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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 3990:2022) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 106 ,Dentistry“ in Zusam-
menarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 55 ,Zahnheilkunde” erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN
(Deutschland) gehalten wird.

Das zustdndige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 014-00-20 AA ,Biologische und kli-
nische Werkstoffpriifung” im DIN-Normenausschuss Dental (NADENT).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten internationalen Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden
deutschen Dokumente hingewiesen:

[SO 1942 siehe  DIN ENISO 1942

ISO 4049 siehe  DIN EN ISO 4049

ISO 6344-1 siehe  DIN ISO 6344-1

ISO 7405 siehe  DIN EN ISO 7405

[SO 10993-1 siehe  DIN ENISO 10993-1
ISO 10993-5 siehe  DIN EN ISO 10993-5
ISO 10993-12 siehe  DIN EN ISO 10993-12
ISO 10993-18 siehe  DIN ENISO 10993-18

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 1942, Zahnheilkunde — Vokabular
DIN EN ISO 4049, Zahnheilkunde — Polymerbasierende Restaurationswerkstoffe

DIN EN ISO 7405, Zahnheilkunde — Beurteilung der Biokompatibilitit von in der Zahnheilkunde verwendeten
Medizinprodukten

DIN EN ISO 10993-1, Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 1: Beurteilung und Priifungen im
Rahmen eines Risikomanagementsystems

DIN EN ISO 10993-5, Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 5: Priifungen auf
In-vitro-Zytotoxizitdt

DIN EN ISO 10993-12, Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 12: Probenvorbereitung und
Referenzmaterialien

DIN EN ISO 10993-18, Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 18: Chemische Charakterisierung
von Werkstoffen fiir Medizinprodukte im Rahmen eines Risikomanagementsystems

DIN ISO 6344-1, Schleifmittel auf Unterlagen — KorngrdéfSenanalyse
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN ISO 3990:2022) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 106 ,Dentistry“ in Zusam-
menarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 55 ,Zahnheilkunde” erarbeitet, dessen Sekretariat von DIN
gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.
Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 3990:2022 wurde von CEN als prEN ISO 3990:2022 ohne irgendeine Abdanderung geneh-
migt.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN abruf-

bar.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungsinsti-
tute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von Tech-
nischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema hat, fiir
welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein. Inter-
nationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen eben-
falls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der Internationalen
Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen Annahmekriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der 1ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren. Details
zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der Einleitung
und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung [SO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitdtsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundsatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berticksichtigt, sieche www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 106, Dentistry erarbeitet.
Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Auflistung dieser Institute ist unter www.iso.org/members.
html zu finden.
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Einleitung

Der Zweck dieses Dokuments besteht darin, aufgrund der allgemeinen Anwendbarkeit von In-Vitro-Tests fiir
antibakterielle Aktivitat und ihre weitverbreitete Anwendung zur Evaluierung einer Vielzahl von restaurativen
Dentalwerkstoffen, ein Priifschema festzulegen, das anstelle der Spezifizierung eines Einzeltests Entscheidun-
gen bezliglich mehrerer Schritte erfordert. Dies sollte zur Auswahl der fiir den jeweiligen zu evaluierenden
restaurativen Dentalwerkstoff geeignetsten Priifung fiihren.

Es werden zwei Priifkategorien aufgefiihrt: Extraktionspriifungen und Priifungen mit direktem Kontakt.

Die Auswahl einer oder mehrerer diese Kategorien hdangt von der Art des zu evaluierenden Werkstoffes, dem
moglichen Einsatzort und der Verwendungsart des entsprechenden Werkstoffes, ab. Extraktionspriifungen
richten sich vorwiegend an Substanzen, die aus Werkstoffen austreten, wihrend sich Priifungen mit direk-
tem Kontakt sowohl an Auswirkungen herauslosbarer Stoffe als auch Oberflachenauswirkungen richten. Die
Priifungsauswahl wirkt sich auf die Einzelheiten bei der Probenherstellung, der Vorbereitung der geziichteten
Bakterien und der Biofilme sowie die Art, wie die Bakterien oder Biofilme den Proben oder deren Extrakten
ausgesetzt werden, aus.

Fiir beide Priifungskategorien ist zuerst die Durchfiihrung an planktonischen Bakterienkulturen und dann, im
Falle eines positiven Ergebnisses, an bakteriellen Biofilmen, vorgesehen.

In diesem Dokument wird als Hauptverfahren zur Feststellung antibakterieller Wirkungen die Messung der
Verminderung der bakteriellen Vermehrungsfahigkeit vorgeschlagen. Aufserdem kdnnen zur weiteren Besta-
tigung des bakteriellen Zelltods Schaden an der Bakterienmembran erfasst sowie als weitere Messung der
bakteriellen Lebensfahigkeit die Verminderung bakterieller Stoffwechselaktivitdten untersucht werden.

Bei beiden Priifungskategorien gibt es mehrere Moglichkeiten, Ergebnisse herbeizufiihren. Der Prifer sollte
die Priifungskategorien kennen und wissen, in welche Kategorie bestimmte Verfahren fallen, um die laborin-
terne Vergleichbarkeit sowie die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen anderer Labore fiir 4hnliche Werkstoffe
sicherzustellen.

Neben Richtlinien zur Ergebnisauswertung, sind in diesem Dokument auch Beispiele fiir quantitative Priifpro-
tokolle zur Priifung der Verminderung der bakteriellen Vermehrungsfahigkeit durch Erfassung der koloniebil-
denden Einheiten (KBE) und zusatzlich zur Priifung von Schiaden an der Bakterienmembran durch Durchfluss-
zytometrie und zur Priifung der Verminderung bakterieller Stoffwechselaktivititen durch MTT-Tests, angege-
ben.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt Priifverfahren zur Evaluierung von restaurativen Dentalwerkstoffen, Befestigungsze-
menten, Fissurenversiegelungen und orthodontische Verbindungs- oder Befestigungsmaterialien fest, die laut
ihren jeweiligen Herstellern ,antibakterielle Wirkung haben.

ANMERKUNG  Materialien zur Pulpaiiberkappung (z. B. Calciumhydroxidformulierungen), Endodontie-Fiillmaterialien,
Dentalimplantate oder -implantatsysteme, Knirschschienen, sowie additiv gefertigte (z. B. 3D-gedruckte) Materialien wer-
den von diesem Dokument nicht abgedeckt.

Dieses Dokument deckt keine Priifungen zur Wirksamkeit von Sterilisations- oder Desinfektionsverfahren ab,

noch darf es fiir den Abwesenheitsnachweis mikrobieller Verunreinigungen an in der Zahnheilkunde verwen-
deten Medizingeraten verwendet werden.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschliefilich aller Anderungen).

ISO 1942, Dentistry — Vocabulary

ISO 4049, Dentistry — Polymer-based restorative materials

ISO 6344-1, Coated abrasives — Grain size analysis — Part 1: Grain size distribution test

ISO 7405, Dentistry — Evaluation of biocompatibility of medical devices used in dentistry

[SO 10993-1, Biological evaluation of medical devices — Part 1: Evaluation and testing within a risk
management process

[SO 10993-5, Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity
ISO 10993-12, Biological evaluation of medical devices — Part 12: Sample preparation and reference materials

ISO 10993-18, Biological evaluation of medical devices — Part 18: Chemical characterization of medical device
materials within a risk management process

3 Begriffe

Flir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach ISO 1942, 1SO 7405, 1SO 10993-1 und
[SO 10993-5.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp
— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

31

restaurativer Dentalwerkstoff

Material oder Materialkombination, die speziell fiir die Verwendung in der Zahnheilkunde und/oder zugeho-
rigen Verfahren zur Wiederherstellung der Zahnintegritdt oder fiir den Zahnersatz formuliert und hergestellt
werden
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3.2

Positivkontrollmaterial

gut charakterisierter Werkstoff und/oder Substanz, der (die) durch Beurteilung mithilfe eines spezifischen
Priifverfahrens die Eignung des Priifsystems demonstriert, eine reproduzierbare, entsprechend positive oder
reaktive Wirkung im Priifsystem hervorzurufen

[QUELLE: ISO 7405:2018, 3.3]

3.3

Negativkontrollmaterial

gut charakterisierter Werkstoff und/oder Substanz, der (die) durch Beurteilung mithilfe eines spezifischen
Priifverfahrens die Eignung des Priifsystems demonstriert, eine reproduzierbare, entsprechend negative, nicht
reaktive oder minimale Reaktion im Priifsystem hervorzurufen

Anmerkung 1 zum Begriff:  In der Praxis zahlen Materialien, die die fiir die antibakterielle Wirkung verantwortliche
Komponente nicht enthalten oder in der klinischen Praxis verwendete Materialien ohne antibakterielle Wirkung zu den
Negativkontrollmaterialien.

[QUELLE: ISO 7405:2018, 3.4, Anmerkung 1 modifiziert]

3.4

antibakterielles Material
Material, das im Vergleich zum Negativkontrollmaterial eine antibakterielle Wirkung aufweist.

4 Anforderungen

4.1 Allgemeines

Das als antibakteriell bezeichnete Material muss eine der folgenden Anforderungen erfiillen.

4.2 Extrakt

Bei Extraktionspriifungen muss das antibakterielle Material, bei Priifung in Ubereinstimmung mit
Abschnitt 7.1, eine mittlere Verminderung der bakteriellen Aktivitdt aufweisen, die im Vergleich zum

Negativkontrollmaterial mindestens 99,9% (3 log1( Schritte) entspricht.

ANMERKUNG  Diese Anforderung entspricht den Definitionen der American Society of Microbiology (https://aac.asm.
org/content/abbreviations-and-conventions) [1, 2].

4.3 Direkter Kontakt
Bei Priifungen mit direktem Kontakt muss das antibakterielle Material, bei Priifung in Ubereinstimmung mit
Abschnitt 7.2, eine mittlere Verminderung der bakteriellen Aktivitat aufweisen, die im Vergleich zum Negativ-

kontrollmaterial mindestens 99% (2 logyg Schritte) entspricht.

ANMERKUNG  Diese Anforderung entspricht den in JIS Z 2801 [3] dargelegten Definitionen.

5 Probenherstellung und Vorbereitung des Kontrollmaterials
5.1 Allgemeines

Die in diesem Dokument beschriebenen Priifungen miissen an

a) einem Extrakt der Probe

und/oder
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b) der Probe selbst durchgefiihrt werden.

Die Untersuchung der antibakteriellen Eigenschaften muss am gemafd den Herstelleranweisungen vorberei-
teten Material erfolgen. Vor der Priifung der antibakteriellen Eigenschaften restaurativer Dentalwerkstoffe in
Ubereinstimmung mit dieser Norm, miissen zunéchst die physikalischen und chemischen Eigenschaften des
Materials (und der Extrakte)in Ubereinstimmung mit ISO 10993-1 und ISO 10993-18 untersucht werden. Vor
der Prifung der antibakteriellen Eigenschaften restaurativer Werkstoffe auf Polymerbasis, sollte zunachst das
physikalische Verhalten des Materials in Ubereinstimmung mit ISO 4049 charakterisiert werden.

Bei jeder Untersuchung miissen sowohl Negativ- als auch Positivkontrollmaterialien Verwendung finden.
Sofern angemessen und umsetzbar, sollten die Kontrollen mit dem gleichen Verfahren vorbereitet werden wie
die Probe (siehe 5.2 bis 5.5). In allen Fillen miissen die Kontrollen die gleichen Abmessungen und weiteren
Materialeigenschaften ,wie z. B. Rauheit, wie die Priifmaterialien aufweisen. Bei Priifungen mit direktem
Kontakt miissen die Materialien und Kontrollen eine runde Form von 10 mm Durchmesser zur Verwendung
auf 48-Well-Platten aufweisen(siehe 7.3).

Bei Priifungen an Extrakten, muss Chlorhexidindigluconat 0,2% als Positivkontrolle verwendet werden [4].
Zusatzlich zu den Extrakten aus dem Negativkontrollmaterial muss zur Sicherstellung der experimentellen
Giiltigkeit die fir die im jeweiligen Experimentsatz verwendete Bakterienkultur erforderliche Nahrbouillon
verwendet werden.

Bei Priifungen mit direktem Kontakt miissen Kupferplatten (runde Form; 10 mm Durchmesser; Reinheit
> 99%; ohne sichtbare Oberflaichenverunreinigungen) als Positivkontrolle verwendet werden [5]. Diese
Platten miissen in Ubereinstimmung mit ISO 6344-1 mit P2000-Papier abgeschliffen werden, um eine
dhnliche Rauheit wie an den Proben zu erzielen.

Alle Priif- oder Kontrollproben miissen vor der Priifung und nach dem Anmischen/Aushérten/Frasen entspre-
chend der Herstellerangaben 24 h lang in sterilem Wasser (37+1) °C gelagert werden, um z. B. das Austreten
von Monomeren in Polymeren zu ermoglichen. Nach diesen anfanglichen24 h, miissen alle Priif- oder Kon-
trollproben gleichzeitig und zusatzlich nach 10 aufeinanderfolgenden Auswaschzyklen (siehe 5.6.4) gepriift
werden, um einen Hinweis auf die langfristige antibakterielle Wirkung zu erhalten [6]. Sofern nach 10 Aus-
waschzyklen immer noch eine antibakterielle Wirkung feststellbar ist, sollte nach 20 Auswaschzyklen eine
weitere Prifung erfolgen, um eine Plateauwirkung (= bleibende Wirkung) der antibakteriellen Aktivitat nach-
zuweisen.

ANMERKUNG  Zusatzlich sollte eine chemische Analyse der Extrakte nach ISO 10993-18 erfolgen.
5.2 Allgemeine Empfehlungen zur Probenherstellung

Die Probenherstellung muss in Ubereinstimmung mit ISO 7405, 1SO 10993-12 und ISO 4049 durchgefiihrt
werden.

Fiir die Herstellung von Proben sind die entsprechenden Produktnormen und/oder die jeweiligen Gebrauchs-
anweisungen des Herstellers einzusehen und diesen Beschreibungen ist moglichst genau Folge zu leisten. Jede
Abweichung von den Angaben in der Gebrauchsanweisung muss begriindet werden. Eine genaue Beschreibung
der Probenherstellung muss in den Priifbericht aufgenommen werden. Bei der Probenherstellung miissen fol-
gende Faktoren berticksichtigt werden.

a) Temperatur;

b) Feuchtigkeit;

c) Lichtexposition: Prifkorper aus lichtempfindlichen Werkstoffen miissen unter der Voraussetzung herge-
stellt werden, dass das Umgebungslicht diese nicht aktiviert;
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d) Material der Form zur Herstellung der Priifkorper: Es ist sicherzustellen, dass das Material fiir die Form zur
Herstellung der Priifkérper und ein mogliches anzuwendendes Gleitmittel den Abbindeprozess des Werk-
stoffs nicht storen;

e) Sauerstoffexposition: Bei Werkstoffen, die wahrend des Hartens eine sauerstoffinhibierende Oberflachen-
schicht bilden konnen, miissen wahrend des Hartens beide Enden der Form mit transparenten, sauer-
stoffundurchldssigen Materialien (z. B. eine Polyesterfolie) abgedeckt werden.

f) Proben missen unter aseptischen Bedingungen hergestellt werden. In Fillen, in denen dies nicht moglich
ist, kdnnen die Proben, sofern erforderlich und moglich, auf eine fiir das jeweilige Material geeignete Weise
sterilisiert werden (siehe 5.7.3).

5.3 Besondere Empfehlungen fiir lichthirtende Werkstoffe

In Ubereinstimmung mit ISO 7405 miissen die folgenden Faktoren bei der Betrachtung der Endanwendung
von lichthartenden Werkstoffen berticksichtigt werden:

a) Material der Form zur Herstellung der Probe: Die Form zur Herstellung der Priifkorper sollte mit ISO 4049
ibereinstimmen; d. h. Formen aus nichtrostendem Stahl mit weifdem Hintergrund ((weif3es Filterpapier)
auf der Unterseite der Probe). Falls dies nicht méglich ist, sollte der Reflexionskoeffizient des Materials, das
fiir die Form zur Herstellung der Prifkdérper verwendet wird, so genau wie moglich dem der oralen Ober-
fliche entsprechen, auf die das Material aufgetragen wird, damit die klinische Situation méglichst genau
abgebildet wird.

ANMERKUNG  Geeignete Materialien der Form zur Herstellung der Probe, deren Reflexionskoeffizient dem harter
Dentalgewebe dhneln, kénnen halbtransparente oder weifde Kunststoffmaterialien sein, wie Polyethylen (PE) oder
Polytetrafluorethylen (PTFE).

b) Lichtexposition: Die Lichthdrtung muss erfolgen, damit die klinische Anwendung so genau wie moglich
nachgebildet wird. Oft wird dies eine Lichthdrtung nur von einer Seite erfordern, aber manchmal auch eine
zweiseitige Aushadrtung mit sich bringen. Das Ausharteverfahren ist material- und/oder prozessspezifisch.
Bei Einkomponenten-Werkstoffen diirfen bei Betrachtung ohne Vergroflerung keine Hohlrdume, Spalten
oder Luftblasen vorhanden sein. Um einen dhnlichen Hartegrad wie bei der klinischen Anwendung zu erzie-
len, die Gebrauchsanweisung des Materialherstellers, einschlief3lich der Angaben zum Lichtpolymerisati-
onsgerit, die den/die Bereich(e) der Emissionswellenlinge, die Bestrahlungsstirke (= 1 000 mW/cm?),
und die Expositionsdauer umfassen miissen, befolgen. Diese Angaben miissen in den Priifbericht aufge-
nommen werden. Es muss darauf geachtet werden, dass sich die Lichtquelle in einem zufriedenstellenden
Betriebszustand befindet und es wird empfohlen, vor der Verwendung der Lichtquelle ein Radiometer zu
verwenden, um die von der Einheit ausgehende Strahlungsstéarke zu verifizieren.

c) Sauerstoffexposition: Bei Werkstoffen, die wahrend des Lichthartens eine sauerstoffinhibierende Oberfla-
chenschicht bilden kdnnen, miissen wahrend des Lichthartens beide Enden der Form mit transparenten,
sauerstoffundurchldssigen Materialien (z. B. Polyester-/Mylarstreifen) abgedeckt werden.

d) Behandlung der Probenoberfldache: Sofern vom Hersteller fiir den Werkstoff nach dem Aushérten eine Ober-
flichennachbearbeitung empfohlen wird, miissen die Priifkérperoberflaichen mit einer in der klinischen
Anwendung liblichen Vorgehensweise geschliffen und poliert werden. Sofern derartige Anweisungen nicht
vorliegen und fir die Priifung gefordert sind, miissen die Priifkdrper an beiden Enden mit Schleifpapier
der Kérnung P2000 nach ISO 6344-1 geschliffen werden, nachdem sie auf dem transparenten sauerstoffun-
durchldssigen Material ausgehartet wurden.

5.4 Besondere Empfehlungen fiir chemisch abbindende Werkstoffe

In Ubereinstimmung mit ISO 7405 miissen die folgenden Faktoren bei der Betrachtung der Endanwendung
von chemisch abbindenden Werkstoffen berticksichtigt werden:
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a) Anmischen: Es ist ausreichend Werkstoff anzumischen, um sicherzustellen, dass jede Probe aus einer
Mischung hergestellt wird. Fiir jede Probe ist eine neue Mischung herzustellen. Das Anmischen muss in
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Produktnormen, falls anwendbar, durchgefiihrt werden;

b) Sauerstoffexposition: Bei Werkstoffen, die wahrend des chemischen Aushartens eine sauerstoffundurchlas-
sige Oberflachenschicht bilden, miissen wahrend des Aushértens beide Enden der Form mit sauerstoffun-
durchlassigen Materialien (z. B. Polyester-/Mylarstreifen) bedeckt werden.

c) Behandlungder Probenoberflache: Sofern vom Hersteller fiir den Werkstoff nach dem Aushéarten eine Ober-
flichennachbearbeitung empfohlen wird, miissen die Priifkérperoberflichen mit einer in der klinischen
Anwendung liblichen Vorgehensweise geschliffen und poliert werden. Sofern derartige Anweisungen nicht
vorliegen und fiir die Priifung gefordert sind, miissen die Priifkdrper an beiden Enden mit Schleifpapier
der Kérnung P2000 nach ISO 6344-1 geschliffen werden, nachdem sie auf dem transparenten sauerstoffun-
durchlassigen Material ausgehartet wurden.

5.5 Spezifische Empfehlungen fiir CAD/ CAM-gefrdste oder subtraktiv hergestellte
Materialien

Hinsichtlich der endgiiltigen Verwendung CAD/ CAM-gefraster oder subtraktiv hergestellter Materialien miis-
sen folgende Faktoren beriicksichtigt werden:

a) Behandlung der Probenoberflache: Sofern vom Hersteller fiir den Werkstoff nach dem CAD/ CAM-Frasen
oder der subtraktiven Herstellung eine Oberflachennachbearbeitung empfohlen wird, miissen die Proben-
oberfldchen mit einer in der klinischen Anwendung {iblichen Vorgehensweise geschliffen und poliert wer-
den. Sofern derartige Anweisungen nicht vorliegen und fiir die Priifung gefordert sind, miissen die Proben
an beiden Enden mit Schleifpapier der Kérnung P2000 nach ISO 6344-1 geschliffen werden.

5.6 Herstellung von Fliissigextrakten des Materials
5.6.1 Extraktionsprinzipien

Die Probenherstellung muss nach dem Anmischen/Héarten gemaf3 den Herstellerangaben und nach 24 h-Lage-
rung in sterilem Wasser bei (37+1) °C und zusatzlich nach 10 aufeinanderfolgenden Auswaschzyklen
(siehe 5.6.4) erfolgen, um einen Hinweis auf die langfristige antibakterielle Wirkung zu erhalten [6].

Sofern nach dem 10. Auswaschzyklus immer noch eine antibakterielle Wirkung am Extrakt feststellbar war,
sollte nach 20 Auswaschzyklen eine weitere Priifung an diesem Extrakt erfolgen, um eine Plateauwirkung (=
bleibende Wirkung) der antibakteriellen Aktivitit nachzuweisen.

ANMERKUNG  Zusétzlich sollte eine chemische Analyse der Extrakte nach ISO 10993-18 erfolgen.

Die Extraktionsbedingungen sollten den klinischen Verwendungsbedingungen moglichst entsprechen oder
diese iibersteigen, um die mogliche antibakterielle Wirkung ohne signifikante Anderungen an der Probe, wie
Fusion, Schmelzen oder jegliche Anderungen an der chemischen Struktur, zu bestimmen, sofern diese nichtim
Zuge der klinischen Anwendung erwartet werden. Aufgrund der Eigenschaften bestimmter Materialien (z. B.
biologisch abbaubarer Materialien) kann im Zuge des Extraktionsverfahrens eine Veranderung der chemischen
Struktur auftreten.

ANMERKUNG  Die Konzentration jeglicher endogener oder Fremdsubstanzen im Extrakt, und somit die den Priifbakte-
rien ausgesetzte Menge, hangt von der Grenzflache, dem Extraktionsvolumen, dem pH-Wert, der chemischen Loslichkeit,
der Diffusionsrate, der Osmolaritit, der Agitation, der Temperatur, der Dauer und weiteren Faktoren ab.

5.6.2 Extraktionsmittel

Die Auswahl des/der Extraktionsmittel unter Beriicksichtigung der chemischen Eigenschaften der Probe muss
begriindet und dokumentiert werden. Eines oder mehrere der folgenden Mittel muss eingesetzt werden:
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a) die fiir die im jeweiligen Experimentsatz verwendete Bakterienkultur erforderliche Nahrbouillon (siehe
z. B. Anhang A);

b) phosphatgepufferte Kochsalzl6sung (PBS);
c) Serum (zur Lipidextraktion);

Die Auswahl des Mittels sollte dem Extraktionsziel entsprechen. Nahrbouillon ist das bevorzugte Extraktions-
mittel, da sie sowohl das Bakterienwachstum férdern, als auch polare und nicht polare Substanzen extrahieren
kann.

ANMERKUNG  Es ist wichtig zu beachten, dass Proteine aus proteinreichen oder serumhaltigen Nahrbouillons dafiir
bekannt sind, extrahierbare Stoffe bis zu einem bestimmten Grad zu binden.

5.6.3 Extraktionsbedingungen
Das Extraktionsverfahren muss in Ubereinstimmung mit ISO 10993-5 durchgefiihrt werden.

Die Extraktion muss in sterilen, chemisch inerten, geschlossenen Behaltern unter Verwendung asepti-
scher Techniken mit einem auf der exponierten Oberfliche basierenden Extraktionsmittelvolumen nach
[SO 10993-12 erfolgen.

Mit Ausnahme der unten aufgefithrten Umstande, muss die Extraktion unter einer der folgenden Bedingungen
und den Materialeigenschaften und spezifischen Nutzungsbedingungen ausgefiihrt werden:

a) (24+2) hbei (37+1) °C;
b) (72+2) hbei (37+1) °C.

Es diirfen andere Bedingungen, die die im Zuge der klinischen Verwendung auftretende Extraktion wieder-
geben oder eine angemessene Erhebung der antibakteriellen Materialeigenschaften ermdoglichen, verwendet
werden, diese miissen jedoch begriindet und dokumentiert werden.

Sofern der Extrakt vor dem Kontakt mit den Bakterien gefiltert, zentrifugiert oder auf andere Weise bearbei-
tet wird, miissen diese Informationen, zusammen mit einer Begriindung fiir die zusatzlichen Schritte, in den
Abschlussbericht aufgenommen werden. Jegliche Anpassungen des pH-Werts des Extrakts miissen notiert wer-
den. Eine Bearbeitung des Extrakts, zum Beispiel durch pH-Anpassung, sollte vermieden werden, da sie sich
auf die Ergebnisse auswirken kann.

5.6.4 Aufeinanderfolgende Auswaschzyklen

Um einen Nachweis fiir eine langfristige antibakterielle Wirkung zu liefern, werden, wie weiter oben beschrie-
ben, unter Verwendung von Extraktionsmittel (siehe 5.6.2) und unter Extraktionsbedingungen (siehe 5.6.3)
aufeinanderfolgende Auswaschzyklen durchgefiihrt [6].

Das gesamte Auswaschverfahren muss durch die aufeinanderfolgende Ausfiihrung von mindestens 10 einzel-
nen Auswaschschritten erfolgen. Bei jedem Auswaschschritt miissen die Proben bei (37+1) °C flir entweder
(24£2) h oder (72+2) h dunkel gelagert werden. Nach diesem Zeitraum muss das Extraktionsmittel erneu-
ert und ein weitere Auswaschschritt durchgefiihrt werden. Dieses Verfahren muss 10-mal wiederholt werden.
Zu diesem Zweck, die Proben tiber einen Zeitraum von 2 Wochen extrahieren. Das Extraktionsmittel 4-Mal
wochentlich im Abstand von 24 h und ein Mal nach 72 h austauschen. Dies entspricht insgesamt 10 Aus-
tauschen. Bei den fiir die Priifung verwendeten Extrakten sollte es sich um24-h-Extrakte und nicht um 72-
h-Extrakte handeln.

Falls nach dem 10. Auswaschzyklus eine antibakterielle Wirkung am Extrakt feststellbar ist, an diesem Extrakt
weitere 10 Auswaschzyklen und nach 20 Auswaschzyklen eine weitere Priifung durchfiihren, um eine Plateau-
wirkung (= bleibende Wirkung) der antibakteriellen Aktivitat nachzuweisen. Zu diesem Zweck, die Proben
tiber einen Zeitraum von 4 Wochen extrahieren. Das Extraktionsmittel 4-Mal wochentlich im Abs % \en 24 h
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und ein Mal nach 72 h austauschen. Dies entspricht insgesamt 20 Austauschen. Bei den fiir die Priifung ver-
wendeten Extrakten sollte es sich um24-h-Extrakte und nicht um 72-h-Extrakte handeln.

5.7 Vorbereitung der Materialien fiir Priifungen mit direktem Kontakt

5.7.1 Form der Proben

Die bevorzugte Probe eines festen Materials muss eine runde Form von 10 mm Durchmesser zur Verwendung
auf 48-Well-Platten aufweisen. Es sollte mindestens eine flache Oberflache vorhanden sein. Ist dies nicht der
Fall, sollten Anpassungen vorgenommen werden, um flache Oberflachen zu erzielen.

Falls es sich nicht um feste Materialien handelt (sondern z. B. um Gele usw.) kénnen diese in ihren jeweiligen
verschiedenen Formen oder Grofden, ohne Anpassung der antibakteriellen Bestimmungen, gepriift werden. In
diesen Fallen muss das Volumen der fiir die jeweiligen Bakterienkulturen verwendeten Nahrbouillons entspre-
chend angepasst werden.

5.7.2 Grundlagen fiir Priifungen mit direktem Kontakt

Priifungen mit direktem Kontakt miissen nach dem Anmischen/Harten gemafd den Herstellerangaben und
nach 24 h-Lagerung in sterilem Wasser bei (37+1) °C und zusatzlich nach 10 aufeinanderfolgenden Auswasch-
zyklen (siehe 5.6.4) erfolgen, um einen Hinweis auf die langfristige antibakterielle Wirkung zu erhalten [6].

Sofern nach dem 10. Auswaschzyklus immer noch eine antibakterielle Wirkung am Material feststellbar war,
sollte nach 20 Auswaschzyklen eine weitere Priifung an diesem Material erfolgen, um eine Plateauwirkung (=
bleibende Wirkung) der antibakteriellen Aktivitat nachzuweisen.

Es muss sichergestellt werden, dass samtliche Oberfldchen der Probe der Extraktion ausgesetzt sind. Bei
zusammenklebenden Proben werden manche Oberflichen moglicherweise keiner Extraktion ausgesetzt,
was zu falsch positiven Ergebnissen fithren konnte. Ein passendes Gestell (siehe Bild 1) verwenden, um
die Proben fiir die Extraktion anzuordnen. Das Volumen des fiir die Extraktion der Proben verwendeten
Extraktionsmittels muss grof sein, d. h. mindestens 10 ml je cm? Probenoberfliche entsprechen.

=

Bild 1 — Gestell zum Anordnen der Proben (Beispiel)

Eines der folgenden Extraktionsmittel verwenden:

a) die fiir die im jeweiligen Experimentsatz verwendete Bakterienkultur erforderliche Nahrbouillon (siehe
z. B. Anhang A);

b) phosphatgepufferte Kochsalzl6sung (PBS)
Bei nicht pH-neutralen Materialien, z. B. Zementen, Produkten, die alkalihaltige Glaser enthalten usw. oder die

Korrosion ausgesetzt sein kdnnten, sollte PBS verwendet werden. In diesem Fall muss auch die Wiederauflad-
barkeit berticksichtigt werden (z. B. bei Materialien auf Glasionomerbasis).
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