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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Turbocid

Beim Turbocid handelt es sich um ein Gerédt zur chemischen Reinigung, Desinfektion und
Schmierung von zahnérztlichen Hand- und Winkelstiicken (s. Abb. 3-1). Technisch gesehen
beruht die Konstruktion des Turbocid auf einem hydropneumatischen System, das durch ei-
nen integrierten Schaltkreis (Eprom) auf der Hauptplatine gesteuert wird. Die Hauptplatine
wird durch einen eingebauten Transformator mit 12 V Wechselstrom versorgt und ist mit der
Folientastatur verbunden, iiber die die Positionen aktiviert werden. Das Gerét besitzt drei An-
sitze fiir Hand- oder Winkelstiicke (ISO 3964) und zusétzlich einen Ansatz fiir eine zahnérzt-
liche Turbine (ISO 9168). Voraussetzungen zum Betreiben des Gerétes ist eine Spannungs-
quelle von 220 V und ein Druckluftanschluss mit einer konstanten Druckluftversorgung von 5
- 5,5 bar. Um eine Korrosion der Platinen zu vermeiden, sollte die Druckluft trocken und 6l-
frei sein. Das Turbocid besitzt einen Elektromotor und benétigt etwa 5 1 Druckluft pro Minute.
Aufgrund des hohen Mengenverbrauchs an Druckluft ist der Anschluss an einen Kompressor
vorteilhafter als das Betreiben mit einer Druckluftflasche. Sinkt der Luftdruck auf Werte unter
4 bar, so wird der Stromkreis und damit der Aufbereitungsvorgang unterbrochen. Es kann
dadurch sicher verhindert werden, dass die Aufbereitung mit zu geringem Druck weiterlauft

und so insuffizient aufbereitete Winkelstiicke am Patienten eingesetzt werden.
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A: Vorratsgefal3 fiir

Wasser
B: Vorratsgefal3 fiir
Desinfektionslosung

Turbocidol

C: VorratsgefaB fiir
Pflegeol

D: Ansatz fiir Winkel-

stiick

E: Ansatz fur Turbine

F: Folientastatur

Abbildung 2-1: Turbocid

Der Reinigungs- und Desinfektionsvorgang dauert laut Service-Handbuch insgesamt 762
Sekunden bzw. 12 Minuten und 42 Sekunden; diese gliedern sich in die in der Abbildung 3-2
dargestellten Abschnitte internes Reinigen mit Wasser, Trocknen mit Druckluft bei Raum-
temperatur, interne Desinfektion, Einwirkzeit, Trocknen mit Druckluft bei Raumtemperatur,

Olen, externe Desinfektion, Einwirkzeit und Trocknen mit Druckluft bei Raumtemperatur.
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interne Reinigen mit Wasser 60 s

(1

Trocknen 60 s

(1

interne Desinfektion 36 s / Einwirkzeit 60 s

(1

Trocknen 120 s

(1

Olen 96 s

(1

externe Desinfektion 30 s / Einwirkzeit 60 s

(1

Trocknen 240 s

Abbildung 2-2: Ablauf des Aufbereitungsvorganges im Turbocid laut Herstellerangaben

Um den Verbrauch an Wasser, Desinfektionsldsung und Ol prizise iiberpriifen zu kénnen,
wurde das Gerit fiir die Versuche modifiziert. Normalerweise tropft beim Losen der Vorrats-
gefiBle vom Schlauchsystem aufgrund der Schwerkraft Fliissigkeit nach. Das Messergebnis
wiirde dadurch verfalscht werden. Um das Problem zu 16sen, miissten die Vorratsgefille vor
dem Trennen so gedreht werden, dass die Verbindung nach oben zeigt und keine Fliissigkeit
nachtropfen kann. Da die handelsiiblichen VorratsgefaBle allerdings keinen wasserdichten
Schraubverschluss besitzen, konnen sie vor dem Losen der Schlauchverbindung nicht ohne
Fliissigkeitsverlust gedreht werden. Es wurden deshalb wasserdicht verschlieBbare, desinfi-

zierbare GefiBe mit einer Offnung an der Basis versehen. Es wurden dazu Duran Glas Labor-



Material und Methoden 34

flaschen 0,5 1 mit DIN-Gewinde ISO 4796 Referenznummer 21891545 (Schott AG, Mainz)
verwendet. Das Durchbohren erfolgte mit einem zahndrztlichen Diamanten grober Kornung.
Das Loch wurde mit der gleichen Dichtringkombination wie die Originalgefdf3e verschlossen.

Die Dichtringkombination besteht aus:

einem Tréager (Referenznummer 90.000.200),

einem Filter (Referenznummer 90.000.195),

einem Ring (Referenznummer 92.800.019),

Dichtungen (Referenznummer 90.100.025),

und einer Schnellkupplung, gerade (Referenznummer 91.101.008).

Desinfektionsmittel

Zur Desinfektion wurde das vom Hersteller empfohlene alkoholische Desinfektionsmittel mit

dem Handelsnamen Turbocidol (Oro Clean Chemie AG, Pfaffikon) verwendet; 1 kg enthélt:

Propylalkohol 300 g
Isopropylalkohol 450 g
Aqua dest. 243 g
Glyoxal 4g
Korrosionsinhibitoren 2g
Netzmittel lg
Pflegedl

Die genaue Zusammensetzung des Pflegedls mit dem Handelsnamen Micro-Mega-Pflegedl
TSU (TUNAP Industrie Chemie GmbH und Co. Produktions KG, Wolfratshausen) ist ein

Firmengeheimnis; es wird deshalb nur die Rahmenrezeptur angegeben. Danach besteht 1 kg

Pflegeol aus:

Medizinisches Wei3ol (Paraffin-Kohlenwasserstoffol) gemafl DAB 10 700 —-900 g
Isoparaffin-Losungsmittel 100 -200 g
Physiologisch unbedenkliche Wirkstoffe (Additive) 5-15¢

Esterol 10-50¢g
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2.1.2 Winkelstilicke

Fiir die Versuche wurden von der Firma KaVo 15 Winkelstiicke 20 LN zur Verfligung gestellt
(Abb. 3-3). Es handelt sich dabei um so genannte blaue Winkelstiicke mit einer Ubertragung

von 1 : 1 und einer Umdrehungsgeschwindigkeit von maximal 45.000 U/min.

Abbildung 2-3: Verwendetes Winkelstlick KaVo 20 LN

2.1.3 Weitere verwendete Gerate und Materialien

Zum Auftragen der Bakteriensuspensionen auf die Ndhrmedien wurde ein Spiralometer
(Meintrup DWS Laborgeridte GmbH, Lihden) verwendet.

Waage

Der Verbrauch an Wasser und Desinfektionslésungen wurde mit einer Satorius Waage 1264
(Sartorius GmbH, Géttingen) bestimmt.

Reagenzglaser, Becherglaser

Es wurden handelsiibliche gesduberte und sterilisierte Reagenzgldser und Becherglédser ver-
wendet.

Pipetten

Es wurden Kolbenhubpipetten (Eppendorf AG) in folgenden Pipettierbereichen verwendet:

- 0,5-10 pl,

- 100 pl und

- 100 — 1000 pl.

Schuttler
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CertomatR U (B. Braun Melsungen AG; Melsungen)

Zentrifuge

Cryofuge 8000 (Heraeus Christ; Karlsruhe)

Brutschrank

Brutschrank Typ B 5060 (Heraeus Christ; Karlsruhe); es wird konstant eine Temperatur von
36 + 1 °C gehalten.

Koloniezahlgerat

Kolonien — Zahler Typ 3.080.002 (Schiitt Labortechnik GmbH; Goéttingen).

Das Koloniezdhlgerit besteht aus einer waagrechten, von unten beleuchteten Glasplatte, die
mit einem Drucksensor verbunden ist. Eine mit Bakterien bewachsene Petri-Schale kann auf
die Glasplatte gestellt werden. Durch die Beleuchtung von unten sind die koloniebildenden
Einheiten (KBE) besser erkennbar und konnen mit einem Schreibstift auf dem Deckel mar-
kiert werden. Der Druck des Schreibstiftes beim Markiervorgang wird von dem Drucksensor
registriert und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten werden auf einer Digital-Anzeige
dargestellt. Die Verwendung eines Koloniezihlgerites bietet den Vorteil der Arbeitserleichte-
rung - das Mitzdhlen im Kopf entfdllt — und zum anderen werden Fehler durch Doppelzih-
lungen sicher vermieden. Bei Ndhrboden-Platten, die mit einer sehr hohen Anzahl von kolo-
niebildenden Einheiten bewachsen sind, besteht die Moglichkeit, nur einen definierten Teil
auszuzdhlen. In der dazugehorigen Arbeitsanleitung kann dann der entsprechende Umrech-

nungsfaktor nachgeschlagen und die Anzahl der KBE/ml berechnet werden.

2.1.4 Priuforganismus

Als Priiforganismus wurde Enterococcus faecium (ATCC 6057) gewahlt. E. faecium gehort
zu den katalasenegativen grampositiven Kokken, die fakultativ anaerob bei Ubernachtbebrii-
tung auf Grundkulturmedien anwachsen [8]. Aufgrund seiner hohen Temperaturresistenz ist E.

faecium auch als Priiforganismus fiir die thermische Desinfektion geeignet.

2.2 Nahrmedien und Lésungen

Trypton Soja Agar - TSA, Art.-Nr. CM 131 (Oxoid Biotechnik GmbH, Wesel)

Bei TSA handelt es sich um einen Hemmstoff- und indikatorfreien, universellen Nahrboden
fiir eine breite Anwendung. Der Nihrboden entspricht den Empfehlungen der APHA, der
USP XXII, der European Pharmacopeia Il und dem Agarmedium B des DAB 10.

Typische Zusammensetzung; 1 1 enthalt:

Caseinpepton 15,0 g
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Sojamehlpepton 50¢g
Natriumchlorid 50¢g
Agar 150¢g

Rest: Aqua dest.

pH-Wert: 7,3 + 0,2

Herstellung:

40 g Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar werden in 11 Aqua dest. suspendiert und bis zum
vollstdndigen Losen erhitzt. AnschlieBend wird die Suspension fiir 15 Minuten bei einer
Temperatur von 121 °C sterilisiert und danach im Wasserbad auf 50 °C abgekiihlt, geschiit-

telt und in Platten gegossen.

Trypton Soja Boullion - TSB, Art.-Nr. CM 129 (Oxoid, Biotechnik GmbH, Wesel)
1 1 TSB enthalt:

Caseinpepton 170 ¢g
Sojamehlpepton 30g
Natriumchlorid 50¢g

Dikaliumhydrogenphosphat 2,3 g

Glukose 25¢g

Rest: Aqua dest.

pH-Wert bei 25°C: 7,3 £ 0,2

Herstellung:

30 g werden in 1 1 Aqua dest. suspendiert und bis zum vollstdndigen Ldsen erhitzt; es wird fiir

15 min eine Temperatur von 121 ° C sterilisiert.

Kanamycin-Asculin-Azid Agar - KAAA, Art.-Nr. 5222 (Merck, Darmstadt)

1 1 Kanamycin-Asculin-Azid Agar setzt sich zusammen aus:

Pepton aus Casein 20g
Hefeextrakt S5¢g
Natriumchlorid 5¢g
Natriumcitrat lg
Natriumazid 0,15¢g
Kanamycinsulfat 0,02 g
Asculin lg

Ammoniumeisen III-Citrat 0,5 g
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Agar-Agar I5¢g

Rest: Aqua dest.

pH-Wert: 7,1 £0,2

Zubereitung:

47,5 g des Pulvers werden in 1 [ steriles Aqua dest. gegeben und 2 h bei 100 °C im Dampftopf
gekocht. Im Anschluss wird die Fliissigkeit im Wasserbad bei 50 °C abgekiihlt. Als Beson-
derheit des Kanamycin-Asculin-Azid Agars ist zu nennen, dass der Agar sich bei Enterokok-

kenwachstum schwarz verfarbt.

Physiologische Kochsalzlésung
Um osmotische Effekte wihrend des Abschwemmens oder Zentrifugierens der Bakterien zu
vermeiden, wurde mit 0,9% iger, steriler Kochsalzlosung gearbeitet. Des Weiteren wurde

physiologische Kochsalzlosung zur Herstellung von Verdiinnungsreihen verwendet.

Steriles Aqua dest.

Bei allen Versuchen wurde mit sterilem Aqua dest. gearbeitet. Es wurde damit einer Verof-
fentlichung von LEIRB et al Rechnung getragen, die nachwies, dass Leitungswasser und unste-
riles Aqua dest. mit Pseudomonas aeruginosa oder atypischen Mykobakterien kontaminiert
sein kann [124].

Enthemmerkombination

Um beim Spiilen die Wirkung des Desinfektionsmittel zu inaktivieren, wurde TSB mit fol-
genden Zusatzstoffen verwendet:

3% Tween 80

3% Saponin

0,1% Histidin

0,1% Cystein

2.3 Testanschmutzung

Bei der Testanschmutzung handelt es sich um Eigenblut, das am Versuchstag jeweils frisch
aus der Vena cephalica mit dem Venenpunktionsbesteck Venofix, Ref.-Nr. 4048083 (B.
Braun Melsungen AG, Melsungen) und einer sterilen 5 ml Einwegspritze, Ref.-Nr. 4606051V

(B. Braun Melsungen AG, Melsungen) entnommen wurde.



Material und Methoden 39

Um ein vorzeitiges Einsetzen der Blutgerinnung — die negativen elektrischen Partialladungen
im Lumen der Kaniile wiirden den Gerinnungsfaktor XII zu XIla und damit das intrinsische
Blutgerinnungssystem aktivieren — wurde die Spritze vor der Entnahme mit 0,5 ml Heparin-
Natrium Braun LLE. 25.000/5 ml (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) gefiillt. 1 ml Injekti-
onslosung enthilt den arzneilich wirksamen Bestandteil Heparin-Natrium (Schweinedarmmu-
cosa) 5.000 LE. gemiB 4. WHO-Standard. Weitere Bestandteile sind das Konservierungsmit-
tel Benzylalkohol sowie Natriumchlorid und Wasser fiir Injektionszwecke.

Kurz vor der Kontamination wird der blutgerinnungshemmende Effekt von Heparin durch den
Antagonisten Protamin wieder aufgehoben. Es wurde dabei mit dem Préparat Protamin ICN
1.000 L.E./ml (Solco GmbH, Grenzach-Wyhlen) gearbeitet.

Zusammensetzung:

Protamin ICN 1.000 L.LE./ml (Ampullen zu 5 ml) enthdlt in 1 ml eine Menge Protamin-
hydrochlorid, die 1.000 I.E. Heparin neutralisiert. Zusétzlich sind zwei antimikrobielle Kon-
servierungsmittel enthalten; 0,8 mg Methyl-4-hydroxybenzoat und 0,1 mg Propyl-4-

hydroxybenoat. Weitere Bestandteile sind Natriumchlorid und Wasser fiir Injektionszwecke.
2.4 Methoden - Vorversuche

2.4.1 Technische Uberprifung des Turbocids

Die Reproduzierbarkeit der Dauer der einzelnen Reinigungs- und Desinfektionsphasen sowie
des Verbrauchs an Reinigungs- und Desinfektionsldsung ist eine Grundvorausetzung fiir eine
konstante Reinigung und Desinfektion [33,116]. Vor Beginn der Hauptversuche wurde des-
halb die Dauer der einzelnen Reinigungs- und Desinfektionsphasen gemessen und der
Verbrauch an Reinigungs- und Desinfektionslosung bestimmt. Es wurden dabei unterschiedli-
che Beladungszustinde untersucht und der Verbrauch an Fliissigkeiten wurde mit unter-
schiedlichen Methoden bestimmt. Um zu gewéhrleisten, dass alle Schlauchsysteme mit Fliis-
sigkeit gefiillt sind, wurden vor den Messungen — wie auch von GUGGENHEIM et al be-
schrieben [116] - zwei Zyklen im Leerlauf durchgefiihrt. Aufgrund der Ergebnisse von Vor-
versuch 1 wurde jedoch beschlossen, einen weiteren dritten Zyklus im Leerlauf voranzustel-
len. Allen Versuchen gingen somit drei Zyklen im Leerlauf voran. Zur Bestimmung des Vo-
lumenverbrauchs von Wasser- und Desinfektionslosung stehen beim Turbocid zwei Mog-
lichkeiten zur Verfligung: Zum einen kann man versuchen, die verbrauchte Menge an Fliis-
sigkeiten aufzufangen. Dabei besteht jedoch das Problem, dass eine Messung der wéihrend der

duBeren Desinfektion versprithten Desinfektionsmittelmenge nicht moglich ist, da der durch
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die je vier Diisen verspriihte Desinfektionsnebel aufgrund des hohen Abgabedruck nicht oder
nur unzureichend in den Auffangréhrchen kondensiert [116]. Zum anderen kann man den
Verbrauch der Fliissigkeiten aus den Vorratsbehiltern bestimmen. Das Messen des
Verbrauchs aus den Vorratsbehiltern hat den Vorteil, dass Fehler, die beim Auffangen von
Wasser oder Desinfektionslosung entstehen kdnnen, vermieden werden.

Beim Vorversuch 1 war von den vier moglichen Ansétzen fiir Hand- und Winkelstiicke nur
der Ansatz 1 mit einem Winkelstiick belegt. Der Volumenverbrauch wurde fiir den in Abbil-
dung 3-2 handelstiblich programmierten Reinigungs- und Desinfektionsablauf durch Auswie-
gen der Vorratsgefdfle vor und nach dem Versuch fiir die Fliissigkeiten Wasser, Turbocidol
und TSU-Pflegedl getrennt voneinander bestimmt. Zusétzlich wurden mit einem Gefal3 die
abflieBenden Fliissigkeiten aufgefangen.

Im Vorversuch 2 wurden die Ansdtze 1, 2 und 4 belegt. Der Ansatz 3, der fiir die Turbine
vorgesehen ist, wurde nicht belegt. Der Volumenverbrauch wurde fiir den handelsiiblich pro-
grammierten Reinigungs- und Desinfektionsablauf durch Auswiegen der Vorratsgefdfle vor
und nach dem Versuch fiir die Fliissigkeiten Wasser, Turbocidol und TSU-Pflegedl getrennt
voneinander bestimmt. Zusétzlich wurden mit einem Gefa3 die abflieBenden Fliissigkeiten
aufgefangen.

Bei Vorversuch 3 waren alle vier Ansiitze mit Ubertragungsinstrumenten belegt. Ansatz 1, 2
und 4 mit je einem Winkelstiick und Ansatz 3 mit einer fiir diesen Ansatz vorgesehenen Tur-
bine. Der Volumenverbrauch wurde fiir den handelsiiblich programmierten Reinigungs- und
Desinfektionsablauf durch Auswiegen der Vorratsgefifie vor und nach dem Versuch fiir die
Fliissigkeiten Wasser, Turbocidol und TSU-Pflege6l getrennt voneinander bestimmt. Zusitz-
lich wurden mit einem Gefal die abflieBenden Fliissigkeiten aufgefangen.

Da bei den Vorversuchen 1 bis 3 auffiel, das die Phase der dulleren Desinfektion 9 s kiirzer
war als im Service-Handbuch angegeben, wurde im Vorversuch 4 eine technische Uberprii-
fung bei einem weiteren Turbocid durchgefiihrt. Dabei wurde an einem Turbocid mit der Ge-
rdtenummer 2462 die Dauer der einzelnen Reinigungs- und Desinfektionsphasen sechsmal
hintereinander, bei der Situation alle vier Ansitze belegt, gemessen.

Bei Vorversuch 5 wurden vier Reagenzglédser unterhalb der vier Ansitze, an denen normaler-
weise Winkelstiicke angebracht werden, befestigt. Damit konnte die Menge an abgegebenen
Fliissigkeiten fiir die einzelnen Ansdtze getrennt untersucht werden. Dabei wurden die Rea-
genzgliser in den Trocknungsphasen ausgetauscht, so dass die Abgabe von Wasser und die

Abgabe von Turbocidol sowohl fiir die innere als auch fiir die duBere Desinfektion getrennt
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bestimmt werden konnte. Mit dieser Methode fiihrten auch GUGGENHEIM et al eine techni-
sche Uberpriifung des Turbocids durch [116].

Um auszuschlieen, dass lingere Standzeiten zwischen den Versuchen, in denen das Gerét
nicht in Betrieb ist, einen Einfluss auf die Aufbereitungsleistung haben, wurde vor den letzten
beiden Hauptversuchen noch eine kurze technische Uberpriifung durchgefiihrt. Der Ver-
suchsaufbau entsprach dabei dem Vorversuch 3: es wurde dreimal die Abflussmenge beim
Zustand ,,alle vier Ansdtze belegt™, bestimmt und mit den aus dem Vorversuch 3 gewonnenen

Ergebnissen verglichen.

2.4.2 Einfluss von verwendeten Materialien auf den Priforganismus

Enterococcus faecium

Um herauszufinden, ob das zum Olen der Winkelstiicke verwendete Produkt TSU-Pflegedl
eine bakteriostatische oder bakterizide Wirkung auf das Wachstum und die Vermehrung von
E. faecium besitzt, wurde ein so genannter Hemmbhoftest durchgefiihrt: Auf mit E. faecium
beimpfte TSA- Petri-Schalen wurden drei Tropfen TSU-Pflegedl an unterschiedlichen Stellen
aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 36 h bei 36 + 1 °C wurde visuell beurteilt, ob
sich um die TSU-Pflegedl-Tropfen ein Hemmbhof gebildet hat.

Der oben beschriebene Hemmhoftest wurde in gleicher Weise mit drei Tropfen Heparin, das
zur Hemmung der Blutgerinnung verwendet wurde, durchgefiihrt. Mit diesem Versuch sollte
iberpriift werden, ob das enthaltene Konservierungsmittel Benzylalkohol einen bakteriostati-
schen oder bakteriziden Effekt auf den Priiforganismus E. faecium ausiibt.

Dieser Versuch wurde in gleicher Weise auch mit dem zur Aufhebung des gerinnungshem-
menden Effektes von Heparin verwendeten Protamin ICN 1000 I.E./ml durchgefiihrt. Da-
durch soll tiberpriift werden, ob Protamin oder die enthaltenen antimikrobiellen Konservie-
rungsmittel Methyl-4-hydroxybenzoat und Propyl-4-hydroxybenoat einen bakteriostatischen
oder bakteriziden Effekt auf den Priiforganismus E. faecium ausiiben.

Um herauszufinden, ob nach der Zugabe von Protamin zum heparinisierten Blut gentigend
Zeit zur Kontamination der Luft- und Wasserkanédle zur Verfiigung steht, wurde im Vorfeld
die Zeit bis zum FEinsetzen der Blutgerinnung gemessen und wéhrend den folgenden Versu-

chen beobachtet.
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2.5 Methoden - Hauptversuche

2.5.1 Herstellung der Bakteriensuspension

Zur Herstellung der Bakteriensuspension wird ein Reagenzrohrchen gefiillt mit TSB mit dem
Testorganismus E. faecium beimpft und bei 36 + 1 °C im Brutschrank inkubiert (s. Abb. 3-4).
Nach 24 h werden jeweils 100 pl der zuvor beimpften Losung in jeweils 2 Reagenzglidser mit
TSB gegeben. Nach weiteren 48 h werden 25 TSA-Platten mit je 100 ul dieser Bakteriensus-
pension beimpft und bei 36 = 1 °C fiir 72 h im Brutschrank inkubiert. Die TSA-Platten wer-
den anschlieBend mit ca. 4,5 ml physiologischer Kochsalzlosung pro Platte abgeschwemmt
und in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die Zentrifugen-Roéhrchen werden ausgewogen,
eventuell austariert und bei 3.000 U/min fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgegossen; das Sediment wird mit 27 ml (3 x 9 ml Réhrchen) physiologischer Kochsalzlo-
sung aufgewirbelt. Nach erneutem Auswiegen und Austarieren wird fiir zehn Minuten bei
3.000 U/min zentrifugiert. Dieser Vorgang — auch als Waschung bezeichnet — wird noch ein-
mal wiederholt. AnschlieBend wird der Uberstand abgegossen. Das Sediment wird mit 2 ml
physiologischer Kochsalzlosung aufgenommen und resuspendiert. Mit 1 ml dieser Bakterien-
suspension wird eine Verdiinnungsreihe bis zur Verdiinnungsstufe 10 hergestellt; die Ver-
diinnungsstufen 10® — 107 werden mit einem Spiralometer zur Doppelbestimmung auf
KAAA-Platten aufgetragen. Die Platten werden fiir 36 + 1 °C fiir 36 h inkubiert; anschlieBend

werden die koloniebildenden Einheiten ausgezédhlt und die Ausgangskonzentration berechnet.
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100 pl in ein TSB-Rohrchen iiberfiihren
Inkubation bei 36 + 1 °C fiir 48 h

<

25 TSA Platten mit je 100 pl Bakteriensuspension beimpfen
Inkubation be1 36 + 1 °C fiir 72 h

<

Abschwemmen der TSA-Platten mit 4,5 ml physiologischer Kochsalzls-
sung, Uberfiihren in ein Zentrifugenr6hrchen, Auswiegen, Ausaustarieren
und zentrifugieren

<

Uberstand abgieBen, 27 ml physiologische Kochsalzldsung aufgeben, auf-
wirbeln, auswiegen, austarieren und zentrifugieren

<

in 2 ml physiologischer Kochsalzlosung aufnehmen

S S

Iml der Blut-Bakterien- Iml fiir Verdiinnungsreihe bis
Suspension 107

Abbildung 2-4: Herstellung der Bakteriensuspension
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2.5.2 Herstellung der Testanschmutzung und Prufkorper

Zur Herstellung der Blut-Bakterien-Suspension wurde mit einer mit 0,5 ml Heparin gefiillten
Spritze 2 ml frisches, vendses Humanblut entnommen und mit 1 ml der Bakteriensuspension
gemischt. Um die blutgerinnungshemmende Wirkung des Heparins aufzuheben, wurden
2,5 ml Protamin beigegeben. Mit 1 ml des Blut-Bakterien-Gemisches wird eine Verdiinnungs-
reihe bis zur Verdiinnungsstufe 10~ hergestellt und zur Doppelbestimmung mit einem Spira-
lometer auf KAAA-Platten aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 36 h bei 36 + 1 °C

werden die koloniebildenden Einheiten ausgezahlt und die Konzentration berechnet.

2.5.3 Kontamination der Testobjekte

Abbildung 2-5: Kontamination von Luft- und Wasserkanal mit Testanschmutzung mit
Hilfe einer Endodontie-Kanule
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Mit Hilfe einer Endodontie-Kaniile wurden je 0,1 ml Blut-Bakterien-Suspension direkt in
Spray-Luft/Spray-Wasser Kanile gegeben. Dazu wurde — wie in Abbildung 3-5 dargestellt —
die Kaniile direkt in den entsprechenden Kanal eingefiihrt.

Die so behandelten Winkelstiicke werden eine Stunde bei Raumtemperatur gelagert.

Die Aufbereitung erfolgt mit dem Turbocid. Der handelsiibliche Aufbereitungsablauf im Tur-
bocid ist in der Abbildung 3-2 im Abschnitt Materialien beschrieben. Dieser Ablauf wurde im
Weiteren wie folgt verdndert. Beim Hauptversuch 2 wurden die Winkelstiicke zweimal in
Folge dem handelsiiblichen Ablauf ausgesetzt. Beim Hauptversuch 3 wurde nur die Reini-
gungsphase alleine untersucht, beim Hauptversuch 4 waren die Winkelstiicke viermal in Fol-
ge nur dem Reinigungsablauf ausgesetzt und beim Hauptversuch 5 durchliefen die Winkelstii-

cke einmal den Zyklus Reinigung und viermal den Desinfektionszyklus.

2.6 Hauptversuche

2.6.1 Ruckgewinnung des Testorganismus

Zur Bestimmung der Riickgewinnungsrate wurden die Luft- und Wasserkanéle von 14 Win-
kelstiicken mit einer Blut-Bakterien-Suspension kontaminiert. Nach einer Antrockenzeit von
einer Stunde bei Raumtemperatur wurden die Winkelstiicke — ohne vorherige Aufbereitung -
zerlegt und jeder Luft- bzw. Wasserkanal mit je 5 ml Enthemmerkombination gespiilt und in
einem sterilen Reagenzglas aufgefangen. Mit der gewonnenen Spiillésung wurde eine Ver-
diinnungsreihe bis zur Verdiinnungsstufe 10~ hergestellt und die Verdiinnungsstufen wurden
mit einem Spiralometer auf KAAA aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 36 Stunden
im Brutschrank bei 36 = 1 °C wurden die koloniebildenden Einheiten gezidhlt und die Riick-

gewinnungsrate berechnet.
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Zerlegen des Winkelstiickes und Durchspiilen der Kanéle mit 5 ml Ent-
hemmerkombination

7

Verdiinnungsreihe bis 107

7

Auftragen von 0,097 pul auf KAAA-Platten mit Spiralometer

7

Nach 36 Stunden auszahlen der koloniebildenden Einheiten

Abbildung 2-6: Riickgewinnung und Bestimmung der Restkontamination

Beim Hauptversuch 1 wurden die Luft- und Wasserkanile von 15 Winkelstiicken mit je
0,1 ml einer Blut-Bakterien-Suspension kontaminiert und nach einer Stunde Antrockenzeit bei
Raumtemperatur dem oben beschriebenen Aufbereitungsvorgang einmal ausgesetzt; ein Win-
kelstiick wurde zur Kontrolle nicht aufbereitet. Es wurden dazu die Winkelstiicke an den fiir
Winkelstiicke vorgesehenen Aufsdtzen 1, 2 und 4 im Turbocid befestigt und es waren alle
Positionen aktiviert — auch die nicht belegte Position 3, die fiir Turbinen vorgesehen ist. Im
Anschluss wurde die Restkontamination bestimmt.

Beim Hauptversuch 2 wurden die Luft- und Wasserkandle von 15 Winkelstiicken mit je
0,1 ml einer Blut-Bakterien-Suspension kontaminiert und nach einer Stunde Antrockenzeit bei
Raumtemperatur zweimal in Folge hintereinander dem handelsiiblichen Reinigungs- und De-
sinfektions- Programm ausgesetzt. Ein Winkelstiick wurde zur Kontrolle nicht aufbereitet.

Die Winkelstiicke wurden an den fiir Winkelstiicke vorgesehenen Aufsdtzen 1, 2 und 4 im
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Turbocid befestigt und es waren alle Positionen aktiviert. Im Anschluss erfolgte eine Bestim-
mung der Restkontamination.

Im Hauptversuch 3 wurde zur Untersuchung der Effektivitit der Reinigung an 14 kontami-
nierten Winkelstlicken die Restkontamination nach abgeschlossener Reinigung — aber ohne
Desinfektion — beurteilt. Ein 15. Winkelstiick wurde zwar auch kontaminiert, aber zur Kon-
trolle nicht aufbereitet. Es wurden die Winkelstlicke an den fiir Winkelstiicke vorgesehenen
Aufsitzen 1, 2 und 4 im Turbocid befestigt und es waren alle Positionen aktiviert. Da nach
dem Reinigungsvorgang die Kanéle 60 s mit Luft getrocknet werden, ist es mdglich, in dieser
Zeit den Aufbereitungsvorgang abzubrechen, also bevor Desinfektionslosung in die Kanéle
gelangt.

Im Hauptversuch 4 wurden 15 zuvor kontaminierte Winkelstiicke viermal hintereinander dem
Reinigungs-Vorgang ausgesetzt. Ein Winkelstiick wurde zur Kontrolle nicht aufbereitet. Die
Winkelstiicke wurden an den fiir Winkelstiicke vorgesehenen Aufsétzen 1, 2 und 4 im Turbo-
cid befestigt und es waren alle Positionen aktiviert. Die Entnahme der Winkelstiicke aus dem
Turbocid erfolgte dabei nach der Phase ,,Trocknen 60 s* (Abb 3-2).

Beim Hauptversuch 5 wurden 15 Winkelstiicke wie oben dargestellt mit einer Blut-Bakterien-
Suspension kontaminiert und einmal dem Reinigungsvorgang und viermal dem Desinfekti-
onsvorgang ausgesetzt. Ein Winkelstiick wurde zur Kontrolle nicht aufbereitet. Es wurden
die Winkelstiicke an den fiir Winkelstiicke vorgesehenen Aufsitzen 1, 2 und 4 im Turbocid
befestigt und es waren alle Positionen aktiviert. Die Entnahme der Winkelstiicke aus dem
Turbocid erfolgte dabei nach der letzen Phase ,,Trocknen 240 s (Abb 3-2). Im Anschluss

erfolgte eine Bestimmung der Restkontamination.

2.6.2 Bestimmung der Restkontamination

Die Winkelstiicke werden zerlegt, die Luft- und Wasserkandle werden entnommen und mit
5 ml Enthemmerkombination durchspiilt. Die Methode ist in Abbildung 3-7 dargestellt.

Mit dem Eluat werden Verdiinnungsreihen bis 10~ hergestellt und zur Doppelbestimmung
werden mit einem Spiralometer jeweils 0,097 ul auf eine KAAA-Platte aufgetragen. Die Plat-
ten werden bei 36 = 1 °C 36 Stunden inkubiert; anschlieBend werden die koloniebildenden
Einheiten ausgezihlt und die Konzentration berechnet. Platten mit weniger als 5 KBE wur-

den nicht gewertet.
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Abbildung 2-7: Ruckgewinnung durch direktes Spulen der entnommenen Luft- und

Wasserkanale mit einer Endodontie-Kaniile

2.6.3 Berechnung der Ergebnisse

Die Berechnung des Reduktionsfaktors erfolgte mit der Formel:
RF =log;o KBEo — log;)KBEm

RF: Reduktionsfaktor in dekadischen Logarithmusstufen

logio KBEo: dekadischer Logarithmus der KBE ohne Aufbereitung
logio)KBEm: dekadischer Logarithmus der KBE mit Aufbereitung

2.6.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Anwender-Programm SPSS for Windows. Die
Abkiirzung ,,SPSS* bedeutet Statistical Package for Social Sciences. Das Programm wurde in
den 60er Jahren urspriinglich fiir GroBrechner entwickelt [125] und dient zur Bestimmung des
Mittelwertes und der Standardabweichung; zusétzlich konnen statistische Testverfahren
durchgefiihrt und die Ergebnisse graphisch dargestellt werden.

Beim Mittelwert unterscheidet man den arithmetischen und den geometrischen Mittelwert:
Der arithmetische Mittelwert bezeichnet den Quotienten aus der Summe der Messwerte und
ihrer Anzahl n. Allerdings ist der arithmetische Mittelwert nicht bei Potenzen geeignet; bei
Potenzen wird deshalb der geometrische Mittelwert verwendet. Der geometrische Mittelwert
wird berechnet, indem die n-te Wurzel aus dem Produkt aller n Messwerte gezogen wird.
Voraussetzung dafiir ist, dass jeder Einzelwert grofer als Null ist. Der Median (Zentralwert)
halbiert bei aufsteigender Sortierung der Messwerte die Messreihe; jeweils 50% der Messwer-
te liegen oberhalb und 50% der Messwerte liegen unterhalb des Medianes. Dieser ist somit
das 50. Perzentil. Bei gerader Anzahl von Messwerten wird der Median als arithmetischer

Mittelwert zwischen den beiden mittleren Werten bestimmt [20]. Stimmen Mittelwert und
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Meridian iiberein, liegt eine symmetrische Verteilung der Messwerte vor; ein Nicht-
Ubereinstimmen von Mittelwert und Meridian spricht fiir eine schiefe Verteilung.
Die Standardabweichung ist ein Mal3 zur Beurteilung der Streuung von Messwerten. Sie be-
rechnet sich aus den Differenzen der Einzelwerte zum Mittelwert. Je kleiner die Standardab-
weichung ist, desto genauer ldsst sich der wahre Mittelwert der Grundgesamtheit feststellen.
Zur Signifikanzanalyse stehen verschiedene statistische Testverfahren in Abhdngigkeit von
der Verteilung der Messwerte zur Verfligung. Bei der Verteilung von Daten unterscheidet
man zwischen einer Normalverteilung und einer Binominalverteilung.
Die Kriterien fiir eine Normalverteilung sind dabei

- eingipfelig

- symmetrisch

- nihert sich asymptomatisch der x-Achse.
Um sicher zu gehen, dass die gewonnenen Ergebnisse nicht nur durch den Zufall erklarbar
sind, gibt es verschiedene statistische Testverfahren; bei einer Normalverteilung der Werte
eignet sich z. B. der t-Test fiir unverbundene Stichproben oder bei einer unbekannten Vertei-
lung der U-Test nach Mann-Whitney.
Da bei den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen eine Normalverteilung vorliegt, wird der
t-Test angewandt.
Die graphische Darstellung erfolgt mit Boxplot-Diagrammen. Es handelt sich dabei um eine
in der Vertikalebene dargestellte Box. Die vertikale Ausdehnung der Box gibt Auskunft iiber
den Interquartilabstand zwischen dem 25%- und 75%- Quartil. In diesem Intervall befinden
sich 50% aller Werte. Je grofer der Quartilabstand ist, desto grofer ist die Streuung der

Messwerte.





