Ergebnisse dieser Studie musste die priméare Hypothese, dass die alleinige che-
mische Reinigung mit kommerziellen Zahnspangenreinigern an einem sieben Tage alten Bio-

film zu einer ausreichenden Proteinreduktion fuhrt, verworfen werden.
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Die untersuchten Zahnspangenreiniger entfernten nur einen Teil des sieben Tage alten
Biofilms, ein erheblicher Anteil an Biofilm blieb zurtick. Daraus lasst sich schlie3en, dass die
Effektivitat chemischer Reinigungstabletten an einem etablierten Biofilm limitiert ist [148] . Die
vorliegenden Ergebnisse lassen Zweifel an der Aussage einiger Hersteller aufkommen, dass
chemische Reinigungstabletten dazu beitragen, harte Ablagerungen wie Zahnstein auf he-
rausnehmbaren Apparaturen zu entfernen. Des Weiteren ist fraglich, ob im Handel erhéltliche
Reiniger, die nur einmal wochentlich verwendet werden sollen, wirksam sind und als einzige
Reinigungsmethode genligen. Die sekundére Hypothese, dass die Reinigungsleistung der
drei Zahnspangenreiniger sich voneinander unterscheidet, musste beibehalten werden. Die
Reinigungsleistung des Zahnspangenreinigers Retainer Brite® unterschied sich signifikant
von der Reinigungsleistung der Zahnspangenreiniger Kukis® Xpress und Dontodent
(p<0,001), es bestand allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen Dontodent und
Kukis® Xpress (p=1).

Fur die zunehmende Widerstandsfahigkeit reifer Biofilme gegentber physikalischen und
chemischen Belastungen sind zahlreiche Mechanismen verantwortlich. Neben einer Gesamt-
zunahme aller Bakterien kommt es zu einer zunehmenden Heterogenitat der bakteriellen
Zusammensetzung und zur Vermehrung von anaeroben Bakterien [15]. Diese Heterogenitéat
ermdglicht den Austausch von Stoffwechselprodukten, Signalmolekiilen, genetischem Mate-
rial und Abwehrstoffen [7]. Des Weiteren stellen extrazellulare polymere Substanzen (EPS)
eine Diffusionsbarriere fir antimikrobielle Substanzen dar, indem sie die Transportge-
schwindigkeit ins Innere des Biofilms verlangsamen oder durch Interaktion mit den extra-
polymeren Substanzen beeintrachtigen [5]. Daraus resultiert ein erschwertes Eindringen von
antimikrobiellen Substanzen in tiefe Schichten des Biofilms. Bakterien, die in ihrer plank-
tonischen Form durch Antiseptika, wie beispielsweise Chlorhexidin, gehemmt werden, kénnen
durch Organisation zu einem Biofilm Uberleben [154]. Ein weiterer zu beriicksichtigender
Faktor ist die Verweildauer in einer Reinigungslésung. In dieser Studie wurde entsprechend
den Herstelleranweisungen gepriift. Flr Kukis® Xpress betrug die Verweildauer in der Reini-
gungsldsung 3 Minuten, fir Dontodent 10 Minuten und fiir Retainer Brite® und das Kontroll-
medium Leitungswasser 15 Minuten.

Die Kinetik zur Abt6tung von Candida-albicans-Biofilmen, die auf PMMA-Prifkorpern geziich-
tet wurden, ermittelten Coenye et al. [153]. Durch die Verlangerung der Expositionszeit in
einer Losung auf Peroxidbasis (NitrAdine™, Medical Interporous, MSI Laboratories AG, Va-
duz, Liechtenstein) konnte eine signifikante Reduzierung von Candida albicans erreicht wer-
den. Wahrend es in der Anfangsphase nur zu einer begrenzten Abtotung der Candida albicans

Biofilmmasse kam, konnte durch die lAngere Expositionszeit (30 Minuten statt 15 Minuten) ei-
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ne fast vollstdndige Abt6tung erzielt werden. Yang et al. [155] untersuchten in ihrer In-vitro-
Studie sieben chemische Reiniger in Form von Reinigungstabletten. Eine verlangerte Expo-
sitionszeit der kontaminierten Prifkorper in den chemischen Reinigungslosungen von zwolf
Stunden, anstelle von zehn Minuten, fuhrte zu einer signifikant hdheren Reduktion von Mikro-
organismen und Proteinen. In der vorliegenden Studie waren die Unterschiede in der Reini-
gungsleistung zwischen Retainer Brite®, Dontodent und Kukis® Xpress signifikant. Wahrend
Retainer Brite® mit einer Einwirkzeit von 15 Minuten zur hochsten Proteinreduktion fuhrte,
erreichte der Reiniger Kukis® Xpress mit der kirzesten Einwirkzeit von 3 Minuten die
niedrigste Proteinreduktion. Jedoch war der Unterschied in der Proteinreduktion zwischen
Kukis® Xpress sowie Dontodent trotz einer langeren Verweildauer im Reinigungsbad nicht
signifikant.

Die Verweildauer der Prifkérper in Leitungswasser wurde mit Retainer Brite® und damit der
langsten Einwirkzeit gleichgesetzt. Leitungswasser fuhrte zur niedrigsten Proteinreduktion
(MW 25,9 + 6,5 %) und war damit ineffizienter als die chemischen Zahnspangenreiniger. Da
lediglich die Reinigungsleistung geman Herstelleranweisung gepruft wurde, bleibt zu klaren,
ob eine langere Expositionszeit in der Reinigungslésung zu héheren Reinigungswerten fihrt.
Des Weiteren bleibt zu prufen, ob die Unterschiede in der Reinigungsleistung auf die Zu-
sammensetzung der Reiniger zurtickzufiihren sind, oder ob sie Folge der unterschiedlichen
Einwirkzeiten sind. Zur Klarung dieser Frage konnte in einer folgenden Studie die Verweil-
dauer der Prifkorper in den Reinigungslosungen gleichgesetzt werden.

Neben der Reinigungsdauer ist ein weiterer Faktor, der die Reinigungsleistung beeinflussen
kann, die Temperatur des Wassers, das zur Herstellung der Reinigungslésung verwendet
wird. lwawaki et al. [156] priften die Auswirkung der Wassertemperatur bei der Reinigung mit
einem Ultraschallreinigungsgerat an einem in vitro geziichteten Candida-albicans-Biofilm. Die
Reinigung mit warmem Wasser (40 °C) fuihrte zur grof3ten Reduktion der Keimzahl sowie zum
hdchsten Grad an Sauberkeit und war der Reinigung mit kaltem Wasser (16 °C) Uberlegen.
Um mdogliche Verzerrungen aufgrund von Temperaturunterschieden auszuschlieRen, wurden
zur Herstellung der Reinigungsldsungen fiir alle Zahnspangenreiniger und Leitungswasser
dieselbe Wassertemperatur gewahlt. Laut den Herstellervorgaben soll zur Reinigung mit
Kukis® Xpress 40 °C warmes Wasser verwendet werden. Die Reinigung mit Retainer Brite®
und Dontodent soll den Herstelleranweisungen zufolge mit warmem Wasser erfolgen. Da nur
Kukis® Xpress eine genaue Wassertemperatur von 40 °C zur Reinigung vorgibt, wurde diese
auch fur die Untersuchungen mit Retainer® Brite, Dontodent sowie dem Kontrolimedium Lei-
tungswasser ibernommen.

In der vorliegenden Studie wurden kommerziell erhaltliche, selbsttatige Zahnspangenreiniger

in Form von selbstaufldsenden Reinigungstabletten untersucht, die in Deutschland einen ho-
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hen Marktanteil besitzen. Durch die Wahl dieser Darreichungsform sollte die Vergleichbarkeit
der Reiniger gewahrleistet werden. Neben chemischen Reinigungslosungen auf Basis von
alkalischen Peroxiden existieren Reiniger auf Basis von alkalischen Hypochloriten, S&uren
und Enzymen. Sauren sind in der Lage, harte Kalkablagerungen aufzul6sen, ein bekanntes
Beispiel ist die Auflosung von Kalk durch Essigsaure. Inwieweit chemische Reinigungstab-
letten auf Basis von Sauren in der Lage sind, einen sieben Tage alten Biofilm effektiv zu ent-
fernen bleibt zu klaren.

Bislang existieren nur zwei Studien, die die Effektivitat von enzymhaltigen chemischen Reini-
gern untersuchten [157,158]. Die in den Reinigern enthaltenen Enzyme wie beispielsweise
Papain, Amylase und Trypsin dienen dem Abbau von Kohlenhydraten und Proteinen [159].
Diese konnten in der Lage sein, extrazellulare polymere Substanzen zu spalten, das Struktur-
gerist, in das die Mikroorganismen eingebettet sind, abzubauen und damit zu einer besseren
Penetration der Reinigungslésung und zu einer héheren Reinigungsleistung fiihren. Die Kla-
rung der Frage, ob Reiniger auf Basis von Sauren, Enzymen oder alkalischen Hypochloriten
besser dazu in der Lage sind, einen sieben Tage alten Biofilm effektiv zu entfernen, kénnte
Ziel zukunftiger Studien sein.

Des Weiteren wurden die chemischen Zahnspangenreiniger ohne den zuséatzlichen Einsatz
einer mechanischen Komponente, wie beispielsweise einer Zahn- oder Prothesenbiirste,
untersucht. Andere Studien an weichen Belagen konnten zeigen, dass sich die Kombination
aus Zahnburste und chemischer Reinigungslosung positiv auf die Biofilmentfernung auswirkt
[132,133,136,137].

Aufgrund dieser Erkenntnis wére es interessant zu untersuchen, ob sich ein signifikant positi-
ver Effekt bei der Kombination aus manueller Reinigung und chemischer Reinigungstablette
an einem sieben Tage alten Biofilm nachweisen lasst.

In dieser Versuchsanordnung wurden die Oberflachen aller Prifkorper so glatt wie mdglich
gestaltet. Dies erfolgte durch die Platzierung der Priifkbrper zwischen zwei Glasoberflachen
wahrend des Polymerisationsvorgangs. Die Gestaltung von mdglichst glatten Oberflachen
diente vor allem der Vergleichbarkeit der Ergebnisse und stellt eine Idealbedingung dar, die
von den Oberflachen herausnehmbarer kieferorthopadischer Apparaturen nicht immer erfullt
wird. Nach der konventionellen Politur der Oberflachen mit Bimsstein hat PMMA eine durch-
schnittliche Oberflachenrauheit von R.=0,2 pm [160]. Raue Oberflachen, wie sie durch eine
unzureichende Politur nach der Polymerisation oder durch mehrmaliges Putzen mit einer
Zahnbirste und abrasiver Zahnpasta entstehen koénnen, fordern die Retention von Mikro-
organismen [109,110]. Des Weiteren stellen in herausnehmbare Apparaturen eingearbeitete
Draht- und Schraubenelemente zuséatzliche Anforderungen an Reinigungsverfahren. Diedrich

[108] stellte fest, dass vor allem in schwer zuganglichen Bereichen, wie um Drahtelemente
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und Schrauben, die mechanische Reinigung ungenigend ist. Diese Erkenntnisse lassen
vermuten, dass die tatsdchliche Reinigungsleistung von Zahnspangenreinigern an heraus-
nehmbaren Apparaturen niedriger sein kénnte als an den glatten Prufkérperoberflachen, die
in dieser Studie als Prifobjekt dienten. Die Abweichung zwischen den glatten Prufkorper-
oberflachen und den bisweilen raueren Oberflachen herausnehmbarer kieferorthopadischer

Apparaturen betreffen jedoch alle Reiniger gleichermal3en.

5.3 Starken und Schwachen der Studie

Die Wahl der Methode zur Untersuchung der Reinigungsleistung, die modifizierte OPA-
Methode, hat sich in dieser Studie bewéhrt. Zur Untersuchung von Reinigungsverfahren sind
Proteinmessmethoden ein etabliertes Vorgehen und als Prifmethode anerkannt (DIN EN ISO
15883). In dieser Studie sollten Proteine quantitativ erfasst werden. Da die modifizierte OPA-
Methode eine hohe Sensitivitat mit einer Nachweisbarkeit bis in den Picomolbereich besitzt,
fiel die Wahl auf diese Methode. Der fiir die OPA-Methode geforderte, ideale Messbereich von
E = 0,003-1,000 konnte sowohl durch die Anpassung des Verhaltnisses von OPA-Reagenz
zu Proteineluat als auch durch die Einstellung des pH-Wertes der 1%igen SDS-Losung auf
pH 11,5 eingestellt werden. Diese Anpassungen ermdglichten die Gestaltung von kleinen
Prufkérpern, die im bukkalen Bereich der Oberkiefermolaren platziert werden konnten.
Allerdings fuihren sehr niedrige Extinktionswerte die Methode in der vorliegenden Studie an
die Grenzen der Nachweisbarkeit. Bei Werten unter 2 pg/ml BSA ist die Nachweisgrenze des
Photometers erreicht, vor allem die Quantifizierung kleiner Proteinmengen wird zunehmend
ungenau. Diese Problematik kann durch die Generierung von héheren Extinktionswerten, die
im unkritischen Messbereich liegen, geldst werden. Anséatze hierzu sind unter anderem eine
Anpassung des Verhaltnisses von OPA-Reagenz zu Proteineluat.

Zur Generierung von hoheren Extinktionswerten ware die Gestaltung gro3erer Prifkorper-
flachen und eine damit einhergehende héhere Ansammlung von Biofilm ein mdglicher Ansatz.
Allerdings war die Gestaltung von gréf3eren Prifkdrperoberflichen fiir diese Versuchsan-
ordnung keine Option, da dies eine symmetrische Platzierung der Prufkdrper im Bereich der
oberen Molaren deutlich erschwert hatte. Des Weiteren besteht bei gréReren Prifkdrper das
Risiko, dass sich die Ansammlung an Biofilm durch einen verstarkten Einfluss der um-
liegenden Gewebe starker voneinander unterscheidet.

Ob und inwieweit eine Anpassung durch eine weitere Erhéhung des pH-Wertes der SDS-
Lésung erfolgen kann, sollte untersucht werden.

Eine Mdglichkeit, die Nachweisgrenze deutlich herabzusetzen, wére eine Hydrolyse der Pro-
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teine mit Hilfe von Salzsaure. Bei der Anwendung der modifizierten OPA-Methode, wie sie
auch in dieser Untersuchung erfolgte, reagieren freie a- und e-terminale Aminogruppen von
Aminosauren, Peptiden und Proteinen zu einem fluoreszierenden Endprodukt. Durch die
Messung der Extinktion bei 340 nm kénnen diese terminalen Aminogruppen quantitativ erfasst
werden. Bei einer Hydrolyse mit Salzsaure werden die Proteine zuvor in ihre einzelnen
Aminoséauren gespalten. Als Folge liegen dann deutlich mehr Aminogruppen frei, die mit dem
OPA-Reagenz reagieren und quantitativ erfasst werden kénnen. Dies fuhrt zu einer Erhéhung
der gemessenen Extinktionswerte. In der Literatur ist zur Charakterisierung von Proteolyse-
produkten der Einsatz der OPA-Methode nach einer vorherigen Hydrolyse bereits erfolgreich
beschrieben worden [161].

Die fur diese Versuchsanordnung idealen Messbedingungen, bei denen sowohl die Extink-
tionswerte der ungereinigten als auch die der gereinigten Priufkérper im Bereich E = 0,003-
1,000 lagen, wurden in den Voruntersuchungen ermittelt. Durch die Anpassung des Ver-
haltnisses von Eluat zu OPA-Reagenz sowie eine Erhdhung des pH-Wertes lagen die Ex-
tinktionswerte der Proband*innen in dieser Studie mit Konzentrationen tber 8,7 pg/ml im
unkritischen Messbereich.

Neben der Ermittlung der idealen Messbedingungen konnte aus den Voruntersuchungen die
Erkenntnis gewonnen werden, dass die Messergebnisse der Hauptuntersuchungen nicht
durch Kontamination oder Nebenreaktionen von verwendeten Materialien signifikant ver-
falscht werden konnten. Als Prifanschmutzung wurde hierbei Hihnereiweil3 verwendet, in der
Vermutung, dass die zahe Struktur der Struktur eines reifen Biofilms &hnelt.

Jedoch war aufgrund der Struktur eine gleichmafige Benetzung der Prifkdrper nur bedingt
moglich, vor allem bei groRen Priutkorperflachen kann dies zu grof3eren Unterschieden in der
Menge an angesammeltem Protein fiihren. Als Konsequenz muss bei der Verwendung von
grolRen Prifkorperflachen die Verschmutzung gewogen und zur Extinktion ins Verhéltnis
gesetzt werden. Anderenfalls ist die Verwendung einer alternativen Proteinldsung als Prif-
anschmutzung denkbar.

Vorab wurde Uberlegt, welches Gebiet der Mundhéhle am besten geeignet ist fir die Plat-
zierung der Prifkorper. Der auf den Prifkdrpern angesammelte Biofilm sollte nicht durch den
Einfluss von umliegenden Geweben wie der Zunge oder der Muskulatur versehentlich entfernt
werden. Des Weiteren sollte die Platzierung den Proband*innen das durchgéangige Tragen im
Alltag ermdglichen, weder das Sprechen sollte beeintrachtigt werden, noch sollten sich die
Prufkorper bei Krafteinwirkungen wie Essen oder Zahneknirschen vorzeitig I16sen. Trotz der
symmetrischen Platzierung der Prifkorper kam es zu einer hdheren Proteinakkumulation auf

einer Position (Position C). Die Ubrigen Positionen unterschieden sich kaum.
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Um solche Unterschiede zu minimieren, kdnnten in einer neuen Versuchsanordnung die
PMMA-Prufkorperhalften gegenuber den Halterungen weiter nach innen versetzt werden,
sodass der Einfluss der umliegenden Gewebe weiter minimiert wird.

Die Ubrige Gestaltung des Prifobjektes, einer Tiefziehschiene, die als Trager fur vier Prif-
korper diente, sowie der Verbund zwischen den beiden Elementen mit Orthocyrl LC® war
zufriedenstellend. Allerdings fiihrten erhdhte Belastungen zum Lésen des Verbundes und zum
vorzeitigen Verlust von insgesamt zwei Prufkdrpern bei zwei Probanden. Um dem vorzeitigen
Verlust eines Prufkorpers entgegenzuwirken, ware es flr zukiinftige Studien denkbar, dass
das Prufobjekt samt Tragerschiene additiv gedruckt wird.

Aufgrund der Verteilung der Daten wurde festgelegt, dass zur statistischen Analyse ein para-
metrischer Test gewahlt werden musste. Im Vorfeld der Untersuchungen wurde die einseitige
Varianzanalyse (ANOVA) in Betracht gezogen. Da jedoch in einem verbundenen Stichproben-
design fir die Varianzanalyse in den géangigen Statistikprogrammen keine Post-hoc-Tests im-
plementiert sind, wurde nach statistischer Beratung die Varianzanalyse (ANOVA) zugunsten
des t-Tests fir verbundene Stichproben verworfen. Grund hierfir ist das verbundene Studien-
design; die gewonnenen Proteinmengen auf den vier Prifkérpern entstammten alle derselben
Prifschiene eines Probanden/einer Probandin. Da alle Reiniger und Leitungswasser an der-
selben Prifschiene untersucht wurden, waren die ermittelten Werte voneinander abh&ngig.
Um einer Kumulierung des a-Fehlers durch multiples Testen entgegenzuwirken, wurden die
drei p-Werte der Paarvergleiche nach Bonferroni mit dem Faktor 3 adjustiert. Neben einer
Korrektur der p-Werte, bei der diese mit der Anzahl an durchzufiihrenden statistischen Tests
multipliziert werden, ist eine weitere Mdglichkeit der Bonferroni-Korrektur die Anpassung des
a-Levels. Hierbei wird das globale a-Level durch die Anzahl an durchzufiihrenden statis-
tischen Tests dividiert. Die einfache Durchfuhrbarkeit ist ein Vorteil der Bonferroni-Korrektur.
Nachteilig ist jedoch die konservative Vorgehensweise; das Ergebnis muss einen sehr kleinen
p-Wert aufweisen, um statistisch signifikant zu sein. Dies fihrt dazu, dass Nullhypothesen zu
oft beibehalten werden.

Aufgrund der Anwendung des t-Tests erfolgte die Angabe der Reinigungsleistung mit Mittel-
werten und Standardabweichungen. Zur grafischen Darstellung der Reinigungsleistung waren
Box-Whisker-Plots am geeignetsten. Da die Linie innerhalb einer Box definitionsgemal3 den
Medianwert angibt, wurden unter den Abbildungen 6 und 7 zuséatzlich Medianwerte angege-
ben.

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine klinische Untersuchung, bei der der Bio-
film auf den Prufkérpern wahrend einer siebentdgigen Tragezeit in vivo gebildet wurde. Die
Zusammensetzung eines Biofilms ist nicht homogen und unterliegt individuellen sowie pro-

bandenbezogenen starken Schwankungen. Einflussfaktoren fir die Zusammensetzung sind
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beispielsweise die Ernahrung, Mundhygienegewohnheiten, Rauchen oder die Einnahme von
Medikamenten [18]. Des Weiteren existieren zwischen unterschiedlichen Proband*innen ver-
schiedene anatomische Gegebenheiten. Beispielsweise kdnnte es durch Bewegung des
innenliegenden Wangengewebes zu unterschiedlich starkem Abrieb an verschiedenen Stel-
len, beispielsweise den vorderen Positionen B und C, kommen.

Diese Vielzahl an individuellen Einflussfaktoren erklart auch die Streubreite bei der An-
sammlung an Biofilm (Tabelle 16, Abbildung 6). Eine Alternative hierzu wéare die Biofilmbildung
in vitro. Ein Vorteil ist die Reproduzierbarkeit des kinstlich gezlchteten Biofilms durch die
immer gleiche Zusammensetzung. Andererseits ist die Zlchtung eines alteren Biofilms sehr
aufwendig und vor allem besitzt er nicht die Eigenschaften eines nattrlichen Biofilms. Um
realitditsnahe Ergebnisse zu erzielen, ist eine Untersuchung an in vivo gebildetem Biofilm
vorzuziehen.

Die Untersuchung der Reinigungsleistung der Zahnspangenreiniger fand ausschlie3lich auf
glatten Prufkoérperoberflachen aus PMMA statt. Die Reinigungsleistung auf weiteren Material-
oberflachen wie thermoplastischen Kunststoffen fir transparente Aligner oder Drahtele-
menten aus Chrom-Nickel-Stahl, die in herausnehmbare Apparaturen eingearbeitet sind,
wurden nicht untersucht. Die ermittelten Ergebnisse kdnnen auf anderen Materialoberflachen
abweichen. Wie bereits erwahnt, konnen die Ergebnisse auf PMMA abweichen, das keine

glatte Oberflache, sondern Aufrauungen aufweist.

5.4 Ausblick

Fur eine Vielzahl von Medizinprodukten, wie beispielsweise Endoskope, existieren verbind-
liche Leitlinien fur Reinigungs- und Desinfektionsgerate, die nach DIN (DIN EN ISO 15883)
standardisiert sind. Hingegen ist die Reinigungsleistung von chemischen Spangen-/
Prothesenreinigern noch nicht standardisiert. Diese Studie kann als Anregung genommen
werden, auch fir chemische Reiniger, die fiir die Reinigung von herausnehmbarem Zahn-
ersatz oder herausnehmbaren kieferorthopadischen Apparaturen zugelassen sind, Kriterien
fur die Reinigungsleistung zu entwickeln.

In dieser Studie wurde die Reinigungsleistung auf Prufkdrpern aus PMMA untersucht. An-
gesichts des zunehmenden Einsatzes von transparenten Alignern in der kieferorthopadischen
Therapie ware die Untersuchung der Reinigungseffizienz auf weitere Materialien ausdehnbar.
Daruber hinaus wére interessant zu untersuchen, was in mehreren Reinigungszyklen mit den
Restbelagen geschieht. Hierflr konnte in zukinftigen Studien untersucht werden, ob durch

mehrere aufeinanderfolgende Reinigungszyklen die Reinigungsleistung gesteigert werden
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kann. Des Weiteren bleibt zu klaren, ob sich nach erneuter Insertion in die Mundhdhle der
Biofilm aufsummiert.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Reinigungsleistung von chemischen Reinigern
an einem sieben Tage gereiften Biofilm limitiert ist. Die Suche nach geeigneten Methoden, die
eine effektive Biofilmentfernung garantieren, ohne dabei negative Auswirkungen auf Material-
eigenschaften, wie eine erhdhte Oberflachenrauigkeit und eine verringerte Biegefestigkeit von
PMMA oder Geflige- und Festigkeitsveranderungen von Drahtelementen [116-118], zu haben,
bleibt folglich von hoher Bedeutung.

Jenseits der klassischen Entfernung durch Reinigung bleibt ein vielversprechender Ansatz die
Gestaltung von Oberflachen, die die Biofilmformation reduzieren. Die Verringerung der Anhaf-
tung von Bakterien kann durch eine chemische Modifizierung von Materialien mit Hilfe von
Nanopartikeln oder die VerknlUpfung von Molekilen mit antimikrobieller Wirkung erfolgen
[162]. Acosta et al. [163] untersuchten in einer In-vitro-Studie ob zwei photopolymerisierte
Beschichtungen aus Polyacrylsaure und Polyitaconséaure die Adhasion von Candida albicans
auf PMMA wirksam reduzieren kénnen. Durch den Einschluss von Carbonsauregruppen aus
den Beschichtungsmaterialien konnte die Anhaftung von Candida-albicans-Biofilm um bis zu
90 % reduziert werden. In einer weiteren Studie konnte ebenfalls die Adh&sion von Candida
albicans durch Oberflachenmodifizierung, in diesem Fall durch die Einlagerung von Silber-
bromid-Nanopartikeln in PMMA (AgBr/NPVP), reduziert werden [164].

Trotz vielversprechender Resultate bleiben die Ergebnisse von klinischen Untersuchungen
abzuwarten. Des Weiteren mussen die verwendeten Materialien zusatzlich hinsichtlich ihrer
Biokompatibilitat untersucht und als unbedenklich eingestuft werden.

Ein weiterer moglicher Ansatz ist die Modifikation von chemischen Reinigern und die
Kombination mehrerer Wirkstoffklassen. Um eine maximale Wirksamkeit zu erzielen, konnten
EPS-abbauende Enzyme als Zusatzstoffe verwendet werden. Die durch den Abbau der Bio-
filmstruktur erhéhte Durchlassigkeit gegentiber der chemischen Reinigungslosung kénnte die
mikrobielle Abtotungsaktivitat verbessern und die Reinigungseffizienz férdern. Inwieweit diese
Modifikation jedoch zu einer héheren Reinigungsleistung flihrt bleibt eine Vermutung und zu

untersuchen.

6 Schlussfolgerung

Herausnehmbare kieferorthopéadische Apparaturen werden kurz nach ihrer Insertion in die

Mundhdéhle von Biofilm besiedelt. Dabei kommt es zu Veranderungen in der Zusammensetz-
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ung der oralen Mikroorganismen und zu einer Zunahme spezifischer Arten [91].
Herausnehmbare Apparaturen begiinstigen die Besiedlung mit Streptococcus mutans und
Laktobazillen und erhéhen damit das Kariesrisko. Des Weiteren wird das Risiko einer Gingi-
vitis, verbunden mit einem Anstieg der Plaquewerte und der Gingivaindizes, erhdht [83-90].
Mikroorganismen der Mundhdhle kénnen systemisch in den Blutkreislauf gelangen und stellen
insbesondere fur immunsupprimierte Patienten ein Risiko dar. Folglich hat die Reinigung von
herausnehmbaren Apparaturen eine hohe Bedeutung und jedes kieferorthopadische Gerét,
das in die Mundhdohle eingefuhrt wird, sollte méglichst frei von Bakterien sein. Zusatzlich sollte
das angewendete Reinigungsverfahren zu einer vollstadndigen Sauberkeit des zu reinigenden
kieferorthopadischen Gerétes flhren. Eine vollstandig gereinigte und geruchsfreie Apparatur
erhdht den Tragekomfort und kann die Mitarbeit des Patienten férdern.

In dieser Studie wurde die Reinigungswirkung von drei chemischen Zahnspangenreinigern in
Form von selbstaufldésenden Reinigungstabletten und Leitungswasser an sieben Tage alten
Biofilmen untersucht. Von den drei untersuchten Reinigern fiihrte der von deutschen Kiefer-
orthopadden am haufigsten empfohlene Zahnspangenreiniger Kukis® Zahnspangenreiniger
zur niedrigsten Biofilmreduktion (39,9 + 11,5 %). Der Zahnspangenreiniger Retainer Brite® mit
der hdchsten Biofilmreduktion von 54,5 + 7,1 % fuihrte zu einer Entfernung von etwas mehr als
der Hélfte des Biofilms. Schlussfolgernd verbleibt auf den Prufkdrpern selbst mit dem effek-
tivsten Reinigungsprodukt nach Reinigung noch knapp die Hélfte des Biofilms. Um einheitliche
Untersuchungsbedingungen zu schaffen, erfolgte die Bestimmung der Reinigungsleistung
ausschlieB3lich auf glatten Prufkorperoberflachen. Die Reinigungsleistung von chemischen
Zahnspangenreinigern konnte an herausnehmbaren Apparaturen, die neben rauen Ober-
flachen eingearbeitete Draht- und Schraubenelementen aufweisen, noch niedriger liegen.
Die Ergebnisse dieser Untersuchung flihren zu der Schlussfolgerung, dass chemische
Reiniger nicht als alleinige MaRnahme geeignet sind, um seit langerem verschmutzte Appara-
turen zu reinigen. Zwar wird ein Teil des sieben Tage alten Biofilms entfernt, doch bleibt ein
erheblicher Teil an Biofilm samt potenziell pathogener Mikroorganismen zurlick.

Folglich ist die Reinigungsleistung von chemischen Zahnspangenreinigern an einem sieben
Tage Biofilm und seinen damit einhergehenden strukturellen Veranderungen limitiert.

An einem etablierten Biofilm fuhrt das alleinige Einlegen in Leitungswasser nicht zu einer
adaquaten Reinigung [148]. Ob der tagliche Gebrauch von Zahnspangenreinigern die
akkumulierende Entstehung von Biofilm verhindern kann, kdnnte in zukinftigen Studien
untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser und vorheriger Studien unterstreichen die Notwendigkeit, chemische
Reinigungstabletten mit weiteren Methoden zu verbinden, um eine angemessene Biofilm-

entfernung zu gewahrleisten.
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8 Materialliste

8.1 Materialien/Gerate zur Herstellung der Prifobjekte

Materialbezeichnung
GroRRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
GroRRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
GroRRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
GroRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
Grolie

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Orthocryl® Flissigkeit (Monomer), rosa-transparent
500 ml

Dentaurum, Ispringen, Deutschland

505919 A

161-300-00

Orthocryl® Pulver (Polymer), klar
1000 g

Dentaurum, Ispringen, Deutschland
505124 C

160-112-00

Orthocryl® LC lichthartender Spezialkunststoff
309

Dentaurum, Ispringen, Deutschland

503811

160-401-00

Orthocryl® LC Kartuschenspritzen
50 Stiick

Dentaurum, Ispringen, Deutschland
506477

160-421-00

3D Isoliermittel/3D Separating medium
100 ml

Dentaurum, Ispringen, Deutschland
502585 A

162-801-00
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Materialbezeichnung
GroRRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
GroRRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Geratebezeichnung
Hersteller
Seriennummer
Referenznummer

Geréatebezeichnung
Hersteller
Seriennummer
Referenznummer

Geratebezeichnung
Hersteller
Seriennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
Hersteller

Chargennummer

DURAN®-Folie

1,0x125 mm

Scheu-Dental GmbH, Iserlohn, Deutschland
0116A

3415.2

Silikon Provil® novo, Putty soft regular set
450 ml Base, 450 ml Katalysator

Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland
66037403/00

K010152

Biostar® VI Universal-Druckform-Gerat
Scheu-Dental GmbH, Iserlohn, Deutschland
60308

3000.1

Polyclav® Drucktopf

Dentaurum, Ispringen, Deutschland
5778

070-000-00

3-D Drucker UltiMaker 3 Extended
UltiMaker B.V., Utrecht, Niederlande
BPP-003479-025123

E114168

PLA-Filament Weil3 Milky

Bernhardt Kunststoffverarbeitung GmbH, Velten, Deutsch-
land

71.004248 Produkt ID 4251169201852
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8.2 Materialien/Gerate zur labortechnischen Analyse

Materialbezeichnung
Grole

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
GroRRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung

GrolRe

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
Grole

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung

Grole

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Materialbezeichnung
Grole

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Phthaldialdehyde, 297 % (HPLC), powder

259

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
BCBW3354

P1378-25G

2-(Dimethylamino)ethanethiol hydrochloride — 95 %
25¢g

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
BCBZz4943

D141003-25G

Dodecylsulfate-Na-salt, cryst. research grade,
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

250¢g

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
090031

20760.03

di-Natriumtetraborat, wasserfrei zur Analyse
250 ¢

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland
A965906 928

1.06306.0250

Methanol, gradient grade fur die
Flissigkeitschromatographie

251

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland
K33553307430

1060072500

L-Leucin, fur biochemische Zwecke
259

MERCK KGaA, Darmstadt, Deutschland
K23005460 624

1.05360.0025
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Materialbezeichnung

Grolie

Hersteller
Chargennummer
Referenznummer

Geratebezeichnung
Modell
Seriennummer
Hersteller

Geréatebezeichnung
Modell
Seriennummer
Hersteller

Geréatebezeichnung
Modell
Schichtdicke
Artikelnummer
Hersteller

Albumin Fraktion V, proteasefrei>98 %, proteasefrei, fur die

Molekularbiologie

509

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
286246809

T844.2

Precisa Prazisionswaage

ES 320A

4600352

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Schweiz

Magnetruhrer

MR 2002

89171669

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Halbmikro-Klvette 104-QS, 10 mm, mit Falzdeckel
104-QS

10 mm

195513106

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg, Deutschland

8.3 Chemische Reinigungstabletten

Materialbezeichnung
Einwirkzeit
Hersteller
Chargennummer

Materialbezeichnung
Einwirkzeit
Hersteller
Chargennummer

Materialbezeichnung
Einwirkzeit

Retainer Brite® Reinigungstabletten
15 Minuten

Ortho Technology ®, Dentsply Sirona
0301107

Dontodent Reinigungstabletten

10 Minuten

Propack GmbH, Heidelberg, Deutschland
S0351309, Produkt ID 0008242

Kukis® Xpress Reinigungstabletten
3 Minuten
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Hersteller
Chargennummer

Reckitt Benckiser, Heidelberg, Deutschland
S1004319, Produkt ID 0008242
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Abstract

Purpose The purpose of this ex vivo study was to compare the cleaning performance of three commercially available
orthodontic cleaners on polymethyl methacrylate (PMMA) test specimens covered with biofilm.

Methods Twenty subjects wore an individually manufactured vacunm-formed maxillary splint with four integrated PMMA
test specimens for 7 days. The four test specimens were located on the buccal surfaces of the maxillary molars. After
a 7-day wearing period, the PMMA test specimens colonized by biofilim were divided into two halves. One half was placed
in 150ml of tap water or in 150ml of cleaning solution of the cleaners Retainer Brite® (Dentsply Intemational Raintree
Essix, Sarasota, FL, USA), Kukis® Xpress (Reckitt Benckiser, Heidelberg, Germany) or Dontodent (Propack, Heidelberg,
Germany) while the other half remained uncleaned. The modified o-phthaldialdehyde (OPA) method was used to determine
the amount of protein on both halves of the test specimens. The difference was tested for significance as a measure of the
cleaning effect using a paired sample t-test.

Results The cleaning performance of the three orthodontic cleaners was higher than the cleaning performance of tap
water (mean 25.9+6.5%). While Retainer Brte® (mean 54.5+7.1%) removed significanty more biofilm than Dontodent
(mean 41.5+9.2%, p<0.001) and Kukis® Xpress (mean 39.9+11.5%, p<0.001), there was no significant difference in
the cleaning performance between Kokis® Xpress and Dontodent (p=1).

Conclusion Seven-day-old biofilm is only removed partially by the investigated orthodontic cleaners, so that they are not
suitable as the only measure for removing established biofilms.

Keywords Polymethyl methacrylate - Removable orthodontic appliances + Removal of biofilms - Denture hygiene -
o-phthaldialdehyde (OPA) method

Untersuchung der Reinigungswirkung handelsiiblicher kieferorthopddischer Reinigungstabletten im
Hinblick auf die Entfernung von Biofilm auf PMMA-Probekdrpern
Eine Ex-vivo-Studie

Zusammenfassung
Ziel Ziel dieser Ex-vivo-Studie war ein Vergleich der Reinigungswirkung von drei kommerziell angebotenen Zahnspan-
genreinigern auf Biofilin-behaftetem PMMA(Polymethylmethacrylat)-Kunststoft.

Clinical Trial Registration This study was registered in the German CharitéCenter 3 for Oral Health Sciences (CC 3),

Clinical Trials Register (DRKSOD024882) in April2021, Department of Orthodontics and Dentofadal Crthopedics,
Charité—Universititamedizin Berlin, Corporate Member of
= AL Amndi-Fink Freie Universitiit Berlin and Humboldt-Universitiit w Berlin,
alice arnd 93 @ poogle mail.com Abmannshauser Str. 4-6, 14197 Berlin, Germany

Published online: 02 June 2023 4| Springer
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Material und Methode 20 Proband*innen trugen 7 Tage lang eine Schiene mit 4 integrierten PMMA-Priifktrpern buk-
kal im Bereich der oberen Molaren. Nach 7 Tagen Tragezeit wurden die von Biofilm besiedelten PMMA-Priifktrper
halbiert. Bine Hiilfte wurde in 150ml Leitungswasser oder in 150 ml Reinigungsléisung der Reiniger Retainer Brite® (Dent-
sply International Raintree Essix, Sarasota, FL, USA), Kukis® Xpress (Reckitt Benckiser, Heidelberg, Germany) oder
Dontedent (Propack, Heidelberg, Gemmany) gelegt, withrend die andere Hilfle ungereinigt blieb. Mit der modifizieren
OPA(o-Phthalaldehyd)-Methode wurde die Proteinmenge auf beiden Prilfktrperhiilften bestimmt. Die Differenz wurde als
Mal der Reinigungswirkung mittels t-Test fiir verbundene Stichproben verglichen.

Ergebnisse Die Reinigungsleismung der drei Spangenreiniger war hdher als die Reinigungsleistung von Leitungswasser
(Mittelwert 259+ 65 %). Wihrend Retainer Brite® (Mittelwert 54,5+ 7,1 %) signifikant mehr Biofilm entfernte als die
beiden Reiniger Dontodent (Mittelwert 41,5+ 9.2 %, p<0,001) und Kukis® Xpress (Mittelwert 399+ 11,5%, p<0,001)
bestand kein signifikanter Unterschied in der Reinigungsleistung zwischen Kukis® Xpress und Dontodent (p=1).
Schlussfolgerung Sieben Tage alter Biofilm wird von den untersuchten Zahnspangenreiniger nur unzureichend entfernt,

sodass diese als alleiniges Mittel zum Entfernen etablierter Biofilme nicht ansreichen.

Schlisselworter Polymethylmethacrylat - Herausnehmbare kieferorthopidische Apparaturen - Biofilmentfernung -

Prothesenhy giene - OPA(o-Phthaldialdehyd)-Methode

Introduction

Removable orthodontic appliances (ROAs) are used for ac-
tive treatment and retention. ROAs consist of wire elements
and mostly of polymethyl methacrylate (PMMA) [14, 19].
Within minutes of inserting an appliance into the oral cavity,
the surfaces of the appliance become colonised with bacte-
ria [33]. They associate together to form biofilms, a com-
plex matrix-like structure and harbour pathogens such as
bacteria, viruses, fungi and protozoa [23]. Bacteria of the
oral flora are the cause of local diseases such as periodonti-
tis, peri-implantitis and dental caries [5, 17, 29]. The risk of
caries can increase during the use of ROAs as they can pro-
mote for the colonisation of Streptococcus mutans [6, 38]
and lactobacilli [40, 42] in the oral cavity. Furthermore, oral
bacteria can be the cause of systemic diseases and are asso-
ciated with neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s
disease [11, 26, 37, 39]. Consequently, removing biofilm
from these appliances and removable partial dentures is of
great importance,

Common cleaning methods include manual cleaning
with a toothbrush, often in combination with toothpaste
or dishwashing liquid, as well as chemical cleaning with
cleaning tablets and immersion in disinfectant solutions or
acetic acid [12].

According to Diedrich [10] especially in hard-to-reach
areas such as around wire elements embedded in acrylic and
screws, mechanical cleaning is insufficient, while cleaning
tablets lead to better cleaning.

Based on their active ingredients, chemical denture
cleaners can be classified into alkaline peroxides, alka-
line hypochlontes, acids, disinfecting agents and enzymes
[7, 32). Alkaline peroxides are often available in form
of tablets. They produce an effervescent alkaline solution
that generates hydrogen peroxide and active oxygen when

@ Springer

added to water. This process leads to disinfection and
oxidation of coloured deposits. In the presence of acids,
sodium bicathonate reacts fomming carbon dioxide and
creating a foam. Furthermore, the rising gas bubbles create
a mechanical component. Substances such as surfactants
serveas an additional cleaning component, and the addition
of potassium monopersulfate has bactercidal, fungicidal
and wirucidal effects [7, 34]. Other ingredients include
fillers as well as colouting and flavouring agents, which are
intended to give the consumer a feeling of freshness.

The use of cleaning tablets in addition to mechanical
cleaning is recommended to their patients by 70% of Greek
[41] and 72% of Turkish orthodontists [2], while 37% of
Germman orthodontists recomimend cleaning with chernical
adjuvants only [13]. In previous studies on the performance
of orthodontic cleaners, cleaning efficiency was investigated
on soft plaque which accumulated within a few hours or
days [3, 9, 16, 30]. Yet, it has remained unclear whether
orthodontic cleaners are effective on a 7-day-old established
biofilm and its associated structural changes. The aim of the
present study was to clarify this question.

Materials and methods
Sample size calculation

Sample size calculation was done with the procedure
MOEIL-1 of nQuery 8.6.1.0 prior to recruitment based on
an earier pilot study [16]. As three cleaners were tested,
the multiple one-sided significance level was adjusted from
alpha=0.025 to alpha=0.0071. It was further assumed
that the cleaning performance of all three products is at
least 80% and that the dispersion of the cleaning perfor-
mance amounts to sigma=6.1%. The one-sided one-sample
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t-test against mu0=75% has a power of at least 80% with
a sample size of n=20.

Study cohort

All paticipants of this study were informed in advance
about the purpose of the study and possible risks in both
verbal and written form. They gave their written consent
to participate in the study. A total of 20 healthy, adult par-
ticipants (11 women and 9 men, mean 34.5 vears, range
19-61 years) were recruited.

All participants included in this study agreed to wear
a test device in the fomn of a vacuum-formed splint for
7 days. The splint was also worn while eating and was only
allowed to be removed for toothbrushing with a non-fluo-
ride toothpaste. The splint was not allowed 1o be cleaned;
only food remnants were allowed to be removed carefully
without touching the surfaces of the PMMA test specimens.
The participants consented to not using fluoride-contain-
ing preparations or antibacterial mouth rinses containing
chlothexidine or essential oils during the 7-day study pe-
tiod. Exclusion cdteria for participation were severe gen-
eral diseases, active caries or periodontiis, the absence
of first or second molass in the upper jaw or allergies to
PMMA/MMA. The use of oral antibiotics during the wear-
ing period or within the last 3 months also led to exclusion
from the study.

Test device

The test device contained four identical PMMA test speci-
mens in an individual manufactured vacuum-formed splint
for the upper jaw. For this pumose, an alginate impres-
sion was taken of the upper jaw and models were made
of hard dental stone. A 1mun, hard-elastic and transparent
splint (DURAN®, Scheu-Dental, Iserlohn, Germany) was
pressure-moulded over the plaster models of the study par-
ticipants. The PMMA test specimens were produced sepa-
rately. For this purpose, the holders for the test specimens
were printed using a standardised three-dimensional (3D)
printing process from polylactic acid (PLA; 7mm, Smimn,
1.5mm). The inner surface of each PLA holder was de-
signed to be conical (7°) and thus prevented the test spec-
imen halves from falling out of the holder. The PLA ring
was split in the middle by a thin partiion wall, creating
two identically dimensioned test specimen halves. The PLA
holders were coated with a separating agent (3D Isolier-
mittel, Dentaurum, Germany) and then filled with PMMA
{Orthoeryl®, Dentaumum, Ispringen, Germany). To achieve
an even surface, the test specimens were placed between
two glass plates, loaded by a constant weight (500g) and
then polymerised in a pressure pot at 2.2bar and 40°C.
The test specimens were then placed symmetrically on the

Fig. 1 Vacuum-formed maxillary splint with four integrated test spec-
imens located on the buccal surface of the molars. The access o the

test specimens was covered with wax for better visualisation and re-
placed with silicone for the trials. The location of the test specimens
was numbered with the letiers A-f. The allocation of the cleaners to
the test specimens rotated according toa predefined pmtocol

Abb.1 Tiefzichschiene filr den Oberkiefer mit 4 Prilfkiipern lokali-
siert an den bukkalen Flichen der Molamen. Der Zogang zu den Priif-
kiirpern wurde zur besseren Visualisierung mit Wachs abpgedeckt und
fiir die Probandenversuche durch Silikon ersetzt. Die Lokalisation der
Prifkirper worde mit den Buchsiaben A-I nummeriert. Die Zuomd-
nung der Reiniger zum Priffkiveper rotierte nach einem vorher festoe-
legten Protokoll

buccal surfaces of the maxillary molars and firmly bonded
to the splint using Orthocryl LC® (Dentaurum, Ispringen,
Germmany; Fig. 1). To achieve a stable bond, the surround-
ing areas of the splint were first roughened with sandpaper
and covered with monomer. Four holes, previously drlled
in the middle of the molar range (diameter 3 mm) served as
an access to the two halves of the test specimens. During
the wearing perod, the holes in the DURAN® splint were
covered with silicone so that only the buccal surfaces of the
test specimens were colonised by biofilm. The device was
finished like a retention splint and then inserted. At the end
of the 7-day wearing period, the contaminated splints werne
collected and were promptly examined using the modified
o-phthaldialdehyde (OPA) method.

Cleaning of the test specimens

Four test specimen halves of every patticipant were each
placed in tap water {control medium) and respectively in the
cleaning solution of the following three cleaning tablets:
Retainer Brite® (Dentsply International Raintree Essix,
Sarasota, FL, USA), Kukis® Xpress (Reckitt Benckiser,
Heidelberg, Germany) and Dontodent (Propack, Heidel-
berg, Germany). The cleaning tablets were each added
to a glass filled with 150ml water at a temperature of
40+ 2°C. The PMMA test specimen halves to be cleaned

& Springer



Originalpublikation

85

AL Amdt-Fink, P-G. Jost-Brinkmann

were simultaneously placed in the bubbling cleaning so-
lution. The immersion time of the PMMA test specimens
in the cleaning solution was, according to the manufactur-
ers’ time instructions, 3 min for Kukis® Xpress, 10min for
Dontodent and 15min for Retainer Brite® and tap water.
The uncleaned half of each test specimen was used to
determine the amount of protein before cleaning. After
completing the cleaning time, the cleaned test specimen
halves were transferred to a sample tube filled with 500pul
of 1% sodium dodecy! sulfate (SDS) solution and shaken
for 30min in an ultrasonic bath at 30°C. The protein
solution was transferred to a cuvette and the extinction
was measured photometrically. Afterwards, 500pl of OPA
reagent were added to the solution. The OPA reagent was
prepared daily and had to be replaced by a newly prepared
solution as soon as the absorbance was not in the range
of E=0.641+0.032, measured against a leucin standard
solution. For this purpose, 0.04 g o-phthaldialdehyde and
I'ml methanol were stirred in an Erlenmeyer flask with
the aid of a magnetic stirrer. To the homogene ous solution
0.116¢g 2-mercaptoethanesulfonic acid was added (solu-
tion A). In another Erlenmeyer flask, 50m! aqua dem. and
1.005 g disodium tetraborate were stirred with the aid of

a magnetic stirrer (solution B). This was followed by the
transfer of solution A into solution B and the addition of
1.25ml of 20% SDS solution.

Protein quantification using the modified OPA
method

Protein quantification as an indicator of contamination was
determined for the cleaned and the uncleaned test specimen
halves using the modified OPA method.

Free a- and e-terminal amino groups in amino acids, pep-
tides and proteins reactin the presence of a thiol component
to form a fluorescent end product (1-alkylthio-2-alkylisoin-
doles). This product is spectrophotometrically detectable at
340 nm and quantifiable by measuring the extinction [21].

To quantify the amount of protein on the test specimens,
calibration with bovine serum albumin (BSA, fraction V,
Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA) ofknown concentra-
tion was carried out previously. Several dilution standards
were made from a prepared BSA solution (concentration
1000 pg/ml) and measured photometrically. A regression
line, y = mx+ b, was created using the measured absorbance
values from a total of six measurement series. The quantifi-
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Retainer Brite® Kukis® Xpress Dontodent tap water
Cleaner

Fig.2 Boxplot diagram showing the reduction of proteinin % on the surface of the polymethyl methacrylate (PMMA) test specimens after cleaning
compared to the uncleaned control group. Mean values +standard deviation: Retainer Brite® 54.5 +7.1%, Kukis® Xpress 39.9+ 11.5%, Dontodent
41.5+9.2% and tap water 25.9 +6.5%. Median values: Retainer Brite® 54.9%, Kukis® Xpress 38.8%, Dontodent 39.9% and tap water 26.5%

Abb.2 Boxplot-Diagramm, das die Proteinreduktion in % auf der Oberfliche der PMMA(Polymethylmethacrylat)-Prifkérper nach Rei-
nigung im Vergleich zur ungereinigten Kontrollgruppe darstellt. Mittelwerte+Standardabweichung: Retainer Brite® 54,5+7,1%, Kukis®
Xpress 39,9+ 11,5%, Dontodent 41,5+£92% und Leitungswasser 259+ 6,5%. Medianwerte: Retainer Brite® 54,9%, Kukis® Xpress 38,8%,

Dontodent 39,9% und Leitungswasser 26,5%
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Fig.3 Boxplots illustrating the
digribution of the amount of
protein in the different cleaning
groups before and after cleaning, a
values L5=I0QR (interquartile =
range) above the third quarile.
cicles Outliners

Abb.3 Boxplots zur Darstel-
lung der Verteilung der Prote-
inmengen in den verschiedenen
Reinigergrappen vor und nach
Reinigung. Were 1,.5=IQR (In-
terquarti lsabstand) fber dem
deitten Quartil. Kreise Ausreiler

Amount of protein [ug]

Huncleansd
cleaned

o [ E—

Retainer Brite®

cation of the initially unknown concentrations of the pro-

tein samples was camied out using this regression line. The
amount of protein detectable after cleaning compared to the
detectable amount of protein of the uncleaned control group
served as an indicator for the cleaning performance.

Statistical analysis

Statistical Package for Social Sciences (SPSS version 27.0;
IBM, Amnonk, NY, USA) was used for all statistical analy-
ses and graphical presentations. For the comparson of the
cleaning performance of the three cleaners, a paired sample
I-test was used, with a p-value of =0.05 defined as sig-
nificant. All p-values were adjusted by a factor of 3 after
Bonferroni.

Table 1 Descriptive statistics regarding cleaning efficacy and pevalues
Tab. 1 Deskriptive Statistk der Reinigungsleistung und p-Werte

Kukis® Xpress Dontodent tap water

Cleansar

Results

The protein reduction of the three onhodontic cleaners
and the control medium water is shown in a boxplot
diagram (Fig. 2). The cleaning performance of the or-
thodontic cleaner Retainer Brite® (mean 545+ 7.1%) was
significantly higher than that of Kukis® Xpress (mean
39.9+11.5%, p<0.001) and Dontodent (mean 41.5+ 9.2%,
p<0.001). There was no statistical difference in clean-
ing performance between the cleaners Kukis® Xpress and
Dontodent (p= 1). The cleaning performance of the control
medinm water was 25.9% (Table 1).

The amount of protein of all uncleaned test specimens
ranged from 6.9 to 87.0pg: the protein amount of the
cleaned test specimens ranged from 4.3 to 53.0pg protein.
The distribution of the protein amounts of all uncleaned

Retainer Brie® Kukis® X press Dontodent Tap water
s 19 19 20 20
Mean= 5D 54.5+7.1 399+11.3 415492 259+635
95% CI for mean 51.1; 57.9 34,3, 454 37.1; 45.8 22,8289
Minimum 432 213 8.7 15.1
Maximum 732 664 678 ELR
Median 54.9 3RE 8.9 26.5
Bonferroni p and Retainer Brie® K ukis® Xpiess p<0.001* (p=0.001)
funadjusted ) Retainer Brile®-Dontodent pe D00 (e 0.001)

Kukis® Xpress-Dontodent p=1b (p=0.408)

95% CI95% confidenceinterval, 50 dandard deviation
“Mumber of test spedmens examined/invesigated

EBpvalue adjusted by factor 3 according to Bonferroni, the result was a value of p= 1, which was then set to p=1
*p< (.05 indicates statistical significance
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and cleaned test specimens in relation tothe cleaner used is
shown in a boxplot diagram (Fig. 3). The median values of
the protein amounts on the uncleaned test specimen halves
ranged from 39.6pg (Retainer Brite®) to 49.7 ug (Donto-
dent). The median values of the protein amounts on the
cleaned test specimen halves ranged from 19.0pg (Retainer
Brite®) to 32.1 pg (tap water). The amount of protein on the
uncleaned test specimen halves was higher than the protein
amounts after cleaning using an orthodontic cleaning tablet
or tap water. Tap water left the highest amounts of protein;
Retainer Brite® left the lowest amount of protein.

Discussion

Quantitative detection methods for proteins are, in addition
to the OPA method, the BCA (bicinchoninic acid assay)
method, the Bradford reagent and the Lowry method [25].
Furthermore, there are semiquantitative methods, such as
the biuret reaction, and qualitative methods, such as the nin-
hydrin reaction [20]. The modified OPA method is a suit-
able method for the gquantitative detection of proteins. It
has a high sensitivity, with a detectability down to the pi-
comole range [22], which enabled the use of small test
samples in this study. However, very low absorbance val-
ues led to a limitation of the method in the present study.
At values below 2pgfml BSA, the detection limit of the
photometer { Shimadzn™ UV mini-1 240, Kyoto, Japan) was
approached, thus, especially the quantification of small pro-
tein amounts became increasingly inaccurate. This problem
can be solved by generating higher extinction values that lie
in the noncritical measurement range. For example, larger
test specimen surfaces with resulting higher accumulation
of biofilm could have been used. It is also possible to adjust
the ratio of protein solution to OPA sclution. Howewr, the
absorbance values of the samples in this study were not in
the critical measurement range with concentrations above
8.7 pg/ml, so an adjustment was not necessary.

The OPA method was proven to be suitable in this study,
and it can be concluded that quantitative protein measure-
ment methods are appropriate for investigating the cleaning
performance of orthodontic cleaners. Thus, protein mea-
surement methods can be an alternative to common tech-
niques such as analysis by scanning electron microscopy
[3, 30].

The use of the test device, a thin vacuum-formed maxil-
lary splint, that served as a holder for the test specimens was
satisfactory. From previous investigations, it was found that
the amount of protein on two closely spaced areas, in this
case two halves of the test specimens, is almost identical.
The assignment of the cleaners to the test specimens was
rotated in order to compensate locally existing individual
differences in the accumulation of biofilm between the par-

&) Springer

ticipants. During the 7-day wearing period, out of a total of
80 test specimens, only 2 were lost prematurely. For future
siudies, it is possible that the test device, consisting of the
splint together with the holders, is 3D printed in a single
piece.

Fixed orthodontic appliances facilitate plaque accurmu-
lation and complicate adequate daily plaque removal by
toothbrushing [36]. During treatment with multibracket ap-
pliances especially patients with poor oral hygiene show
a high prevalence of Candida albicans, Streptococcus mu-
tans and lactobacilli [28]. From a caries-risk point of view
ROAs are considered an altemative to fixed appliances as
they can be removed by the patient and oral hygiene can be
carried out more easily. The clinical consequences, includ-
ing plaque and inflammation of the gingiva, are lower and
there is a lower risk of the development of cares compared
to treatment with fixed appliances [1, 31]. However, shortly
after being inserted into the oral cavity, ROAs are colonised
by biofilm harbouring pathogens [33]. ROAs colonised by
bicfilm, in turn, increase the risk of caries and gingivitis [4,
6, 35]. Consequently, it is important that any orthodontic
appliance that is insened into the oml cavity is clean and
as free as possible of bacteria. The aim of the present ex
vivo study was the recommendation of an optimal product
that would eliminate an established biofilm and help to re-
duce the development of caries and the rates of gingivitis in
patients with removable orthodontic appliances. However,
the question which product sufficiently removes biofilm and
how much bicfilm a product may leave on an appliance and
still may be considered an acceptable cleaning product re-
mains open. The point at which cleaning can be described
as sufficient has not yet been standardised internationally
and there are no binding standards for the cleaning perfor-
mance of chemical denture cleaners.

The literature shows that the cleaning performance of
orthodontic cleaning tablets has already been the subject of
previous studies [3, 9, 16, 30]. Other methods for clean-
ing orthodentic appliances, such as manual cleaning with
a toothbrush or cleaning with antiseptic mouth rinses, have
often been compared alongside chemical cleaning tablets.
A study published in 2015 investigated the cleaning efficacy
of three different cleaning methods on thermoplastic align-
ers. The combination of chemical cleaning tablets followed
by manual cleaning was superior to both manual clean-
ing with toothpaste and manual cleaning without toothpaste
[30]. Similar results were obtained in a recent study pub-
lished in 2021, in which the combination of manual clean-
ing with chemical cleaning tablets led to the highest biofilm
reduction [15].

Coimbra et al. [Y] investigated the impact of peroxide-
based solutions on multispecies biofilm formed by Candicda
albicans, Staphylococcus aurens and Pseudomonas aerug-
inosa. The biofilm was formed in vitro on acrylic resin



Originalpublikation

88

Investigation of the cleaning performance of commercial orthodontic cleaning tablets regarding biofilm removal on PMBMA test.

specimens within 24h. Cleaning tablets had an antimicro-
bial effect but did not promote widespread removal of the
aggregated biofilm. The cleaning performance of chemical
cleaning tablets, without the additional use of a mechani-
cal component, was investigated in a pilot study by Fathi
et al. [16]. They tested the cleaning performance of clean-
ing tablets on soft plaque that had accumulated in vivo
over 4 days. The investigated orthodontic cleaners led to
a protein reduction between 79.9% (Kukis®) and 86.8%
(fittydent super®), while water led to a protein reduction of
56.5%. The question of whether an orthodontic appliance
contaminated by a longer, undisturbed biofilm formation
is equally effectively cleaned by onhodontic cleaners re-
mained open and was the aim of this study.

The inferior ability of orthodontic cleaners to reduce pro-
tein levels in the present study compared to Fathi et al. [16]
seems o be a consequence of the maturation of the biofilm
and its associated structural changes [18]. Several mecha-
nisms are responsible for the increasing resistance of ma-
ture bicfilms to physical and chemical stresses. In addition
to the proliferation of anaerobic bacteria, there is an overall
increase in all bacteria and an increase in the heterogeneity
of bhacterial composition [27]. This enables the exchange of
metabolic products, signalling molecules, genetic material
and defence substances [18]. Extracellular polymeric sub-
stances (EPS) represent a diffusion barrier for antimicrobial
substances by slowing down the transport speed into the in-
terior of the biofilm or impairing it through interaction with
extrapolymeric substances. This makes it increasingly dif-
ficult for antimicrobial substances to penetrate into deep
layers of the biofilm [12, 24].

In this study, Retainer Brite® achieved the highest pro-
tein reduction and Kukis® Xpress and Dontodent achieved
an equally significantly lower protein reduction. The clean-
ing performance of all three orthedontic cleaners was higher
than that of tap water (Fig. 2, Table 1). On the other hand,
the results of this study demonstrated that the effectiveness
of chemical cleaning tablets is limiked on a mature biofilm
due to the associated stmctural changes. Compared to a 4-
day-old biofilm [16], there was a clear decrease in pro-
tein reduction. The results of this study, and the results of
previous studies, reinforce the need to combine the use of
chemical cleaning tablets with manual brushing to assure
adequate biofilm removal. Although the orthodontic clean-
ing tablets were able to remove some of the biofilm, a sig-
nificant amount of biofilm remained. Ornthodontic cleaners
did not promote broad elimination of the biofilm, within
the time of use recommended by the manufacture.

The time of immersion is an important factor to consider.
He et al. [24] investigated the penetration of chlorhexidine
into the inner part of a mature biofilm. They were able to
show that a limited penetration time did not result in con-
centrations necessary to kill the bactera. Ceenye et al. [8]

determined the kinetics of killing for C. albicans biofilms
grown on PMMA specimens. By increasing the time of ex-
posure in a peroxide-based solution (NitrAdine ™, Medical
Interporous, MSI Laboratories AG, Vaduz, Liechtenstein)
a significant reduction of C. albicans could be achieved.
They stated that the time of exposure to peroxide-based
solutions must be long enough for them to penetrate into
the deep layers of the biofilm. In the present study, the
difference in the cleaning performance between Retainer
Brite® vs, Dontodent and Kukis® Xpress, respectively, was
significant. While Retainer Brite® with an exposure time
of 15min led to the highest protein reduction, the cleaner
Kukis® Xpress with the shorest exposure time of 3 min
achieved the lowest protein reduction. However, the differ-
ence in protein reduction between Kukis® Xpress and Don-
todent was not significant despite a longer exposure time
in the cleaning solution for Dontodent. Since only cleaning
performance of the use according to the manu facturers’ time
instructions was tested, it remains to be clanfied whether
a longer soaking time in the cleaning solution leads to bet-
ter cleaning results. Furthermore, it remains to be clarified
whether the daily use of onthodontic cleaners can prevent
the accumulating formationof biofilm. This question should
be investigated in future studies.

Conclusion

The results of this ex vivo study demonstrate that under
the condition of a 7-day-old biofilm, orthodontic cleaners
removed some of the biofilm, but a significant amount of
biofilm remained. The cleaning performance on a mature
biofilm with its associated stmuctural changes is limited. On
a mature biofilm the single use of water is ineffective and
leads to inadequate cleaning results.
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