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1. Zusammenfassung

Die Dekontamination von beschmutzten endodontologischen Instrumenten ist aufgrund ihrer
komplexen Feilengeometrie sehr schwierig, und zahlreiche Studien belegen, dass wiederaufbe-
reitete Wurzelkanalinstrumente nicht immer frei von Verunreinigungen sind. Das Ziel dieser
Untersuchung war es, eine geeignete, reproduzierbare Anschmutzmethode fiir Hedstrom-Feilen
zu finden, welche anschlielend in verschieden befiillten Interim-Stinden durch unterschiedliche
Bearbeitungsweisen gereinigt wurden. Verschiedene Losungen wurden hinsichtlich ihrer Reini-
gungsfahigkeit bei der Verwendung in einem Interim-Stand untersucht: Isopropanol 70 %,
Natriumhypochlorit 1 %, Chlorhexidindiglukonat 0,2 % und 2 %, Polyhexanid 0,04 %, Endo
CHX 2 % sowie physiologische Kochsalzlosung 0,9 %. Ein Interim-Stand blieb als Kontroll-
gruppe unbefiillt. Als Priifkdrper wurden 323 Edelstahlpléttchen und 259 Hedstrom-Feilen unter-
schiedlicher ISO-Grofen verwendet. Nach Entwicklung der Methodik wurden die Edelstahl-
plattchen durch Hedstrom-Feilen ersetzt. Als Testanschmutzung diente reaktiviertes,
heparinisiertes humanes Blut. Versuche, diese Testanschmutzung auf Hedstrom-Feilen kleiner
ISO-Grolen (15-80) mittels Eppendorf-Pipetten, Insulin-Spritzen oder mit Hilfe eines
Tauchbades aufzubringen, scheiterten. Erst durch die Verwendung von Hedstrom-Feilen
groBerer ISO-GroBen (120-140) konnte eine definierte Menge der Testanschmutzung mit Hilfe
von Eppendorf-Pipetten erfolgreich appliziert werden. Die Instrumente wurden entweder ver-
schieden oft durch die Schaumstoffscheibe der befiillten Interim-Stinde gestochen (einmal,
dreimal, fiinfmal) oder sie verblieben unterschiedlich lang (30 s, 60 s, 300 s) hingend in den
befiillten Interim-Stinden. Es konnten umso geringere Restproteinkontaminationen mit der
modifizierten OPA-Methode auf den Instrumenten nachgewiesen werden, je ofter die Feilen
durch die Schaumstoffscheibe gestochen wurden und je langer die Instrumente hidngend in den
befiillten Interim-Stinden verweilten. Ausnahmen hierbei waren Isopropanol und der unbefiillte
Interim-Stand. Alkohol darf fiir die Befiillung eines Interim-Standes aufgrund seiner fixierenden
Eigenschaft nicht verwendet werden, wohingegen der unbefiillte Interim-Stand aufgrund seiner
mangelnden Reinigungsfunktion nicht verwendet werden sollte. Da Chlorhexidindiglukonat und
Natriumhypochlorit eine fixierende Tendenz aufweisen, sollten sie ebenfalls nicht verwendet
werden. Da die Reinigungsleistung von Polyhexanid nicht so gut wie die der physiologischen
Kochsalzlosung war, sollte es ebenfalls nicht verwendet werden. Die geringste Restproteinkon-
tamination konnte in dieser Untersuchung fiir die sterile, physiologische Kochsalzlosung ermit-
telt werden. Ein mit der richtigen Losung befiillter Interim-Stand kann letztlich die Effektivitét

und die Erfolgsrate der Wurzelkanalbehandlung erhohen.
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2. Summary

The decontamination of polluted endodontic instruments is very difficult due to their complex
geometry. Numerous studies have shown that reprocessed endodontic instruments are not always
free from contamination. The aim of this study was to develop a suitable reproducible method
for soiling Hedstroem files, which were subsequently cleaned in different filled interim stands by
different processing manners. Different solutions were examined concerning their regard to their
cleaning ability when used in an interim stand: isopropanol alcohol 70 %, sodium hypochlorite
1 %, chlorhexidine gluconate 0,2 % and 2 %, polyhexanide 0,04 %, Endo CHX 2 % and physio-
logical saline solution 0,9 %. An interim stand remained unfilled as a control group. A total of
323 stainless steel plates and 259 Hedstroem files of different ISO sizes were investigated as
specimens in this study. After developing the methodology, the stainless steel plates were
replaced by Hedstroem files. Reactivated heparinized human blood was used as soiling solution.
Trying to get this soiling solution on small ISO sized Hedstroem files (15-80) using Eppendorf
pipettes, insulin injections or an immersion bath failed. Only by the use of Hedstroem files larger
ISO sizes (120-140), the soiling solution could successfully be applied by using Eppendorf
pipettes. The instruments were either stung different times by the foam disc (1, 3 and 5 times) of
the interim stand or they remained for different times (30 s, 60 s and 300 s) in the filled interim
stand. Depending on the filling of the interim stand (exeption were isopropanol alcohol and the
unfilled interim stand), lower residual protein contaminations could be demonstrated with the
modified OPA method the more often the Hedstrom files were stung by the foam disc or the
longer the files remained in the filled interim stand. Alcohol may not be used for filling an
interim stand prior to its fixing property, whereas the unfilled interim stand should not be used
due to its lack of cleaning function. Since chlorhexidine gluconate and sodium hypochorite have
a fixing property, they should also not be used. The cleaning performance of polyhexanide was
not as good as that of the physiological saline solution. It should also not be used. In this study
the lowest residual protein concentration was determined for the sterile, physiological saline
solution. An interim stand which is filled with the right solution may ultimately increase the

effectiveness and the success rate of root canal treatment.



3. Einleitung

Zahnirztliche Instrumente miissen vor ihrer erneuten Anwendung am Patienten einer Aufberei-
tung unterzogen werden. Endodontische Instrumente miissen, wie alle anderen zahnirztlichen
Instrumente auch, vor ihrer Aufbereitung gemidf den Empfehlungen der KRINKO und des
BfArM (2012) anhand ihres Einsatzgebietes und anhand ihres Aufbaus kategorisiert werden.
Aufgrund ihres Einsatzgebietes im Wurzelkanal (,,kritisch) und ihrer komplexen Form (Gruppe
B) ist die Aufbereitung von Wurzelkanalinstrumenten mit erhohten Anforderungen verbunden,
weshalb sie als kritische Medizinprodukte der Klasse B eingestuft werden. Im Wurzelkanal
kommen die Instrumente unter anderem mit Dentin, Blut, Lymph- und Nervengewebe sowie
Mikroorganismen in Kontakt. Bei unsachgeméBer Aufbereitung konnen daher Bakterien, Viren
(HBV, HCV, HIV) und Prionen an diesen Instrumenten als Restkontamination verbleiben. § 4
Absatz 2 der Medizinprodukte-Betreiberverordnung (2002) besagt, dass ,,die Aufbereitung von
bestimmungsgemill keimarm oder steril zur Anwendung kommenden Medizinprodukten unter
Beriicksichtigung der Angaben des Herstellers mit geeigneten validierten Verfahren so durchzu-
fithren ist, dass der Erfolg dieser Verfahren nachvollziehbar gewihrleistet ist und die Sicherheit
und Gesundheit von Patienten, Anwendern oder Dritten nicht gefdhrdet wird®. Untersuchungen
konnten jedoch zeigen, dass wiederautbereitete Wurzelkanalinstrumente, manuell wie maschi-
nell aufbereitet, nicht immer frei von Verunreinigungen sind. Das bedeutet, dass die Anforde-
rungen an die Aufbereitung nicht erfiillt werden. Da Wurzelkanalinstrumente vor allem aus wirt-
schaftlichen Griinden immer noch als wiederaufbereitbare Mehrfachinstrumente Verwendung
finden, sollte eine effiziente und giinstige (Vor-) Reinigungsmethode gefunden werden, die den

gesamten Aufbereitungsprozess effizienter werden lisst.

3.1 Wiederaufbereitung von Medizinprodukten

Die Wiederaufbereitung von Medizinprodukten unterliegt dem Medizinproduktegesetz (2002)
sowie der Medizinprodukte-Betreiberverordnung (2002). Darauf aufbauend wurde gemeinsam
von der Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspriavention beim Robert Koch-In-
stitut und dem Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte eine Empfehlung erarbeitet,
die die ,,Anforderungen an die Hygiene bei der Aufbereitung von Medizinprodukten* (KRINKO
und BfArM 2012) vorgibt. Im Jahr 2006 gab die KRINKO eine Empfehlung zur ,,In-
fektionspravention in der Zahnheilkunde* heraus. Desweiteren sind die Hersteller von Medizin-

produkten geméfl DIN EN ISO 17664 (2004) dazu verpflichtet, Angaben fiir ein validiertes Auf-
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bereitungsverfahren fiir ihre Medizinprodukte bereitzustellen. Die Wiederaufbereitung von
Medizinprodukten, hier Wurzelkanalinstrumente, umfasst die Reinigung, Desinfektion sowie die
Sterilisation. Die Reinigung und die Desinfektion konnen sowohl manuell als auch maschinell

erfolgen.

3.1.1 Reinigung

Laut Ojajérvi (1993) umfasst die Reinigung die Entfernung von organischen und anorganischen
Riickstdnden, Mikroorganismen sowie deren eventuell vorhandenen Sporen. Eine griindliche
Reinigung ist fiir eine erfolgreiche Desinfektion und Sterilisation unabdingbar (Babb 1993,
Chaufour et al. 1999, KRINKO und BfArM 2012). Gemif3 DIN EN ISO 17664 muss jeder
Hersteller ein validiertes manuelles und maschinelles Reinigungsverfahren fiir Wurzelkanalin-
strumente angeben, mit dem die Instrumente nach der Verwendung vollstindig gereinigt werden
konnen. Der maschinellen Reinigung sollte dabei Vorrang gewihrt werden. Zum einen aufgrund
der validierbaren Prozesse und zum anderen aufgrund des besseren Schutzes des Personals,
welches mit der Reinigung der Instrumente beauftragt ist (Babb 1993). Auch der zusitzliche
Einsatz von Ultraschallbddern kann die Reinigung bei der Wiederaufbereitung von Medizin-

produkten verbessern (KRINKO 2006).

3.1.2 Instrumentendesinfektion

Die Instrumentendesinfektion ist eine Mallnahme, ,,die durch Abtétung, Inaktivierung bzw. Ent-
fernung von Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze, Protozoen) eine Reduzierung der
Keimzahl um mindestens fiinf Zehnerpotenzen erreicht, damit von dem desinfizierten Material
keine Infektionsgefahr mehr ausgehen kann* (Pschyrembel Klinisches Worterbuch 1998). Es
werden chemische und thermische Verfahren unterschieden. Die chemische Desinfektion erfolgt
mit Desinfektionsmitteln in einem manuellen Tauchverfahren. Geeignete Desinfektionsmittel fiir
die Instrumentendesinfektion sind nach den Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene
und Mikrobiologie (DGHM 2002) gepriift und als wirksam befunden. Sie sind vom Verbund fiir

angewandte Hygiene (VAH 2014) in einer Liste zusammengefasst (www.vah-online.de). Bei der

thermischen Desinfektion unterscheidet man das Einwirken von heilem Wasser/Wasserdampf
oder trockener Hitze (Babb 1993, KRINKO und BfArM 2012). Die thermische Desinfektion ist
das wirksamste Verfahren (Babb 1993) und sollte daher als Standardverfahren eingesetzt wer-

den, wenn es die Materialeigenschaften (Thermostabilitit) zulassen. Fiir eine erfolgreiche Desin-
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fektion ist, wie bereits erwéhnt, die vorherige griindliche Reinigung der Instrumente unumgéng-
lich. Blut- und Gewebereste sowie anhaftende zahnérztliche Materialien (z. B. Zemente) an In-
strumenten konnen die Mikroorganismen derart schiitzen, dass das Desinfektionsmittel sie nicht
erreicht (Hilger 2007). Fiir eine wirksame Instrumentendesinfektion (und anschlieBende Sterili-
sation) ist eine griindliche vorherige Reinigung der Instrumente essentiell (Babb 1993, Kramer
1995, Michels et al. 1996, Koller 1997, Pfeifer 1998, Chaufour et al. 1999, Kriiger 1999, Vickery
et al. 2000).

3.1.3 Sterilisation

Die Sterilisation beinhaltet das ,,Abtoten oder Entfernen aller lebensfihigen Vegetativ- und
Dauerformen von pathogenen und apathogenen Mikroorganismen in Stoffen, Zubereitungen
oder an Gegenstinden (Deutsches Arzneibuch 2012). Es werden physikalische von chemischen
Sterilisationsverfahren unterschieden. Zu den physikalischen Verfahren zihlen die HeiBluftsteri-
lisation, die Dampfsterilisation, die Strahlensterilisation sowie die Plasmasterilisation. Bei der
HeiBluftsterilisation erfolgt die Sterilisation durch heile, trockene, bewegte Luft. Sie findet heute
kaum noch Anwendung. Bei der Strahlensterilisation fithren ionisierende Strahlen, Beta- oder
Gammastrahlen zu einer Zellschidigung und damit zum Absterben der Mikroorganismen. Sie
findet in der industriellen Produktion von Sterilgut Anwendung. Die Plasmasterilisation ist ein
Niedertemperatur-Verfahren und wird daher bei temperaturempfindlichen Materialien eingesetzt.
Das mit Abstand am héufigsten verwendete Verfahren und das Mittel der Wahl (Heeg und Setz
1994) ist jedoch die Dampfsterilisation. Nach einem fraktionierten Vorvakuum wird in den
Sterilisator fiir mindestens 3 min gespannter, gesittigter Wasserdampf (134 °C) eingelassen, bis
eine wasserdampfgesittigte Atmosphire vorliegt. Die Wirksamkeit beruht auf der Aktivitit freier
Wassermolekiile, die iiber eine Proteinkoagulation zur Zerstérung vorhandener Mikroor-
ganismen und zur Inaktivierung vorhandener Viren fiihrt (Heeg und Setz 1994). Fiir die
Inaktivierung von Prionen wird derzeit vom Robert Koch-Institut bei einer Temperatur von
134 °C eine Haltezeit von 18 min gefordert (Task Force vCJK 2002). Die Gassterilisation ist ein
chemisches Verfahren, welches die Denaturierung der Eiweille in den Mikroorganismen bewirkt.
Als Gase werden Formaldehyd und Ethylenoxyd eingesetzt. Da die Gassterilisation mit niedriger
Temperatur auskommt (55 °C), ist sie fiir alle thermolabilen Materialien geeignet. Nachteile
dieser Methode sind die starke Toxizitdt der Gase sowie die Explosionsgefahr des Ethylenoxyds.
Desweiteren muss das Sterilgut nach erfolgter Sterilisation ausgeliiftet werden. Die Gas-

sterilisation findet daher bei der Sterilisation von Medizinprodukten kaum Anwendung. In einer
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Stellungnahme von Martiny (2000) werden die Gas- und die Strahlensterilisation aufgrund
unzureichender Wirksamkeit, fehlender offizieller Priifrichtlinien und den notwendigen hohen

Sicherheitsanforderungen nicht empfohlen.

3.2 Wurzelkanalinstrumente

Wurzelkanalinstrumente dienen der mechanischen Reinigung und der Formgebung des Wurzel-
kanals. Es werden Wurzelkanalinstrumente zur manuellen und maschinellen Aufbereitung des
Wurzelkanalsystems unterschieden, wobei Instrumente zur manuellen Aufbereitung entweder
aus Edelstahl (Chrom-Nickel-Legierung) oder einer Nickel-Titan-Legierung hergestellt werden.
Instrumente fiir die maschinelle Aufbereitung des Wurzelkanalsystems werden dagegen fast aus-
schlieBlich aus Nickel-Titan-Legierungen hergestellt. Sie sind pseudoelastisch, das bedeutet,
dass sie nach der Verformung durch einen gekriimmten Wurzelkanal ihre urspriingliche, gerade

Form wieder annehmen (Abb. 1).

Abb. 1: Wurzelkanalinstrument fiir die maschinelle Aufbereitung des
Waurzelkanalsystems aus einer Nickel-Titan-Legierung mit blauem Gummi-
ring (= ,,Stopp*) zur Langenmarkierung des Instruments entsprechend der
Waurzelkanalldnge bezogen auf einen Referenzpunkt am Zahn

(Quelle: www.vdw-dental.com)

Die am héufigsten verwendeten Instrumente fiir die manuelle Aufbereitung des Wurzelkanal-
systems sind ISO-normierte Hedstrom-Feilen und Reamer (Abb. 2). Die Instrumente bestehen
aus einem Griff, einem Schaft und einem Arbeitsteil. Der meist aus Kunststoff bestehende Griff
ist entsprechend der ISO-GroBe der Instrumente mit einer Zahl versehen und farblich codiert.
Die Schaftlinge der Instrumente ist variabel (5-15 mm), so dass daraus unterschiedliche
Instrumentenldngen (21, 25, 28 und 31 mm) resultieren. Der Arbeitsteil der Instrumente ist da-
gegen immer 16 mm lang und weist eine Konizitidt von 2 % auf. Ein Gummiring am Schaft des
Instruments, auch ,,Stopp* genannt, dient zur Lingenmarkierung der Instrumente, entsprechend

der Linge des Wurzelkanals in Bezug zu einem Referenzpunkt am Zahn (Abb. 1 und 2).
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Hedstrom-Feilen (Abb. 2) entstehen durch Herausfrdasen aus einem Rohling mit rundem Quer-
schnitt. Es entstehen zwischen 14 und 31 Schneiden (je nach ISO-GréBe), die spiralformig das
Arbeitsteil umlaufen und einen Schneidekantenwinkel von ca. 60 bis 65° aufweisen, woraus sich
eine ziehende Arbeitsweise ergibt. Reamer (Abb. 2) werden aus Rohlingen mit einem drei- oder
viereckigem Querschnitt durch Verwindung hergestellt, wobei die kleineren ISO-GréBen aus
Stabilitdtsgriinden aus dem viereckigen Rohling hergestellt werden. Je nach ISO-Grof3e besitzt
das Arbeitsteil eines Reamers zwischen acht und 16 Schneiden mit einem Schneidekantenwinkel
zwischen 10 und 30°, woraus sich eine drehend-schabende Arbeitsweise ergibt (Hellwig et al.

2003).

*w

Griff Schaft Arbeitsteil
(5-15 mm) (16 mm)

‘m

Abb. 2: Hedstrom-Feile (oben im Bild)
und Reamer (unten im Bild) mit gelben
Gummiring (sog. ,,Stopp*)

Aufgrund ihrer komplexen Form ist die Wiederaufbereitung von Wurzelkanalinstrumenten
schwierig (Walker et al. 2007) und wie zahlreiche Studien belegen (Smith et al. 2002, van Eldik
et al. 2004, Letters et al. 2005, Smith et al. 2005, Sonntag und Peters 2007, Whitworth et al.
2009) oft unzureichend. Heeg et al. (2001) vertreten die Meinung, dass die Geometrie von
Waurzelkanalinstrumenten eine vollstindige Dekontamination aufgrund der Schwierigkeit, Riick-
stinde zu erreichen, nicht zuldsst. Auch Palacios-Sanchez et al. (2008) kommen zu dem Schluss,
dass Wurzelkanalinstrumente nicht wiederaufbereitet werden sollten, da ihre vollstindige De-

kontamination nicht gewihrleistet werden kann.
3.3 Bestandteile der Kontamination von Wurzelkanalinstrumenten

Hauptursache fiir die Wurzelkanalbehandlung eines Zahnes ist eine irreversibel geschidigte oder
nekrotische Pulpa, deren Ursache nicht immer (sterile Pulpanekrose), aber meistens, bakteriellen

Ursprungs (tiefe Karies) ist. Dariiber hinaus kommen Traumata (okklusales Trauma, Zahnfraktu-
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ren) und iatrogene Faktoren (Pulpaerdffnung wihrend der Préparation eines Zahnes) als Ursache

fiir die Notwendigkeit einer Wurzelkanalbehandlung in Frage.

3.3.1 Bestandteile der gesunden Pulpa

Die Grundsubstanz der Pulpa besteht aus einer gelartigen Matrix und enthilt als Hauptbestand-
teile Glykosaminoglykane bzw. Proteoglykane. In dieser Matrix befinden sich Zellen
(Odontoblasten, Fibroblasten, Ersatzzellen und Abwehrzellen), Fasern (kollagene, elastische und

Nervenfasern) sowie Blut- und Lymphgefide (Hellwig et al. 2003).

3.3.2 Bestandteile der kolonisierten oder infizierten Pulpa

Bei der primiren Infektion des Wurzelkanals spielen vor allem anaerobe Bakterien eine Rolle,
wie zum Beispiel gramnegative anaerobe Stidbchen, grampositive anaerobe Kokken, gram-
positive fakultativ anaerobe Stidbchen, Laktobazillen und Streptokokken (Sundqvist 1994). Bei
Pulpanekrosen, reinfizierten Wurzelkanalfiillungen oder persistierenden apikalen Entziindungen
findet man dagegen Bakterien der Gattung Enterococcus faecalis (Engstrom 1964, Haapasalo et
al. 1983), die sehr hiufig fiir den endodontischen Misserfolg verantwortlich gemacht werden.
Aber auch Pilze wie Candida albicans (Waltimo et al. 1997) konnen aus der Pulpakammer iso-
liert werden. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass sich systemische Erkrankungen in der
Pulpa manifestieren und somit als mogliche Kontamination an den Wurzelkanalinstrumenten in
Frage kommen. Bei durch Viren verursachten Erkrankungen handelt es sich vor allem um In-
fektionen mit dem Herpes-simplex-Virus, dem HI-Virus sowie um Infektionen mit dem
Hepatitis-B-Virus und dem Hepatitis-C-Virus. HI-Viren konnten von Glick et al. (1991) in vivo
im pulpalen Gewebe nachgewiesen werden. Chaufour et al. (1999) konnten in einem Versuch an
Enten zeigen, dass durch nicht ordnungsgemill gereinigte Angioskope, die an HBV-positiven
Enten verwendet wurden, es zu einer Ubertragung von Hepatitis-B-Viren von den HBV-
positiven auf die ehemals HBV-negativen Enten kam, nachdem die Angioskope an diesen ver-
wendet wurden. Nervenfasern nehmen als periphere Endiste des Nervus trigeminus eine
besondere Rolle ein. Da im Ganglion trigeminale bereits Prionen der varianten Creutzfeldt-
Jakob-Krankheit nachgewiesen worden sind (Head et al. 2004), geht man davon aus, dass diese
Proteine auch in den Endisten der Hirnnerven gefunden werden konnen. Im lymphatischen Ge-
webe (v. a. in Tonsillen am Zungengrund) konnten Prionen bereits nachgewiesen werden (Bruce

et al. 2001, Smith und Martin 2000, Ironside et al. 2002, Head et al. 2003). Schneider et al.
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(2007) konnten zelluldire Prionen-Proteine auch in Odontoblasten, Zementoblasten und
Mallassez schen Epithelresten nachweisen. In der Literatur wird die Moglichkeit der Ubertra-
gung von Prionen durch nicht ausreichend dekontaminierte Wurzelkanalinstrumente (Smith et al.
2002, Letters et al. 2005, Sonntag und Peters 2007, Whitworth et al. 2009) hiufig diskutiert.
Auch wenn beim Menschen, der an der sporadischen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJD) er-
krankt ist, keine Prionen in der Pulpa nachgewiesen werden konnten, ist es abschlieBend nicht
geklirt, ob bei der neuen Variante der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (vCJD) Prionen in der
Pulpa vorhanden sein konnten (Blanquet-Grossard et al. 2000). In Tierversuchen konnte der

Nachweis von sCJD in pulpalem Gewebe erbracht werden (Ingrosso et al. 1999, Herzog et al.

2005).

3.4 Chemische Reinigung des Wurzelkanalsystems

Wihrend der Wurzelkanalaufbereitung wird das infizierte Gewebe mit Hilfe der Wurzelkanal-
instrumente aus dem Kanalsystem entfernt. Da jedoch nicht alle Bereiche des Wurzelkanalsys-
tems mit Instrumenten bearbeitet werden konnen, muss zusitzlich zu der mechanischen Reini-
gung eine chemische erfolgen. Die Anatomie des Wurzelkanals umfasst neben Ausbuchtungen
oder Einziehungen auch noch schwer bis nicht zugéngliche Stellen, wie Seitenkanile und
Dentinkanile, in denen Nervenfortsitze verlaufen und in denen sich Gewebereste und Mikroor-
ganismen befinden konnen. Diese Bereiche miissen mit Hilfe von Spiillésungen gereinigt und
desinfiziert werden. Zur chemischen Reinigung des Wurzelkanalsystems stehen verschiedene
Losungen zur Verfiigung. Sie sollten generell eine bakterizide Wirkung, eine geringe Toxizitét
sowie eine niedrige Oberflachenspannung besitzen. Dariiber hinaus sollten sie vitales und nekro-
tisches Gewebe auflosen und die Schmierschicht (diese besteht aus Zell- und Zahnhartsubstanz-
resten, Bakterien und Dentinliquor) entfernen (Hellwig et al. 2003). Da es keine Spiillosung gibt,
die alle diese Anforderungen erfiillt, miissen teilweise mehrere Spiillosungen wéhrend der Wur-
zelkanalbehandlung verwendet werden. Nach Abschluss der mechanischen Kanalaufbereitung
wird zur Entfernung der Schmierschicht EDTA-L6sung (10-17 %) oder Zitronenséaure (10-30 %)
benotigt. Diese Schmierschicht entsteht durch das Bearbeiten der Wurzelkanalwinde mit den
Wurzelkanalinstrumenten. Sie liegt den Kanalwinden auf und verschlie3t die Dentinkanélchen,
wodurch die Desinfektionswirkung von Spiillosungen im Dentin verhindert wird. Daher muss sie
fiir eine effektive Desinfektion des Wurzelkanalsystems entfernt werden. EDTA-L6sung und
Zitronensdure besitzen selbst nur eine geringe antimikrobielle Aktivitit. Die am hdufigsten ver-

wendete Spiillosung zur Desinfektion des Wurzelkanalsystems ist Natriumhypochlorit, welches
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in unterschiedlichen Konzentrationen (0,5-5,25 %) angeboten wird. Da es eine sehr gute
gewebeauflosende Wirkung besitzt, wird es als Standardspiilldsung verwendet. Chlor-
hexidindiglukonat besitzt die Fahigkeit, an Hydroxylapatit (Zahnhartsubstanz) zu binden, was
eine verlangerte antimikrobielle Wirkung nach sich zieht (Substantivitit). Es wird daher oft als
Abschlussspiilung verwendet. Es hat jedoch keinerlei gewebeauflosende Wirkung. Wasser-
stoffperoxid wird vereinzelt noch zur Blutstillung im Wurzelkanal eingesetzt. Seine
antimikrobielle Aktivitdt ist sehr begrenzt. Alkohol wird selten noch als Abschlussspiilung ver-

wendet, um eine schnelle Trocknung des Kanalsystems zu erreichen.

3.5 Chairside-Reinigung der Wurzelkanalinstrumente

Da Wurzelkanalinstrumente trotz ihrer komplexen Form immer noch wiederaufbereitet werden
diirfen, stellt sich die Frage, ob die Verwendung eines befiillten Interim-Standes (Abb. 3), der
laut Herstellerangaben ,,zur schnellen Zwischenablage und zur Reinigung von Wurzelkanalin-
strumenten wihrend der Behandlung® dient, auch eine effiziente und kostengiinstige

Vorreinigungsmethode fiir die Instrumente nach der Wurzelkanalbehandlung darstellt.

Abb. 3: Interim-Stand mit Wurzelkanalinstrumenten
(Quelle: www.vdw-dental.com)

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Versuche unternommen, Wurzelkanalinstrumente noch
wihrend der Behandlung zu reinigen (Ingle 1965, Grossman 1974, Levy 1986, Ferreira et al.
1990, Parashos et al. 2004). Zur Reinigung der Instrumente wurden Watterollen, Gazetupfer oder
Schaumstoffschwidmme benutzt, die mit Desinfektionsmitteln oder enzymatischen Losungen
getrinkt waren. Teilweise kamen die Materialien auch trocken zum Einsatz. Levy (1986) ver-
wendete einen befiillten (Natriumhypochlorit 2,5 %) und einen unbefiillten Behélter, dhnlich wie
ein Interim-Stand. Als dritte Methode wihlte er die sorgfiltige Entfernung des Debris von den
Instrumenten mit Hilfe von Watterollen. Keine der von ihm angewandten Methoden fiihrte zu

einwandfrei sauberen Instrumenten. Losungen, die fiir die Befiillung eines Interim-Standes in
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Frage kommen, wurden bereits unter 3.4 (S. 15) genannt. Naheliegend ist es, eine Losung zu
benutzen, die auch als Spiillosung fiir die Desinfektion des Wurzelkanalsystems verwendet wird.
Speziell fiir die Verwendung in einem Interim-Stand wurde ein sogenanntes Endo CHX
entwickelt. Es enthidlt nebem 2 %igem Chlorhexidindiglukonat Reinigungstenside in einer
Konzentration unter 10 %. Das Bigunaid Polyhexanid wurde aufgrund seiner guten
Gewebevertraglichkeit und dem des Chlorhexidin &hnlichen Wirkspektrums mit in die

Untersuchung aufgenommen.

3.6 Proteinnachweismethoden

Da in vielen Untersuchungen, wie auch in der vorliegenden, Blut als Testanschmutzung verwen-
det wird, benotigt man zur Detektion der darin enthaltenen Proteine entsprechende Nachweis-

methoden. Es werden quantitative und qualitative Proteinnachweismethoden unterschieden.

3.6.1 Quantitative Proteinnachweismethoden

OPA-Methode

Ortho-Phtaldialdehyd (OPA) wird zur quantitativen Bestimmung von freien a- und &-terminalen
Aminogruppen in Aminosduren, Peptiden und Proteinen bei Anwendung der OPA-Methode
verwendet. Das Prinzip beruht auf der chemischen Umsetzung der zu erfassenden freien
Aminogruppen mit o-Phtaldialdehyd in Gegenwart einer Thiolverbindung (meist Mercapto-
ethanol). Die entstehenden Endprodukte zéhlen zur Gruppe der Isoindole, deren Farbung bei
340 nm spektralphotometrisch erfasst werden kann. Die Thiolkomponente ist entscheidend fiir
die Richtigkeit und Reproduzierbarkeit des ermittelten Gehalts an freien Aminosduren. Bei der
OPA-Methode wurde die Thiolkomponente Mercaptoethanol gegen Ethanthiol ausgetauscht.
Dadurch ergaben sich genauere Messungen, da Ethanthiol nicht zu innermolekularen
Weiterreaktionen neigt, wie das bei Mercaptoethanol der Fall ist (Simons und Johnson 1977,
Frister et al. 1990). Ein Nachteil von Ethanthiol ist jedoch der strenge Geruch, der sich wihrend
der Reaktion bildet. Bei der modifizierten OPA-Methode wird die Thiolverbindung N,N-
Dimethyl-2-mercaptoethyl-ammoniumchlorid verwendet. Dieses Pulver ist in Losung geruchslos
und es zeichnet sich iiber einen langen Zeitraum durch sein sehr stabiles Extinktionsverhalten
aus. Da dieses wiederum schwer erhiltlich ist, wird die leicht erhéltliche 2-Mercaptoethan-

sulfonsdure als Natriumsalz verwendet (Michels und Frister 2004). Die modifizierte OPA-
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Methode ist als einzige quantitative Proteinbestimmungsmethode in die DIN EN ISO 15883-1
(2006) aufgenommen worden und spielt heutzutage eine wichtige Rolle fiir Reinigungsunter-
suchungen in Laboratorien (Michels und Frister 2004), da mit ihr schon geringste Proteinmengen

detektiert werden konnen.

BCA-Methode

Die BCA-Methode basiert auf der modifizierten Biuret-Methode, welche jedoch storanféllig ge-
geniiber anionischen Tensiden wie Natriumdodecylsulfat (SDS) sowie Zuckern (Saccharose) ist.
Die BCA-Methode ist ein quantitativer Proteinnachweis und sie erhilt ithren Namen von der
chemischen Verbindung Bicinchoninsidure (Bicinchonic acid). Die Reaktion beruht auf der Re-
duktion von Kupfer(Il)-sulfat bzw. Kupfer(Il)-nitrat in Anwesenheit von Proteinen zu Kupfer(I).
AnschlieBend reagiert das Kupfer(I) mit der Bicinchoninsdure, wobei es zu einem Farbumschlag

kommt, der bei 562 nm im Photometer gemessen werden kann (Michels Teil 3 2005).

3.6.2 Qualitative Proteinnachweismethoden

Ninhydrin-Methode

Der Ninhydrintest ist ein rein qualitatives Verfahren, um die Anwesenheit von Proteinen nach-
weisen zu konnen. Die mittels eines Wattestibchens genommene Probe (Wischtechnik) wird mit
einer Ninhydrinlosung versetzt. Bei Kontakt mit Proteinen erfolgt ein Farbumschlag, der ph-
Wert- und proteinabhéngig ist und nur in Kombination mit hydrolysierten Proteinen erfolgt (de

Bruijn et al. 2001). Der Test ldsst somit keine Aussage iiber den Grad einer Verschmutzung zu.

Peroxidase-Methode

Auf Basis der Peroxidase-Methode wurde ein Schnelltest fiir einen Mikrohdmaturie-Nachweis
entwickelt. Diese Schnelltests detektieren intakte und hidmolysierte Erythrozyten durch eine
chemische Nachweisreaktion, die auf der Pseudoperoxidase-Aktivitit des Himoglobins beruht
(Kutter 1976). Das farblose Tetramethylbenzidin wird in Gegenwart eines Peroxids durch die
Pseudoperoxidase des Hamoglobins oxidiert. Das Oxidationsprodukt ist stark geféarbt, so dass
sich anhand einer Vergleichsskala Riickschliisse auf vorhandene Proteine ziehen lassen (Michels

et al. 1996).
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3.7 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Untersuchung war es, eine standardisierbare Anschmutzmethode fiir Wurzelkanalin-
strumente zu finden, die anschlieBend zur Uberpriifung der Reinigungswirkung von Testlosun-
gen in Interim-Stdnden mit Hilfe einer quantitativen Proteinnachweismethode genutzt werden
konnte. Dariiber hinaus sollten verschiedene Bearbeitungsweisen der Instrumente in den
befiillten Interim-Stinden Aufschluss dariiber geben, ob diese einen Einfluss auf die Sauberkeit
der Intrumente hatten. Fiir eine Untersuchung zur Chairside-Reinigung von Wurzelkanalinstru-
menten mit Hilfe unterschiedlich befiillter Interim-Stidnde wird eine Methode zum Nachweis der

Reinigung benotigt.

Fiir die Methodenentwicklung ergaben sich daher folgende Fragestellungen:

1. Mit welcher Anschmutzmethode kann reproduzierbar eine definierte Menge Blut auf Priif-

korper aufgebracht werden?

2. Welche Reinigungslosungen bieten sich fiir die Befiillung von Interim-Stinden an, und

konnen diese eine effiziente Vorreinigung der Instrumente bewirken?

3. Haben die Bearbeitungsweisen im befiillten Interim-Stand Einfluss auf die Reinigungsleistung

und damit auf die Sauberkeit der Instrumente?

19



4. Durchfiihrung einer anonymen Befragung

Laut Herstellerangaben (VDW, Miinchen) dient der Interim-Stand zur schnellen Zwischenablage
und zur Reinigung von Wurzelkanalinstrumenten wéhrend der Behandlung. Angaben fiir eine
Befiillung des Interim-Standes wihrend der Wurzelkanalbehandlung werden seitens des Her-
stellers (Katalog/Internetseite) nicht gemacht. Auf Nachfrage hin nennt der Hersteller Chlor-
hexidindiglukonat, Alkohol und Natriumhypochlorit, welche fiir eine Befiillung des Interim-

Standes bevorzugt Verwendung finden wiirden (E-Mail VDW 2014, siehe 11.2, S. 115).

Eine anonyme Befragung unter 100 Berliner Zahnirzten sollte kldren, ob ein solcher Interim-
Stand wihrend der Wurzelkanalbehandlung Verwendung findet. Die Befragung sollte weiterhin
Aufschluss dariiber geben, ob der Interim-Stand befiillt oder unbefiillt verwendet wird und
welche Spiillosungen die Zahnérzte wihrend der endodontologischen Behandlung fiir die Des-

infektion des Wurzelkanalsystems verwenden (Anschreiben und Fragebogen, siehe 11.1, S. 113).
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5. Material

5.1 Blutentnahmesystem und Testanschmutzung

Mit Hilfe eines Butterfly-Systems und den entsprechenden Entnahmerohrchen erfolgte am je-
weiligen Versuchstag die Abnahme von humanem, vendsem Blut, welches immer von derselben
Person stammte. Das Blut in den Rohrchen, die Zitrat als gerinnungshemmenden Zusatz ent-
hielten, wurde durch die Zugabe von Kalziumchlorid wieder zur Gerinnung gebracht. Das Blut
in den Rohrchen, die Heparin als gerinnungshemmenden Zusatz enthielten, wurde durch die Zu-

gabe von Protaminhydrochlorid reaktiviert.

BD Vacutainer® Zitratrohrchen Firma Becton, Dickinson und Company,
Plymouth, England
Bestellnummer: 363079

Chargennummer: unbekannt

Die Kunststoffrohrchen enthielten laut Herstellerangaben 0,129 M gepuffertes Natrium-
Zitrat als gerinnungshemmenden Zusatz. Sie waren 75 mm lang und hatten einen Durchmesser

von 13 mm. Das Fassungsvermdégen fiir Blut betrug 2,7 ml.

BD Vacutainer® LH PST™ II Firma Becton, Dickinson und Company,
Plymouth, England
Bestellnummer: 367374
Chargennummer: 8078208

Die Kunststoffrohrchen enthielten laut Herstellerangaben 17 IE/ml Lithium-Heparin als
gerinnungshemmenden Zusatz. Sie waren 75 mm lang und ihr Durchmesser betrug 13 mm. Sie

hatten ein Fassungsvermogen fiir Blut von 3,0 ml.

BD Vacutainer®- Firma Becton, Dickinson und Company,
Fliigelkaniile und Einmalhalter Plymouth, England
Bestellnummer Kaniile: 367261, 21 G, griin
Chargennummer Kaniile: 08B04
Bestellnummer Halter: 364815
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Chargennummer Halter: unbekannt

Blut Eigenblut von C. Gerner; wurde an jedem
Versuchstag frisch abgenommen

Protamin Valeant Firma Valeant Pharmaceuticals, Eschborn,
Deutschland
Wirkstoff: Protaminhydrochlorid
Bestellnummer: unbekannt
Chargennummer: 70470

Kalziumchlorid-Dihydrat Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Bestellnummer: 1023820250

Chargennummer: unbekannt

5.2 Priifkorper und Reinigungslosung

Als Priifkérper wurden Edelstahlpliattchen und Hedstrom-Feilen verwendet. Die Edelstahl-
plattchen (Abb. 4) waren ca. 50 mm lang, 15 mm breit und ungefahr 1 mm dick. Die Edelstahl-
pliattchen wurden vor jedem Versuch griindlich mit einer 10 %igen Losung eines Neutral-
Reinigers gereinigt. Anschlieend wurden sie mit Leitungswasser und destilliertem Wasser ge-

spiilt und getrocknet.

Des Weiteren kamen Hedstrom-Feilen (Abb. 5) der Liange 25 mm mit den ISO-GroBen 15, 20,
30, 50, 60, 70, 80, 120, 130 sowie 140 zum FEinsatz. Laut Herstellerangaben durchlaufen die
Feilen vor dem Versand einen Reinigungsprozess, werden aber nicht sterilisiert. Daher wurden

die Feilen vor der Verwendung in Sterilgutverpackungen bei 134 °C fiir 3 min dampfsterilisiert.

Edelstahlplittchen MabBe: 50 x 15 x 1 mm, Edelstahl
Firma Pereg, Waldkraiburg, Deutschland
Bestellnummer: unbekannt
Hedstrom-Feilen Firma VDW GmbH, Miinchen, Deutschland
ISO-GroBen 15, 20, 30, 50, 60, 70, 80, 120,
130, 140, Edelstahl, unsteril
Bestellnummern: 073025-015 bis -140
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Neutral-Reiniger Tickopur R 30, Firma Dr. H. Stamm GmbH,
Berlin
Bestellnummer: unbekannt

Chargennummer: 090116

_W

Abb. 4: Edelstahlplittchen Abb. 5: Hedstrom-Feile
(50 x 15 x 1 mm) (ISO-GroBe 120)

5.3 Materialien fiir die Anschmutzmethode

Um eine geeignete Anschmutzmethode, sowohl fiir die Edelstahlplidttchen als auch fiir die
Hedstrom-Feilen, zu finden, kamen verschiedene Mdoglichkeiten in Betracht. Es wurden Ver-
suche mit Insulin-Spritzen sowie Eppendorf-Pipetten durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die

Hedstrom-Feilen durch ein Tauchbad mit der Testanschmutzung versehen.

Eppendorf-Research Pipetten Firma Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bestellnummer 10-100 pl: 3111000.149
Bestellnummer 100-1000 pl: 3111000.165
Insulin-Spritzen mit Kaniile BD Plastipak, Firma Becton Dickinson,
Madrid, Spanien
Fassungsvermogen: 1 ml
Einheit: IE = Internationale Einheit
Bestellnummer: 300334
Chargennummer: 0710034
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5.4 Interim-Stand mit Schaumstoffscheiben

Sowohl die Interim-Stidnde als auch die Schaumstoffscheiben (Abb. 6), die laut Vertreiber ein-
malig dampfsterilisierbar sind, wurden vor dem Gebrauch fiir 3 min bei 134 °C in Sterilgut-
barrieresystemen dampfsterilisiert. Die vorherige Reinigung der Interim-Sténde erfolgte wie bei
den Edelstahlpldttchen mit dem Neutral-Reiniger. Die Interim-Stinde bestanden aus drei
Komponenten. In die Behilter (A) wurden jeweils 20 ml der zu untersuchenden Losungen ge-
fillt. Im Anschluss daran wurden die blauen Schaumstoffscheiben (B) auf die Behilter aufge-
setzt. Diese wurden durch das Uberstreifen des schwarzen Ringes (C) an dem Behilter fixiert.
Die Schaumstoffscheiben waren durch das Befiillen der Interim-Stande mit 20 ml der Testlosun-

gen vollstindig durchtriankt.

Abb. 6: Interim-Stand

(links: Einzelteile, A = Behilter, B = Schaumstoffscheibe,

C = Fixierring fiir die Schaumstoffscheibe; rechts: zusammen-
gesetzter Interim-Stand)

Interim-Stand Firma VDW GmbH, Miinchen, Deutschland
Bestellnummer: V 040495

Schaumstoffscheiben Vertreiber: Firma VDW GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bestellnummer: V 040496

Hersteller: Firma Wirth Schaumstoffe OHG,
Miihlheim, Deutschland

Typ: MTC 30, Farbe: blau, nicht retikuliert
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5.5 Testlosungen

Folgende Testlosungen wurden fiir die Untersuchungen verwendet:

- 2-Propanol 70 % (Isopropanol) Firma Braun, Melsungen, Deutschland

PZN: 8505455
Chargennummer: 8181MO05

100 g Losung enthalten 2-Propanol 62,8 g, gereinigtes Wasser
Darreichungsform und Inhalt Losung zu 1 Liter Desinfektionsmittel
- Kochsalzlosung 0,9 % Vertreiber: Fresenius Kabi Deutschland GmbH,

Bad Homburg, Deutschland

Hersteller: Fresenius Kabi France, Louviers,
Frankreich

PZN: 4801702

Chargennummer: 13BOP151

1 Liter enthalt Natriumchlorid 9,00 g
Na* 154 mmol/l
Cr 154 mmol/l

Wasser, Salzsdure und Natriumhydroxid zur
pH-Wert-Einstellung
Darreichungsform und Inhalt 1000 ml Losung, Plastipur-Flasche

- Natriumhypochlorit 1 % Firma Hedinger, Stuttgart, Deutschland
PZN: 8917318
Chargennummer: 045133

100 ml Losung enthalten Natriumhypochlorit-Losung 12,5 % Chlor DAC
ca. 10,0 g, gereinigtes Wasser
Gehalt an aktivem Chlor 0,9-1,1 %
Darreichungsform und Inhalt 250 ml Losung, 1 % Chlor aktiv
- Lavasorb 0,04 % Firma Fresenius Kabi Norge AS, Halden,

Norwegen, Wirkstoff: Polyhexanidum
PZN: 1341743
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1 ml Losung enthilt

Darreichungsform und Inhalt

- Polyhexanid 0,04 %

100 g Losung enthalten

Weitere Bestandteile

Darreichungsform und Inhalt

- Chlorhexidindiglukonatlosung 0,2 %

100 g Losung enthalten

Darreichungsform und Inhalt

- Chlorhexidindiglukonatlosung 2 %

100 g Losung enthalten

Chargennummer: 12BLS09

Polyhexanidum 0,04 mg
Macrogolum 4000 0,02 mg
Natriumchlorid 8,60 mg
Kalziumchlorid 0,33 mg
Kaliumchlorid 0,30 mg
Aqua purif. ad 1 ml

250 ml sterile Losung

Krankenhausapotheke der Charité,
Charité - Universititsmedizin Berlin,
Deutschland

Chargennummer: unbekannt
Polyhexanid 40 mg

Macrogol 4000, Natriumchlorid,
Kaliumchlorid, Kalziumchlorid-Dihydrat,
Wasser fiir Injektionszwecke

250 ml sterile Losung

Krankenhausapotheke der Charité,
Charité - Universititsmedizin Berlin,
Deutschland

Chargennummer: unbekannt
Chlorhexidindiglukonat 20 % 1,0 g,
Wasser fiir Injektionszwecke

200 ml sterilisierte Losung, alkoholfrei,

frei von Farb- und Aromastoffen

Krankenhausapotheke der Charité,
Charité - Universititsmedizin Berlin,
Deutschland

Chargennummer: unbekannt
Chlorhexidindiglukonat 20 % 10,0 g,

Wasser fiir Injektionszwecke
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Darreichungsform und Inhalt 200 ml sterilisierte Losung, alkoholfrei,
frei von Farb- und Aromastoffen

— im weiteren Verlauf als Chlorhexidindiglukonat A bezeichnet

- Chlorhexidindiglukonatlosung 2 % Firma lege artis Pharma GmbH + Co KG,
Dettenhausen, Deutschland
PZN: unbekannt
Chargennummer: 01.047.2009
100 g Losung enthalten Clorhexidindiglukonat 20 % 10,0 g,
gereinigtes Wasser
Darreichungsform und Inhalt 200 ml Losung, alkoholfrei

— im weiteren Verlauf als Chlorhexidindiglukonat B bezeichnet

- Endo CHX 2 % Firma lege artis Pharma GmbH + Co KG,
Dettenhausen, Deutschland
PZN: unbekannt
Chargennummer: 0300409
100 g Losung enthalten Chlorhexidindiglukonat 20 % 10,0 g,
Tenside, gereinigtes Wasser

Darreichungsform und Inhalt 200 ml Losung, alkoholfrei

5.6 Materialien und Geriite

Dodecylsulfate Na-Salt Firma Serva, Heidelberg, Deutschland
Bestellnummer: 20760

N,N-Dimethyl-2-Mercaptoethyl- Firma Merck, Darmstadt, Deutschland

ammoniumchlorid Bestellnummer: 820497

Di-Natriumtetraborat, wasserfrei Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Bestellnummer: 106306

Ortho-Phthaldialdehyd (97 %) Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland,
Bestellnummer: P 1378-5G

Methanol (99,5 %) Firma Merck, Darmstadt, Deutschland

Bestellnummer: 6007
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SDS-Losung 20 %

L-Leucin

Dampfsterilisator

Sterilgutbarrieresystem

Eigenherstellung

Firma Merck, Darmstadt, Deutschland
Bestellnummer: 105360

Selectomat S 3000, Firma MMM, Miinchen
Geritenummer: 911002-1

BOP DI, Firma Amcor, Coulommiers, Frankreich
GroBe: 270 x 350 mm, LOT-Nr. 279
Bestellnummer: 201819

GrofBe: 100 x 300 mm, LOT-Nr. 479
Bestellnummer: 201812

Das verwendete Sterilgutbarrieresystem besitzt eine Papier- sowie eine transparente Folienseite

und wird durch eine Schweifinaht verschlossen. In den grofen Beuteln wurden die Interim-

Stande sowie die Schaumstoffscheiben, in den kleineren, schmaleren Beuteln die Hedstrom-

Feilen sterilisiert. Die Sterilisation erfolgte im Dampfsterilisator bei 134 °C fiir 3 min.

Handschuhe, steril

Kiivetten

Analysenwaage

Schiittler

Magnetriihrer

Destilliertes Wasser

Spektralphotometer

Firma Ansell Healthcare Europe NV, Briissel
Chargennummer: 0608504104-, 245-903
Firma Hellma, Halb-Mikro-Kiivetten aus
Quarzglas, Schichtdicke: 1 cm

Firma Sartorius, Gottingen, Deutschland
Certomat® U, Firma B. Braun, Melsungen,
Deutschland

Typ MR 2002, Firma Heidolph, Schwabach,
Deutschland

Eigenherstellung der AG Technische Hygiene,
Charité - Universititsmedizin Berlin
Beckman®, Modell 25, Firma Scientific Instruments

Division, Irvine, USA

Die Lichtquelle (Halogenlampe) des Spektralphotometers sendet polychromatisches Licht aus

(Abb. 7), welches durch den Monochromator (Prisma) in ein monochromatisches Licht umge-

wandelt wird. Dieses monochromatische Licht ist Licht einer bestimmten, einstellbaren Wellen-

ldnge. Durch Auftreffen des Lichtes auf einen Spiegel wird dieses geteilt, so dass zwei Strahlen-
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ginge entstehen. Der eine Strahl des Lichts trifft auf die Kiivette, die die Probe enthilt. Ein Teil
dieses Lichtes wird von der Probe in der Kiivette absorbiert. Der andere Strahl des Lichts wird
durch die Kiivette geleitet, in dem sich das zum Losen der Probe verwendete Losungsmittel be-
findet. Diese gleichzeitige Referenzmessung verhindert eine eventuelle Verfilschung der Mes-
sungen durch Lichtreflektionen an der Kiivette oder durch eigenes Absorptionsverhalten des Lo-
sungsmittels. Die Detektoren erfassen somit nur die tatsdchliche Absorption (auch Extinktion

genannt) der Probe in der Kiivette.

Strahl-
teiler
Prisma

. \

Blende % I I
//\ SO EI\
®’//\ -~ —~ - mit Probe

Monochromator Detektoren

Lichtquelle
N - | 2
Spiegel/ I

Referenzkiivette
mit Lé&sungsmittel

Abb. 7: Schematischer Aufbau eines Zweistrahl-Photometers

(Quelle: http://unibielefeld.de/chemie/lehre)

Bei den Probenmessungen im Photometer (siehe 6.2, S. 31) wurde die Nachweisgrenze fiir
Proteine bei einer Extinktion von 0,003 festgelegt (in Anlehnung an die Dissertationen von
Schonherr 2005 und Radimersky 2012). Diese Nachweisgrenze gilt sowohl fiir die Messungen
mit der OPA-Losung (Extinktion) als auch fiir die Messungen mit der 1 %igen SDS-Losung

(Eigenextinktion).

5.7 Herstellung der Losungen

5.7.1 Herstellung der SDS-Losungen (1 %ig und 20 %ig)

Fiir die Herstellung der 20 %igen SDS-Losung (Losung A) wurden 10,00 g Dodecylsulfat in

einem 100 ml Erlenmeyerkolben abgewogen. Danach wurden mit Hilfe eines Messkolbens 50 ml

destilliertes Wasser abgemessen. Die 10,00 g Dodecylsulfat wurden in diesen 50 ml destilliertem

Wasser auf einem Magnetriihrer vollstindig aufgelost, so dass eine klare Losung entstand. Fiir
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die Herstellung einer 1 %igen SDS-Losung wurden 950 ml destilliertes Wasser zu 50 ml einer
20 %igen SDS-Losung zugegeben. Die 1 %ige SDS-Losung wurde sowohl fiir die Probengewin-
nung als auch fiir die Messung der Eigenextinktion im Photometer benétigt. Die Priitkorper wur-
den nach jedem Versuch in der 1 %igen SDS-Losung gelagert, um von den Priifkdrpern
eventuell vorhandene Reste der Testanschmutzung abzulosen. Aufgrund der unterschiedlichen
GroBe der verwendeten Priifkdrper wurde ein unterschiedlich groes Volumen der 1 %igen SDS-
Losung benotigt. Die Edelstahlplidttchen wurden in groen Reagenzglidsern gelagert und beno-
tigten zur vollstdndigen Bedeckung 20 ml 1 %ige SDS-Losung. Fiir die Hedstrom-Feilen wurden
kleine Reagenzgliser verwendet. Zur vollstindigen Bedeckung der Feilen waren dabei 10 ml

1 %ige SDS-Losung ausreichend.

5.7.2 Herstellung der OPA-Losung

Zunichst wurden 0,040 g ortho-Phthaldialdehyd (Substanz B) auf einer Waage in einem 10 ml
Erlenmeyerkolben sowie 0,1160 g 2-Mercaptoethansulfonsidure (Substanz C) in einem weiteren
10 ml Erlenmeyerkolben abgewogen. Das ortho-Phthaldialdehyd wurde in 1 ml Methanol auf
dem Magnetrithrer gelost (Losung B) und anschlieBend mit Hilfe einer Pasteurpipette in den
Erlenmeyerkolben mit der 2-Mercaptoethansulfonsédure iiberfiihrt (Losung B + C). In einem
100 ml Erlenmeyerkolben wurden 1,0050 g di-Natriumtetraborat abgewogen und in 50 ml des-
tilliertem Wasser auf dem Magnetriihrer gelost (Losung D). Nachdem Losung B + C vollstindig
in Losung gegangen war, wurde sie mit einer Pasteurpipette in die Losung D iiberfiihrt
(= Losung E). Der Erlenmeyerkolben der Losung B + C wurde anschlieBend mehrere Male mit

der Losung E gespiilt. Zum Schluss wurden 1,25 ml der 20 %igen SDS-Losung zugegeben.

5.7.3 Herstellung der Leucin-Losung

Fiir die Herstellung der Leucin-Losung wurden 0,0655 g Leucin in einem 50 ml Messkolben

abgewogen und mit 50 ml destilliertem Wasser aufgefiillt.
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6. Methode

6.1 Die modifizierte OPA-Methode

Mit der ortho-Phthaldialdehyd-Methode (OPA-Methode) ist ein quantitativer Proteinnachweis
moglich. Das Prinzip beruht auf der Reaktion des ortho-Phthaldialdehyds, in Anwesenheit einer
Thiolkomponente, mit endstindigen a- und e-Aminogruppen zu einem fluoreszierenden End-
produkt, welches zu der Gruppe der Isoindole gehort. Diese fluoreszierenden Endprodukte be-
sitzen ein Absorptionsmaximum bei 340 nm und sind daher spektralphotometrisch erfassbar. Bei
der modifizierten OPA-Methode wurde das Ethanthiol (Thiolkomponente) durch 2-Mercapto-
ethansulfonsiure ersetzt, wodurch das Extinktionsverhalten stabilisiert werden konnte. Zwischen
den gemessenen Extinktionswerten und dem Gehalt an freien Aminogruppen besteht eine lineare
Beziehung, so dass mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes die Menge an freien a- und e-

Aminogruppen berechnet werden kann.

E=gxcexd

E = Extinktion ¢ = Konzentration

¢ = Extinktionskoeffizient d = Schichtdicke der Losung
Frister et al. (1988) ermittelten einen Extinktionskoeffizienten & von 6,42 + 0,20 mmol™ x cm ™
x 1. Dieser Wert ergab sich durch Untersuchung eines Gemisches von 19 verschiedenen Amino-
sdauren, deren terminale a- und e-Aminogruppen bestimmt wurden. Die Proteinkonzentration

(Einheit: pmol/ml) berechnet sich nach Umstellung der oben genannten Formel wie folgt:

c=E/(exd)

6.2 Probenmessungen im Photometer

Die Probenmessungen im Photometer wurden mit Quarzglaskiivetten durchgefiihrt. Die Refe-
renzkiivette (R) ist die Kiivette, die entweder 1000 ul OPA- oder 1 %ige SDS-Losung enthilt
und die nach erfolgter Nulleinstellung des Photometers im Photometer verbleibt. Die Sample-
kiivette (S) ist die Kiivette, die zusétzlich zu den 1000 pul an OPA- oder 1 %iger SDS-Losung

noch 100 pl Probe (engl. sample) enthilt. Die Samplekiivette wird nach jeder Probenmessung
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mit destilliertem Wasser gespiilt und anschlieBend neu befiillt. Vor den Probenmessungen er-
folgte die Nulleinstellung des Photometers. Dazu wurden in die S- und R-Kiivette zunichst je-
weils 1000 pl der OPA-Losung pipettiert. Bei einer Wellenldnge von 340 nm wurde der Null-
punkt am Photometer eingestellt. Anschlieend erfolgte die Messung des Leucin-Standards. Die-
ser dient zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit der OPA-Losung. Hierzu wurde in die S-Kii-
vette 10 pl Leucin-Standard zu 1000 pl der OPA-Losung gegeben, viermal geschwenkt und nach
2 min der Wert, welcher durch den Leucin-Standard verursacht wurde, abgelesen. Die R-Kiivette
enthielt 1000 pl OPA-Losung. Der Wert sollte bei 0,6414 (+ 0,02) liegen. Danach erfolgten die
Probenmessungen im Photometer. Der Extinktionswert ist der Wert, welcher durch die OPA-
Reaktion mit endstiindigen o~ und e-Aminogruppen im Blut enthaltener Proteine verursacht wird.
Hierzu enthielt die R-Kiivette 1000 ul OPA-Losung. Die S-Kiivette enthielt 1000 ul OPA-Lo6-
sung, in die zusitzlich 100 ul der zu untersuchenden Probe pipettiert wurde. Die S-Kiivette
wurde anschlieBend viermal geschwenkt und nach der Reaktionszeit von 2 min konnte der Wert

abgelesen werden.

Im Anschluss an die Extinktionsmessungen erfolgten die Messungen der Eigenextinktion. Die
Eigenextinktion ist der Wert, welcher durch die Eigenfarbung der Probenldsung verursacht wird.
In der vorliegenden Untersuchung wurde diese Eigenfdarbung durch den Blutfarbstoff Hédmo-
globin verursacht. Vor den Probenmessungen erfolgte die Nulleinstellung des Photometers mit
der 1 %igen SDS-Losung. AnschlieBend wurde in die S-Kiivette zusitzlich zu den 1000 ul der
1 %igen SDS-Losung 100 pl der zu untersuchenden Probe pipettiert. Die S-Kiivette wurde
viermal geschwenkt und nach einer Reaktionszeit von 2 min konnte der Wert abgelesen werden.
Die Ermittlung der Eigenextinktion der Probenlosungen war fiir die Berechnung der
Proteinkonzentrationen notwendig. Durch Subtraktion der Eigenextinktionswerte von den
Extinktionswerten erhidlt man die Werte (= E, sieche Formel auf S. 31), die fiir die Berechnung
der Proteinkonzentrationen mit Hilfe des Lambert Beer’schen Gesetzes notwendig sind.
Voraussetzung fiir die Berechnung ist, dass der Eigenextinktionswert kleiner ist als der

gemessene Extinktionswert. Ansonsten verliert das Lambert Beer “sche Gesetz seine Giiltigkeit.

6.3 Gewinnung der Probenlosungen

Als Priifkorper wurden Edelstahlplidttchen sowie Hedstrom-Feilen unterschiedlicher ISO-Grof3en
untersucht. Beide Priifkorper wurden mit verschiedenen definierten Mengen der Test-

anschmutzung beschmutzt (wie anschlieBend im Einzelnen beschrieben wird). Nach einer
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Trocknungszeit von 1 h wurden die Edelstahlplittchen fiir 5 min in 20 ml der zu untersuchenden
Testlosung gelegt. Danach wurden sie mit Hilfe von Pinzetten in Reagenzgldser mit jeweils
20 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt und darin fiir 5 min gelagert, bevor sie fiir weitere 5 min
auf den Schiittler gestellt wurden. Danach wurden die Edelstahlplittchen mit Pinzetten aus den
Reagenzglisern entfernt. Im Anschluss daran wurden die Probenmessungen im Photometer

durchgefiihrt.

Die Hedstrom-Feilen wurden nach der Anschmutzung und der Trocknungszeit von 1 h durch
unterschiedliche Bearbeitungsweisen (wie anschlieBend im Einzelnen beschrieben wird) in den
Interim-Stinden gereinigt. In den Interim-Stinden befanden sich jeweils 20 ml der zu unter-

suchenden Testlosung. In den Versuchen wurden folgende Bearbeitungsweisen angewandt:

1. Die Hedstrom-Feilen wurden nacheinander unterschiedlich hédufig durch die Schaumstoff-
scheibe gestochen. Das bedeutet, dass die Arbeitsenden einmal, dreimal sowie fiinfmal hinter-
einander bis zum Anfang des Instrumentengriffes durch die Schaumstoffscheibe gestochen und
wieder herausgezogen wurden. Danach wurden sie fiir 5 min in 10 ml 1 %iger SDS-Losung ge-
lagert und fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt. AnschlieBend wurden die Hedstrom-

Feilen mit Hilfe von Pinzetten aus den Reagenzglisern entfernt.

2. Die Hedstrom-Feilen wurden unterschiedlich langen Zeiten den Testlosungen ausgesetzt.
Hierzu wurden die Arbeitsenden der Feilen, bis zum Anfang des Instrumentengriffes, einmal
durch die Schaumstoffscheibe gestochen und verblieben dann 30 s, 60 s sowie 300 s hingend in
den mit den Testlosungen befiillten Interim-Stdnden. Nach Ablauf der jeweiligen Zeit wurden
die Hedstrom-Feilen aus der Schaumstoffscheibe herausgezogen, in Reagenzgliaser mit jeweils
10 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt und fiir 5 min darin gelagert. AnschlieBend wurden die
Reagenzgliser fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt. Danach wurden die Hedstrom-Feilen

mit Hilfe von Pinzetten entfernt.
Die Probenlosungen, welche fiir die Extinktionsmessungen verwendet wurden, bestanden dem-

nach aus 10 ml (Hedstrom-Feilen) und 20 ml (Edelstahlplittchen) 1 %iger SDS-Losung, in wel-

chen sich unterschiedliche Mengen der bereits abgelosten Testanschmutzung befanden.
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Priifkorperanzahl

Insgesamt wurden 323 Edelstahlplittchen sowie 259 Hedstrom-Feilen verschiedener ISO-
GroBlen in den Versuchen verwendet. Die Anzahl der Hedstrom-Feilen setzt sich wie folgt zu-
sammen: insgesamt 49 Hedstrom-Feilen der ISO-GréB8en 15, 20, 30, 50, 60, 70 sowie 80 und 18
Hedstrom-Feilen der ISO-GroBlen 120, 130 und 140. Nach Festlegung der ISO-GroBe 120 als
Priifkdrper wurden in den darauffolgenden Untersuchungen 192 Hedstrom-Feilen dieser ISO-

GrofBle verwendet.

6.4 Entwicklung einer Anschmutzmethode sowie Findung einer geeigneten Menge an

Testanschmutzung

6.4.1 Versuch mit Edelstahlpliittchen und Zitratblut

Die Abnahme von venosem Blut erfolgte mit dem Butterfly-System und zunéchst mit
Entnahmerohrchen, die Zitrat enthielten. Es wurde kein Zusatz zur Gerinnungsaktivierung dazu-
gegeben. Mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette wurden sechs Edelstahlplittchen mit 100 pl
Zitratblut sowie sechs weitere Plittchen mit 200 pl Zitratblut beschmutzt und 1 h getrocknet, um
die Trocknungszeit verschiedener Blutmengen festzustellen. Die Plittchen mit vollstindig ge-
trockneter Blutanschmutzung (100 pl) wurden anschlieend fiir 5 min in je 20 ml 1 %ige SDS-

Losung gegeben und anschlielend fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt (n = 12).

6.4.2 Versuche mit Hedstrom-Feilen und Zitratblut

Versuch mit Eppendorf-Pipetten

Dieser Versuch erfolgte mit jeweils zwei Hedstrom-Feilen der ISO-Gré8en 15, 20, 30, 50, 60,
70, 80 und einem Volumen von 10 ul nicht reaktiviertem Zitratblut. Mit Hilfe einer Eppendort-

Pipette wurde versucht, 10 ul dieser Testanschmutzung auf die Hedstrom-Feilen aufzubringen

(n = 14).
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Versuch mit einem Tauchbad

Ein weiterer Versuch, die Hedstrom-Feilen der ISO-GroBen 15 bis 80 mit einer definierten
Menge Zitratblut zu beschmutzen, bestand darin, die Feilen zu wiegen und sie anschlieBend in
Blut zu tauchen, um sie danach erneut zu wiegen. Dafiir wurden jeweils zwei Feilen der ISO-
GroBen 15 bis 80 auf der Analysenwaage gewogen. AnschlieBend wurden die Arbeitsteile der
Hedstrom-Feilen zwischen 30 s und 120 s in das nicht reaktivierte Zitratblut getaucht, um
herauszufinden, welchen Einfluss unterschiedliche Eintauchzeiten auf das Anschmutzungs-

ergebnis haben.

Fiir jeweils 30 s wurden die ISO-Gr68en 30 und 50 in das nicht reaktivierte Zitratblut getaucht.
Die ISO-Gré8en 15 und 70 verblieben 60 s, die ISO-Grofen 60 und 80 verblieben jeweils 120 s
im nicht reaktivierten Zitratblut. Nach einer Trocknungszeit von 1 h erfolgte die makroskopische

Untersuchung sowie das erneute Wiegen der Hedstrom-Feilen (n = 14).

Versuch mit Insulin-Spritzen

Um die Hedstrom-Feilen mit einer definierten Menge Blut beschmutzen zu konnen, wurden in
diesem Versuch Insulin-Spritzen verwendet. Diese besitzen eine feinere Kaniile, um damit das
Zitratblut exakt auf das Arbeitsteil von Hedstrom-Feilen der ISO-Groflen 15 bis 80 applizieren
zu konnen. Es wurde sowohl nicht aktiviertes, nicht aktiviertes verdiinntes als auch reaktiviertes

Zitratblut verwendet (n = 21).

6.4.3 Versuche mit Heparinblut

Versuche zum Protaminvolumen

Um 1 ml heparinisiertes Blut reaktivieren zu konnen, wurden Versuche mit der Zugabe von
16 pl, 20 pl, 25 pl sowie 32 ul Protamin durchgefiihrt. Ziel war es, eine vollstindige Gerinnung
des Blutes innerhalb einer bestimmten Zeit zu erhalten, die fiir die Beschmutzung der Hedstrom-
Feilen ausreichend war (n = 18). Ausgangspunkt fiir das Protaminvolumen war die DIN ISO/TS
15883-5 Anhang A (2005). Hier wurden fiir die Reaktivierung von 1 ml Heparinblut 15 pl

Protamin eingesetzt.
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Versuche mit Edelstahlplittchen und 10 pl Testanschmutzung

Es erfolgten Versuche mit Edelstahlplittchen und den folgenden Testlosungen:

1. Isopropanol

2. Natriumhypochlorit

3. Chlorhexidindiglukonat 0,2 %
4. Polyhexanid (Lavasorb)

5. Kochsalzldsung

Die Abnahme von 2 ml venosem Heparinlut erfolgte am jeweiligen Versuchstag. Es wurden
40 ul Protamin zugesetzt und anschlieBend erfolgte die Anschmutzung der Priitkorper mit je-
weils 10 pl der Testanschmutzung. Pro verwendeter Testlosung wurden sechs Edelstahlplittchen
untersucht. Die Edelstahlplidttchen wurden mit Hilfe der Eppendorf-Pipette mit jeweils 10 pl re-
aktiviertem Heparinblut beschmutzt. Danach folgte eine Trocknungszeit von 1 h. Wihrend der
Trocknungszeit wurden je sechs Reagenzgliser mit jeweils 20 ml der zu untersuchenden Losung
(siehe oben) sowie 30 weitere Reagenzgliser mit je 20 ml 1 %iger SDS-Losung befiillt. Nach der
Trocknungszeit wurden die Edelstahlplédttchen mit einer Pinzette in die Reagenzglidser mit der zu
untersuchenden Losung gelegt. Nach 5 min wurden die Edelstahlplittchen mit Hilfe von
Pinzetten in die Reagenzgldser mit jeweils 20 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt und darin fiir
weitere 5 min gelagert. AnschlieBend wurden die Reagenzgliser fiir 5 min auf den Schiittler ge-
stellt und danach erfolgten die Extinktionsmessungen der SDS-Losungen im Photometer. Es
wurde sowohl der Proteingehalt der SDS-Losungen (Extinktion) als auch der Hamoglobingehalt
der SDS-Losungen (Eigenextinktion) bestimmt, da sich in den SDS-Losungen abgeloste Anteile

der Testanschmutzung befanden (n = 30).

Versuche mit Edelstahlplittchen und 50 pl Testanschmutzung

Es wurden 2 ml Heparinblut mit 40 ul Protamin reaktiviert und mit Hilfe der Eppendorf-Pipette
je 50 pl als Testanschmutzung auf die Edelstahlpléttchen appliziert. Mit der Testanschmutzung
wurden sechs Edelstahlplittchen pro Testlosung (s. 0.) beschmutzt, die nach einer Trocknungs-
zeit von 1 h in die Reagenzglédser mit je 20 ml der zu untersuchenden Losungen (= Testlosung A)
gelegt wurden. Nach 5 min Lagerung in den Testlosungen wurden die Edelstahlplittchen in

20 ml 1 %ige SDS-Losung mittels Pinzetten iiberfiihrt, fiir weitere 5 min darin gelagert und an-
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schlieBend 5 min geschiittelt. Danach erfolgten die Messungen der SDS-Losungen im

Photometer. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt (n = 60).

In dem eben beschriebenen Versuchsaufbau verblieben die Edelstahlplittchen nach dem
Schiitteln die gesamte Zeit iiber in den Reagenzgldsern. In einem weiteren Versuch wurden die
Edelstahlplittchen nach dem Schiitteln aus den Reagenzglidsern entfernt. AnschlieBend wurden
die Reagenzgliser fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt. Der Versuch wurde insgesamt

dreimal mit jeweils sechs Edelstahlplittchen pro Testlosung durchgefiihrt (n = 90).

Die Testlosungen A, in denen die mit 50 pl Testanschmutzung beschmutzten Edelstahlplittchen
zu Beginn der Untersuchung fiir 5 min gelagert wurden, wurden ebenfalls den Messungen

unterzogen (n = 90).

Versuch mit Hedstrom-Feilen groBerer ISO-Groe und Heparinblut

Die vendse Blutentnahme erfolgte erneut mit dem sogenannten Butterfly-System. Die Entnahme-
rohrchen enthielten Heparin als gerinnungshemmenden Zusatz. Die Reaktivierung von 1 ml
Heparinblut erfolgte durch die Zugabe von 20 pl Protamin. Es wurden jeweils 10 pl des
reaktivierten Blutes mit Hilfe von Eppendorf-Pipetten auf die Gewindegénge (Arbeitsteil) von

jeweils sechs Hedstrom-Feilen der ISO-GroB3en 120, 130 und 140 aufgetragen (n = 18).

6.5 Untersuchungen zum Extinktionsverhalten der Testlosungen

Da die Testlosungen selbst moglicherweise eine Extinktion- oder Eigenextinktion besitzen oder
durch die Reaktion mit der OPA- und/oder SDS-Losung einen Extinktions- oder
Eigenextinktionswert hervorrufen konnten, wurde deren Extinktionsverhalten untersucht. Die
Messungen wurden sowohl mit der OPA-Losung als auch mit der 1 %igen SDS-Ldsung und je-
weils 100 pl der zu untersuchenden Testlosung durchgefiihrt. Von den folgenden fiinf Losungen

wurden jeweils zwolf Proben untersucht (n = 60):

1. Isopropanol

2. Natriumhypochlorit

3. Chlorhexidindiglukonat 0,2 %
4. Polyhexanid (Lavasorb)
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5. Kochsalzldsung

Von den folgenden vier Losungen wurden jeweils sechs Proben untersucht (n = 24):

1. Chlorhexidindiglukonat A
2. Chlorhexidindiglukonat B
3. Endo CHX

4. Polyhexanid (Charité)

Das Polyhexanid der Krankenhausapotheke der Charité ersetzte das bis dahin verwendete

Polyhexanid der Firma Lavasorb.

6.5.1 Verdiinnungsreihenversuch zur Ermittlung des Extinktionsverhaltens der

Testlosungen

Ziel dieser Untersuchung war die Erstellung von Diagrammen, aus denen sich die Werte fiir die
Extinktion bzw. Eigenextinktion der Testlosungen, zur Darstellung der Werte in Abhingigkeit
von ihrer Konzentration, ablesen lassen. Es wurden alle Losungen untersucht, die entweder mit
der OPA-Lo6sung und/oder der 1 %igen SDS-Losung reagiert hatten. Diese waren das 0,2 %ige
Chlorhexidindiglukonat, das 0,04 %ige Polyhexanid sowie das 1 %ige Natriumhypochlorit. Fiir
die Verdiinnung wurde 1 ml reaktiviertes Heparinblut mit 9 ml destilliertem Wasser gemischt.
Diese Blutverdiinnung diente als Testanschmutzung. Es wurden in je zwolf Reagenzgliser 20 ml
der drei verschiedenen Losungen pipettiert und unterschiedliche Mengen der Testanschmutzung
dazugegeben. In weitere zwolf Reagenzgldaser wurden jeweils 20 ml 1 %ige SDS-Losung
zusammen mit den unterschiedlichen Volumina der Testanschmutzung pipettiert. Folgende
Mengen (ul) der Testanschmutzung wurden verwendet: 5, 10, 25, 35, 50, 75, 100, 125, 150, 175,
200 und 300 (n = 48).

Verdiinnungsreihenversuch mit Erhohung der Blutverdiinnungsmenge

In einem weiteren Versuch wurde zusitzlich zu den oben bereits erwédhnten Losungen (siehe
6.5.1) das Endo CHX untersucht. AuBerdem wurden hierbei die Mengen (ul) der
Testanschmutzungen verdndert: 12,5, 20, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 300, 400 sowie

500. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde jede Testlosung ohne Zusatz der Blutverdiinnung
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ebenfalls untersucht. Es wurden 13 Reagenzglidser mit den Testlosungen sowie 13 Reagenzgliser

mit der 1 %igen SDS-Losung befiillt (n = 156).

6.5.2 Versuche zum Ausschluss von Verschleppungen der Testlosungen

Versuch mit Edelstahlplittchen und den Testlosungen

Es stellte sich die Frage, ob die geringe Menge Testlosung, die an den Edelstahlpléttchen nach
der 5 miniitigen Lagerung in den Testlosungen haftet, tatsdchlich die gemessenen Werte beein-
flusst hat. Es wurden jeweils sechs Edelstahlplittchen fiir 5 min in Reagenzgldser mit 20 ml der
zu untersuchenden Testlosungen gelegt, danach in Reagenzglidser mit 20 ml 1 %iger SDS-Lo6-
sung iiberfiihrt und fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt. Danach wurden die Pléttchen aus

den Reagenzglisern entfernt und es erfolgten die Probenmessungen (n = 30).

Folgende Losungen wurden untersucht:

1. Natriumhypochlorit

2. Chlorhexidindiglukonat 0,2 %
3. Polyhexanid

4. Endo CHX

5. Chlorhexidindiglukonat A

Versuch mit geringen Mengen der Testlosungen auf den Edelstahlplittchen

Im ersten Versuchsaufbau wurden unterschiedliche Mengen der Testlosungen (1, 5, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 sowie 100 ul) auf die Edelstahlplidttchen aufgebracht. Im Anschluss folgte
eine Trocknungszeit von 1 h. Danach wurde jedes Plittchen in ein Reagenzglas mit 20 ml
1 %iger SDS-Losung gelegt und fiir 5 min auf den Schiittler gestellt. Nachdem die Pléttchen mit
Pinzetten aus den Reagenzgldsern entfernt wurden, erfolgten die Probenmessungen. Fiir jede

Testlosung wurden zwolf Edelstahlplidttchen beschmutzt (n = 60).

Im zweiten Versuchsaufbau wurden dieselben Mengen an Testlosungen direkt in Reagenzgliser
mit 20 ml 1 %iger SDS-Losung pipettiert, fiir 5 min geschiittelt und die Extinktionswerte

ermittelt. Fiir jede Testlosung wurden zwolf Reagenzglédser verwendet (n = 60).
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Folgende Losungen wurden untersucht:

1. Chlorhexidindiglukonat 0,2 %
2. Polyhexanid

3. Natriumhypochlorit

4. Chlorhexidindiglukonat A

5. Chlorhexidindiglukonat B

Versuch mit Erhohung der Testlosungsmenge auf den Edelstahlplittchen

Um eine Verschleppung der Testlosungen von den Reagenzgldsern mit den Testlosungen in die
Reagenzgliser mit der 1 %igen SDS-Losung sicher ausschlieen zu konnen, wurden die Mengen
der Testlosungen auf den Edelstahlplittchen wie folgt erhoht: 150, 200, 250, 300, 400 sowie
500 pl (n = 30). Dieselben Mengen wurden anschlieend direkt in 20 ml 1 %ige SDS-Losung
pipettiert und fiir 5 min auf den Schiittler gestellt. AnschlieBend erfolgten die Probenmessungen

(n =30).

6.6 Ermittlung der Riickgewinnung

Um festzustellen, wie viel von der auf die Priifkdrper applizierten Testanschmutzung wieder zu
gewinnen war, wurden die Riickgewinnungsraten bestimmt. Es wurden zwolf Hedstrom-Feilen
der ISO-GroBe 120, die mit 10 pl Testanschmutzung beschmutzt waren, nach einer Trocknungs-
zeit von 1 h, fiir 5 min in Reagenzgldser mit jeweils 10 ml 1 %iger SDS-Losung gegeben und an-
schlieend fiir 5 min auf den Schiittler gestellt. Nachdem die Feilen aus den Reagenzglidsern

entfernt wurden, erfolgten die Probenmessungen (n = 12).

Die Edelstahlpléttchen wurden mit 10 (n = 3) bzw. 50 ul (n = 8) Testanschmutzung versehen und
nach einer Trocknungszeit von 1 h fiir 5 min in Reagenzglaser mit 20 ml 1 %iger SDS-Losung
gelagert. AnschlieBend wurden die Reagenzgliser fiir 5 min auf den Schiittler gestellt. Nach der

Entfernung der Edelstahlpléttchen aus den Reagenzglisern erfolgten die Probenmessungen.
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6.7 Ermittlung der Grundproteinmenge

Fiir die Ermittlung der Proteinmenge, welche tatséchlich in einem bestimmten Blutvolumen ent-
halten ist, wurden jeweils 10 pl der Testanschmutzung in zwolf Reagenzgldser mit 10 ml
1 %iger SDS-Losung pipettiert. Das gleiche erfolgte mit jeweils 50 pl der Testanschmutzung in
acht Reagenzgliser, die jeweils 20 ml 1 %ige SDS-Losung enthielten. In weitere sechs Reagenz-
gliser die 20 ml 1 %ige SDS-Losung enthielten, wurden jeweils 10 pl Testanschmutzung

pipettiert. Nach einer Schiittlerzeit von 5 min erfolgten die Probenmessungen (n = 26).

6.8 Versuche mit den Testlosungen und den Interim-Stinden

Fiir diesen Versuch wurden die Interim-Stinde mit 20 ml der zu untersuchenden Testlosungen
befiillt. Ein Interim-Stand wurde als Kontrollgruppe unbefiillt verwendet. Die Hedstrom-Feilen
der ISO-GroBe 120, welche mit jeweils 10 pl reaktiviertem Heparinblut beschmutzt waren,
wurden darin auf sechs unterschiedliche Bearbeitungsweisen gereinigt. Der Versuch wurde mit
allen acht Losungen sowie dem unbefiillten Interim-Stand dreimal durchgefiihrt. Insgesamt

wurden 162 Hedstrom-Feilen der ISO-Grof3e 120 verwendet (n = 162).

Folgende Testlosungen wurden untersucht:

. Isopropanol

. Natriumhypochlorit

. Chlorhexidindiglukonat 0,2 %
. Kochsalzlésung

. Endo CHX

. Polyhexanid

. Chlorhexidindiglukonat A

. Chlorhexidindiglukonat B

O 0 9 N Lk~ W N =

. Kontrollgruppe (unbefiillter Interim-Stand)

Folgende Bearbeitungsweisen (1 bis 6) wurden gewdhlt:

1. Einmal durch die Schaumstoffscheibe stechen und wieder herausziehen

2. Dreimal durch die Schaumstoffscheibe stechen und wieder herausziehen
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Fiinfmal durch die Schaumstoffscheibe stechen und wieder herausziehen
30 s Verweildauer im Interim-Stand

60 s Verweildauer im Interim-Stand

SN AW

300 s Verweildauer im Interim-Stand

Bei den Bearbeitungsweisen 4 bis 6 wurden die Hedstrom-Feilen einmal durch die Schaumstoft-
scheibe gestochen und verblieben dann entsprechend der Verweildauer hiangend in den Testlo-
sungen. Anschlieend wurden sie wieder herausgezogen. Bei allen Bearbeitungsweisen wurden
die Hedstrom-Feilen bis zum Anfang des Instrumentengriffes durch die Schaumstoffscheibe ge-

stochen.

Die Testanschmutzung wurde mit Hilfe der Eppendorf-Pipette auf die Hedstrom-Feilen aufge-
tragen. Nach einer Trocknungszeit von 1 h erfolgte die Bearbeitung der Hedstrom-Feilen in den
acht befiillten sowie in dem unbefiillten Interim-Stand. Fiir jeden Interim-Stand wurden sechs
Hedstrom-Feilen (fiir jede Bearbeitungsweise eine) verwendet. AnschlieBend wurden die
Hedstrom-Feilen fiir 5 min in Reagenzgldser mit jeweils 10 ml 1 %iger SDS-Losung gelegt und
danach fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt. Die Hedstrom-Feilen wurden mit Hilfe von
Pinzetten aus den Reagenzgldsern entfernt und es folgten die Probenmessungen der SDS-
Losungen zur Bestimmung der Restproteinkontamination, welche auf den Hedstrom-Feilen nach

den Bearbeitungsweisen noch vorhanden war.
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6.9 Zusammenfassung der Versuchsanordnung

1. Welche Testanschmutzung? — humanes Blut — zitratisiert (siche 6.4.1 und 6.4.2)
oder heparinisiert (siehe 6.4.3)?
— Gerinnung nicht aktiviert oder

aktiviert(siche 6.4.1, 6.4.2 und 6.4.3)?

2. Welche Priifkorper? — Edelstahlplittchen (siehe 6.4.1 und 6.4.3)
— Hedstrom-Feilen — welche ISO-GroéBe (siehe 6.4.2
und 6.4.3)?

3. Applikation der Testanschmutzung auf die Priifkorper
— mit Eppendorf-Pipetten (siehe 6.4.2)?
— mit einem Tauchbad (siche 6.4.2)?

— mit Insulin-Spritzen (siehe 6.4.2)?

4. Reaktion der Testlosungen mit der OPA- und/oder der 1 %igen SDS-Losung?
— wenn ja, findet eine Verschleppung der Testlosungen
statt und beeinflussen diese die Extinktionsmessungen

(siehe 6.5, 6.5.1 und 6.5.2)?

5. Riickgewinnung — Wie viel Testanschmutzung kann von einem Priifkdrper

wiedergewonnen werden (siehe 6.6)?

6. Grundproteinmenge — Wie viele Proteine sind in einer bestimmten Menge

Testanschmutzung enthalten (siehe 6.7)?

7. Versuch mit den Testlosungen und den Interim-Stinden (siehe 6.8)
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7. Ergebnisse

7.1 Ergebnisse der anonymen Befragung

100 Berliner Zahnérzte wurden anonym befragt, ob sie einen Interim-Stand bei der Wurzel-
kanalbehandlung verwenden und falls ja, mit welcher Fliissigkeit sie diesen befiillen. Des
Weiteren sollten sie Angaben dazu machen, welche Losungen sie fiir das Spiilen der Wurzel-

kanile wihrend der Wurzelkanalaufbereitung benutzen.

55 Berliner Zahnirzte nahmen an der anonymen Befragung teil. 26 Zahnirzte davon verwenden

einen Interim-Stand wéhrend der Wurzelkanalbehandlung.

15 von diesen 26 Zahnirzten benutzen den Interim-Stand mit den folgenden Losungen befiillt:

Alkohol 9 x
Chlorhexidin 2 X
Natriumhypochlorit 1 x
Wasserstoffperoxid 2 X
Flachendesinfektionsmittel 1 x

Die anderen Zahnirzte benutzen den Interim-Stand unbefiillt.

Bei der Frage nach den fiir die Spiilung der Wurzelkanile verwendeten Spiillésungen wurde am
hiufigsten Natriumhypochlorit (42 x) genannt. An zweiter und dritter Stelle wurden Chlor-
hexidin (27 x) und Wasserstoffperoxid genannt (20 x). Selten werden folgende Substanzen zur
Wurzelkanalspiilung verwendet: physiologische Kochsalzlosung (2 x), EDTA-Losung, Calcinase

und Wasser (jeweils 1 x).

44



7.2 Ergebnisse des Methodenteils

7.2.1 Ergebnisse zur Entwicklung einer Anschmutzmethode sowie zur Findung einer

geeigneten Menge an Testanschmutzung

Edelstahlplittchen und Zitratblut

Um eine geeignete Anschmutzmethode sowie Testanschmutzungsmenge zu finden, wurde mit
Hilfe von Eppendorf-Pipetten 100 bzw. 200 pl nicht reaktiviertes Zitratblut auf jeweils sechs
Edelstahlplittchen aufgebracht. Die sechs Edelstahlplittchen mit jeweils 200 ul Zitratblut waren
nach 1 h noch nicht vollstindig getrocknet und mussten daher verworfen werden. Die sechs
Edelstahlplittchen mit jeweils 100 ul Blutanschmutzung waren dagegen vollstindig angetrock-
net, so dass diese Plittchen fiir 5 min in Reagenzglidser mit 20 ml 1 %iger SDS-Losung gelegt
und anschlieBend fiir weitere 5 min auf dem Schiittler gestellt wurden. Bei den
Extinktionsmessungen (mit der OPA-Losung) der Probenlésungen konnten die in Tabelle 1

dargestellten Werte gemessen werden, die zwischen 0,346 und 0,419 lagen (n = 12).

Tab. 1: Ergebnisse der Extinktionsmessungen der Probenlosungen

Probe (n = 6) Extinktionswerte
1 0,419

2 0,368

3 0,405

4 0,386

5

6

0,395
0,364

Hedstrom-Feilen und Zitratblut

Versuch mit Eppendorf-Pipetten

Um eine geeignete Anschmutzmethode sowie Testanschmutzungsmenge fiir verschiedene In-
strumentengréfen zu finden, wurde versucht, mit Hilfe von Eppendorf-Pipetten jeweils 10 ul

nicht reaktiviertes Zitratblut auf jeweils zwei Hedstrom-Feilen der ISO-GroBen 15, 20, 30, 50,

60, 70 und 80 (n = 14) aufzubringen. Dies ist nicht moglich gewesen, da fiir diese [ISO-GroBen
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die Testanschmutzungsmenge von 10 pl deutlich zu gro8 war. Daher kam diese Methode fiir

eine Anschmutzung nicht in Frage.

Tauchbadversuch

Um eine geeignete Anschmutzmethode mit einer bestimmbaren Testanschmutzungsmenge zu
finden, wurden die Arbeitsteile von jeweils zwei Hedstrom-Feilen der ISO-Gré8en 15, 20, 30,
50, 60, 70 und 80 (n = 14) fiir 30 s, 60 s oder 120 s in nicht reaktiviertes Zitratblut getaucht. Die
Feilen wurden vor und nach dem Tauchbad gewogen. Die ISO-Gré8e 20 musste verworfen wer-
den, da teilweise der Griff der Hedstrom-Feilen beschmutzt war und daher die Anschmutzmenge
als nicht konstant angesehen werden musste. Visuell war bei der ISO-Grofie 15 keine Beschmut-
zung der Gewindeginge zu erkennen. Erst ab ISO-Grofe 30 war eine geringfiigige Beschmut-
zung erkennbar, die, je groBer die Feilen wurden, stetig zunahm. Nach der visuellen Kontrolle

wurden die Feilen erneut gewogen.

Tab. 2: Darstellung der Gewichtsbestimmungen von Hedstrom-Feilen unterschiedlicher ISO-
GroBen vor und nach der Anschmutzung (n = 14)

Feile | ISO-GroSie Gewicht vor Tauchzeit Gewicht nach Differenz
Anschmutzung Anschmutzung

1 15 163,7 ng 60 s 163,7 ng 0,0 pg
2 15 163,0 ng 60 s 163.2 ng 0,2 pg
3 20 verworfen verworfen verworfen verworfen
4 20 verworfen verworfen verworfen verworfen
5 30 191,2 ng 30s 191,3 ng 0,1 pg
6 30 190,3 ng 30s 190,5 ng 0,2 pg
7 50 235,7 pg 30s 2359 png 0,2 pg
8 50 2343 png 30s 234,4 png 0,1 pg
9 60 227,0 pg 120 s 2272 pg 0,2 pg
10 60 2272 pg 120 s 227,8 ug 0,6 pg
11 70 288,8 ug 60 s 288,8 ug 0,0 pg
12 70 287,4 ng 60 s 287,8 ug 0,4 ng
13 80 2717,8 ng 120 s 278,0 ug 0,2 ug
14 80 278,2 ug 120 s 278,5 ug 0,3 ng

Die Hedstrom-Feilen 1 und 11 wiesen trotz der sehr unterschiedlichen ISO-Gr6Ben (ISO 15 vs.
ISO 70) vor und nach dem Tauchbad keine Gewichtszunahme auf (Tabelle 2). Die Feilen 5 und

8 waren nach dem Tauchbad jeweils 0,1 pg schwerer als vorher. Die Feilen 2, 6, 7, 9, und 13
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waren nach dem Tauchbad 0,2 pg schwerer, wobei die Feilen ebenfalls unterschiedliche ISO-
GroBen hatten und unterschiedlich lange im Tauchbad verweilten. Die Feile 14 war nach dem
Tauchbad 0,3 pg schwerer. Feile 12 war nach dem Tauchbad 0,4 pg schwerer. Den gro3ten Un-
terschied wies die Feile 10 auf. Diese war nach dem Tauchbad 0,6 ug schwerer. Im Durchschnitt
lag die Gewichtszunahme bei allen Feilen bei 0,2 pg. Die unterschiedlich langen Eintauchzeiten
hatten keine Auswirkung auf das Ergebnis. Zwischen der ISO-GroBe 70 mit 60 s Tauchzeit und
der ISO-GroBe 80 mit 120 s Tauchzeit konnte visuell und auch nach dem erneuten Wiegen kein
Unterschied festgestellt werden. Aus der Verdopplung der Tauchzeit von 60 s auf 120 s resul-
tierte keine hohere Anschmutzmenge. Die unterschiedlichen ISO-Grofen hatten keinen erkenn-
baren Einfluss auf die Testanschmutzungsmenge. Daher kam diese Methode fiir eine

Anschmutzung nicht in Frage.

Versuch mit Insulin-Spritzen

Um eine geeignete Methode zum Auftragen einer definierten Testanschmutzungsmenge zu ent-
wickeln, wurde Zitratblut mit Hilfe von Insulin-Spritzen auf das Arbeitsteil von Hedstrom-Feilen
der ISO-GroBen 15, 20, 30, 50, 60, 70 und 80 aufgebracht. Es wurde nicht aktiviertes, nicht
aktiviertes verdiinntes sowie reaktiviertes Zitratblut verwendet (n = 21). Der Versuch, eine Inter-
nationale Einheit Zitratblut auf das Arbeitsteil aufzubringen missgliickte, da die Menge von einer
Internationalen Einheit fiir die kleinen ISO-Groflen (15 bis 80) zu gro3 war und auch die
Applikation durch eine Tropfenbildung an der Kaniilenspitze erschwert wurde. Der gleiche
Versuch mit einer Einheit verdiinntem Zitratblut (1 ml Zitratblut + 1 ml destilliertes Wasser)
erbrachte aufgrund einer erneuten Blutstropfenbildung an der Kaniilenspitze ebenfalls kein
zufriedenstellendes Ergebnis. Da die Gerinnungsfihigkeit des Blutes unterdriickt war, ergab sich
die Frage, ob dadurch die Applikation des Blutes mit einer Insulin-Spritze erschwert war. Die
Reaktivierung von 1 ml Zitratblut erfolgte durch die Zugabe einer Kalziumchloridlosung im
Uberschuss. AnschlieBend erfolgte die Applikation von einer Internationalen Einheit des reakti-
vierten Blutes mittels Insulin-Spritze auf die Hedstrom-Feilen (ISO-GroBe 15 bis 80). Wie bei
dem vorherigen Versuch war das Volumen von einer Internationalen Einheit der Test-

anschmutzung deutlich zu groB3, so dass auch die Reaktivierung des Blutes keinen Erfolg brachte.
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Versuch zum Protaminvolumen

Anstelle des Zitratblutes wurden die Versuche mit heparinisiertem Blut fortgefiihrt. Fiir die Re-
aktivierung von 1 ml Heparinblut musste daher ein Protaminvolumen gefunden werden, welches
eine vollstindige Gerinnung des Blutes sowie eine ausreichende Zeit fiir die Anschmutzung der
Hedstrom-Feilen garantierte. Ausgangspunkt war die DIN ISO/TS 15883-5 Anhang A, in der
15 ul Protamin fiir 1 ml Heparinblut verwendet wurde. Zunéchst wurde das Volumen auf 16 ul
erhoht, um die Gerinnung geringfiigig zu beschleunigen. Das Blut war nach einer
Trocknungszeit von 1 h auf den Feilen angetrocknet, aber die Gerinnung im Reagenzglas war
noch nicht vollstindig abgeschlossen (n = 3). Das Protaminvolumen wurde daher auf 32 pl
verdoppelt. Die Gerinnung setzte nach circa 5 min ein und war nach circa 8 min vollstindig ab-
geschlossen (n = 5). Daraus ergab sich das Problem, dass nicht ausreichend Zeit zur Verfiigung
bestand, um alle Hedstrom-Feilen nacheinander beschmutzen zu konnen. Das Volumen wurde
darauthin auf 25 pl pro ml Heparinblut gesenkt, woraus eine Gerinnungszeit von circa 10 min
resultierte (n = 5). Anschliefend wurde der Protaminzusatz auf 20 ul pro ml Heparinblut herab-
gesenkt (n = 5), so dass nun geniigend Zeit fiir die Beschmutzung der Feilen zur Verfiigung

stand, da die Gerinnung erst nach circa 13 min vollstindig abgeschlossen war.

Edelstahlplittchen und 10 pl Testanschmutzung

Um eine geeignete Testanschmutzungsmenge zu finden, wurden sechs Edelstahlplidttchen mit
jeweils 10 pl reaktiviertem Heparinblut beschmutzt. Nach einer Trocknungszeit von 1 h wurden
sie fiir 5 min in die fiinf verschiedenen Testlosungen gelegt. Anschlieend wurden die Pléttchen
fiir 5 min in 20 ml einer 1 %igen SDS-Losung gelegt und fiir weitere 5 min auf den Schiittler

gestellt (n = 30). Danach erfolgten die Probenmessungen der SDS-Losungen.
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Tab. 3: Bestimmung der Restproteinmenge auf Edelstahlpldttchen nach Beschmutzung mit
10 pl reaktiviertem Heparinblut (Mittelwert; Einzelwerte siehe Tab. 20, S. 118),
n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

SDS-Losung
n Mittelwert der Extinktion Mittelwert der Eigenextinktion

Testlosung

Isopropanol 6 0,044 0,003
Natriumhypochlorit 6 n.n n.n
Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 6 n. n n. n
Polyhexanid 6 n.n n.n
Kochsalzlosung 6 n.n n.n

Es konnten, auBler fiir die Edelstahlplittchen, die in Isopropanol gelegen hatten, keine
Extinktions- oder Eigenextinktionswerte gemessen werden (Tabelle 3). Bei den Edelstahlplitt-
chen, die in Isopropanol gelegen hatten, war demnach noch eine Restkontamination vorhanden,

die durch die Lagerung der Edelstahlpléttchen in 1 %iger SDS-Losung abgeldst werden konnte.

Edelstahlplittchen und 50 pl Testanschmutzung

Um eine geeignete Testanschmutzungsmenge zu finden, wurde die Testanschmutzung (reakti-
viertes Heparinblut) auf den Edelstahlpléttchen auf 50 pl erhoht. Nach einer Trocknungszeit von
1 h wurden die Edelstahlplittchen fiir 5 min in die fiinf verschiedenen Testlosungen gelegt und
anschlieend fiir 5 min in Reagenzgldser mit 20 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt. Nach

weiteren 5 min auf dem Schiittler erfolgten die Probenmessungen der SDS-Losungen (n = 60).

Tab. 4: Bestimmung der Restproteinmenge auf Edelstahlplittchen nach Beschmutzung mit
50 pl reaktiviertem Heparinblut (Mittelwerte; Einzelwerte siehe Tab. 21, S. 118)

SDS-Losung
n Mittelwerte der Extinktion | Mittelwerte der Eigenextinktion

Testlosung

Isopropanol 12 0,191 0,054
Natriumhypochlorit 12 0,060 0,021
Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 12 0,107 0,024
Polyhexanid 12 0,051 0,006
Kochsalzlosung 12 0,048 0,006

Bei allen Testlosungen konnten noch Reste der Testanschmutzung durch die Lagerung der Plitt-
chen in 1 %iger SDS-Losung abgeldst werden. Fiir Isopropanol konnten die hochsten Werte so-

wohl fiir die Extinktion (0,191) als auch fiir die Eigenextinktion (0,054) gemessen werden
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(Tabelle 4). Das 0,2 %ige Chlorhexidindiglukonat lag mit einem Extinktionswert von 0,107
deutlich iiber den Extinktionswerten der iibrigen drei getesteten Losungen (Kochsalzlosung
0,048, Polyhexanid 0,051, Natriumhypochlorit 0,060). Die Eigenextinktionswerte von Poly-
hexanid und der Kochsalzlosung lagen bei jeweils 0,006. Natriumhypochlorit lag bei 0,021,

gefolgt vom Chlorhexidindiglukonat mit einem Eigenextinktionswert von 0,024.

Edelstahlplittchen und 50 pl Testanschmutzung, nach Entfernung der Edelstahlplittchen

aus den Reagenzgliasern

Der Versuch entspricht dem eben beschriebenen, jedoch erfolgte jetzt die Entfernung der Edel-
stahlpldttchen aus den Reagenzgldsern bevor die Messungen der Probenlésungen durchgefiihrt
wurden. Nach einer Trocknungszeit der Testanschmutzung von 1 h auf den Edelstahlplittchen
wurden diese fiir 5 min in die fiinf verschiedenen Testlosungen gelegt. AnschlieBend wurden sie
fiir 5 min in 20 ml 1 %iger SDS-Losung gelagert und fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt.
Die Edelstahlplittchen wurden aus den SDS-Losungen entfernt. AnschlieBend wurden die
Probenmessungen durchgefiihrt. Fiir jede der fiinf Testlosungen wurden sechs Edelstahlpléttchen

verwendet. Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt (n = 90).

Tab. 5: Bestimmung der Restproteinmenge von Edelstahlplittchen nach Beschmutzung mit
50 pl reaktiviertem Heparinblut und Entfernung der Edelstahlplittchen aus den Reagenzgldsern
(Mittelwerte; Einzelwerte siche Tab. 22, S. 119).

SDS-Losung
n Mittelwerte der Extinktion | Mittelwerte der Eigenextinktion

Testlosung

Isopropanol 18 0,188 0,035
Natriumhypochlorit 18 0,059 0,012
Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 18 0,098 0,034
Polyhexanid 18 0,044 0,009
Kochsalzlosung 18 0,041 0,013

Auch bei diesem Versuch konnte die SDS-Losung noch Reste der Testanschmutzung von den
Edelstahlplittchen bei allen Testlosungen ablosen. Der Extinktionswert fiir Isopropanol war
gegeniiber den anderen Losungen stark erhoht (Tabelle 5). Die 0,2 %ige Chlorhexidin-
diglukonatlésung lag mit einem Wert von 0,098 iiber dem von 1 %igen Natriumhypochlorit
(0,059) und dem 0,04 %igen Polyhexanid (0,044). Die physiologische Kochsalzlosung hatte den
geringsten Extinktionswert (0,041). Die Ergebnisse der Eigenextinktionmessung zeigten ein

dhnliches Bild. Fiir Isopropanol (0,035) und 0,2 %iges Chlorhexidindiglukonat (0,034) wurden
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die hochsten Werte gemessen. Es folgten die Kochsalzlosung mit einem Wert von 0,013 und

Natriumhypochlorit mit 0,012. Der kleinste Wert (0,009) wurde fiir Polyhexanid gemessen.

Extinktionsverhalten der Testlosung A

Testlosung A = 20 ml Testlosung, in denen die mit 50 ul Blut beschmutzten Edelstahlpléttchen
zu Beginn der Untersuchung fiir 5 min lagen. Nachdem die mit 50 pl reaktiviertem Heparinblut
beschmutzten Edelstahlplittchen aus den Reagenzgldsern mit den Testlosungen entfernt wurden,
erfolgten die Messungen von jeweils 100 pl dieser Testlosungen, um zu iiberpriifen, wie viel von
der Testanschmutzung bereits durch die Testlosungen von den Edelstahlplittchen abgelost

worden war (n = 90).

Tab. 6: Bestimmung der Proteinmenge in den Testlosungen A nach Lagerung von mit 50 pl
reaktiviertem Heparinblut beschmutzten Edelstahlplittchen (Mittelwerte; Einzelwerte siehe
Tab. 23, S. 120), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

Testlosungen A n Mittelwerte der Extinktion Mittelwerte der Eigenextinktion
Isopropanol 18 n. n. n. n.
Natriumhypochlorit 18 0,027 0,749
Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 18 0,170 0,039

Polyhexanid 18 0,314 0,042
Kochsalzlosung 18 0,210 0,045

Fiir Isopropanol konnten keine Extinktionswerte gemessen werden, was bedeutet, dass das
Isopropanol keine Testanschmutzung von den Edelstahlpléttchen abgelost hatte (Tabelle 6). Die
anderen Testlosungen 16sten unterschiedlich viel Testanschmutzung wihrend der fiinfminiitigen
Lagerung der Edelstahlplidttchen in den Testlosungen von den Edelstahlplittchen ab.
Polyhexanid hatte mit 0,314 den hochsten Extinktionswert, gefolgt von der physiologischen
Kochsalzlosung mit 0,210 und der 0,2 %igen Chlorhexidindiglukonatlosung, die einen
Extinktionswert von 0,170 aufwies. Natriumhypochlorit hatte den kleinsten Extinktionswert mit
0,027, jedoch den grofiten Eigenextinktionswert mit 0,749. Danach folgten die Kochsalzlosung
mit 0,045, Polyhexanid mit 0,042 sowie die Chlorhexidindiglukonatlésung mit 0,039. Da bei
Natriumhypochlorit die Subtraktion des Eigenextinktionswertes vom Extinktionswert einen
negativen Wert ergeben wiirde, verliert hier, wie bereits erwédhnt, dass Lambert Beersche Gesetz

seine Giiltigkeit.
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Hedstrom-Feilen groBerer ISO-Grofie und Heparinblut

Um eine geeignete Anschmutzmethode sowie Testanschmutzungsmenge zu finden, wurde mit
Hilfe von Eppendorf-Pipetten versucht, 10 pul reaktiviertes Heparinblut auf das Arbeitsteil von

jeweils sechs Hedstrom-Feilen der ISO-Gr6Ben 120, 130 sowie 140 (n = 18) aufzubringen.

Die Applikation des Blutes mittels Eppendorf-Pipette gelang exakt und blasenfrei, so dass eine
vollstidndige, gleichméfige Benetzung des gesamten Arbeitsteils der Hedstrom-Feilen erfolgte.
Nach einer Trocknungszeit von 1 h war das Blut an den Feilen vollstdndig angetrocknet und die
Gerinnung des Blutes abgeschlossen. Als Instrumentengrofe wurde die Hedstrom-Feile der ISO-
Grofle 120 (Abb. 8) festgelegt, da diese Grofe fiir eine Anschmutzung mit Hilfe der Eppendort-

Pipette und 10 pl reaktivierten Blutes ausreichend war.

Abb. 8: Hedstrom-Feile der ISO-Grofle 120
mit 10 pl Testanschmutzung (reaktiviertes
Heparinblut)

7.2.2 Ergebnisse zum Extinktionsverhalten der Testlosungen

Um zu iiberpriifen, ob die Testlosungen mit der OPA-Losung und/oder der 1 %igen SDS-Losung
reagierten und deswegen einen eigenen Extinktions- und/oder Eigenextinktionswert verursach-
ten, wurden in Anlehnung an die Testlosung A (siehe S. 51) 100 pl der jeweiligen Testlosung

alleine sowohl mit der OPA-Losung als auch mit der 1 %igen SDS-Losung gemessen.
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Tab. 7: Ergebnisse der Messungen der Testlosungen (Mittelwerte; Einzelwerte siche Tab. 24
und Tab. 25, S. 121), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003,
nicht messbar = Niederschlagsbildung, die eine Messung nicht moglich machte

Testlosungen n Mittelwerte der Extinktion Mittelwerte der Eigenextinktion
Isopropanol 12 n. n. n. n.
Natriumhypochlorit 12 0,013 0,785

Polyhexanid (Charité) 6 0,109 n. n.

Polyhexanid (Lavasorb) 12 0,105 n. n.
Kochsalzlosung 12 n. n. n. n.
Chlorhexidindiglukonat A 6 nicht messbar nicht messbar
Chlorhexidindiglukonat B 6 nicht messbar nicht messbar
Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 12 0,010 n. n.

Endo CHX 6 0,171 nicht messbar

Fiir Isopropanol und Kochsalzlosung konnten keine Extinktionswerte gemessen werden
(Tabelle 7). Allerdings waren bei der Chlorhexidindiglukonatlosung (0,2 %), beiden Poly-
hexanidldsungen, Natriumhypochlorit sowie dem Endo CHX Extinktionswerte messbar. Der
hochste Extinktionswert (0,171) konnte beim Endo CHX gemessen werden. Anschlieend
folgten die Polyhexanidlosungen mit Werten von 0,109 (Charité) und 0,105 (Lavasorb). Fiir
Natriumhypochlorit konnte ein Wert von 0,013 gemessen werden. Den kleinsten Extinktionswert
besal das 0,2 %ige Chlorhexidindiglukonat mit einem Wert von 0,010. AuBer Natrium-
hypochlorit reagierte keine andere Losung mit der 1 %igen SDS-Losung; es konnte ein Eigen-

extinktionswert von 0,785 gemessen werden.

Bei der Messung der Chlorhexidindiglukonatlosung A mit der OPA-Losung fand eine Nieder-
schlagsbildung in den Kiivetten statt. Das Photometer zeigte stark schwankende Werte zwischen
0,087 und 0,415 an, welche auf die Ausflockungen in den Kiivetten zuriickzufiihren waren. An
den Innenwinden der Kiivetten setzten sich weile, kristalldhnliche Strukturen ab, die sich durch
mehrfaches Spiilen der Kiivetten mit destilliertem Wasser nicht entfernen lieBen. Daher konnten
keine weiteren Messungen durchgefiihrt werden. Die Kiivetten mussten zunichst einmal ge-

reinigt werden.
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Extinktionsverhalten der gereinigten Kiivetten

Zur Reinigung der Kiivetten wurden verschiedene Losungsmittel (Aceton, Methanol,
Ethylacetat) verwendet. Sie wurden iiber Nacht darin gelagert und anschlieBend mehrfach fiir
jeweils 20 min in ein Ultraschallbad gestellt. Diese Methode erbrachte jedoch nicht den ge-
wiinschten Erfolg. Dieselbe Methode wurde mit dem Endo CHX, in Kombination mit mehr-
fachen Ultraschallbiddern (jeweils 20 min iiber mehrere Tage verteilt) durchgefiihrt. Durch diese
Behandlung konnte der Niederschlag von den Innenwénden geldst werden, so dass die Kiivetten
rein visuell betrachtet wieder sauber erschienen. Um die Sauberkeit zu iiberpriifen, wurden
Kontrollversuche durchgefiihrt. Hierzu wurden Messwerte von fabrikneuen Kiivetten (Referenz-
kiivetten) mit Werten von den gereinigten Kiivetten verglichen. In die Kiivetten wurden jeweils
1000 pl OPA-Losung pipettiert und zusétzlich 100 ul 0,2 %iges Chlorhexidindiglukonat bzw.
100 pl 1T %igem Natriumhypochlorit. Die Kontrollversuche wurden mit jeweils sieben Kiivetten

durchgefiihrt (n = 14).

Tab. 8: Ergebnisse der Kontrollmessungen der gereinigten Kiivette (Mittelwerte; Einzelwerte
siche Tab. 26, S. 122)

Testlosung Mittelwerte der Mittelwerte der
! gereinigten Kiivetten Referenzkiivetten

Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 7 0,009 0,007

Natriumhypochlorit 1 % 7 0,017 0,019

Fiir die 0,2 %ige Chlorhexidindiglukonatlosung und die gereinigten Kiivetten konnte ein Mittel-
wert von 0,009 gemessen werden (Tabelle 8). Die Referenzkiivetten lagen bei einem Wert von
0,007. In Tabelle 7 (S. 53, Extinktionsverhalten der Testlosungen) erzielte die 0,2 %ige Chlor-
hexidindiglukonatlosung einen Mittelwert von 0,010. Bei Natriumhypochlorit lagen die Werte
bei 0,017 (gereinigte Kiivetten) und 0,019 (Referenzkiivetten). Aus Tabelle 7 geht ein Mittelwert
fiir Natriumhypochlorit von 0,013 hervor. Die gereinigten Kiivetten wurden nach diesen

Versuchen als ,,sauber* eingestuft und konnten wieder verwendet werden.

7.2.3 Ergebnisse zu den Verdiinnungsreihenversuchen zur Ermittlung des Extinktions-

verhaltens der Testlosungen

Es wurden erneut die Testlosungen untersucht, die entweder mit der OPA- und/oder der 1 %igen

SDS-Losung reagiert hatten. Dies waren die Chlorhexidindiglukonatlosung (0,2 %), die
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Polyhexanidlosung (0,04 %) sowie das Natriumhypochlorit (1 %). Ziel dieser Untersuchung war
die Erstellung von Diagrammen zur Darstellung der von den Testlosungen verursachten Werten

im Photometer in Abhingigkeit von ihrer Konzentration.

Fiir diese Untersuchung wurde eine 10 %ige Blutverdiinnung (BV; 1 ml reaktiviertes
Heparinblut + 9 ml destilliertes Wasser) hergestellt. Definierte Mengen dieser Blutverdiinnung
(5-300 pl) wurden in jeweils zwolf Reagenzgldaser mit 20 ml der zu untersuchenden Test-
l6sungen (TL) pipettiert (n = 36). Dieselben Mengen der Blutverdiinnung wurden ebenfalls in
zwolf Reagenzglaser mit jeweils 20 ml 1 %iger SDS-Losung pipettiert (n = 12). Im Anschluss
daran erfolgten die Messungen von jeweils 100 pl der mit Blutverdiinnung versetzten

Testlosungen bzw. SDS-Losung.

Tab. 9: Bestimmung der Proteinmenge der mit Blutverdiinnung (BV in pl) versetzten
Testlosungen (TL), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003, CHX = Chlor-
hexidindiglukonat, Poly = Polyhexanid, NaOCl = Natriumhypochlorit (n = 36; fiir jede
Testlosung 12 Reagenzgliser)

TL Extinktion Eigenextinktion
BV CHX Poly NaOCL CHX Poly NaOCL
5 0,004 0,112 0,010 n. n. n. n. 0,686
10 0,008 0,115 0,010 n. n. n. n. 0,671
25 0,021 0,116 0,017 0,003 n. n. 0,664
35 0,019 0,113 0,014 0,004 n. n. 0,674
50 0,028 0,129 0,025 0,011 0,003 0,669
75 0,040 0,140 0,042 0,008 0,008 0,661
100 0,055 0,154 0,045 0,011 0,011 0,656
125 0,069 0,178 0,052 0,011 0,012 0,776
150 0,077 0,172 0,056 0,015 0,015 0,657
175 0,095 0,204 0,062 0,017 0,018 0,651
200 0,101 0,204 0,074 0,020 0,020 0,651
300 0,155 0,244 0,112 0,031 0,030 0,725

Die Werte fiir die Extinktion der Chlorhexidindiglukonatlosung lagen zwischen 0,004 und 0,155
(Tabelle 9). Fiir die Eigenextinktion der Chlorhexidindiglukonatlésung konnten ab einer Zugabe
von 25 pl Blutverdiinnung Extinktionswerte gemessen werden. Diese erreichten bei Zugabe von
300 pl Blutverdiinnung einen Wert von 0,031. Die Extinktionswerte fiir Polyhexanid lagen
zwischen 0,112 und 0,244. Ein Eigenextinktionswert konnte fiir Polyhexanid ab einer Zugabe

von 50 pl Blutverdiinnung gemessen werden. Bei Zugabe von 300 pul Blutverdiinnung lag der
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Eigenextinktionswert des Polyhexanids bei 0,030. Die Extinktionswerte fiir Natriumhypochlorit
lagen zwischen 0,010 und 0,112. Die Eigenextinktionswerte von Natriumhypochlorit lagen mit
Abstand am hochsten zwischen 0,686 und 0,725.

Tab. 10: Bestimmung der Proteinmenge von mit Blutverdiinnung (BV in pl) versetzter 1 %iger
SDS-Losung (n = 12), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

SDS-Losung

BV Extinktion Eigenextinktion
5 n. n. n. n.
10 0,003 n. n.
25 0,008 n. n.
35 0,016 n. n.
50 0,025 0,003
75 0,029 0,005
100 0,037 0,008
125 0,040 0,009
150 0,049 0,011
175 0,061 0,016
200 0,098 0,018
300 0,140 0,023

Die Werte fiir die Extinktion der SDS-L6sung lagen zwischen 0,003 und 0,140 (Tabelle 10). Erst
ab einer Zugabe von 50 pl Blutverdiinnung in die 1 %ige SDS-Losung konnte ein Eigen-

extinktionswert (0,003) gemessen werden.

Verdiinnungsreihenversuch mit Erhohung der Blutverdiinnungsmenge

Der Versuch wurde noch einmal mit verdnderten Mengen der Blutverdiinnung (12,5-500 pl)
durchgefiihrt. Die Blutverdiinnung bestand erneut aus 1 ml reaktiviertem Heparinblut und 9 ml
destilliertem Wasser. Zusitzlich zu den drei bisherigen Testlosungen (Chlorhexidin-
diglukonatlésung, Polyhexanid, Natriumhypochlorit) wurde das Endo CHX mit in die
Untersuchung aufgenommen. AuBlerdem wurden aus Griinden der Vergleichbarkeit 100 pl der
jeweiligen Testlosung ohne Blutverdiinnung untersucht. Die SDS-Losung wurde insgesamt
viermal (mit jeder Testlosung) untersucht. Von den vier Testlosungen wurden jeweils 13

Reagenzgliser untersucht (n = 156).
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Chlorhexidindiglukonat

Unterschiedliche Mengen (12,5-500 pl) der Blutverdiinnung wurden in 20 ml der 0,2 %igen
Chlorhexidindiglukonatlésung sowie in 20 ml der 1 %igen SDS-Losung pipettiert. Des Weiteren

wurde das Chlorhexidin ohne Blutverdiinnung untersucht.

Tab. 11: Ergebnisse der Messungen des Chlorhexidins ohne Zusatz von Blutverdiinnung, mit
Zusatz der Blutverdiinnung (BV in pl) und der SDS-Losung mit Zusatz der Blutverdiinnung
(n =39), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

TL CHX ohne CHX mit SDS mit
Blutverdiinnung Blutverdiinnung Blutverdiinnung

BV Extinktion Eigenextinktion Extinktion  Eigenextinktion Extinktion Eigenextinktion
12,5 0,004 n. n. 0,008 n. n. n. n. n. n.
20 0,004 n. n. 0,022 n. n. 0,007 n. n.
25 0,005 n. n. 0,033 n. n. 0,025 n. n.
50 0,005 n. n. 0,047 n. n. 0,038 n. n.
75 0,003 n. n. 0,062 0,005 0,056 0,003
100 0,003 n. n. 0,075 0,007 0,068 0,007
125 0,003 n. n. 0,095 0,011 0,086 0,009
150 0,003 n. n. 0,106 0,014 0,100 0,012
200 0,005 n. n. 0,122 0,018 0,100 0,015
250 0,004 n. n. 0,143 0,019 0,119 0,023
300 0,003 n. n. 0,174 0,032 0,168 0,028
400 0,005 n. n. 0,217 0,039 0,214 0,041
500 0,003 n. n. 0,252 0,057 0,232 0,054

Bei den Messungen der Chlorhexidindiglukonatlosung mit der OPA-Losung (Extinktion CHX
ohne Blutverdiinnung) konnte ein Mittelwert von 0,004 ermittelt werden (Tabelle 11). Bei den
Messungen mit der 1 %igen SDS-Losung (Eigenextinktion CHX ohne Blutverdiinnung) lagen
alle Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003. Durch die Zugabe von kontinuierlich
groBer werdenden Mengen der Blutverdiinnung in das Chlorhexidindiglukonat waren
Extinktionswerte von 0,008 bis 0,252 messbar (Extinktion CHX mit BV). Ab einer Zugabe von
75 ul Blutverdiinnung konnte auch ein Eigenextinktionswert bei CHX mit BV gemessen werden
(0,005 bis 0,057). Bei der Extinktionsmessung der SDS-Losung mit BV konnte ab einer Zugabe
von 20 pl ein Extinktionswert gemessen werden (0,007). Dieser stieg bei Zugabe von 500 pl bis

auf 0,232 an. Bei den Eigenextinktionsmessungen (SDS mit BV) konnte ab einer Zugabe von
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75wl ein Wert gemessen werden (0,003). Dieser stieg bei einer Zugabe von 500 pl
Blutverdiinnung bis auf 0,054 an.

Polyhexanid

Unterschiedliche Mengen (12,5-500 pl) der Blutverdiinnung wurden in 20 ml des 0,04 %igen
Polyhexanids sowie in 20 ml der 1 %igen SDS-Losung pipettiert. Des Weiteren wurde das

Polyhexanid ohne Blutverdiinnung untersucht.

Tab. 12: Ergebnisse der Messungen des Polyhexanids ohne Zusatz von Blutverdiinnung, mit
Zusatz der Blutverdiinnung (BV in pl) und der SDS-Losung mit Zusatz der Blutverdiinnung
(n =39), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

TL Polyhexanid ohne Polyhexanid mit SDS mit
Blutverdiinnung Blutverdiinnung Blutverdiinnung

BV Extinktion Eigenext. Extinktion Eigenext. Extinktion Eigenext.
12,5 0,106 n. n. 0,115 n. n. n. n. n. n.
20 0,109 n. n. 0,119 n. n. 0,004 n. n.
25 0,104 n. n. 0,130 n. n. 0,016 n. n.
50 0,104 n. n. 0,147 n. n. 0,038 n. n.
75 0,103 n. n. 0,157 n. n. 0,045 n. n.
100 0,109 n. n. 0,177 0,003 0,064 0,003
125 0,106 n. n. 0,182 0,005 0,069 0,004
150 0,104 n. n. 0,197 0,007 0,085 0,007
200 0,106 n. n. 0,211 0,008 0,098 0,009
250 0,109 n. n. 0,234 0,013 0,112 0,013
300 0,103 n. n. 0,247 0,018 0,144 0,021
400 0,105 n. n. 0,296 0,028 0,198 0,029
500 0,104 n. n. 0,358 0,038 0,243 0,039

Fir Polyhexanid (ohne Blutverdiinnung) konnte ein durchschnittlicher Extinktionswert von
0,106 (Tabelle 12) gemessen werden. Bei den Eigenextinktionsmessungen lagen alle Werte
unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003. Durch die Zugabe unterschiedlicher Mengen
Blutverdiinnung in das Polyhexanid konnten Extinktionswerte zwischen 0,115 und 0,358
gemessen werden. Die entsprechende Eigenextinktion (Polyhexanid mit BV) erbrachte
Messwerte zwischen 0,003 und 0,038. Durch Zugabe der Blutverdiinnung in 1 %ige SDS-
Losung konnten Extinktionswerte zwischen 0,004 (20 ul) und 0,243 (500 pl) gemessen werden.
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Die entsprechenden Eigenextinktionsmessungen (SDS mit BV) ergaben Werte zwischen 0,003

und 0,039.

Natriumhypochlorit

Unterschiedliche Mengen (12,5-500 pl) der Blutverdiinnung wurden in 20 ml des 1 %igen
Natriumhypochlorits sowie in 20 ml der 1 %igen SDS-Losung pipettiert. Des Weiteren wurde

das Natriumhypochlorit ohne Blutverdiinnung untersucht.

Tab. 13: Ergebnisse der Messungen des Natriumhypochlorits ohne Zusatz von Blut-
verdiinnung, mit Zusatz der Blutverdiinnung (BV in ul) und der SDS-Losung mit Zusatz der
Blutverdiinnung (n = 39), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

TL NaOCl ohne NaOCI mit SDS mit
Blutverdiinnung Blutverdiinnung Blutverdiinnung

BV Extinktion Eigenext. Extinktion Eigenext. Extinktion Eigenext.
12,5 0,010 0,813 0,015 0,798 n. n. n. n.
20 0,005 0,799 0,018 0,785 0,005 n. n.
25 0,012 0,822 0,028 0,799 0,017 n. n.
50 0,011 0,812 0,037 0,793 0,029 n. n.
75 0,016 0,801 0,042 0,782 0,042 n. n.
100 0,014 0,803 0,052 0,782 0,053 0,003
125 0,012 0,800 0,060 0,807 0,068 0,006
150 0,014 0,810 0,055 0,794 0,073 0,007
200 0,013 0,807 0,061 0,743 0,086 0,010
250 0,010 0,799 0,074 0,746 0,107 0,016
300 0,015 0,822 0,089 0,744 0,123 0,021
400 0,012 0,804 0,115 0,722 0,171 0,031
500 0,013 0,810 0,126 0,691 0,213 0,041

Bei den Extinktionsmessungen des Natriumhypochlorits (ohne Blutverdiinnung) mit der OPA-
Losung konnten Werte zwischen 0,005 und 0,016 (Tabelle 13) gemessen werden.
Natriumhypochlorit reagierte als einzige Losung mit der 1 %igen SDS-Losung. Der
durchschnittliche Eigenextinktionswert betrug hierbei 0,808. Bei Zugabe der Blutverdiinnung in
Natriumhypochlorit sind mit der OPA-Losung Extinktionswerte zwischen 0,015 und 0,126
gemessen worden. Bei Messung der Eigenextinktion (NaOCl mit BV) konnten Werte zwischen

0,691 und 0,807 gemessen werden. Bei Zugabe der Blutverdiinnungen in 20 ml der 1 %igen
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SDS-Losung (SDS mit BV) konnten Extinktionswerte zwischen 0,005 und 0,213 gemessen
werden. Bei den Eigenextinktionsmessungen (SDS mit BV) wurden Werte zwischen 0,003 und

0,041 gemessen.

Endo CHX

Unterschiedliche Mengen (12,5-500 pl) der Blutverdiinnung wurden in 20 ml des 2 %igen Endo
CHX sowie in 20 ml der 1 %igen SDS-Losung pipettiert. Des Weiteren wurde das Endo CHX

ohne Blutverdiinnung untersucht.

Tab. 14: Ergebnisse der Messungen des Endo CHX ohne Zusatz von Blutverdiinnung, mit
Zusatz der Blutverdiinnung (BV in pl) und der SDS-Losung mit Zusatz der Blutverdiinnung
(n = 39), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

TL Endo CHX ohne Endo CHX mit SDS mit
Blutverdiinnung Blutverdiinnung Blutverdiinnung

BV Extinktion Eigenext. Extinktion Eigenext. Extinktion Eigenext.
12,5 0,195 n. n. 0,215 n. n. 0,005 n. n.
20 0,193 n. n. 0,224 0,003 0,008 n. n.
25 0,213 n. n. 0,252 0,005 0,025 0,003
50 0,204 n. n. 0,249 0,009 0,039 0,004
75 0,208 n. n. 0,237 0,011 0,053 0,007
100 0,210 n. n. 0,281 0,014 0,062 0,009
125 0,208 n. n. 0,270 0,016 0,075 0,014
150 0,205 n. n. 0,280 0,024 0,094 0,015
200 0,202 n. n. 0,306 0,020 0,097 0,018
250 0,228 n. n. 0,314 0,028 0,127 0,022
300 0,194 n. n. 0,326 0,032 0,151 0,027
400 0,197 n. n. 0,331 0,038 0,203 0,037
500 0,207 n. n. 0,346 0,043 0,255 0,049

Bei den Extinktionsmessungen mit dem Endo CHX (ohne Blutverdiinnung) konnten Werte
zwischen 0,193 und 0,228 gemessen werden (Tabelle 14). Die Werte fiir die Eigenextinktion des
Endo CHX lagen alle unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003. Bei Zugabe der Blutverdiinnung
in das Endo CHX konnten Extinktionswerte zwischen 0,215 und 0,346 gemessen werden. Bei

den Eigenextinktionmessungen konnten Werte zwischen 0,003 und 0,043 gemessen werden. Bei
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Zugabe der Blutverdiinnung in die 1 %ige SDS-Losung erhilt man Extinktionswerte zwischen

0,005 und 0,255. Die Werte fiir die Eigenextinktion liegen zwischen 0,003 und 0,049.

Es wurden Diagramme fiir alle Testlosungen sowie fiir die 1 %ige SDS-Losung erstellt (siche
11.5, S. 127). Die gemessenen Extinktions- und Eigenextinktionswerte ergaben in diesen
Diagrammen Geraden, die jedoch keine Aussage zulieBen, ob die Testlosungen Einfluss auf die
Probenmessungen im Photometer genommen hatten oder nicht. Es war anhand dieser
Diagramme nicht moglich, von einem bestimmten Extinktions- oder Eigenextinktionswert
Riickschluss darauf zu fiihren, wie viel von diesem gemessenen Wert von der Testlosung selbst
verursacht wurde. Dieser Wert, der durch die Reaktion der Testlosung mit der OPA- bzw. der
1 %igen SDS-Losung verursacht wurde, sollte von dem eigentlich gemessenen Wert abgezogen
werden, um den Wert zu bestimmen, welcher ausschlieBlich durch den Proteingehalt der

Probenlosung verursacht wurde. Dies war allerdings mit Hilfe der Diagramme nicht moglich.

7.2.4 Ergebnisse zum Ausschluss von Verschleppungen der Testlosungen

Versuche mit Edelstahlplittchen und den Testlosungen

Um Verschleppungen der Testlosungen von einem Reagenzglas in das nédchste ausschlieen zu
konnen, wurden Edelstahlplittchen fiir 5 min in die Testlosungen gelegt und anschliefend in
Reagenzglidser mit jeweils 20 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt. Dieser Versuch sollte zeigen,
ob die Menge an Testlosung, welche mit dem Edelstahlplittchen in die SDS-Losung verschleppt
wird, ausreichend hoch ist, um eine eigene Extinktion oder FEigenextinktion bei den
Probenmessungen zu verursachen. Es wurden sechs Edelstahlplittchen fiir jede der fiinf
Testlosungen verwendet (n=30). Bei den Probenmessungen der SDS-Losungen lagen alle

Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003.

Versuch mit geringen Mengen der Testlosungen auf den Edelstahlplittchen

Versuchsaufbau 1

Um Verschleppungen der Testlosungen von einem Reagenzglas in das nidchste ausschlieen zu

konnen, wurden verschiedene Mengen der Testlosungen (1-100 pl) auf jeweils zwolf Edelstahl-

plittchen pipettiert. Nach einer Trocknungszeit von 1 h wurden sie fiir 5 min in 20 ml 1 %iger
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SDS-Losung gelagert und anschlieBend fiir weitere 5 min geschiittelt (n = 60). Bei den

Probenmessungen der SDS-Losungen lagen alle Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003.

Versuchsaufbau 11

Verschiedene Mengen der Testlosungen (1-100 pl) wurden direkt in jeweils 20 ml 1 %ige SDS-
Losung pipettiert und fiir 5 min geschiittelt. Es wurden erneut fiir jede der fiinf Testlosungen
zwolf Reagenzgliaser verwendet (n = 60). Bei den Probenmessungen der SDS-Losungen lagen

alle Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003.

Versuch mit Erhohung der Testlosungsmenge auf den Edelstahlplittchen

Die Menge der Testlosungen auf den Edelstahlpldttchen wurde in einem weiteren Versuch
erhoht (150-500 ul, n = 30). Die verschiedenen Mengen wurden auf die Edelstahlplittchen
pipettiert, nach einer Trocknungszeit von 1 h wurden sie fiir 5 min in 20 ml 1 %ige SDS-L6sung
gelegt und anschlieBend fiir weitere 5 min geschiittelt. Danach erfolgten die Probenmessungen
der SDS-Losungen. Bei den Extinktionsmessungen der SDS-Losungen mit der OPA-Ldsung
lagen alle Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003. Die Ergebnisse der

Eigenextinktionsmessungen sind in Tabelle 15 dargestellt.

Tab. 15: Ergebnisse der Eigenextinktionsmessungen der SDS-Losungen nach Eluation der mit
Testlosungen versehenen Edelstahlpléttchen (n = 30), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweis-
grenze von 0,003

SDS-Lsg. Eigen- Eigen- Eigen- Eigen- Eigen-
extinktion extinktion extinktion extinktion extinktion

TL CHX Polyhexanid NaOCl CHX A CHX B
150 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
200 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
250 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
300 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
400 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
500 n. n. n. n. 0,003 n. n. n. n.

Lediglich bei einer Menge von 500 ul Natriumhypochlorit konnte ein Eigenextinktionswert an
der Nachweisgrenze von 0,003 ermittelt werden (Tabelle 15). Bei allen anderen Testlosungs-

mengen lagen die Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003.
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AnschlieBend wurden dieselben Mengen (150-500 pl) der Testlosungen direkt (ohne
Edelstahlplittchen) in Reagenzgldser mit jeweils 20 ml 1 %iger SDS-Losung pipettiert und fiir
5 min geschiittelt (n = 30). Es wurden sowohl Extinktions- als auch Eigenextinktionsmessungen

durchgefiihrt.

Tab. 16: Ergebnisse der Extinktionsmessungen der SDS-Losungen mit Zusatz der Test-
l6sungen (n = 30), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

SDS-Lsg. Extinktion Extinktion Extinktion Extinktion Extinktion
TL CHX Polyhexanid NaOCl CHX A CHX B
150 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
200 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
250 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
300 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
400 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
500 n. n. n. n. 0,003 n. n. n. n.

Natriumhypochlorit lag bei einer Menge von 500 ul an der Nachweisgrenze von 0,003 (Tabelle
16). Fiir alle anderen Testlosungen und Mengen konnten keine Werte ermittelt werden, da sie

unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003 lagen.

Tab. 17: Ergebnisse der Eigenextinktionsmessungen der SDS-Losungen mit Zusatz der Test-
l6sungen (n = 30), n. n. = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003

SDS-Lsg. Eigen- Eigen- Eigen- Eigen- Eigen-
extinktion extinktion extinktion extinktion extinktion

TL CHX Polyhexanid NaOCl CHX A CHX B
150 n. n. n. n. n. n. n. n. n. n.
200 n.n n. n. n. n. n. n. n. n.
250 n. n. n. n. n. n n. n. n. n.
300 n. n. n. n. n. n n. n. n. n.
400 n.n n. n. n. n. n. n n. n
500 n. n. n. n. 0,005 n. n. n. n.

Bei 500 pl Natriumhypochlorit fand eine Reaktion mit der 1 %igen SDS-Losung statt, so dass

ein Eigenextinktionswert von 0,005 gemessen wurde (Tabelle 17). Bei allen anderen Mengen

und Testlosungen lagen die Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003.
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7.2.5 Ergebnisse zur Ermittlung der Riickgewinnungsraten der Testanschmutzung

Riickgewinnungsrate von mit 10 pl beschmutzten Hedstrom-Feilen der ISO-Grofie 120

Um zu untersuchen, wie viel der applizierten Menge an Testanschmutzung von einer Hedstrom-
Feile der ISO-GroBe 120 wieder zu entfernen war, wurde die Riickgewinnungsrate bestimmt.
Hierfiir wurden zwolf Hedstrom-Feilen der ISO-Grofle 120 mit jeweils 10 ul Testanschmutzung
versehen und 1 h getrocknet (n = 12). Anschlielend wurden sie fiir 5 min in 10 ml 1 %iger SDS-
Losung gelagert und fiir 5 min auf den Schiittler gestellt. Nach Entfernung der Hedstrom-Feilen

aus den Glésern erfolgten die Probenmessungen der SDS-Ldsungen.

Der Mittelwert der Extinktionsmessung lag bei 0,073. Bei der Messung mit der 1 %igen SDS-
Losung (Eigenextinktion) konnte ein Mittelwert von 0,021 gemessen werden (Einzelwerte siehe
Tab. 27, S. 122). Nach Abzug der Eigenextinktion von der Extinktion und Umrechnung mit
Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes ergibt sich eine Riickgewinnungrate von Hedstrom-

Feilen, die mit 10 ul Testanschmutzung beschmutzt waren von 0,08 pmol/Instrument.

Riickgewinnungsrate von mit 10 und 50 pl Testanschmutzung beschmutzten Edelstahl-

plattchen

Die Edelstahlplidttchen wurden mit 10 pl (n = 3) sowie mit 50 pl Testanschmutzung (n = 8) be-
schmutzt und fiir 1 h getrocknet. Im Anschluss daran wurden sie fiir 5 min in Reagenzglédser mit
jeweils 20 ml 1 %iger SDS-Losung gelegt und danach fiir weitere 5 min auf den Schiittler ge-

stellt. Nach Entfernung der Plittchen erfolgten die Probenmessungen der SDS-Losungen.

Der Mittelwert der Extinktion bei den mit 10 pl beschmutzten Edelstahlplittchen lag bei 0,046.
Mit der 1 %igen SDS-Losung ergab sich ein Mittelwert fiir die Eigenextinktion von 0,009. Bei
den mit 50 ul beschmutzten Edelstahlplittchen lag der Mittelwert der Extinktion bei 0,262. Bei
der Messung mit der 1 %igen SDS-Losung lag der Mittelwert bei 0,047 (Einzelwerte siehe
Tab. 28 und Tab. 29, S. 122) Nach Abzug der Eigenextinktion von der Extinktion und Umrech-
nung mit Hilfe des Lambert-Beer“schen Gesetzes ergaben sich nachfolgende Proteinkonzentrati-
onen fiir die Riickgewinnungsraten von den Edelstahlplittchen. Die Riickgewinnungsrate von
Edelstahlpliattchen mit 10 pl Testanschmutzung betrdgt 0,12 umol/Instrument. Die Riickgewin-

nungsrate von Edelstahlplittchen mit 50 pl Testanschmutzung betrigt 0,66 pmol/Instrument.
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7.2.6 Ergebnisse zur Ermittlung der Grundproteinmenge

Um herauszufinden, wie viel Proteine in einer bestimmten Menge Testanschmutzung sind,
wurde die jeweilige Menge der Testanschmutzung direkt in 10 bzw. 20 ml 1 %ige SDS-Losung
pipettiert. Nachdem die Reagenzgléser fiir 5 min auf den Schiittler gestellt wurden, erfolgten die

Probenmessungen der SDS-Losungen.

Ergebnisse der Extinktionsmessungen

Um herauszufinden, wie viele Proteine (Extinktion) in einer bestimmten Menge
Testanschmutzung enthalten sind, musste die SDS-Losung, die nun eine definierte Menge der

Testanschmutzung enthielt, mit der OPA-LOsung gemessen werden.

Mittelwert der Extinktionsmessungen von 10 pl Testanschmutzung in 10 ml 1 %iger SDS-

Losung (n = 12): 0,081

Mittelwert der Extinktionsmessungen von 10 pl Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-

Losung (n = 6): 0,050

Mittelwert der Extinktionsmessungen von 50 ul Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-

Losung (n = 8): 0,260

Die Werte von 10 pl Testanschmutzung in 10 ml 1 %iger SDS-Losung lagen zwischen 0,047
und 0,094. Bei Erhohung der SDS-Losung auf 20 ml waren die Werte etwas niedriger und lagen
zwischen 0,047 und 0,055. Bei 50 pl Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-Losung lagen die
Werte deutlich héher zwischen 0,246 und 0,282 (Einzelwerte siehe Tab. 30, S. 123).

Ergebnisse der Eigenextinktionsmessungen
Um herauszufinden, wie hoch der Anteil des Extinktionswertes war, welcher durch die Eigen-
farbung (Eigenextinktion) des Blutes verursacht wurde, wurden die Proben (SDS-Losung mit der

definierten Menge der Testanschmutzung) mit der 1 %igen SDS-Losung gemessen. Die Er-

gebnisse der Eigenextinktionsmessungen sind nachfolgend dargestellt.
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Mittelwert der Eigenextinktionsmessungen von 10 pl Testanschmutzung in 10 ml 1 %iger SDS-

Losung (n = 12): 0,008

Mittelwert der Eigenextinktionsmessungen von 10 pl Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-

Losung (n = 6): 0,003

Mittelwert der Eigenextinktionsmessungen von 50 ul Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-

Losung (n = 8): 0,052

Die Werte von 10 pl Testanschmutzung in 10 ml 1 %iger SDS-Losung lagen zwischen 0,005
und 0,010. Dieselbe Menge der Testanschmutzung in 20 ml SDS-Lésung ergab Werte zwischen
0,003 und 0,005. Fiir 50 pl Testanschmutzung in 20 ml SDS-Losung konnten Werte zwischen
0,044 und 0,059 ermittelt werden (Einzelwerte siehe Tab. 30, S. 123).

Nach Abzug der Eigenextinktion von der Extinktion und Umrechnung mit Hilfe des Lambert-
Beer’schen Gesetzes ergeben sich folgende Werte fiir die Proteinkonzentration der

Grundproteinmenge:

10 ul Testanschmutzung in 10 ml 1 %iger SDS-Losung: 0,11 pmol/Instrument

10 pl Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-Losung: 0,14 pmol/Instrument

50 pl Testanschmutzung in 20 ml 1 %iger SDS-Losung: 0,64 pmol/Instrument

Da die Hedstrom-Feilen jeweils in 10 ml 1 %iger SDS-Losung und die Edelstahlplittchen auf-
grund ihrer Gréfe in 20 ml 1 %iger SDS-Losung eluiert wurden, erfolgte aus Griinden der
Vergleichbarkeit die Umrechnung der Einheit der Proteinkonzentrationen von pumol/10 ml bzw.

umol/20 ml in die Einheit pmol/Instrument.

Die Riickgewinnungsrate von einem mit 10 pl Testanschmutzung beschmutzten Edelstahlplitt-
chen betrdgt 0,12 umol/Instrument. Bei einer Grundproteinmenge in 10 pl Testanschmutzung
von 0,11 pmol/Instrument liegt damit die Riickgewinnungsrate von einem Edelstahlplittchen,
welches mit 10 ul Testanschmutzung versehen war, bei 109 %. Die Riickgewinnungsrate von

einem mit 50 pl Testanschmutzung beschmutzten Edelstahlplittchen betrigt 0,66
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pmol/Instrument. Die Grundproteinmenge, die in 50 pl Testanschmutzung enthalten ist, betrdgt
0,64 pmol/Instrument. Dies entspricht einer Riickgewinnungsrate von einem Edelstahlplittchen,
welches mit 50 pl Testanschmutzung versehen war, von 103 %. Die Riickgewinnungsrate von
einer mit 10 pl Testanschmutzung beschmutzten Hedstrom-Feile der ISO-Grof3e 120 betriagt 0,08
pmol/Instrument. Die Grundproteinmenge von 10 pl Testanschmutzung berdgt 0,11
pmol/Instrument. Dies entspricht einer Riickgewinnungsrate von Hedstrom-Feilen die mit 10 pl

Testanschmutzung versehen waren von 73 %.

In der nachfolgenden Untersuchung (7.2.7) bedeutet eine Restproteinkontamination im Bereich
der Konzentration der Riickgewinnung, dass die Reinigungsleistung der Testlosung sehr gering
war, da die Testanschmutzung von den Hedstrom-Feilen zu einem groflen Teil erst von der
1 %igen SDS-Losung abgelost wurde. Eine kleine Restproteinkontamination bedeutet, dass die
Reinigungsleistung der Testlosung sehr gut war und nur noch wenig Testanschmutzung an den

Hedstrom-Feilen zuriickblieb, die durch die 1 %ige SDS-Losung abgelost werden konnte.

7.2.7 Ergebnisse zu den Versuchen mit den Testlosungen und den Interim-Stinden

Die Interim-Stinde wurden mit jeweils 20 ml der acht Testlosungen befiillt (siehe 6.8, S. 41). Ein
Interim-Stand blieb als Kontrolle unbefiillt. Die Hedstrom-Feilen der ISO-Gro8e 120, die jeweils
mit 10 pl reaktiviertem Heparinblut beschmutzt waren, wurden anschlieend auf folgende Arten

im Interim-Stand bearbeitet:

Bearbeitungsweise 1: Einmal durch die Schaumstoffscheibe stechen und wieder herausziehen
Bearbeitungsweise 2: Dreimal durch die Schaumstoffscheibe stechen und wieder herausziehen
Bearbeitungsweise 3: Fiinfmal durch die Schaumstoffscheibe stechen und wieder herausziehen
Bearbeitungsweise 4: 30 s Verweildauer im Interim-Stand

Bearbeitungsweise 5: 60 s Verweildauer im Interim-Stand

Bearbeitungsweise 6: 300 s Verweildauer im Interim-Stand

Die Feilen wurden jeweils soweit durch die Schaumstoffscheibe gestochen, bis der
Instrumentengriff der Hedstrom-Feilen die Schaumstoffscheibe beriihrte. Anschlieend wurden
die Feilen in Reagenzglaser mit jeweils 10 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt, fiir 5 min darin
gelagert und dann fiir weitere 5 min auf den Schiittler gestellt. Nach Entfernung der Feilen aus

den Reagenzgldsern erfolgten die Extinktionsmessungen der SDS-Losungen zur Ermittlung der
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abgelosten Restproteinkontamination, welche sich nach den verschiedenen Bearbeitungsweisen
noch an den Feilen befand. Der Versuch wurde dreimal wiederholt (n = 162, Einzelwerte siehe

Tab. 31 = Extinktionsmessungen und Tab. 32 = Eigenextinktionsmessungen, S. 124 und 125).

Nach Abzug der gemessenen Eigenextinktionswerten von den Extinktionswerten (Mittelwerte;
siche Tab. 33, Tab. 34 und Tab. 35, S. 126) und nach Umrechnung mit Hilfe des Lambert-
Beer schen Gesetzes ergaben sich die in Tabelle 18 dargestellten Restproteinkontaminationen.
Die Nachweisgrenze der modifizierten OPA-Methode liegt bei einer Extinktion von > 0,003.
Dies entspricht einer Nachweisgrenze fiir Proteine von 0,05 pmol/Instrument. Lag die ermittelte

Restproteinkontamination unterhalb dieser Nachweisgrenze, so wird dies mit < 0,05 angegeben.

Tab. 18: Restproteinkontamination in pmol/Instrument der Hedstrom-Feilen, ermittelt mit der
modifizierten OPA-Methode aus dem SDS-Eluat der Feilen (n = 162),

< 0,05 = Messwert unterhalb der Nachweisgrenze der modifizierten OPA-Methode von
0,05 pumol/Instrument,

Kontrollgruppe = unbefiillter Interim-Stand

Bearbeitungsweisen 1 bis 6:

1. Feile wurde einmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

2. Feile wurde dreimal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

3. Feile wurde filnmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

4. Feile verblieb 30 s im Interim-Stand

5. Feile verblieb 60 s im Interim-Stand

6. Feile verblieb 300 s im Interim-Stand

Testlosungen Bearbeitungsweisen (Feilenanzahl n = 162)
1 2 3 4 5 6

Isopropanol 0,08 0,09 0,07 0,09 0,05 0,10
Natriumhypochlorit 0,07 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <0,05 < 0,05
CHX 0,08 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <0,05 < 0,05
Kochsalzlosung 0,07 < 0,05 <0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
Endo CHX 0,09 0,06 0,05 0,08 0,05 0,06
Polyhexanid 0,10 0,05 < 0,05 0,08 0,05 < 0,05
CHX A 0,08 0,05 0,05 0,09 0,09 0,05
CHX B 0,09 0,07 0,06 0,06 0,07 0,05
Kontrollgruppe 0,10 0,10 0,05 0,11 0,10 0,10

Fiir die Riickgewinnung von einer mit 10 ul reaktiviertem Heparinblut beschmutzten Hedstrom-
Feile der ISO-GroBe 120, konnte eine Proteinkonzentration von 0,08 umol/Instrument ermittelt
werden. Bei Bearbeitungsweise 1 (Tabelle 18) lag die Restkontamination aller Feilen im Bereich

der Konzentration dieser Riickgewinnung. Das bedeutet, dass fast die gesamte
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Testanschmutzung auf den Hedstrom-Feilen zuriick blieb. Unterhalb der Nachweisgrenze von
0,05 pmol/Instrument lagen bei den Bearbeitungsweisen 2 und 3 die Testlosungen Natrium-
hypochlorit, 0,2 %iges Chlorhexidindiglukonat sowie Kochsalzlosung. Fiir Isopropanol,
Chlorhexidindiglukonat B und die Kontrollgruppe lagen die Werte bei Bearbeitungsweise 2 al-
lerdings nach wie vor nahe dem Wert fiir die Riickgewinnung, was bedeutet, dass die Restprote-
inkontamination gleichbleibend hoch war. Dasselbe konnte bei Bearbeitungsweise 3 beobachtet
werden. Einzige Ausnahme war die Kontrollgruppe mit einer Restproteinkonzentration an der

Nachweisgrenze von 0,05 pmol/Instrument.

Bei Bearbeitungsweise 4 wurde die hochste Restproteinkontamination wieder fiir Isopropanol
(0,09 umol/Instrument) und die Kontrollgruppe (0,11 umol/Instrument) ermittelt. Aber auch
Chlorhexidindiglukonat A erreichte  eine  hohe  Restproteinkontamination  von
0,09 umol/Instrument. Unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05 umol/Instrument lag erneut die
Kochsalzlosung. Bei Bearbeitungsweise 5 konnte die hochste Restproteinkontamination fiir die
Kontrollgruppe (0,10 pmol/Instrument) und Chlorhexidindiglukonat A (0,09 pmol/Instrument)
ermittelt werden. Unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05 umol/Instrument lagen erneut
0,2 %iges Chlorhexidindiglukonat, Natriumhypochlorit sowie Kochsalzlosung. Isopropanol lag
bei Bearbeitungsweise 5 mit einer Restkontamination an der Nachweisgrenze von
0,05 umol/Instrument. Bei der Bearbeitungsweise 6 waren noch einmal deutliche Unterschiede
zu erkennen. Die hochsten Restkontaminationen erreichten Isopropanol und die Kontrollgruppe
(0,10 pmol/Instrument). Unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05 pmol/Instrument lagen erneut
0,2 %iges Chlorhexidindiglukonat, Natriumhypochlorit und Kochsalzlosung. Bei Betrachtung
aller Bearbeitungsweisen lagen Endo CHX, Polyhexanid sowie Chlorhexidindiglukonat A und B
im Mittelfeld der Untersuchung. Am besten schnitten die physiologische Kochsalzlosung, das
0,2 %ige Chlorhexidindiglukonat sowie das Natriumhypochlorit ab. Die unterschiedlichen Rest-
kontaminationen konnten auch optisch an den Hedstrom-Feilen festgestellt werden (siche Abb.

9-17).
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Die Hedstrom-Feilen, die im Interim-Stand mit Isopropanol bearbeitet wurden, hatten bei allen
Bearbeitungsweisen eine hohe Restproteinkontamination im Bereich der Riickgewinnung

(Abb. 9).

Abb. 9: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-Losung
nach 5 min Lagerung in Isopropanol 70 %

Bei Natriumhypochlorit lag die Restproteinkontamination des SDS-Eluats bei Bearbeitungs-
weise 1 im Bereich der Riickgewinnung. Bei den Bearbeitungsweisen 2 bis 6 lagen die Werte fiir

Natriumhypochlorit alle unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05 pmol/Instrument (Abb. 10).

|

Abb. 10: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-Losung
nach 5 min Lagerung in Natriumhypochlorit 1 %
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Beim 0,2 %igen Chlorhexidindiglukonat lag die Restproteinkontamination bei Bearbeitungs-
weise 1 im Bereich der Riickgewinnung. Bei den Bearbeitungsweisen 2 bis 6 lagen die

Restproteinkontaminationen immer unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05 pumol/Instrument
(Abb. 11).

Abb. 11: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-L&sung

nach 5 min Lagerung in Chlorhexidindiglukonat
0.2 %

Bei der physiologischen Kochsalzlosung lag die Restproteinkontamination bei Bearbeitungs-
weise 1 im Bereich der Riickgewinnung. Bei allen anderen Bearbeitungsweisen lagen die

Restproteinkontaminationen unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05 pmol/Instrument (Abb. 12).

‘ Abb. 12: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-L&sung
nach 5 min Lagerung in Kochsalzlosung 0,9 %
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Beim Endo CHX lagen die gemessenen Werte des SDS-Eluats bei den Bearbeitungsweisen 1
und 4 im Bereich der Riickgewinnung. Bei den Bearbeitungsweisen 2, 3, 5 und 6 konnte eine

Restproteinkontamination zwischen 0,05 und 0,06 umol/Instrument ermittelt werden (Abb. 13).

.

Abb. 13: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-Lsung
nach 5 min Lagerung in Endo CHX 2 %

Die Feilen, die im Interim-Stand mit Polyhexanid bearbeitet wurden, wiesen bei Bearbeitungs-
weise 1 eine Restproteinkontamination von 0,10 pmol/Instrument auf. Bei den Bearbeitungs-

weisen 2 bis 6 lagen die Restproteinkontaminationen zwischen < 0,05 und 0,08 pmol/Instrument
(Abb. 14).

Abb. 14: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-Losung
nach 5 min Lagerung in Polyhexanid 0,04 %
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Die Feilen, die im Interim-Stand mit der Chlorhexidindiglukonatlosung A bearbeitet wurden,
wiesen bei den Bearbeitungsweisen 1, 4 und 5 eine Restkontamination im Bereich der Riick-
gewinnung auf. Bei den Bearbeitungsweisen 2, 3 und 6 lag die Restkontamination jeweils im

Bereich der Nachweisgrenze (Abb. 15).

Py !

Abb. 15: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-Losung
nach 5 min Lagerung in Chlorhexidindiglukonat A

Das Chlorhexidindiglukonat B weist ein dhnliches Verhalten wie das Chlorhexidindiglukonat A
auf. Die Restproteinkontaminationen lagen bei den Bearbeitungsweisen 1, 2 und 5 im Bereich
der Riickgewinnung. Bei den Bearbeitungsweisen 3, 4 und 6 lagen die Restproteinkontamination

im Bereich der Nachweisgrenze (Abb. 16).

Abb. 16: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-Losung
nach 5 min Lagerung in Chlorhexidindiglukonat B
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Die Restkontamination des unbefiillten Interim-Standes (Kontrollgruppe) lag bis auf eine
Ausnahme im Bereich der Grundproteinmenge. Bei Bearbeitungsweise 3 lag sie im Bereich der

Nachweisgrenze (Abb. 17).

Abb. 17: Hedstrom-Feile in 1 %iger SDS-
Losung nach 5 min Lagerung in einem
unbefiillten Interim-Stand
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8. Diskussion

8.1 Methodenkritik

8.1.1 Durchfiihrung der anonymen Befragung

Die Auswahl der Testlosungen, die in dieser Untersuchung verwendet wurden, beruhte auf der
Auswertung des anonymen Fragebogens sowie auf gingigen Lehrmeinungen, die immer die-
selben Losungen anfiihren, die fiir eine Spiilung des Wurzelkanalsystems in Frage kommen. Von
den 100 Berliner Zahnirzten schickten 55 den Fragebogen in dem beigelegten frankierten und
adressierten Riickumschlag zuriick, was einer Beteiligung von 55 % entspricht. Von den 55
Zahnirzten verwendeten 26 einen Interim-Stand, wobei dieser wiederum nur von 15 Zahnirzten
befiillt wurde. In neun Fillen wurde Alkohol in den Interim-Stand gefiillt. In jeweils zwei Fillen
wurden Chlorhexidin und Wasserstoffperoxid verwendet. In jeweils einem Fall wurde Natrium-
hypochlorit bzw. ein Flachendesinfektionsmittel verwendet. Dies macht deutlich, dass kein ein-
heitliches Vorgehen existiert, womit ein Interim-Stand befiillt werden sollte. Bei den ver-
wendeten Spiillosungen wurden sehr hdufig mehrere genannt. Fast alle Zahnirzte, die sich an der
Umfrage beteiligten, verwendeten sowohl Natriumhypochlorit (42 x) als auch Chlorhexidin-
diglukonat (27 x) als Spiillosungen fiir das Wurzelkanalsystem. Fiinf Zahnérzte verwendeten
zusitzlich Wasserstoffperoxid. In zwei Féllen wurde aulerdem Kochsalzlosung genannt. Jeweils

einmal wurden EDTA-L6sung, Wasser und Calcinase genannt.

8.1.2 Wahl der Testanschmutzung

Die Testanschmutzung bei dieser Untersuchung sollte annidhernd derjenigen entsprechen, welche
im Rahmen einer Wurzelkanalbehandlung an den Wurzelkanalinstrumenten haftet. Es wurde in
Betracht gezogen, benutzte Wurzelkanalinstrumente zu sammeln, um mit diesen anschlieBend im
Labor die Versuche durchfithren zu konnen. Diese Idee wurde verworfen, da an diesen Wurzel-
kanalinstrumenten potentiell infektioses Material anhaftet, was entsprechende Sicherheits- und
Dekontaminationsmafnahmen zur Durchfithrung der Versuche im Labor erforderlich gemacht
hitte. In der Literatur werden zahlreiche unterschiedliche Testanschmutzungen beschrieben. De
Bruijn und van Drongelen (2005) untersuchten neun verschiedene Testanschmutzungen
(Tabelle 19). Sieben davon entnahmen sie der DIN EN ISO 15883-Teil 1 (2006). Die

Testanschmutzungen A und B sind im Handel erhiltlich.
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Tab. 19: Testanschmutzungen, die von de Bruijn und van Drongelen fiir ihre

Untersuchungen benutzt wurden (2005)

Testanschmutzungen der DIN EN ISO 15883-1 Zusammensetzung der Testanschmutzung

Osterreich Nigrosin, Hafermehl, Ei, dehydrierte Kartoffelflocken,
Wasser

Deutschland 1 Schafsblut

Deutschland 2 Gries, Butter, Zucker, Milchpulver

Deutschland 3 Eigelb

Niederlande Rinderalbumin,- fibrinogen, -thrombin, Schweinemucin

Schweden Zitriertes Rinderblut, Kalziumchlorid

England Defibriniertes Pferdeblut, Eigelb, Schweinemucin

Im Handel erhiltliche Testanschmutzungen

Testanschmutzung A Eigelb, Mucin, Farbstoff

Testanschmutzung B Albumin, Himoglobin, Fibrinogen, Thrombin

Nur Deutschland 2, Deutschland 3 sowie die Testanschmutzung Niederlande entsprachen ihren

Qualitétskriterien:

1. Nicht entfernbar durch einminiitiges Spiilen mit kaltem Wasser (20 °C) ohne Reinigungsmit-
tel.

2. Nicht oder nur teilweise entfernbar durch anschliefend einminiitiges Spiilen mit warmen Was-
ser (45 °C) ohne Reinigungsmittel.

3. Vollstiandig entfernbar durch anschlieend fiinfminiitiges Reinigen mit einer heilen (60 °C)

alkalischen Reinigungslosung.

Diese Qualititskriterien legten sie selbst fest, da die europdische Norm keine Qualitédtskriterien
fiir Testanschmutzungen enthélt. Sie favorisierten die Testanschmutzung Deutschland 3 (Eigelb),
da sie schwierig zu entfernen ist, geringe Kosten verursacht, einfach zu beschaffen ist und die

Gefahr der Ubertragung von Zoonosen gering ist.

Kohnlein et al. (2004) verglichen ebenfalls die Tauglichkeit unterschiedlicher Testanschmutz-
ungen, wobei fiir sie die Praxisrelevanz im Vordergrund stand. Praxisrelevant bedeutete fiir sie,
eine Testanschmutzung aus Blut oder Blutbestandteilen zu priferieren. Des Weiteren homogeni-
sierten sie Schweinehirn, da sie darin ebenfalls, in Bezug auf die Variante der Creutzfeldt-Jakob-

Erkrankung, eine sehr hohe Praxisrelevanz sahen. Den Zusatz oder den alleinigen Einsatz von
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Eigelb als Testanschmutzung hielten sie fiir nicht praxisrelevant. Ebenso stellten Kéhnlein et al.
(2008) fest, dass die ldnderspezifischen Priifanschmutzungen die Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse zur Untersuchung der Reinigungsleistung von Reinigungs- und Desinfektionsgeriten frag-
lich erscheinen lidsst. Daher wurde 2005 vom Normenausschuss NAMed 063-04-09 der DIN eine
Ad-hoc-Gruppe ,,Priifanschmutzung und Methoden* ins Leben gerufen, die als Ziel die Verein-
heitlichung der Priifung und Objektivierbarkeit der Reinigungsleistung hatte. Hierzu wurden als
Priifanschmutzung je 100 pl reaktiviertes heparinisiertes Schafsblut beziehungsweise reaktivier-

tes zitratisiertes Schafsblut verwendet (DIN NA 063 2005).

In zahlreichen Untersuchungen wurde reaktiviertes heparinisiertes Schafs- oder humanes Blut als
Priifanschmutzung verwendet (Spicher und Peters 1985, Frister und Michels 1994, Pfeifer 1996,
Pfeifer 1998, Michels 2000). Die Umwandlung von Il6slichem Fibrinogen zu unldslichen
Fibrinfasern wihrend der Blutgerinnung stellt eine Herausforderung an die Reinigung dar
(Pfeifer 1996). Einen weiteren wichtigen Faktor stellt die Denaturierung der im Blut enthaltenen
Proteine bei Temperaturen ab circa 45 °C dar (Pfeifer 1996, Michels 2000). Auch hier erfolgt

eine Umwandlung der Proteine in eine wesentlich schlechter 16sliche Form.

Da Blut ein Bestandteil der Verschmutzung von Wurzelkanalinstrumenten ist und sich bei Ver-
wendung von Eigenblut das potentielle Infektionsrisiko ausschliefen ldsst, wurde in der vorlie-
genden Untersuchung humanes Blut als Testanschmutzung gewihlt. Das Blut stammte immer
von derselben Person und wurde an jedem Versuchstag frisch entnommen. Zu Beginn der Unter-
suchung wurde zitratisiertes humanes Blut verwendet, welches nicht reaktiviert war. Da die Ge-
rinnungsfihigkeit des Blutes sich, wie oben bereits erwihnt, als ein wichtiger Faktor in Bezug
auf die Reinigung und Wiederaufbereitbarkeit der Instrumente erwies, wurden die weiteren Ver-

suche mit reaktiviertem humanen Blut durchgefiihrt (Pfeiffer 1996).

Fiir die Reaktivierung von Zitratblut wird nach DIN ISO/TS 15883-5 Anhang M (2005)
Kalziumchloridlosung bendtigt. Die erforderliche Menge an Losung muss mit Hilfe von
Titrationsversuchen, die erforderliche Menge an Kalziumionen muss mit Hilfe ionenselektiver
Elektrometrie ermittelt werden, weshalb diese Reaktivierung sehr aufwiindig ist. Einfacher ist die
Reaktivierung von heparinisiertem Blut. Es muss Protaminhydrochlorid zugegeben werden, wel-
ches in Brechampullen zu beziehen ist. Nach DIN ISO/TS 15883-5 Anhang A sind zur Reakti-
vierung von 10 ml heparinisiertem Blut 150 pl Protaminhydrochlorid notwendig. 1 ml Heparin-

blut wurde daher in Anlehnung an diese Norm mit 15 pl Protaminhydrochlorid reaktiviert. Nach
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einer Trocknungszeit von 1 h (geforderte Trocknungszeit in Anlehnung an die ,,Leitlinie der
DGKH, DGSV und AKI* 2013) war das Blut zwar auf den zu untersuchenden Priifkorpern
angetrocknet, die Gerinnung im Reagenzglas jedoch noch nicht vollstindig abgeschlossen.
Daher wurde die Protaminhydrochloridmenge zunéchst auf 16 pl und anschlieBend 32 pl erhoht.
Ziel war es, die Gerinnung zu beschleunigen, um alle Komponenten von geronnenem,
angetrocknetem Blut untersuchen zu konnen. Bei einer Protaminhydrochloridmenge von 32 pl
war die Gerinnung im Reagenzglas nach 8 min abgeschlossen. Daraus resultierte ein zu geringes
Zeitfenster, um alle Priifkdrper anschmutzen zu konnen. Die Protaminhydrochloridmenge wurde
daher erst auf 25 pl und anschliefend auf 20 pl pro Milliliter heparinisiertem humanen Blut re-

duziert, woraus eine ausreichend lange Zeit zum Anschmutzen aller Priifkorper resultierte.

8.1.3 Wahl der Priifkorper

Im Rahmen der manuellen Wurzelkanalaufbereitung kommen zwei verschiedene Hand-
instrumente, die als Priifkorper verwendet werden konnen, in Frage: sogenannte Reamer, die
durch Verwindung eines Drei- oder Vierkantstahls hergestellt werden und sogenannte Hedstrom-
Feilen die durch Fridsen aus einem runden Stahlrohling entstehen (Hellwig et al. 2003). Da
Hedstrom-Feilen mehr Windungen und einen groBeren Schneidekantenwinkel aufweisen als
Reamer, waren sie fiir eine Anschmutzung mit Blut besser geeignet als Reamer (Abb. 18). Es

wurden Hedstrom-Feilen der ISO-Grofen 15, 20, 30, 50, 60, 70, 80, 120, 130 sowie 140

verwendet.

Abb. 18.: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Arbeits-
teile einer Hedstrom-Feile (links im Bild) und eines Reamers
(rechts im Bild, Quelle: www.spitta.de)

Zusitzlich zu den Hedstrom-Feilen wurden fiir die Untersuchungen Priifkérper verwendet, die
zur Uberpriifung der Reinigungsleistung von Reinigungs- und Desinfektionsgeriten benutzt

werden (Frith und Pfeifer 2002). Die Priifkdrper konnen bereits mit einer standardisierten
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Testanschmutzung geliefert oder mit einer beliebigen Menge an Testanschmutzung beschmutzt
werden. Das Aussehen der Priifkérper imitiert dabei hdufig die zu reinigenden Instrumente
(Hohlkorper, Spalten, Windungen etc.). In den vorliegenden Untersuchungen wurden als Priif-
korper Edelstahlplittchen verwendet. Diese sind einfach zu handhaben und relativ preiswert. Die
Untersuchungen mit den Edelstahlplidttchen waren von besonderer Bedeutung, da mit ihnen die
Riickgewinnung der Testanschmutzung und somit die Funktion der Methodik und des

Proteinnachweises iiberpriift werden konnte.

8.1.4 Wahl der Anschmutzmethode

Bei den Edelstahlpriifkorpern war die Kontamination mit Hilfe der Eppendorf-Pipetten
problemlos durchfiihrbar. Bei den kleineren ISO-Grofen (15 bis 80) der Hedstrom-Feilen war es
jedoch unmoglich, die kleinste applizierbare Menge einer Eppendorf-Pipette (= 10 ul) vollstin-
dig und blasenfrei aufzutragen. Der anschlieBende Versuch, die Hedstrom-Feilen mit Hilfe eines
Bluttauchbades anzuschmutzen, war ebenfalls nicht geeignet. Die Blutmenge auf den Hedstrom-
Feilen war nicht ausreichend reproduzierbar. Zum einen wurde teilweise der Schaft mit einge-
taucht und zum anderen liel das anschlieBende Wiegen der Hedstrom-Feilen keinen konstanten
Volumenzuwachs erkennen. In der Literatur finden sich dhnliche Methoden, um einen Priifkor-
per definiert beschmutzen zu kénnen. Friith und Pfeifer (2002) beschmutzten Edelstahlplittchen
ebenfalls mit Hilfe eines Tauchversuches. Sie benutzten dafiir allerdings ein Roboter-Dosier-
System, welches reproduzierbare Ergebnisse lieferte. Michels und Schulz-Fincke (2009) be-
schmutzten zahnérztliche Hand- und Winkelstiicke ebenfalls durch Eintauchen in eine Losung
mit Rinderserumalbumin. Es folgten weitere Untersuchungen mit sogenannten Insulin-Spritzen,
welche grazilere Kaniilen besitzen, um dadurch das Blut exakter auf den Hedstrom-Feilen appli-
zieren zu konnen. Es wurde sowohl unverdiinntes als auch mit destilliertem Wasser verdiinntes
Zitratblut verwendet. Es war nicht moglich, eine Internationale Einheit (= Skalierung auf den
Insulinspritzen) vollstidndig auf die Hedstrom-Feilen der ISO-Gro8en 15 bis 80 aufzutragen. Das
Blut bildete einen Tropfen an der Kaniilenspitze, welcher sich nicht auf die Feilen aufbringen
bzw. sich nicht von der Kaniilenspitze entfernen lie3. Auch die Verwendung von reaktiviertem
Heparinblut und Insulin-Spritzen brachte keinen Erfolg. Die Gerinnungsfahigkeit des Blutes
hatte bei diesem Versuch keinen Einfluss auf die Applizierbarkeit des Blutvolumens, da dieses
mit einer Internationalen Einheit zu grof war, um auf Hedstrom-Feilen der ISO-Groflen 15 bis

80 appliziert werden zu konnen.
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Es wurden weitere Untersuchungen mit Hedstrom-Feilen der ISO-GréBen 120, 130 sowie 140
durchgefiihrt. Mit Hilfe von Eppendorf-Pipetten wurden jeweils 10 pl reaktiviertes Heparinblut
auf das Arbeitsteil der Hedstrom-Feilen aufgebracht. Bei allen drei Groen erfolgte die Applika-
tion des Blutes vollstindig und blasenfrei. Jedoch werden die ISO-GréBen 120, 130 und 140
aufgrund ihrer Grofle seltener wihrend einer Wurzelkanalbehandlung verwendet. Daher wurde
die kleinste der drei Grofen (ISO 120) als StandardgroBe fiir die weiteren Untersuchungen fest-
gelegt.

8.1.5 Interim-Stand und Chairside-Reinigung der Hedstrom-Feilen

In der Literatur finden sich zahlreiche Untersuchungen, die sich mit der Sauberkeit von wieder-
aufbereiteten Wurzelkanalinstrumenten befassen (Ferreira et al. 1990, Smith et al. 2002,
Linsuwanont et al. 2004, van Eldik et al. 2004, Letters et al. 2005, Smith et al. 2005, Parirokh et
al. 2005, Aasim et al. 2006, Sonntag und Peters 2007, Whitworth et al. 2009). In den meisten
Fiéllen konnte jedoch eine Restkontamination an den Wurzelkanalinstrumenten nach Reinigung,
Desinfektion und Sterilisation nachgewiesen werden. Es stellt sich somit die Frage, ob eine Rei-
nigung der Wurzelkanalinstrumente noch wéhrend der Wurzelkanalbehandlung (sogenannte
Chairside-Reinigung) einen positiven Effekt auf den eigentlichen Wiederaufbereitungsprozess
der Wurzelkanalinstrumente haben konnte; zum einen durch die feuchte Lagerung der Instru-
mente in einem Interim-Stand und zum anderen durch den mechanischen Reinigungseffekt der
Polyurethanschaumstoffscheibe, in der die Wurzelkanalinstrumente stecken. Einige Studien
konnten zeigen, dass die feuchte Lagerung von Instrumenten einen positiven Effekt auf die an-
schlieBende Dekontamination von zahnirztlichen Instrumenten hat (Sanchez und MacDonald
1995, Burkhart und Crawford 1997, Linsuwanont et al. 2004, Parashos et al. 2004). Die World
Health Organization (2000) schliet sich diesen Meinungen an.

In der Vergangenheit wurden einige Versuche unternommen, die Wurzelkanalinstrumente noch
wihrend der Behandlung zu reinigen, da die verschiedenen Wurzelkanalinstrumente wéhrend
einer Behandlung mehrfach Verwendung finden: entweder innerhalb eines Kanals oder, bei
mehrwurzligen Zihnen, innerhalb mehrerer Kanile (Ingle 1965, Grossman 1974, Levy 1986,
Ferreira et al. 1990, Parashos et al. 2004). So besteht die Gefahr, dass man das zuvor abgetragene

Material (Debris, Bakterien etc.) erneut in einen Wurzelkanal einbringt.
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Ingle (1965) versuchte im klinischen Alltag die Instrumente mit Hilfe von mit Desinfektions-
mittel getrinkten Watterollen noch wihrend der Wurzelkanalbehandlung zu reinigen, bevor er
sie erneut in den Kanal instrumentierte. 1974 beschrieb Grossman eine dhnliche Methode. Ent-
weder sollten die Wurzelkanalinstrumente in das Ende einer Watterolle oder in einen Schwamm
aus Schaumgummi (beides mit einer antiseptischen Losung getrinkt) gesteckt werden.
Anschlieend empfahl er die Sterilisation der Instrumente in einem Salzsterilisator, bevor diese
wieder in den Kanal eingefiihrt wurden. Hubbard et al. (1975) untersuchten ebenfalls unter-
schiedliche Methoden, die Instrumente noch wéhrend der Behandlung zu reinigen. Sie verwen-
deten kleine sterile Gazetupfer, die mit unterschiedlichen Losungen (Isopropanol 70 %, steriler
Kochsalzlosung, Glutaraldehydlosung 2 %) getrinkt waren, trockene Gazetupfer sowie einen
trockenen Zellstoffschwamm, mit denen sie die Feilen nach einer definierten Methode ab-
wischten. Als letzte Methode wihlten sie das Platzieren der Feilen fiir 10 s in einem
Glasskugelsterilisator bei 218 °C. Die Feilen wurden zuvor mit einer definierten Menge an
Sporen von Bacillus subtilis sowie Bakterien (Streptococcus mitis) beschmutzt. Nach den ver-
schiedenen Dekontaminationstechniken wurden die Feilen mit steriler Kochsalzlosung eluiert.
AnschlieBend brachten sie Eluat jeder Feile auf Agarplatten auf. Nach einer Inkubationszeit von
48 h wurden die koloniebildenden Einheiten der Bakterien ausgezihlt. Als Kontrollgruppe
dienten Feilen, die nach der Beschmutzung keinen Dekontaminationsprozess durchliefen. Das
beste Resultat erbrachte der Glaskugelsterilisator, wobei dieser gegen die Sporen von Bacillus
subtilis nichts ausrichten konnte. Die Versuche mit den Gazetupfern erbrachten im Schnitt bei
allen Varianten eine Reduktion (sowohl bei Bakterien als auch bei Sporen) von 90 %. Der Zell-

stoffschwamm erbrachte die geringste Reduktionrate.

Die Verwendung von Sterilisatoren mit geschmolzenem Metall (sog. molten metal sterilizer),
Glaskugelsterilisatoren oder die Sterilisation der Instrumente mit heilem Salz wurden jedoch
von Sommer et al. (1966) aufgrund der miihsamen und langwierigen Behandlungsdauer (aus-
reichend lange und fiir eine effektive Sterilisation ausreichend hohe benétigte Temperatur) ver-
worfen. Untersuchungen von Segall et al. (1977) zur Chairside-Reinigung von Wurzelkanalin-
strumenten mit Hilfe von Watterollen und Gazetupfern (entweder trocken oder in Alkohol ge-
trinkt), einem gespannten Gummiband und einem Schaumstoffschwamm erbrachten keine zu-
friedenstellenden Ergebnisse. Der Gazetupfer zeigte zwar die groBite Reinigungsleistung, jedoch
wurde im Elektronenmikroskop sichtbar, dass die Gaze vor allem in den Windungen der
Hedstrom-Feilen kleinste Fusseln hinterliel. Das Gummiband und der Schaumstoffschwamm

hinterlieen ebenfalls Fremdmaterial auf den Feilen zuriick.
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Levy hat im Jahr 1986 verschiedene Methoden zur Reinigung der Wurzelkanalinstrumente noch
wihrend der Behandlung untersucht. Er wihlte drei verschiedene Methoden der Reinigung aus
und untersuchte anschlieend die Feilen unter dem Elektronenmikroskop. Fiir die Untersuchung
verwendete er Hedstrom-Feilen der ISO-GroBe 20, ein maschinelles Wurzelkanalaufbereitungs-
system sowie frisch extrahierte untere Molaren, aus deren Wurzelkanalsystem die
Testanschmutzung durch Bearbeitung der Kanalwinde gewonnen wurde. Als erste Reinigungs-
methode wihlte er die sorgfiltige Entfernung des Debris mit Hilfe einer Watterolle und Einwei-
chen der Feile fiir 5 s in einer 5 %igen Natriumhypochlorit-Losung. Die zweite Variante war
eine angefeuchtete Gaze, die iiber einen sogenannten ,.clean grip® (dhnlich wie ein Interim-
Stand, der nicht gefiillt ist) gespannt wurde. Die Feilen wurden entweder einmal oder dreimal
durch die feuchte Gaze gesteckt. Als dritte Methode wihlte er ein sogenanntes ,,clean set* (dhn-
lich wie ein Interim-Stand, der gefiillt ist), in dem sich eine 2,5 %ige Natriumhypochlorit-
Losung befand und auf den eine Schaumstoffscheibe gespannt wurde. Er fiihrte die Feile einmal
durch den Schaumstoff und trinkte sie anschlieBend fiir 5 s in der 2,5 %igen Natriumhypochlo-
rit-Losung. Er kam zu dem Ergebnis, dass das ,,clean set” das beste Ergebnis erzielte und unter

dem Elektronenmikroskop anschliefend kein Debris mehr zu erkennen war.

Ferreira et al. verglichen 1990 verschiedene Methoden zur Reinigung benutzter Wurzelkanalin-
strumente. Sie wihlten einen Gazetupfer sowie einen Schaumstoffschwamm, die jeweils mit
Alkohol getriankt waren. Als dritte Methode kam ein Ultraschallbad mit einer Reinigungslosung
zum Einsatz. Die Feilen wurden durch das Bearbeiten von extrahierten Zihnen beschmutzt und
anschliefend den Reinigungsprozessen unterzogen. Mit Hilfe der Gaze wurden die Feilen zwei-
mal abgewischt. Ebenfalls zweimal wurden die Feilen durch den Schaumstoffschwamm
gestoBen. Die dritte Gruppe an Feilen verweilte fiir 5 min im Ultraschallbad. Hinzu kam, dass
ein Teil der Feilen sofort nach dem Beschmutzen diesen Reinigungsprozessen unterzogen wurde,
der andere Teil der Feilen erst nach 1 Stunde, d. h. nach Antrocknen des Debris an die Feilen,
gereinigt wurde. Die Untersuchung unter dem Elektronenmikroskop ergab, dass sowohl die
sofort gereinigten als auch die nach 1 h Verzogerung gereinigten Instrumente nicht frei von
Debris waren. Die Reinigung der Instrumente im Ultraschallbad sowie das Abwischen der Feilen
mit dem alkoholgetrinkten Gazetupfer erbrachten dhnliche Ergebnisse. Die Methode mit dem in
Alkohol getrinkten Schaumstoffschwamm schnitt am schlechtesten ab. Daraus lieBe sich
ableiten, dass bei der Reinigung eher der mechanische Abrieb im Vordergrund steht als die Art

der verwendeten Losung, da sowohl die Gaze als auch der Schaumstoffschwamm mit Alkohol
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getrinkt waren, die Gaze jedoch die besseren Ergebnisse erzielte. Der Schaumstoffschwamm

war fiir eine effiziente mechanische Reinigung der Feilen vermutlich zu weich.

Parashos et al. (2004) untersuchten ebenfalls Methoden, die zur Reinigung von Wurzelkanalin-
strumenten geeignet waren. Hier stand jedoch der gesamte Reinigungs- und Sterilisationsprozess
von rotierenden Nickel-Titan-Feilen im Fokus, die zuvor durch Verwendung an extrahierten
Zihnen mit Debris beschmutzt wurden. Der erste Reinigungsprozess erfolgte ,,Chairside® mit
Hilfe kleiner Plastikboxen und verschiedenen darin liegenden Schwimmen (zwei verschiedene
Topfreiniger, ein kompakter und ein pordser Schwamm). Die Schwidmme waren ihrerseits mit
unterschiedlichen Losungen (CHX 0,2 %, NaOCl 1 %) getrinkt. Die Feilen wurden entweder
fiinfmal oder zehnmal in die Schwdmme gesteckt und wieder herausgezogen. Danach erfolgte
die Lagerung der Feilen in unterschiedlichen Losungen (NaOCl 1 %, NaOCl 4 %, EDTA 15%,
EmPower Enzym Losung) fiir 5, 15 bzw. 30 min und anschlieBender Ultraschallreinigung (ver-
wendete Losungen: NaOCl 1 %, EDTA 15 % und EmPower Enzym Lésung; jede Losung wurde
fir 5, 10, 15, 30 oder 45 min getestet). Anhand der Ergebnisse war zu erkennen, dass die
Schwammart und die unterschiedliche Anzahl, mit der die Feilen in den Schwamm gesteckt
wurden (also die Chairside-Reinigung), einen Einfluss auf den gesamten Reinigungsprozess
hatten. Parashos et al. fanden heraus, dass die Nickel-Titan-Feilen sowohl visuell als auch unter
dem Elektronenmikroskop sauber erschienen, indem folgendes aufwindiges Verfahren
angewandt wurde: zehn St6Be in einen mit 0,2 %iger CHX-Losung getrinkten Topfreiniger, 30
min Einweichen in einer EnzymlOsung und anschlieBendes Ultraschallbad fiir 15 min in

dergleichen Enzymlosung, abschlieBende Spiilung mit klarem Wasser fiir 20 s.

Die Methoden zur Chairside-Reinigung von Wurzelkanalinstrumenten haben sich iiber die Jahre
hinweg nicht grundlegend gedndert. Ausnahmen stellen die Versuche mit den Chairside-
Sterilisatoren in der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts dar. In allen Untersuchungen wird mit
verschiedenen Losungen und den unterschiedlichsten Materialien (Schwidmme, Gaze, Tupfer,
Gummibénder, Watte etc.) versucht, das zuvor aus den Wurzelkanilen abgetragene Material
wieder von den Instrumenten zu entfernen. Da die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse fast
ausschlieBlich mit licht- oder elektronenmikroskopischen Verfahren untersucht worden sind,
sind diese Ergebnisse nicht unmittelbar mit denen dieser Untersuchung vergleichbar, da hier ein
Proteinnachweis mit Hilfe der modifizierten OPA-Methode erfolgte. Auch wurden in zahlreichen
Untersuchungen Debris oder Mikroorganismen als Testanschmutzung verwendet, wohingegen in

dieser Untersuchung ausschlielich Blut als Testanschmutzung verwendet wurde. Die in dieser

83



Untersuchung verwendete Schaumstoffscheibe konnte ebenfalls, wie von Segall et al. (1977)
oder Ferreira et al. (1990) beschrieben wurde, Riickstinde auf den Wurzelkanalinstrumenten
hinterlassen. Dies muss zu einem spiteren Zeitpunkt in elektronenmikroskopischen Unter-

suchungen geklart werden.

Die vorliegende Untersuchung gleicht im Aufbau der Untersuchung von Levy (1986). Er ver-
wendete ebenfalls eine Art von Interim-Stand (einen ,,clean grip* und ein ,,clean set*), wobei er
den einen befiillt (NaOCl 2,5 %) und den anderen unbefiillt verwendete. In der vorliegenden
Untersuchung wurden acht Interim-Stinde mit verschiedenen Losungen befiillt. Zusétzlich
wurde in Anlehnung an den anonymen Fragebogen ein unbefiillter Interim-Stand als
Kontrollgruppe verwendet. Es wurden sechs unterschiedliche Bearbeitungsweisen der Hedstrom-
Feilen in den Interim-Stinden gewihlt. Bei den Bearbeitungsweisen 1, 2 und 3 wurden die
Hedstrom-Feilen unterschiedlich oft (einmal, dreimal sowie fiinfmal) durch die
Schaumstoffscheibe gestochen und anschlieBend sofort wieder herausgezogen. Bei den
Bearbeitungsweisen 4, 5 und 6 wurden die Hedstrom-Feilen durch die Schaumstoffscheibe
gestochen und erst nach einer gewissen Verweildauer (30s, 60 s sowie 300 s) in der zu

untersuchenden Losung wieder herausgezogen.

8.1.6 Wahl der Testlosungen

Bei der Auswahl der Testlosungen wurden zum einen Losungen beriicksichtigt, welche im Rah-
men der Wurzelkanalbehandlung als Spiillosung fiir die Wurzelkaniéle in Frage kommen und
zum anderen diejenigen, die am héufigsten bei der anonymen Umfrage genannt wurden:
Isopropanol 70 %, Chlorhexidindiglukonatlosung 0,2 % und 2 % sowie Natriumhypochlorit 1 %.
In zwei Fillen wurde in der anonymen Umfrage als Spiillosung fiir den Wurzelkanal physio-
logische Kochsalzlosung angegeben. Als weitere Testlosungen wurden das Polyhexanid und das

Endo CHX mit in die Untersuchung aufgenommen.

Isopropanol wurde in der anonymen Umfrage als hdufigste Losung fiir die Befiillung des
Interim-Standes genannt. Auch der Hersteller des Interim-Standes nennt auf Nachfrage hin
Alkohol als eine Moglichkeit, den Interim-Stand zu befiillen. Wegen der fixierenden (Rosenberg
2001) und toxischen Eigenschaft von Alkohol auf Gewebe wurde davon jedoch in den letzten
Jahren Abstand genommen. Prior et al. (2004) konnten ebenfalls zeigen, dass Alkohole (sie

untersuchten sowohl Ethanol als auch Isopropanol) Blut und Proteine an Edelstahlinstrumenten
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fixiert. Die stdrkste fixierende Eigenschaft weist nach der Untersuchung von Prior et al. eine
Konzentration von 75 % Ethanol in Wasser auf. Auch die KRINKO und die BfArM-Empfehlung
(2012) weist auf die fixierende Eigenschaft von Alkoholen hin. Da Alkohol eine sehr fliichtige
Substanz ist, wird er teilweise heute noch als Abschlussspiilung im Wurzelkanal verwendet, um
eine Trocknung des Kanalsystems zu erreichen (Hellwig et al. 2003). An zweiter Stelle wurde in
der anonymen Umfrage das Chlorhexidindiglukonat genannt, welches in Konzentrationen von
0,2 % und 2 % als Wurzelkanalspiillosung Verwendung findet. Chlorhexidin besitzt ein breites
antimikrobielles Wirkspektrum sowohl gegen grampositive als auch gramnegative Bakterien und
Pilze (v. a. Candida albicans). Chlorhexidindiglukonat besitzt die Fahigkeit, an Hydroxylapatite
zu binden, woraus seine verlidngerte antimikrobielle Aktivitit resultiert (Rolla et al. 1970, Rolla
und Melsen 1975). White et al. (1997) konnten zeigen, dass so eine relativ lange, konstante
antimikrobielle Wirkung von CHX im Wurzelkanal gewéhrleistet ist (Depotfunktion). Allerdings
stellten Portenier et al. (2002) fest, dass Chlorhexidin im Wurzelkanal durch Dentindebris und
andere im Kanal vorkommende Substanzen (auch Blut) inaktiviert wird. Eine abschliefende
Spiilung mit Chlorhexidin konnte aber aufgrund dieser Substantivitidt, nach vorheriger
sorgfiltiger Reinigung des Wurzelkanalsystems, klinisch niitzlich und hilfreich sein. Siqueira
und Sen (2004) und Waltimo et al. (2004) stellten ebenso fest, dass Wurzelkanile, deren Ab-
schlussspiilung mit 2 %igem Chlorhexidindiglukonat durchgefiihrt wurde, deutlich weniger
kultivierbare Mikroorganismen enthielten als die Kontrollgruppe, die ausschlielich mit
Natriumhypochlorit  gespiilt wurde. Da  Chlorhexidindiglukonat allerdings keine
gewebeauflosende Wirkung wie Natriumhypochlorit zeigt (Naenni et al. 2004), kann es dieses

als Standardspiillosung bei der Wurzelkanalbehandlung nicht ersetzen.

Das Mittel der Wahl ist daher das in unterschiedlichen Konzentrationen erhiltliche Natrium-
hypochlorit, welches in der anonymen Umfrage an dritter Stelle fiir eine Befiillung des Interim-
Standes genannt wurde. Es erfiillt fast samtliche Anforderungen (bakterizide Wirkung, geringe
Toxizitdt, niedrige Oberflachenspannung, Entfernung von vitalem oder nekrotischem Gewebe,
Hellwig et al. 2003) an eine Spiillosung und wird daher als wéssrige Losung in unterschiedlichen
Konzentrationen zwischen 0,5 % und 5,25 % (Siqueira et al. 2000, Gomes et al. 2001) im Rah-
men der Wurzelkanalbehandlung angewendet. Seine Wirkung beruht auf dem Gehalt an

undissoziierten HOCL-Molekiilen.

NaOCl + H,O <> NaOH + HOCI <> Na* + OH + H" + OCI
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Diese haben eine oxydierende und chlorierende Wirkung. Die antibakterielle Wirkung von
Natriumhypochlorit ist in den iiblich angewendeten Konzentrationsbereichen annihernd gleich
gut (Hellwig et al. 2003). Natriumhypochlorit hat ein breites, hoch effizientes Wirkspektrum
gegen alle vegetative Bakterienformen, Bakteriensporen, Pilze, Pilzsporen sowie gegen behiillte

und unbehiillte Viren (Bloomfield und Arthur 1992).

Siqueira et al. (2000) fiihrten eine in-vitro-Untersuchung durch und verglichen die Wirksamkeit
von 1 %iger, 2,5 %iger und 5,25 %iger Natriumhypochlorit-Losung. Sie konnten keinen Unter-
schied zwischen den Konzentrationen und ihrer antimikrobiellen Wirksamkeit feststellen. Heling
et al. (2001) untersuchten ebenfalls die antibakterielle Wirksamkeit sowie die Zytotoxizitit von
Natriumhypochlorit. Schon geringe Konzentrationen einer Natriumhypochlorit-Losung konnten
Streptococcus sobrinus, Streptococcus salivarius sowie Streptococcus mutans abtéten. Ab einer
Konzentration von 2,5 % konnte ebenfalls Enterococcus faecalis eliminiert werden. Allerdings
stellten sie fest, dass Natriumhypochlorit schon ab einer Konzentration von 0,01 % toxisch auf
Fibroblasten wirkt. Dies bedeutet, dass mit zunehmender Konzentration auch die Toxizitit des
Natriumhypochlorits steigt. Gomes et al. (2001) untersuchten fiinf verschiedene Konzentrationen
von Natriumhypochlorit (0,5 %, 1 %, 2,5 %, 4 % und 5,25 %). Sie konnten zeigen, dass alle
Konzentrationen effektiv in der Elimination von Enterococcus faecalis waren, wenn auch in
unterschiedlichen Zeiten. Am schnellsten gelang dies mit einer 5,25 %igen Natriumhypochlorit-
Losung. Natriumhypochlorit ist ebenfalls bedeutsam bei der Elimination von Pilzen aus dem
Wurzelkanalsystem. Dort findet man vor allem Candida albicans, der jedoch selten bei der
Primirinfektion des Wurzelkanalsystems eine Rolle spielt. Vielmehr kann Candida albicans bei
persistierenden Infektionen oder bei Sekundiarinfektion einer bereits bestehenden Wurzelkanal-
fiilllung im Kanalsystem nachgewiesen werden (Siqueira et al. 2004). Waltimo et al. (1999)
konnten nachweisen, dass Natriumhypochlorit (5 % und 0,5 %) in der Lage ist, samtliche Pilze

innerhalb von nur 30 s abzuttten.

Aufgrund seiner guten Gewebevertriaglichkeit und seines @hnlichen Wirkspektrums wie das des
Chlorhexidins wurde das Biguanid Polyhexanid mit in die vorliegende Untersuchung aufge-
nommen. Polyhexanid besitzt ein breites antimikrobielles Spektrum gegen grampositive und
gramnegative Bakterien (Davies et al. 1968, Davies und Field 1969), Biofilm-bildende
Bakterien, Chlamydien, Mykoplasmen und Pilze wie Candida- oder Aspergillus Spezies
(Banovic et al. 2013). Der Pharmarohstoff Lavasept besteht aus Polyhexanid (20 %) und
Polyethylenglycol (Macrogolum) 4000 (1 %) in wiéssriger Losung. Zur Herstellung der Ge-
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brauchslosung werden 1 bzw. 2 ml Lavasept zu 1000 ml Ringerlsung gegeben. Fiir den Wirk-
stoff Polyhexanid ergibt sich daher eine Anwendungsverdiinnung von 0,2 (0,02 %) bzw.
0,4 mg/ml (0,04 %) (Kramer et al. 1993). Polyhexanid wird als Antiseptikum fiir Wunden, Haut-
und Schleimhdute verwendet. Es spielt im Rahmen der Wurzelkanalbehandlung bisher keine
Rolle. Rosin et al. (2001) konnten jedoch einen antiseptischen Effekt von Polyhexanid auf die
bakterielle Plaque in der Mundhohle nachweisen. Im direkten Vergleich mit einem 0,12 %igen
Chlorhexidinpréparat hatte das 0,04 %ige Polyhexanid denselben antimikrobiellen Effekt, jedoch
bei niedrigerer Konzentration. Dieser Effekt wurde schon von Addy et al. (1983) beobachtet.
Kramer et al. (1993) stellten fiir Polyhexanid eine hohere therapeutische Breite bei geringerer

Toxizitit fest.

Es wurde zudem 2 %iges Endo CHX untersucht, welches speziell fiir die Verwendung in einem
Interim-Stand entwickelt wurde. Die Losung besteht aus 2 %igen Chlorhexidindiglukonat mit
Tensiden und dient der Reinigung von Wurzelkanalinstrumenten wihrend der Aufbereitung. Die
Tenside sollen die schnelle, riickstandsfreie Ablosung von Dentinresten, der Schmierschicht und
sonstigen organischen Riickstdnden bewirken (EG-Sicherheitsdatenblatt CHX Endo 2 %, 2013).
Sie enthalten kationische und nichtionische Anteile in einer Konzentration von unter 10 % (E-
Mail Lege artis 2009, siehe 11.3, S. 117). Die Vorziige dieser Losung werden wie folgt
beschrieben: ,Reinigung der Endo-Instrumente wihrend der Wurzelkanalbehandlung,
Verminderung der Keimzahl und Erhohung des Hygieneerfolges, Komplettierung des
Spiilprotokolls und dadurch zusitzliche Sicherheit* (Pressemitteilung 2009). Laut
Herstellerangaben ist Endo CHX ein Medizinprodukt, aber kein Arzneimittel, da die Zulassung
aus Kostengriinden nicht beantragt wurde (Quelle: Lege artis, FAQ CHX Endo 2 %, Stand:
06.08.2010). Auffallend war, dass die darin enthaltenen Tenside, vor allem nach wiederholtem
Durchstechen der Schaumstoffscheibe mit den Hedstrom-Feilen, eine starke Schaumbildung
verursachten (Abb. 19). Es sollte daher gepriift werden, ob eine Verschleppung dieser Tenside
stattfindet und, falls ja, ob diese eine Wirkung im Wurzelkanal oder im periapikalen Bereich

ausiiben konnen. Eine derartige Untersuchung steht bislang allerdings noch aus.
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Abb. 19: Schaumbildung in einem Interim-Stand gefiillt mit
20 ml Endo CHX 2 % nach mehrmaligem Durchstechen der

‘ Schaumstoffscheibe mit einer Hedstrom-Feile

Sterile, physiologische Kochsalzlosung wurde ebenfalls in der anonymen Umfrage als Spiillo-
sung fiir die Wurzelkanile genannt. Sie stellt eine kostengiinstige und gewebefreundliche Alter-

native zu den iibrigen Losungen dar. Allerdings besitzt sie keine antibakterielle Wirkung.

8.1.7 Wahl des Proteinnachweises

Fiir die Bewertung der Reinigungsleistung eines Reinigungs- und Desinfektionsgerites gehen
Normungsgremien davon aus, dass die vom Patienten stammende und durch Reinigung wieder
zu entfernende Verschmutzung proteinhaltig ist (Fengler et al. 2003). Da in dieser Untersuchung
Blut als Testanschmutzung verwendet wurde, musste ein Nachweisverfahren gewihlt werden,
welches proteinsensibel ist. In Anlehnung an die DIN EN ISO 15883-1 (2006) werden nach-
folgend die dort aufgefiihrten Proteinnachweismethoden diskutiert: Ninhydrin-Methode, Biuret-
Methode, OPA-Methode

Bei der Ninhydrin-Methode wird mit Hilfe eines Wattestibchens ein zu untersuchender Priif-
korper abgewischt. Sie stellt ein qualitatives Nachweisverfahren dar und ist laut Fengler et al.
(2003) fiir die Bewertung des Reinigungserfolges bei der Aufbereitung chirurgischer Instrumente
nicht geeignet. Teilweise ergeben vorhandene Proteine auf den zum Abwischen benutzten
Baumwolltupfern ein falsch negatives (keine Proteine vorhanden) Ergebnis. Die Verfarbung ist
zudem auch von der Art der nachgewiesenen Proteine abhingig (Fengler et al. 2003). Michels
(2005 Teil 1, 2005 Teil 2) kommt ebenfalls zu dem Schluss, dass die Funktionsfiahigkeit der
qualitativen Ninhydrin-Methode zum Nachweis einer Restkontamination auf chirurgischen In-
strumenten als fraglich anzusehen ist. Fiir die Probengewinnung bei der Ninhydrin-Methode
kommt ausschlieB3lich das Abreiben mit einem Baumwolltupfer/Wattestibchen in Frage. Dies
kann ebenfalls zu falschen Ergebnissen fiihren, wenn die Verschmutzungen optisch nur schwer

oder gar nicht zu erkennen sind (z. B. Schleim, Michels 2005 Teil 1). Da das Abwischen einer
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Hedstrom-Feile mit einem Baumwolltupfer ohnehin nicht méglich ist, kam diese Methode zu-

sdtzlich aus diesem Grund als Nachweisverfahren nicht in Frage.

Mit der Biuret-Methode ist ein halb-quantitativer Proteinnachweis moglich. Laut Michels (2005
Teil 1) ermoglicht sie die Zuordnung der vorhandenen Proteine in Mengenbereiche. Der
eigentliche Proteinnachweis basiert ebenfalls wie bei der Ninhydrinreaktion auf einem Farbum-
schlag. Der Restproteingehalt der Probe kann auf Grund der Stirke der Fiarbung anhand einer
Vergleichsskala ermittelt werden (Michels 2005 Teil 1). Da diese Methode bei sehr geringen

Proteinmengen zu ungenau ist, wurde sie in dieser Untersuchung nicht verwendet.

Die modifizierte OPA-Methode ist ein quantitatives Proteinnachweisverfahren, welches laut
Michels (2005 Teil 1) exakte Werte liefert, deren Genauigkeit durch eine darstellbare Toleranz
spezifiziert werden kann. Sie findet schon lange Anwendung bei biochemischen und
lebensmittelanalytischen Prozessen sowie in der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(Frister et al. 1990). Laut McCormick et al. (2007) hat sich die modifizierte OPA-Methode auch
in zahlreichen Studien zur Reinigung chirurgischer Instrumente bewédhrt. Da die quantitative
Erfassung proteinhaltiger Restkontaminationen auf und in chirurgischen Instrumenten laut
Frister (2000) ein wesentliches Element der Qualititssicherung der Reinigungsleistung darstellt,
kommt fiir ihn nur die modifizierte OPA-Methode in Frage. Mit ihr lassen sich schnell,
analytisch sicher und mit einer duflerst geringen Nachweisgrenze Proteine, Peptide sowie
Aminosduren nachweisen. Daher wurde in der vorliegenden Untersuchung die modifizierte

OPA-Methode als Proteinnachweisverfahren gewihlt.

Die Nachweisgrenze ist der Bereich, in dem gerade noch Proteine mit der modifizierten OPA-
Methode nachgewiesen werden konnen. Sie wurde bei der vorliegenden Untersuchung bei einer
Extinktion von 0,003 festgelegt (in Anlehnung an die Dissertationen von Schonherr 2005 und
Radimersky 2012). Bei einer Extinktion < 0,003 wird in der vorliegenden Untersuchung von
einem ,,statistischen Rauschen* ausgegangen, welches zum Beispiel durch das elektrische
Rauschen des Spektralphotometers oder durch Fingerabdriicke auf den Kiivetten und nicht durch

vorhandene Proteine verursacht werden kann.
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8.2 Diskussion der Ergebnisse

8.2.1 Edelstahlplittchen

Die in dieser Untersuchung verwendeten 323 Edelstahlplittchen dienten zum Erlernen und Ent-
wickeln der Methodik. Da sie jedoch mit zahnérztlichen Instrumenten nicht vergleichbar sind,

wurden sie als Priifkdrper nach Entwicklung der Methodik durch Hedstrom-Feilen ersetzt.

8.2.2 Extinktionsverhalten der Testlosungen

Im Rahmen der Untersuchungen wurde festgestellt, dass die getesteten Losungen selbst in der
Lage waren, mit der OPA- bzw. der SDS-Losung zu reagieren. Diese ,,Reaktionsprodukte
konnten spektralphotometrisch erfasst werden und es war daher unklar, ob die gemessenen
Extinktionswerte der Probenlosungen (mit enthaltener Testanschmutzung) auch tatséchlich nur
von den darin enthaltenen Proteinen verursacht wurden oder ob ein Teil des gemessenen
Extinktionswertes von den Testlosungen selbst durch ihre Reaktion mit der OPA- bzw. der
1 %igen SDS-Losung verursacht wurde. Drei Versuche (8.2.2, 8.2.3, 8.2.4) wurden durchgefiihrt
um zu zeigen, dass die Testlosungen keinen Einfluss auf die gemessenen Extinktionswerte der

Probenlosungen hatten.

Es wurden sowohl die OPA-Losung als auch die 1 %ige SDS-Losung mit jeweils 100 pl der ver-
schiedenen Testlosungen versetzt, um herauszufinden, ob die Testlosungen mit diesen beiden

Losungen reagierten.

Die 1 %ige SDS-Losung reagierte ausschlieBlich mit der 1 %igen Natriumhypochlorit-Losung.
Der Mittelwert dieser Eigenextinktion lag bei 0,785. Natriumhypochlorit ist eine helle, klare
Losung, die eine schwache durch undissoziierte HOCL-Molekiile verursachte gelb-griine
Farbung besitzt (Sicherheitsdatenblatt NaOCI, Stand 2013). Daher besteht die Moglichkeit, dass
die Eigenextinktionswerte von dieser Firbung verursacht wurden. Eine andere Moglichkeit ist,
dass eine Reaktion zwischen dem Natriumhypochlorit und der 1 %igen SDS-Losung (Sicher-
heitsdatenblatt Dodecylsulfat Na-Salt, Stand 2011) erfolgte. Laut den Sicherheitsdatenblittern
besteht die Moglichkeit von Reaktionen zwischen Natriumhypochlorit und Séauren bzw. SDS und

Oxidationsmitteln. Da Natriumhypochlorit eine oxidative Wirkung besitzt und SDS als schwache
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Saure vorliegen kann, konnte eine Reaktion der beiden Substanzen miteinander stattgefunden

haben.

Die OPA-Losung reagierte mit den Testlosungen Natriumhypochlorit 1 %, Chlorhexidin-
diglukonat 0,2 %, Polyhexanid 0,04 %, Endo CHX 2 % sowie mit Chlorhexidindiglukonat A und

B. Folgende Extinktionswerte (siehe Tab. 7, S. 53) konnten fiir die Testlosungen gemessen

werden:

Natriumhypochlorit 0,013
Chlorhexidindiglukonat 0,2 % 0,010
Polyhexanid Charité 0,109
Polyhexanid Lavasorb 0,105
Endo CHX 0,171

Bei der Reaktion von Chlorhexidindiglukonat A und B mit der OPA-Losung erfolgte un-
verziiglich eine Niederschlagsbildung, was eine weitere Messung am Photometer unmoglich
machte. Diese Niederschlagsbildung konnte weder bei dem 0,2 %igen Chlorhexidindiglukonat
noch beim 2 %igen Endo CHX festgestellt werden. Es scheint, als ob die Konzentration des
Chlorhexidindiglukonats A und B ausschlaggebend fiir diese Ausflockung war. Beim Endo
CHX, welches ebenfalls Chlorhexidin in 2 %iger Konzentration enthilt, haben vermutlich die
enthaltenen Tenside eine Ausflockung verhindert. Der Niederschlag setzte sich an den
Innenwinden der Kiivetten nieder und lies sich durch mehrmaliges Spiilen mit destilliertem
Wasser nicht mehr entfernen. Um weitere Messungen vornehmen zu konnen, mussten die

Kiivetten umfangreich gereinigt werden (siehe S. 54).

8.2.3 Verdiinnungsreihenversuch zum Extinktionsverhalten der Testlosungen

Hier wurden die Testlosungen untersucht, die entweder mit der OPA-L6sung und/oder mit der
1 %igen SDS-Losung reagiert hatten (siehe 8.2.2). Das Ziel war die Erstellung von Diagrammen
zur Darstellung der Extinktionswerte in Abhingigkeit von ihrer Konzentration. Da die Test-
I6sungen mit der OPA- bzw. der 1 %igen SDS-Losung reagiert hatten, bestand die Annahme,
dass bei den Messungen der Probenlosungen (SDS-Loésung mit abgeloster Testanschmutzung)
ein Teil der Reaktion von der Testlosung selbst verursacht wurde und nicht ausschlielich von

der darin enthaltenen Testanschmutzung.
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Die beschmutzten Priifkdrper lagen zu Beginn der Untersuchung 5 min in Reagenzgldsern, die
jeweils 10 ml der verschiedenen Testlosungen enthielten. Die Testlosungen 16sten in dieser Zeit
unterschiedlich gro3e Mengen von der Testanschmutzung auf den Priifkdrpern ab. AnschlieBend
wurden die Priifkorper in Reagenzgldser mit 10 ml 1 %iger SDS-Losung iiberfiihrt, die zur
Eluation der noch vorhandenen Menge an Testanschmutzung auf den Priifkorpern diente. Nach
insgesamt 10 min in der SDS-Losung wurden die Priifkdrper entfernt, und es erfolgten die
Extinktionsmessungen dieser Probenlosungen sowohl mit der OPA- als auch mit der SDS-
Losung. Durch Messung der Probenlosungen mit der OPA-Losung wurden die enthaltenen
Proteine der Testanschmutzung (Blut) in den Probenlosungen detektiert (= Extinktionswert).
Durch Messung mit der SDS-Losung allein wurde die Farbintensitit der Probenldsung (verur-
sacht durch das Hidmoglobin) detektiert (= Eigenextinktionswert). Da die Testlosungen auch
ohne enthaltene Testanschmutzung mit der OPA- und/oder der 1 %igen SDS-Losung reagierten,
ergab sich die Frage, ob ein Teil der gemessenen Werte durch Verschleppung der Testlosung in
das Reagenzglas mit der SDS-Losung verursacht wurde. Wenn dies der Fall gewesen wére, dann
hitten die Werte, die von den Testlosungen verursacht wurden, von den Werten, die mit den
Probenlésungen gewonnen wurden, abgezogen werden miissen. Daher wurden die Testlosungen
einmal ohne Zusatz verschiedener Mengen an Blutverdiinnung und einmal mit Zusatz verschie-
dener Mengen an Blutverdiinnung sowohl mit der OPA- als auch mit der 1 %igen SDS-Ldsung
untersucht. Es entstanden Diagramme mit vier Geraden. Die Diagramme (siehe 11.5, S. 127)
sollten zeigen, welcher Anteil der Extinktion wihrend einer Probenmessung (mit
Testanschmutzung) von der Testlosung selbst verursacht wurde. Die Darstellung der
Extinktionswerte der Testlosungen in Abhédngigkeit der in ihnen enthaltenen Konzentration an

Testanschmutzung brachte dariiber keinen Aufschluss.

8.2.4 Ausschluss der Verschleppung von Testlosungen

Nachdem der Verdiinnungsreihenversuch zum Extinktionsverhalten der Testlosungen (siehe
8.2.3) keine verwertbaren Ergebnisse lieferte, stellte sich die Frage, ob iiberhaupt eine Ver-
schleppung der Testlosungen von einem Reagenzglas in das andere stattfand. Die beschmutzten
Priifkorper wurden, wie bereits erwihnt, bei den Untersuchungen von Reagenzglédsern, die 10 ml
der verschiedenen Testlosungen enthielten, in Reagenzgliser tiberfiihrt, die 10 ml 1 %ige SDS-
Losung (= Eluationslosung) enthielten. Die Frage war, ob die Menge an Testlosung, die bei der

Uberfithrung der Priifkorper von der Testlosung in die 1 %ige SDS-Losung verschleppt wurde,
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tiberhaupt gro} genug war, um einen Einfluss auf die im Photometer gemessenen Werte nehmen

zu konnen.

Daher wurden in dieser Untersuchung geringe Mengen der Testlosungen (1 ul bis 500 ul), wie
sie eventuell an einem Priifkorper haften konnten, in Reagenzglidser mit jeweils 10 ml 1 %iger
SDS-Losung pipettiert. Mit 100 pl von dieser mit Testlosung versehenen 1 %igen SDS-Losung
wurden anschliefend Messungen im Photometer durchgefiihrt. Bei allen Mengen der Testlosun-
gen lagen die Messwerte unterhalb der Nachweisgrenze einer Extinktion von 0,003. Es wird da-
her davon ausgegangen, dass die sehr geringe Menge an Testlosung, die mit einem Priifkdrper
aus dem Reagenzglas mit der Testlosung in das Reagenzglas mit der 1 %igen SDS-Losung ver-
schleppt wird, keinen Einfluss auf das Messergebnis hat. Die gemessenen Extinktionswerte wer-
den ausschlieBlich von den in der Probenlosung enthaltenen Restproteinkontaminationen verur-

sacht.

8.2.5 Riickgewinnungsrate

Die Riickgewinnungsrate ist die Menge einer Priifanschmutzung, die im Vergleich zur Aus-
gangskonzentration von einem Priifkorper durch Abspiilen mit einer geeigneten Eluationslosung
(hier 1 %ige SDS-Losung) wieder zu entfernen ist. Laut Fengler et al. (2003) sollte sie bei iiber
90 % liegen. Auch laut Michels (1999) sollte die Riickgewinnungsrate fiir eine Testanschmutz-

ung bei iiber 80 % liegen; noch besser wiire iiber 90 %.

Die Grundproteinmenge in 10 pl Testanschmutzung betrug 0,11 pmol. Die Riickgewinnung von
Edelstahlplidttchen, die mit 10 ul Testanschmutzung versehen waren, betrug 0,12
pmol/Instrument. Dies entspricht einer Riickgewinnungrate von 109 %. Die Grundproteinmenge
in 50 pl Testanschmutzung betrug 0,64 pmol. Die Riickgewinnung von Edelstahlplittchen, die
mit 50 pl Testanschmutzung versehen waren, betrug 0,66 pmol/Instrument. Dies entspricht einer
Riickgewinnungsrate von 103 %. Die Riickgewinnung von Edelstahlplidttchen mit 10 bzw. 50 ul
Testanschmutzung entspricht damit den Anforderungen, welche Michels (1999) an eine
Riickgewinnungsrate stellt. Da die Edelstahlplittchen plane, glatte Korper sind, konnte die SDS-
Losung die gesamte Testanschmutzung innerhalb von 10 min sehr gut von den Edelstahl-
plattchen ablosen. Die iiberdurchschnittlich guten Riickgewinnungsraten von den Edelstahlplatt-
chen konnen entweder auf Schwankungen des Proteingehalts im humanen Blut oder auf Mess-

ungenauigkeiten des Spektralphotometers zuriickgefiihrt werden.
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Die Grundproteinmenge in 10 pl Testanschmutzung betrug, wie oben bereits erwihnt,
0,11 pmol. Bei den Hedstrom-Feilen die mit 10 pl Testanschmutzung versehen waren, betrug die
Riickgewinnung pro Instrument 0,08 pumol. Dies entspricht einer Riickgewinnung von 73 %.
Diese geringere Riickgewinnungsrate von nur 73 % bei den Hedstrom-Feilen gegeniiber den
Edelstahlpldttchen macht deutlich, dass die SDS-Losung aufgrund der komplexen Feilen-
geometrie nicht in der Lage war, innerhalb von 10 min die Testanschmutzung weitgehend von
den Hedstrom-Feilen abzulosen. Die Frage ist, ob eine lingere Lagerungszeit der beschmutzten
Feilen in der SDS-Losung auf dem Schiittler eine hohere Riickgewinnungsrate hervorgebracht

hitte, was jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht iiberpriift wurde.

Im Vergleich zur Nachweisgrenze der modifizierten OPA-Methode (0,05 pumol) wird ersichtlich,
dass die Riickgewinnung von Hedstrom-Feilen, welche mit 10 pul Testanschmutzung versehen
waren (0,08 pmol), nur circa 60 % iiber der Nachweisgrenze liegt. Die Ursache fiir diesen gerin-
gen Abstand (0,05 pmol vs. 0,08 pmol) liegt vermutlich ebenfalls an der Feilengrofle und -geo-
metrie. Hitte mehr Testanschmutzung auf die Hedstrom-Feilen der ISO-Grofe 120 appliziert
werden konnen, wire die Riickgewinnung entsprechend grofler ausgefallen und der Abstand zur

Nachweisgrenze wire vermutlich deutlich grofler gewesen.

8.2.6 Versuch mit den Testlosungen und Interim-Stinden

Mit 10 pl reaktiviertem Heparinblut beschmutzte Hedstrom-Feilen der ISO-Grée 120 wurden in
acht verschieden befiillten und einem unbefiillten Interim-Stand mit sechs unterschiedlichen
Bearbeitungsweisen gereinigt. Zur Befiillung der Interim-Stinde wurden folgende Testlosungen

verwendet:

- Isopropanol

- Natriumhypochlorit

- Chlorhexidindiglukonat

- physiologische Kochsalzlosung
- Endo CHX

- Polyhexanid

- Chlorhexidindiglukonat A

- Chlorhexidindiglukonat B
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Der unbefiillte Interim-Stand diente als Kontrollgruppe.

Bei den Bearbeitungsweisen 1, 2 und 3 wurden die Hedstrom-Feilen unterschiedlich hiufig
durch die Schaumstoffscheibe gestochen und sofort wieder herausgezogen (einmal, zweimal
sowie dreimal). Bei den Bearbeitungsweisen 4, 5 und 6 wurden die Hedstrom-Feilen einmal
durch die Schaumstoffscheibe gestochen und verweilten unterschiedlich lange (30 s, 60 s sowie

300 s) hdangend in den Testlosungen, bevor sie wieder herausgezogen wurden.

Die Bearbeitungsweisen 1 bis 3 spiegeln die Reinigung der Wurzelkanalinstrumente nach In-
strumentierung der Wurzelkanile wieder. Entsprechend des Verschmutzungsgrades der Wurzel-
kanalinstrumente werden diese mehrfach zur Reinigung durch die Schaumstoffscheibe gesto-
chen. Die Bearbeitungsweisen 4 bis 6 simulieren die Zwischenablage der Instrumente in einem
Interim-Stand. Beide Methoden sind daher als praxisbezogen einzustufen. Die Ergebnisse der
unterschiedlichen Restproteinkontaminationen (umol/Instrument) wurden in Bezug zur durch-
schnittlichen Riickgewinnungsrate einer mit 10 ul beschmutzten Hedstrom-Feile der ISO-Grofie
120 (0,08 umol/Instrument) gesetzt. Die optische Beurteilung erfolgte nur nach dem Kriterium
sauber/nicht sauber. Es wurde keine Graduierung vorgenommen. Dariiber hinaus wurden keine
weiterfithrenden bildgebenden Untersuchungen (z. B. Elektronenmikroskopie) vorgenommen, da
bereits mit bloBem Auge zu erkennen war, dass keine der untersuchten Hedstrom-Feilen sauber

war.

Bei Isopropanol lag die Restproteinkontamination bei Bearbeitungsweise 1 bei 0,08
umol/Instrument. Bei Bearbeitungsweise 2 bzw. 3 lag sie bei 0,09 bzw. 0,07 pumol/Instrument.
Das mehrmalige Durchstechen der Schaumstoffscheibe erbrachte somit keine Abnahme der
Proteinkonzentration, wie bei den anderen Testlosungen (s. u.) zu beobachten war. Bei den Be-
arbeitungsweisen 4 und 6 lagen die Restproteinkontaminationen bei 0,09 und 0,10
pmol/Instrument. Nur bei Bearbeitungsweise 5 lag die Restkontamination an der Nachweis-
grenze von 0,05 pumol/Instrument. Vermutlich erfolgte hier tatsdchlich eine Reinigung (im Sinne
eines Anlosens der Testanschmutzung) der Hedstrom-Feilen, wohingegen bei der
Bearbeitungsweise 4 keine Reinigung aufgrund der zu geringen Einwirkzeit und bei
Bearbeitungsweise 6 bereits eine Fixierung der Testanschmutzung stattfand. Aufgrund der sehr
nah beieinander liegenden Einzelwerte (Tab. 31 und 32, S. 124 und 125) sind Streuung und
Laborfehler eher unwahrscheinlich. Mit Isopropanol findet man somit bei fast allen

Bearbeitungsweisen eine Restkontamination im Bereich der Riickgewinnungsrate von
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0,08 umol/Instrument, was bedeutet, dass die gesamte Testanschmutzung an den Hedstrom-
Feilen verblieb. Die Restproteinkontaminationen, die von der SDS-Losung eluiert werden
konnte, erklidren jedoch nicht das visuelle Bild der Hedstrom-Feilen. Visuell erscheint es, als ob
die gesamte Testanschmutzung von Isopropanol an den Hedstrom-Feilen fixiert wurde (siehe
Abb. 20, S. 100), was wiederum eine niedrigere Restkontamination bei den Messungen des SDS-
Eluats zur Folge hitte haben miissen. Offen bleibt daher die Frage, was durch die SDS-Losung
von der verbliebenen Testanschmutzung abgelost wurde, wenn, visuell betrachtet, der grofte
Teil der Testanschmutzung an den Hedstrom-Feilen fixiert zuriickblieb. Wenn nur das im Blut
enthaltene H@moglobin von der SDS-Losung eluiert worden wire, dann diirfte das der
Hedstrom-Feile anhaftende Material nicht mehr rot gefirbt sein, da das Fibringeriist selbst keine
rote Fiarbung besitzt. Nakata et al. (2007) kommen zu dem Ergebnis, dass Alkohol Blut auf
Edelstahl nachhaltig fixiert und Alkohol daher nicht als Dekontaminationslosung fiir
chirurgische Instrumente vor der Reinigung in Frage kommen soll. Zu demselben Ergebnis
kommen Prior et al. (2004), die das Problem der Alkoholfixierung in Hinblick auf eine mogliche
Ubertragung von Prionen durch chirurgische Instrumente beleuchten. Die KRINKO und die
BfArM-Empfehlung (2012) fordet durch die Verfahrensfithrung bei der Aufbereitung von
Medizinprodukten sicherzustellen, dass es nicht zu einer Fixierung von Riickstinden (z. B. Blut,
Sekrete, Gewebereste) auf Medizinprodukten kommt. Sie weisen in ihrer Empfehlung auf die
fixierende Eigenschaft von Alkohol hin. Alkohol darf daher fiir die Befiillung eines Interim-

Standes nicht verwendet werden.

Die Reinigungsleistung im unbefiillten Interim-Stand (Kontrollgruppe) war dhnlich schlecht wie
die des Isopropanols. Bei den Bearbeitungsweisen 1, 2, 4, 5 und 6 lagen die ermittelten Rest-
proteinkontaminationen im Bereich von 0,10 pmol/Instrument und somit im Bereich der
Riickgewinnungsrate. Lediglich bei Bearbeitungsweise 3 lag die Restkontamination an der
Nachweisgrenze von 0,05 pmol/Instrument. Indem die Hedstrom-Feilen dreimal hintereinander
durch die Schaumstoffscheibe gestochen wurden, kam es deutlich sichtbar zum Abplatzen der
getrockneten und geronnenen Testanschmutzung. Da bei dem unbefiillten Interim-Stand ein me-
chanischer Abrieb an der trockenen Schaumstoffscheibe stattfand, konnte anschlieBend im Falle
der Bearbeitungsweise 3 weniger Testanschmutzung von der SDS-Losung eluiert werden, was
wiederum die niedrigere Restproteinkontamination zur Folge hatte. Aufgrund der schlechten

Reinigungsleistung sollte ein unbefiillter Interim-Stand ebenfalls nicht verwendet werden.
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Beim Endo CHX lagen die Restproteinkontaminationen bei den Bearbeitungsweisen 1, 2, 4 und
6 im Bereich der Riickgewinnungsrate. Bei den Bearbeitungsweisen 3 und 5 lagen die Werte an
der Nachweisgrenze von 0,05 umol/Instrument. Fiir Endo CHX lidsst sich eine Reduktion der
Proteinkontamination erkennen, je 6fter die Hedstrom-Feilen durch die Schaumstoffscheibe ge-
stochen wurden und je ldnger die Hedstrom-Feilen hingend im Endo CHX verweilten. Ein
Problem stellte das bereits erwidhnte Schidumen der Tenside dar, wenn die Hedstrom-Feilen
mehrmals hintereinander durch die Schaumstoffscheibe gestochen wurden. Es bleibt zu kléren,
ob Bestandteile der Tenside an den Instrumenten haften bleiben und somit einen Effekt im Wur-
zelkanal oder im periapikalen Gewebe haben konnten. Bis dahin sollte es nicht in einem Interim-

Stand verwendet werden.

Bei Polyhexanid konnte innerhalb der verschiedenen Bearbeitungsweisen eine Abnahme der
Restkontaminationen nachgewiesen werden. Bei den Bearbeitungsweisen 1 und 4 lagen die
Werte noch im Bereich der Riickgewinnungsrate (0,08 pumol/Instrument). Bei den Bearbeitungs-
weisen 2 und 5 lagen die Werte an der Nachweisgrenze von 0,05 umol/Instrument. Bei den Be-
arbeitungsweisen 3 und 6 lagen die Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05
pmol/Instrument. Polyhexanid zeigte bei der Verwendung in einem Interim-Stand eine gute Rei-
nigungsleistung, so dass nur noch wenig Testanschmutzung von der SDS-Losung eluiert werden
konnte. Da Polyhexanid im zahnirztlichen Alltag bisher fast keine Rolle spielt (einzige Aus-
nahme ist ProntOral der Firma Braun; Mundspiillosung zur MRE-Dekolonisation) sollte fiir die
Befiillung eines Interim-Standes eine Losung gefunden werden, die bereits in der Zahnheilkunde

Verwendung findet.

Die Chlorhexidindiglukonatlésungen A und B schnitten schlechter als das Polyhexanid ab. Das
Chlorhexidindiglukonat A lag bei den Bearbeitungsweisen 1, 4 und 5 im Bereich der
Riickgewinnungsrate. Bei den Bearbeitungsweisen 2, 3 und 6 lagen die Restkontaminationen an
der Nachweisgrenze von 0,05 pmol/Instrument. Ein &hnliches Verhalten zeigte das
Chlorhexidindiglukonat B. Bei den Bearbeitungsweisen 1, 2 und 5 lagen die Werte im Bereich
der Riickgewinnungsrate (0,08 umol/Instrument). Bei den Bearbeitungsweisen 3, 4 und 6 lagen
die Werte im Bereich der Nachweisgrenze (0,05 pmol/Instrument). Insgesamt betrachtet waren
die Reduktionsraten bei den verschiedenen Bearbeitungsweisen nicht so hoch wie beim Endo
CHX oder beim Polyhexanid. Auch optisch waren bei den Chlorhexidindiglukonatlosungen A

und B sowie dem Endo CHX deutliche Riickstinde der Testanschmutzung auf den Hedstrom-
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Feilen nachweisbar, wohingegen optisch bei den Feilen, die in Polyhexanid gelagert wurden, fast

keine Testanschmutzung mehr auf den Hedstrom-Feilen zu sehen war.

Die drei Testlosungen, die in dieser Untersuchung die besten Ergebnisse erzielten, waren Natri-
umhypochlorit, 0,2 %iges Chlorhexidindiglukonat sowie physiologische Kochsalzlosung. Bei
Bearbeitungsweise 1 konnten fiir diese drei Testlosungen dieselben Restproteinkontaminationen
ermittelt werden (NaOCl 0,07 pmol/Instrument, CHX 0,08 pmol/Instrument, NaCl 0,07
umol/Instrument). Hier lagen die Restproteinkontaminationen wie bei allen anderen Testlosun-
gen auch im Bereich der Riickgewinnungrate, was bedeutet, dass der Reinigungseffekt beim
einmaligen Durchstechen der Schaumstoffscheibe bei allen Testlosungen sehr gering war. Bei
den Bearbeitungsweisen 2 bis 6 lagen alle Werte der drei Testlosungen unterhalb der Nachweis-
grenze von 0,05 pmol/Instrument. Hier schnitten die anderen Testlosungen deutlich schlechter
ab. Bei der visuellen Betrachtung der Hedstrom-Feilen wurde jedoch deutlich, dass Natrium-
hypochlorit ebenfalls Teile der Testanschmutzung fixiert (siehe 7.2.7, S. 70, Abb. 10). Daher
ergeben sich fiir Natriumhypochlorit ebenfalls Werte unterhalb der Nachweisgrenze von 0,05
umol/Instrument, wihrend die beiden anderen Losungen (Chlorhexidindiglukonat und Koch-

salzlosung) die Testanschmutzung besser von den Feilen abgelost hatten.

In der Literatur lassen sich unterschiedliche Angaben zum Natriumhypochlorit und zum
Chlorhexidindiglukonat finden. Nakata et al. (2007) untersuchten 0,5 %iges Natriumhypochlorit
und eine 0,1 %ige Chlorhexidindiglukonatlosung als Desinfektionsmittel vor der enzymatischen
Reinigung von mit Hdmoglobin, Albumin und Fibrin beschmutzten Edelstahlplittchen. Beide
Desinfektionsmittel fixierten, wenn auch nur in sehr geringem Malle, Bestandteile der
Testanschmutzung auf den Edelstahlpléttchen, wogegen die anschlieBende enzymatische Reini-
gung machtlos war. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass sowohl mittelstark wirksame Desinfekti-
onsmittel (Natriumhypochlorit) als auch gering wirksame Desinfektionsmittel (Chlorhexidin) vor
der Reinigung chirurgischer Instrumente ebenso wie Alkohole aufgrund der Blut fixierenden
Eigenschaft nicht zum Einsatz kommen sollten. Vadrot et al. (2006) untersuchten wiederum den
Einfluss chemischer Desinfektionsmittel auf die Fixierung von Nervengewebe an wiederver-
wendbaren Medizinprodukten. Sie fanden mittels eines quantitativen Proteinnachweises heraus,
dass ein einstiindiges Einweichen von Medizinprodukten, die mit dem Nervengewebe be-
schmutzt waren, in einer 2 %igen Natriumhypochloritlosung in der Lage war, alle vorher

fixierten Proteine vollstindig zu entfernen.
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Linsuwanont et al. (2004) untersuchten die Reinigung von rotierenden Nickel-Titan-Feilen. Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass eine feuchte Lagerung der Instrumente wihrend der Behandlung
die nachfolgende Reinigung erleichtert. Nach zweistiindiger feuchter Lagerung in einem mit
0,1 %iger Chlorhexidindiglukonatlosung getrinkten Schwamm, anschlieBendem Biirsten der
Feilen mit einer Nylonbiirste, zehnminiitigem Einweichen der Feilen in Natriumhypochlorit 1 %
und anschlieBenden Ultraschallbddern konnten sie unter dem Elektronenmikroskop keinen
organischen Debris mehr nachweisen. Im Gegensatz dazu waren die Feilen, die nach der Ver-
wendung im Wurzelkanal trocken gelagert wurden, nach der Aufbereitung nicht frei von Debris.
Auch wenn die von Linsuwanont et al. beschriebene Methode in der Realitit wenig praktikabel
ist, zeigt sie dennoch, dass eine feuchte Lagerung der Instrumente, zum Beispiel in einem

befiillten Interim-Stand, durchaus in der Lage ist, den Reinigungsprozess zu verbessern.

Ein weit groBBeres Problem konnte jedoch die Interaktion von Chlorhexidindiglukonat und Natri-
umhypochlorit sein, da es bei Kontakt der beiden Losungen zur Ausfillung eines orange-braunen
Niederschlags kommt, der auf die Bildung von Parachloranilin (Basrani et al. 2007) zuriickzu-
fiihren ist. Bei Verwendung von Chlorhexidindiglukonat und Natriumhypochlorit als Spiillosun-
gen im Wurzelkanal muss zwischen den beiden Spiilvorgidngen entweder auf eine sorgfiltige
Trocknung der Kanile geachtet oder eine andere Spiillosung als Zwischenspiilung (z. B. Koch-
salzlosung) eingesetzt werden. Bei Verwendung von Chlorhexidindiglukonat in einem Interim-
Stand und Natriumhypochlorit als Spiillosung (oder umgekehrt) besteht die Moglichkeit, dass es
durch Reaktion der beiden Losungen zu einer Niederschlagsbildung im Wurzelkanal oder an den
Instrumenten kommt. Da Parachloranilin toxisch ist (Chhabra et al. 1991, Burkhardt-Holm et al.

1999), muss auf eine sorgfiltige Trennung der beiden Losungen geachtet werden.

In der vorliegenden Untersuchung konnte sowohl bei optischer Betrachtung als auch anhand der
ermittelten Restproteinkontamination das beste Reinigungsergebnis fiir die physiologische
Kochsalzlosung ermittelt werden. Die nachfolgenden Bilder (Abb. 20, entnommen aus 7.2.7)
zeigen noch einmal die Restkontaminationen fiir die physiologische Kochsalzlésung und das

Isopropanol im direkten Vergleich.
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Abb. 20: Restkontamination an Hedstrom-Feilen der ISO-Grofe 120 in 1 %iger SDS-
Losung nach 5 min Lagerung in physiologischer Kochsalzlosung 0,9 % (links) und in
Isopropanol 70 % (rechts)

Bei den Hedstrom-Feilen, die in physiologischer Kochsalzlosung gelagert wurden, konnten bei
genauer Betrachtung nur noch geringe Mengen der Testanschmutzung nachgewiesen werden,
was bedeutet, dass die physiologische Kochsalzlosung keine fixierende Eigenschaft aufweist. Es
sollte jedoch mit den Herstellern von Wurzelkanalinstrumenten geklidrt werden, ob die kurz-
zeitige Lagerung der Instrumente in einer Kochsalzlosung korrosive Verianderungen an den
Instrumenten nach sich zieht. Isopropanol fixierte fast die gesamte Testanschmutzung an den

Hedstrom-Feilen und ist daher fiir eine Befiillung des Interim-Standes nicht geeignet.

Die in dieser Untersuchung verwendeten Hedstrom-Feilen der ISO-Grofle 120 wurden exempla-
risch gewihlt, da sich die Testanschmutzung suffizient applizieren liel. Abschlielend stellt sich
die Frage, ob die Ergebnisse dieser Untersuchung auch auf Hedstrom-Feilen kleinerer ISO-Gro-
Ben iibertragbar sind. In der Literatur finden sich hédufig keine Hinweise auf die ISO-Gr6Ben der
untersuchten Instrumente (Smith et al. 2002, Letters et al. 2005). In einigen Féllen wurden In-
strumente von nur einer ISO-GroBe verwendet (Ferreira Murgel et al. 1990, Parirokh et al.
2005). Auch wenn Angaben zu unterschiedlichen ISO-Grofen gemacht wurden, fand jedoch
keine Unterscheidung hinsichtlich der verschiedenen ISO-GroBen und ihrer Restkontamination
statt (Aasim et al. 2006). Einzig van Eldik et al. (2004) untersuchten drei verschiedene Reini-
gungsmethoden (Thermodesinfektor, Ultraschallbad mit und ohne Behilter) an drei Hedstrom-
Feilen unterschiedlicher ISO-GréB8en (15, 25 und 35). Eine Instrumenten-Gruppe wurde nicht
gereinigt. Die Anschmutzung der Hedstrom-Feilen erfolgte durch das Bearbeiten von humanen
Zihnen. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass bei effizienten Reinigungsmethoden (Thermodesin-

fektor, Ultraschallbad ohne Behilter) kein Unterschied im Verschmutzungsgrad hinsichtlich der
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verschiedenen ISO-GroBen gefunden werden konnte. Erfolgte jedoch eine Sduberung im Ultra-
schallbad mit Behilter oder gar keine Reinigung, so konnte ein signifikanter Unterschied im
Verschmutzungsgrad zwischen kleinen und groBeren Hedstrom-Feilen festgestellt werden. Die
grofleren Hedstrom-Feilen wiesen demnach einen grofleren Verschmutzungsgrad auf als die
kleineren. Die Erkldrung liegt vermutlich im groeren Schneidekantenwinkel der groBBeren ISO-
GroBen. Dadurch konnen groere Feilen mehr Verschmutzung/Testanschmutzung aufnehmen als
kleinere ISO-Grolen. Demnach ist die Restkontamination bei gro3eren ISO-GroBen und gleich-
zeitig schlechterer Reinigungsmethode hoher als bei kleineren ISO-GroBlen, die auf dieselbe

Weise gereinigt wurden.

Die Reinigungsmethode und die Testanschmutzung in dieser Untersuchung sind nicht mit der
Untersuchung von van Eldik et al. vergleichbar. Plausibel erscheint, dass ein groferer Schneide-
kantenwinkel in der Lage ist, mehr Testanschmutzung (unabhingig welcher Art) aufzunehmen.
Bei der in dieser Untersuchung verwendeten Reinigungsmethode konnte es daher durchaus
moglich sein, dass bei einer geringeren Schichtstirke der Testanschmutzung auf Hedstrom-Fei-
len kleinerer ISO-Grof3en der befiillte Interim-Stand einen besseren Reinigungseffekt hat und die
Restkontamination dadurch geringer ist. Vermutlich wéren aber auch Hedstrom-Feilen kleinerer
ISO-Gr6Ben nach der Bearbeitung in einem befiillten Interim-Stand aufgrund der komplexen
Feilen-Geometrie nicht vollstindig dekontaminiert. Letztlich konnen die Ergebnisse dieser Un-
tersuchung keine eindeutige Aussage im Hinblick auf die Ubertragbarkeit auf kleinere ISO-Gro-
Ben zulassen, da Hedstrom-Feilen kleinerer ISO-GroBen nicht Bestandteil der Untersuchung mit

den befiillten Interim-Stinden waren.

Die in der Zielstellung (siehe 3.7, S. 19) formulierten Fragen lassen sich damit wie folgt be-

antworten:

1. Mit Hilfe von Eppendorf-Pipetten konnte eine definierte Menge der Testanschmutzung re-

produzierbar auf Priitkorper aufgebracht werden.

2. Reinigungslosungen, welche fiir die Befiillung eines Interim-Standes in Frage kommen, diir-
fen keine fixierenden Eigenschaften besitzen. Daher diirfen Alkohol, Natriumhypochlorit sowie
Chlorhexidindiglukonat nicht verwendet werden. Reinigungslosungen, wie z. B. die physiologi-
sche Kochsalzlosung, die keine fixierenden Eigeschaften besitzen, sind fiir eine Befiillung des

Interim-Standes geeignet. Sie bewirken eine effiziente Vorreinigung der Instrumente.
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3. Die unterschiedlichen Bearbeitungsweisen der Instrumente in einem befiillten Interim-Stand
haben einen Einfluss auf die Reinigungsleistung und somit auch auf die Sauberkeit der
Instrumente, wenn die im Interim-Stand enthaltene Reinigungslosung keine fixierende Eigen-
schaft besitzt. Die Restkontamination an den Instrumenten war umso geringer, je Ofter die
Instrumente durch die Schaumstoffscheibe gestochen wurden und je ldnger die Verweildauer der

Instrumente im befiillten Interim-Stand war.
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9. Schlussfolgerung

In der zahnérztlichen Praxis ist die Verwendung eines Interim-Standes wihrend der Wurzelka-
nalbehandlung duBerst praktikabel. Er dient hierbei der Zwischenablage der Wurzelkanalinstru-
mente, wenn diese voriibergehend nicht bendtigt werden. Die Instrumente kénnen dadurch
schnell und sicher wieder gegriffen werden, was das Verletzungsrisiko minimiert. Durch die
Befiillung des Interim-Standes erfolgt zusitzlich zu der mechanischen Reinigung durch die
Schaumstoffscheibe auch eine chemische Reinigung der Instrumente, wenn der Interim-Stand
mit einer entsprechenden Reinigungslosung befiillt wird. Alkohol darf hierfiir nicht verwendet
werden. Auch schwach wirksame Desinfektionslosungen wie Chlorhexidindiglukonat oder Nat-
riumhypochlorit diirfen nicht fiir die Befiillung verwendet werden. Kostengiinstig und fiir die
Befiillung am besten geeignet ist sterile, physiologische Kochsalzlosung. Da Kochsalzlosung
jedoch eine korrosive Aktivitit besitzt, sollte mit den Herstellern gekliart werden, ob die kurz-
zeitige Lagerung der Instrumente in physiologischer Kochsalzlosung Materialverdnderungen
nach sich zieht. Beim Bearbeiten der Wurzelkanalwéinde wird Material (Debris) entfernt, wel-
ches dann an den Instrumenten haftet. Wiirde dieses nicht von den Instrumenten z. B. mit Hilfe
eines befiillten Interim-Standes entfernt werden, so wiirde man es wieder in den Kanal einbrin-
gen, was einer Rekontamination des Wurzelkanalsystems gleichkommt. Die Chairside-Reini-
gung von Wurzelkanalinstrumenten bewirkt, dass diese weniger Restkontaminationen aufweisen

und damit der Erfolg der Wurzelkanalbehandlung gesteigert werden kann.

In der vorliegenden Untersuchung konnte auch gezeigt werden, dass Wurzelkanalinstrumente
mit Hilfe eines befiillten Interim-Standes und den angewandten Methoden nicht vollstindig de-
kontaminiert werden konnten. In der Literatur (siehe 8.1.5) finden sich ebenfalls zahlreiche Be-
lege dafiir, dass Wurzelkanalinstrumente trotz eines teilweise immensen Arbeitsaufwandes nicht
vollstindig dekontaminiert werden konnten. Die Konsequenz sollte sein, dass Wurzelkanalin-
strumente nicht wiederaufbereitet, sondern wie es in einigen europdischen Lindern bereits

Pflicht ist, als Einmalinstrumente verwendet werden.
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11. Anhang
11.1 Anschreiben und Fragebogen der anonymen Befragung

CHARITE

CharitéCentrum fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde

Campus Benjamin Franklin, CharitéCentrum 3 fiir ZMK

ABmannshauser Str. 4-6, 14197 Berlin Klinik und Poliklinik fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
. Abteilung fiir Zahnirztliche Prothetik, Alterszahnmedizin
Zahnarztprax1s und Funktionslehre
Direktor: Prof. Dr. Wolfgang B. Freesmeyer
Anrede, Titel Tel. 030450 562702
Fax  030/450 562912
Vorname. Nachname prothetik @charite.de
> www.charite.de/zahnklinik/prothetik
Stralle
Berlin, 01.04.2008
PLZ, Ort

Anonyme Befragung zur Vorgehensweise

bei der Wurzelbehandlung

Sehr geehrte Damen und Herren,

im Rahmen unserer Promotionsarbeit fiihren wir eine anonyme

Befragung durch, die sich auf die Vorgehensweise bei der

Waurzelkanalbehandlung bezieht.

In den studentischen Kursen der Universititen wird wihrend der Wurzelkanalbehandlung ein
sogenannter Interim-Stand (siehe Abbildung) zur Zwischenablage der Wurzelkanalinstrumente
verwendet. Dieser wird in der Regel, zur Reinigung und Desinfektion der Wurzelkanal-
instrumente, mit einer Losung befiillt. Unsere Studie befasst sich mit der Fragestellung, ob in den
Praxen ein solcher Interim-Stand wihrend der Wurzelkanalbehandlung verwendet wird und

wenn ja, mit welcher Losung dieser befiillt wird.

Dariiber hinaus wiirden wir Sie bitten, uns die von Ihnen verwendeten Spiillosungen, die Sie zur

Desinfektion des Wurzelkanalsystems verwenden, zu nennen.
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Wir bitten Sie daher den nachfolgenden Fragebogen anonym zu beantworten und diesen mit dem

beiliegenden frankierten Riickumschlag an uns zuriick zu senden.

Vielen Dank fiir Thre Mitarbeit.

C. Gerner S. Dietrich

Zahnirztin Zahnirztin

Fragebogen Ja Nein
1. Verwenden Sie in Ihrer Praxis einen Interim-Stand O O

Wihrend der Wurzelkanalbehandlung?

Wenn ja, wird dieser befiillt? O O

2. Welche Losung verwenden Sie zu dessen Befiillung?

Alkohol O O
Chlorhexidin O O
Natriumhypochlorit O O
Wasserstoffperoxid O O
Flichendesinfektionsmittel O O
Bohrerbad O O
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Sonstiges (z. Bsp. Kochsalzlosung etc.) .................... O O

3. Welche Losung verwenden Sie als Desinfektionslosung

fiir das Wurzelkanalsystem?

Chlorhexidin O O
Natriumhypochlorit O O
Wasserstoffperoxid O O
Sonstiges (z. Bsp. Kochsalzlosung etc.) .................... O O

11.2 E-Mail der Firma VDW (20.01.2014)

Gesendet: Montag, 20. Januar 2014 09:03
Betreff: AW: Thre Anfrage bzgl. VDW Interim-Stand

Sehr geehrte Frau Gerner,

vielen Dank fiir Ihre freundliche Anfrage und das damit verbundene Interesse an unseren

Produkten.

CHX, Alkohol und NaClO sind die bevorzugten Desinfektionsmittel fiir den Interim-Stand.

Zur Unterstiitzung bei kiinftigen Bestellungen gebe ich Thnen gerne einen Link zum Download

unseres aktuellen Kataloges:

http://www.vdw-dental.com/service/infomaterial/kataloge-und-broschueren.html

Bei aufkommenden Fragen stehe ich Thnen gerne weiterhin zur Verfiigung.
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Mit freundlichen Griilen

=W’

VDW GmbH, Munich, Germany
Tel +49 (089) 627 34 — 207 | Fax +49 (089) 627 34 — 274
NEU: unser Customer Care-Team ber:iit Sie gern unter der Service-Rufnummer fiir

Deutschland: 0800-839 33 68 (kostenfrei aus dem deutschen Festnetz)

Von: VDW Kontaktformular [mailto:noreply @ vdw-dental.com]
Gesendet: Sonntag, 19. Januar 2014 13:58

An: MunichDEU-VDW-info-1

Betreff: [VDW-DENTAL] Neue Kontaktanfrage

Anrede Frau

Vorname Carolin

Nachname Gerner

Firma Zahnarztpraxis Gerner & Noetzel
E-Mail info@gernernoetzel.de
Riickrufnummer

Nachricht Sehr geehrte Damen und Herren,

welche Fliissigkeit empfehlen Sie fiir die Befiillung des Interim-Standes

withrend der Wurzelkanalbehandlung?

Mit freundlichen Griilen

C. Gerner
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11.3 E-Mail von der Firma Lege artis (02.04.2009)

von: [N

An: Carolin Gerner Caro.Gerner @ gmx.de

Kopie:
Betreff: AW: ihre Anfrage zu CHX-Endo 2 %
Datum: 02.04.2009 14:46:24

Von: Carolin Gerner [mailto:Caro.Gerner @ gmx.de]

Gesendet: Donnerstag, 2. April 2009 10:38

An: [N

Betreff: Re: ihe Anfrage zu CHX-Endo 2 %

Sehr geehrter Herr [l . Sehr geehrte Frau Gerner,

die Apotheke der Charité stellt uns das 0,2 %ige CHX her und das auch komplett ohne
Zusatzstoffe und alkoholfrei. Ist sicher besser geeignet als eine Mundspiillosung, aber in
vielen Fillen noch zu niedrig konzentriert fiir die Endo-Problemkeime. Falls Sie noch eine
Flasche 2 %iges CHX entbehren konnten, wiirde ich IThr Angebot gerne annehmen. Das haben
wir nicht standardmiissig, wiirden Thnen aber zu Vergleichszwecken (mit/ohne Tensid)
auch zur Verfiigung stellen. Der Unterschied liegt dann zwischen diesen beiden nur in den
Tensiden? Ja. Und konnen Sie mir sagen, was das fiir Tenside sind? Es handelt sich bei CHX-
Endo um Kkationische und nichtionische Tenside in einer Konzentration unter 10 %.
Miissen Einwirkzeiten eingehalten werden? CHX-Endo 2 % ist gedacht fiir die Reinigung
und Keimzahlverminderung wihrend der Behandlung, deshalb ist hier Kkeine

Mindesteinwirkzeit vorgeschrieben.
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11.4 Tabellenanhang

Tab. 20: Einzelwerte der Extinktionsmessungen von Edelstahlplittchen und 10 pl Testan-

schmutzung, n. n. = Wert lag unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003 (n = 6)

Proben Extinktion Eigenextinktion
Isopropanol
1 0,041 0,003
2 0,045 0,003
3 0,042 n. n.
4 0,048 0,003
5 0,047 0,003
6 0,043 0,003

Tab. 21: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen von Edelstahlplittchen
und 50 pl Testanschmutzung. Die Messung der Eigenextinktion erfolgte exemplarisch anhand

der Proben 1, 4, 7 und 10, n. n. = Wert lag unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003 (n = 60)

Probe Extinktion Eigenextinktion
Iso- Natrium- Chlor- Poly- Kochsalz- Iso- Natrium- Chlor- Poly- Kochsalz-

propanol | hypochlorit | hexidin | hexanid 16sung propanol | hypochlorit | hexidin | hexanid 16sung
1 0,213 0,065 0,140 0,045 0,014 0,049 0,017 0,021 n. n. n. n
2 0,210 0,062 0,130 0,036 0,024
3 0,213 0,048 0,083 0,051 0,025
4 0,223 0,081 0,096 0,042 0,034 0,054 0,019 0,011 n. n. n. n
5 0,218 0,076 0,086 0,048 0,030
6 0,257 0,084 0,044 0,052 0,047
7 0,095 0,056 0,172 0,055 0,057 0,056 0,028 0,040 0,011 0,011
8 0,128 0,040 0,099 0,061 0,052
9 0,091 0,051 0,108 0,070 0,070
10 0,175 0,051 0,102 0,065 0,059 0,057 0,018 0,024 0,013 0,012
11 0,313 0,045 0,096 0,047 0,079
12 0,152 0,058 0,120 0,035 0,078
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Tab. 22: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen von Edelstahplittchen
und 50 pl Testanschmutzung, nachdem die Edelstahlplittchen aus den Reagenzgldsern entfernt

wurden. Die Eigenextinktion wurde exemplarisch anhand der Proben 1 und 4 ermittelt (n = 90)

Probe Extinktion Eigenextinktion
Iso- Natrium- Chlor- Poly- Kochsalz- Iso- Natrium- Chlor- Poly- Kochsalz-
propanol | hypochlorit | hexidin | hexanid 16sung propanol | hypochlorit | hexidin | hexanid 16sung
1 0,190 0,067 0,192 0,044 0,065 0,036 0,010 0,040 0,008 0,012
2 0,180 0,067 0,152 0,036 0,046
3 0,195 0,078 0,132 0,051 0,033
4 0,182 0,072 0,127 0,056 0,070 0,034 0,014 0,027 0,011 0,014
5 0,170 0,077 0,077 0,051 0,038
6 0,232 0,087 0,060 0,057 0,047
7 0,155 0,042 0,078 0,037 0,026
8 0,173 0,046 0,088 0,016 0,019
9 0,173 0,042 0,080 0,030 0,032
10 0.151 0,044 0,070 0,029 0,024
11 0,175 0,043 0,091 0,020 0,022
12 0,159 0,048 0,080 0,029 0,015
13 0,180 0,053 0,091 0,071 0,048
14 0,199 0,063 0,091 0,065 0,047
15 0,231 0,056 0,117 0,059 0,056
16 0,208 0,058 0,075 0,045 0,048
17 0,229 0,069 0,080 0,045 0,057
18 0,206 0,052 0,082 0,047 0,038
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Tab. 23: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen der Testlosungen A,

n. n. = Wert lag unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003 (n = 90)

Probe Extinktion Eigenextinktion
Iso- Natrium- Chlor- Poly- Kochsalz- Iso- Natrium- Chlor- Poly- Kochsalz-

propanol | hypochlorit | hexidin | hexanid 16sung propanol | hypochlorit | hexidin | hexanid 16sung
1 n. n. 0,027 0,166 0,241 0,226 n. n. 0,721 0,031 0,023 0,039
2 n. n. 0,017 0,152 0,336 0,209 n. n. 0,734 0,027 0,040 0,040
3 n. n. 0,020 0,164 0,332 0,180 n. n. 0,736 0,029 0,038 0,036
4 n. n. 0,022 0,126 0,309 0,185 n. n. 0,725 0,032 0,035 0,036
5 n. n. 0,020 0,138 0,311 0,169 n. n. 0,728 0,026 0,034 0,040
6 n. n. 0,024 0,158 0,311 0,213 n. n. 0,736 0,033 0,034 0,038
7 n. n. 0,015 0,180 0,280 0,215 n. n. 0,764 0,050 0,037 0,050
8 n. n. 0,025 0,160 0,309 0,211 n. n. 0,755 0,041 0,046 0,049
9 n. n. 0,023 0,159 0,311 0,211 n. n. 0,766 0,039 0,046 0,049
10 n. n. 0,020 0,212 0,312 0,217 n. n. 0,767 0,053 0,048 0,051
11 n. n. 0,019 0,171 0,313 0,210 n. n. 0,761 0,042 0,046 0,048
12 n. n. 0,023 0,193 0,319 0,218 n. n. 0,763 0,044 0,049 0,052
13 n. n. 0,039 0,168 0,310 0,188 n. n. 0,744 0,037 0,044 0,042
14 n. n. 0,033 0,179 0,306 0,218 n. n. 0,744 0,042 0,045 0,048
15 n. n. 0,035 0,195 0,335 0,196 n. n. 0,743 0,040 0,049 0,045
16 n. n. 0,044 0,182 0,352 0,225 n. n. 0,763 0,047 0,051 0,051
17 n. n. 0,041 0,169 0,325 0,219 n. n. 0,760 0,039 0,046 0,048
18 n. n. 0,045 0,202 0,354 0,237 n. n. 0,764 0,042 0,047 0,050
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Tab. 24: Einzelwerte der Extinktionsmessungen der Testlsdungen,
n. n. = Wert lag unterhalb der Nachweisgrente von 0,003,

nicht messbar = Niederschlagsbildung in der Kiivette, die eine Messung nicht moglich machte

Probe Extinktion
Iso- Natrium- Polyhexanid | Polyhexanid | Kochsalz- CHX A CHX B Chlor- Endo CHX
propanol | hypochlorit Charité Lavasorb 16sung (=6) (=6) hexidin (=6)
(n=12) (n=12) (n=06) (n=12) (n=12) (n=12)
1 n. n. 0,023 0,109 0,108 n. n. nicht messbar | nicht mesbar 0,016 0,180
2 n n. 0,009 0,109 0,102 n. n. nicht messbar | nicht messbar 0,005 0,189
3 n. n. 0,006 0,108 0,100 n. n. nicht messbar | nicht messbar 0,010 0,163
4 n. n. 0,006 0,109 0,107 n. n. nicht messbar | nicht messbar 0,005 0,142
5 n n. 0,005 0,108 0,099 n. n. nicht messbar | nicht messbar 0,010 0,174
6 n. n. 0,007 0,108 0,110 n. n. nicht messbar | nicht messbar 0,009 0,178
7 n n 0,005 0,105 n n 0,004
8 n. n. 0,007 0,110 n. n. 0,007
9 n. n. 0,005 0,103 n. n 0,008
10 n n 0,010 0,104 n. n. 0,009
11 n. n. 0,009 0,105 n. n 0,006
12 n. n. 0,015 0,109 n. n 0,007

Tab. 25: Eigenextinktion der Testlosungen,
n. n. = Wert lag unterhalb der Nachweisgrenze von 0,003,

nicht messbar = Niederschlagsbildung in der Kiivette, die eine Messung nicht moglich machte

Probe Eigenextinktion
Iso- Natrium- Polyhexanid | Polyhexanid | Kochsalz- Chlor-
CHX A | CHXB Endo CHX
propanol | hypochlorit Charité Lavasorb 16sung hexidin
nicht nicht
nn 0,785 n n n n n. n. n. n. nicht messbar
messbar | messbar
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Tab. 26: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen der gereinigten Kiivetten,

Referenzkiivetten = fabrikneue Kiivetten

Probe Extinktion Probe Extinktion
Chlor- Natrium- Chlor- Natrium-
hexidin | hypochlorit hexidin | hypochlorit
gereinigte Kiivetten Referenzkiivetten
1 0,011 0,020 1 0,007 0,018
(n=17) (n=17)

2 0,009 0,015 2 0,007 0,016

3 0,009 0,022 3 0,006 0,016

4 0,009 0,018 4 0,006 0,015

5 0,009 0,017 5 0,006 0,016

6 0,007 0,018 6 0,005 0,015

7 0,008 0,017 7 0,007 0,014

Tab. 27: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen der Riickgewinnung von

Hedstrom-Feilen, die mit 10 pl Testanschmutzung versehen waren (n = 12)

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Extinktion 0,042 | 0,084 | 0,067 | 0,081 | 0,081 | 0,056 | 0,075 | 0,086 | 0,070 | 0,073 | 0,084 | 0,074
Eigenextinktion 0,020 | 0,018 | 0,020 | 0,030 | 0,021 | 0,025 | 0,017 | 0,018 | 0,020 | 0,023 | 0,027 | 0,018

Tab. 28: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen der Riickgewinnung von

Edelstahlplittchen, die mit 10 pl Testanschmutzung versehen waren (n = 3)

Probe 1 2 3
Extinktion 0,044 0,046 0,048
Eigenextinktion 0,009 0,008 0,010

Tab. 29: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen der Riickgewinnung von

Edelstahlplittchen, die mit 50 pl Testanschmutzung versehen waren (n = 8)

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8

Extinktion 0,261 0,278 0,250 0,256 0,259 0,278 0,254 0,256

Eigenextinktion 0,048 0,050 | 0,047 0,042 0,058 0,049 0,041 0,048
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Tab. 30: Einzelwerte der Extinktions- und Eigenextinktionsmessungen zur Ermittlung der

Grundproteinmenge von 10 bzw. 50 pul Testanschmutzung in 10 bzw. 20 ml 1 %iger SDS-

Losung
Extinktion Eigenextinktion
10wl 10wl 50 pl 10wl 10wl 50 pl
Probe Testanschmutzung in | Testanschmutzung in | Testanschmutzung in | Testanschmutzung in | Testanschmutzung in | Testanschmutzung in
10 ml 1 % iger SDS- 20 ml 1 % iger SDS- 20 ml 1 % iger SDS- 10 ml 1 % iger SDS- 20 ml 1 % iger SDS- 20 ml 1 % iger SDS-
Losung (n=12) Losung (n = 6) Losung (n = 6) Losung (n=12) Losung (n = 6) Losung (n = 6)
1 0,085 0,047 0,252 0,009 0,003 0,046
2 0,094 0,052 0,251 0,007 0,003 0,059
3 0,091 0,053 0,278 0,008 0,003 0,059
4 0,088 0,055 0,282 0,005 0,004 0,059
5 0,093 0,046 0,246 0,009 0,003 0,044
6 0,047 0,047 0,252 0,008 0,003 0,046
7 0,052 0,007
8 0,078 0,009
9 0,080 0,010
10 0,093 0,005
11 0,084 0,008
12 0,090 0,008
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Tab. 31: Einzelwerte der Extinktionsmessungen vom Versuch mit den Testlosungen und den
Interim-Stinden

Bearbeitungsweisen 1 bis 6:

1. Feile wurde einmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

2. Feile wurde dreimal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

3. Feile wurde filnmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

4. Feile verblieb 30 s im Interim-Stand

5. Feile verblieb 60 s im Interim-Stand

6. Feile verblieb 300 s im Interim-Stand

Kontrollgruppe = unbefiillter Interim-Stand

Bearbeitungsweisen
Testlosungen Versuch
1 2 3 4 5 6
1 0,060 0,050 0,062 0,076 0,042 0,086
Isopropanol 2 0,056 0,069 0,067 0,096 0,059 0,065
3 0,084 0,080 0,032 0,041 0,040 0,068
1 0,050 0,024 0,005 0,037 0,030 0,012
Natriumhypochlorit 2 0,047 0,017 0,011 0,047 0,017 0,015
3 0,052 0,020 0,017 0,035 0,022 0,017
1 0,058 0,020 0,028 0,014 0,009 0,004
CHX 0,2 % 2 0,062 0,033 0,028 0,018 0,004 0,004
3 0,084 0,032 0,025 0,046 0,031 0,011
1 0,058 0,012 0,006 0,014 0,011 0,005
Kochsalzlosung 2 0,060 0,043 0,021 0,032 0,026 0,019
3 0,055 0,030 0,028 0,028 0,024 0,039
1 0,072 0,048 0,039 0,063 0,040 0,043
Endo CHX 2 0,070 0,047 0,030 0,063 0,044 0,043
3 0,081 0,052 0,049 0,062 0,048 0,041
1 0,081 0,038 0,019 0,060 0,041 0,020
Polyhexanid 2 0,070 0,035 0,024 0,066 0,039 0,028
3 0,091 0,040 0,028 0,055 0,045 0,032
1 0,064 0,039 0,038 0,073 0,076 0,034
CHX A 2 0,063 0,030 0,032 0,072 0,076 0,030
3 0,065 0,048 0,044 0,076 0,071 0,039
1 0,073 0,057 0,043 0,049 0,052 0,040
CHX B 2 0,076 0,055 0,039 0,047 0,051 0,044
3 0,071 0,062 0,048 0,052 0,054 0,045
1 0,080 0,079 0,036 0,084 0,079 0,069
Kontrollgruppe 2 0,078 0,075 0,031 0,079 0,075 0,078
3 0,084 0,083 0,040 0,088 0,082 0,074
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Tab. 32: Einzelwerte der Eigenextinktionsmessungen vom Versuch mit den Testlosungen und
den Interim-Stinden

Bearbeitungsweisen 1 bis 6:

1. Feile wurde einmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

2. Feile wurde dreimal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

3. Feile wurde filnmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

4. Feile verblieb 30 s im Interim-Stand

5. Feile verblieb 60 s im Interim-Stand

6. Feile verblieb 300 s im Interim-Stand

Kontrollgruppe = unbefiillter Interim-Stand

Bearbeitungsweisen
Testlosungen Versuch
1 2 3 4 5 6
1 0,020 0,014 0,005 0,011 0,013 0,015
Isopropanol 2 0,022 0,013 0,011 0,018 0,012 0,006
3 0,007 0,008 0,009 0,011 0,010 0,012
1 0,016 0,008 0,007 0,015 0,014 0,005
Natriumhypochlorit 2 0,014 0,015 0,010 0,009 0,011 0,006
3 0,011 0,010 0,013 0,012 0,010 0,011
1 0,018 0,009 0,005 0,005 0,008 0,002
CHX 0,2 % 2 0,022 0,016 0,006 0,017 0,008 0,002
3 0,006 0,003 0,003 0,006 0,007 0,002
1 0,016 0,009 0,003 0,012 0,007 0,004
Kochsalzlosung 2 0,008 0,006 0,003 0,004 0,005 0,008
3 0,012 0,008 0,003 0,010 0,006 0,005
1 0,016 0,009 0,007 0,012 0,009 0,004
Endo CHX 2 0,018 0,012 0,011 0,018 0,011 0,004
3 0,016 0,008 0,006 0,012 0,008 0,008
1 0,014 0,005 0,003 0,009 0,006 0,003
Polyhexanid 2 0,015 0,011 0,006 0,013 0,010 0,004
3 0,013 0,006 0,003 0,008 0,005 0,003
1 0,012 0,007 0,008 0,016 0,015 0,004
CHX A 2 0,014 0,006 0,009 0,020 0,016 0,003
3 0,009 0,010 0,005 0,018 0,020 0,008
1 0,016 0,011 0,006 0,008 0,008 0,009
CHX B 2 0,014 0,017 0,008 0,010 0,011 0,012
3 0,017 0,012 0,005 0,007 0,008 0,009
1 0,014 0,014 0,003 0,013 0,011 0,010
Kontrollgruppe 2 0,020 0,019 0,006 0,018 0,011 0,010
3 0,015 0,014 0,003 0,012 0,016 0,014

In den folgenden drei Tabellen (33, 34 und 35) gelten dieselben Bearbeitungsweisen 1 bis 6:

1. Feile wurde einmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen

2. Feile wurde dreimal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen
3. Feile wurde filnmal durch die Schaumstoffscheibe gestochen und wieder herausgezogen
4. Feile verblieb 30 s im Interim-Stand

5. Feile verblieb 60 s im Interim-Stand

6. Feile verblieb 300 s im Interim-Stand

Der unbefiillte Interim-Stand diente als Kontrollgruppe.
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Tab. 33: Mittelwerte der Extinktionsmessungen mit Hedstrom-Feilen der ISO-Grofle 120 und

10 ul Testanschmutzung

Bearbeitungsweisen (Feilenanzahl n = 162)

Testlosungen
1 2 3 4 5 6
Isopropanol 0,067 0,067 0,053 0,071 0,047 0,073
Natriumhypochlorit 0,050 0,020 0,011 0,040 0,023 0,015
CHX 0,2 % 0,068 0,028 0,027 0,026 0,015 0,006
Kochsalzlosung 0,058 0,028 0,018 0,025 0,020 0,021
Endo CHX 0,074 0,049 0,039 0,063 0,044 0,042
Polyhexanid 0,081 0,038 0,024 0,060 0,042 0,027
CHX A 0,064 0,039 0,038 0,074 0,073 0,034
CHX B 0,073 0,058 0,043 0,049 0,052 0,045
Kontrollgruppe 0,081 0,079 0,036 0,084 0,079 0,074

Tab. 34: Mittelwerte der Eigenextinktionsmessungen mit Hedstrom-Feilen der ISO-Grofle

und 10 pl Testanschmutzung

120

Bearbeitungsweisen (Feilenanzahl n = 162)

Testlosungen
1 2 3 4 5 6
Isopropanol 0,016 0,012 0,008 0,013 0,012 0,011
Natriumhypochlorit 0,014 0,011 0,010 0,012 0,012 0,007
CHX 0,2 % 0,015 0,009 0,005 0,009 0,008 0,002
Kochsalzlosung 0,012 0,008 0,003 0,009 0,006 0,006
Endo CHX 0,017 0,010 0,008 0,014 0,009 0,005
Polyhexanid 0,014 0,007 0,004 0,010 0,007 0,003
CHX A 0,012 0,008 0,007 0,018 0,017 0,005
CHX B 0,016 0,013 0,006 0,008 0,009 0,010
Kontrollgruppe 0,016 0,016 0,004 0,014 0,013 0,011
Tab. 35: Extinktionswerte nach Abzug der Eigenextinktion von der Extinktion
Testlosungen Bearbeitungsweisen (Feilenanzahl n = 162)
1 2 3 4 5 6

Isopropanol 0,051 0,055 0,045 0,058 0,035 0,062
Natriumhypochlorit 0,036 0,009 0,001 0,028 0,011 0,008
CHX 0,2 % 0,053 0,019 0,022 0,017 0,007 0,004
Kochsalzlosung 0,046 0,020 0,015 0,016 0,014 0,015
Endo CHX 0,057 0,039 0,031 0,049 0,035 0,037
Polyhexanid 0,067 0,031 0,020 0,050 0,035 0,024
CHX A 0,052 0,031 0,031 0,056 0,056 0,029
CHX B 0,057 0,045 0,037 0,041 0,043 0,035
Kontrollgruppe 0,065 0,063 0,032 0,070 0,066 0,063

Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetztes 148t sich aus den Extinktionswerten in Tabelle 35

die Proteinkonzentration in umol/Instrument (siehe 7.2.7, Tab. 18, S. 68) der jeweiligen Probe

errechnen.
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53 0 T+ x> T X m

11.5 Diagramme zum Verdiinnungsreihenversuch (siehe 7.2.3)
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