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Nationales  Vorwort  

Das Dokument  (prEN ISO7405:2024) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC106 �Dentistry�  in Zusam-
menarbeit mit  dem Technischen Komitee CEN/TC55 �Zahnheilkunde�  erarbeitet,  dessen Sekretariat von DIN 

(Deutschland) gehalten wird. 

Das zustandige nationale  Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA014-00-20AA �Biologische und  kli-
nische Werkstoffprufung�  im DIN-Normenausschuss Dental  (NADENT). 

Um Zweifelsfalle  in der Ubersetzung auszuschließen, ist die englische Originalfassung beigefugt.  Die Nutzungs-
bedingungen  fur den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermaßen auch  fur den englischen Text.  

Fur die in diesem Dokument  zitierten Dokumente wird im Folgenden auf  die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen: 

ISO 1942  siehe DINEN ISO1942 

ISO 6344-3 siehe DIN ISO6344-3 

ISO 10993-1 siehe DINEN ISO10993-1 

ISO 10993-2 siehe DINEN ISO10993-2 

ISO 10993-3 siehe DINEN ISO10993-3 

ISO 10993-5:2009 siehe DINEN ISO10993-5:2009-10 

ISO 10993-6 siehe DINEN ISO10993-6 

ISO 10993-7 siehe DINEN ISO10993-7 

ISO 10993-9 siehe DINEN ISO10993-9 

ISO 10993-10 siehe DINEN ISO10993-10 

ISO 10993-11 siehe DINEN ISO10993-11 

ISO 10993-12:2021 siehe DINEN ISO10993-12:2021-08 

ISO 10993-13 siehe DINEN ISO10993-13 

ISO 10993-14 siehe DINEN ISO10993-14 

ISO 10993-15 siehe DINEN ISO10993-15 

ISO 10993-16 siehe DINEN ISO10993-16 

ISO 10993-17 siehe DINEN ISO10993-17 

ISO 10993-18:2020 siehe DINEN ISO10993-18:2021-03 

ISO 10993-18:2020/Amd1:2022 siehe DINEN ISO10993-18:2023-11 

ISO 10993-23 siehe DINEN ISO10993-23 

ISO 14801 siehe DINEN ISO14801 

ISO 14971 siehe DINEN ISO14971 

ISO 16443 siehe DINEN ISO16443 

ISO/IEC 17025  siehe DINEN ISO/IEC 17025 

Aktuelle  Informationen zu diesem Dokument  konnen  uber die Internetseiten von DIN (www.din.de)  durch eine 

Suche nach  der Dokumentennummer aufgerufen werden. 

Änderungen 

Gegenuber DINEN ISO7405:2019-03 wurden folgende Anderungen vorgenommen: 

a)  Aktualisierung  der normativen Verweisungen (z. B.  Ersetzung von ISO 6344-1 durch ISO 6344-3); 

b)  Klarung  zum Text von Definitionen und  Hinzufugen  der Definition fur Dentin-Barriere (3.8); 
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c) bei der Agardiffusionsprufung (6.2) wurden die Kriterien fur die Beurteilung  der 

Entfarbungszone (Tabelle 1)  und  des qualitativen  morphologischen/Lysis-Index (Tabelle 2) mit  

ISO 10993-5 harmonisiert; 

d) Hinzufugen von AnhangD  mit  einer Antioxidant-Response- 

Element (ARE)-Reporterassay-Zytotoxizitatsprufung.  
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Nationaler  Anhang NA  

(informativ) 
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Europäisches  Vorwort  

Dieses Dokument  (prEN ISO7405:2024) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC106 �Dentistry�  in Zusam-
menarbeit mit  dem Technischen Komitee CEN/TC55 �Zahnheilkunde�  erarbeitet,  dessen Sekretariat von DIN 

gehalten wird. 

Dieses Dokument  ist derzeit zur parallelen  Umfrage vorgelegt.  

Dieses Dokument  wird EN ISO7405:2018 ersetzen. 

Ruckmeldungen  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. 

Anerkennungsnotiz 

Der Text von ISO/DIS 7405:2024 wurde von CEN als  prEN ISO7405:2024 ohne irgendeine Abanderung  geneh-
migt.  
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Vorwort  

ISO  (die Internationale  Organisation  fur Normung) ist eine weltweite  Vereinigung nationaler  Normungsinsti-
tute  (ISO  Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung  von Internationalen  Normen wird ublicherweise von Tech-
nischen Komitees von ISO  durchgefuhrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an  einem Thema hat,  fur 

welches ein Technisches Komitee gegrundet 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 fur die weitere Pflege 

vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC  Directives, Teil 1, beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen Annahmekriterien fur die verschiedenen ISO  Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment  wurde in Ubereinstimmung mit  den Gestaltungsregeln  der ISO/IEC  Directives, Teil 2, erarbeitet (siehe 

www.iso.org/directives). 

Es wird auf  die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beruhren kon-
nen.  ISO  ist nicht dafur verantwortlich, einige oder alle  diesbezuglichen 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. 

Fur eine Erlauterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung  ISO  spezifischer Begriffe und  

Ausdrucke in Bezug  auf  Konformitatsbewertungen  sowie Informationen daruber, wie  ISO  die Grundsatze der 

Welthandelsorganisation (WTO,  en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse 

(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berucksichtigt,  siehe www.iso.org/iso/foreword.html. 

Dieses Dokument  wurde vom Technischen Komitee ISO/TC106, Dentistry, in Zusammenarbeit mit  dem Euro-
paischen Komitee fur Normung (CEN), Technisches Komitee CEN/TC55, Zahnheilkunde,  in Ubereinstimmung 

mit  der Vereinbarung zur technischen Zusammenarbeit zwischen ISO  und  CEN (Wiener Vereinbarung) erar-
beitet.  

Diese vierte Ausgabe  von ISO 7405  ersetzt ISO 7405:2018, die technisch uberarbeitet wurde. 

Die wesentlichen Anderungen im Vergleich zur Vorgangerausgabe sind folgende: 

�  Aktualisierung  der normativen Verweisungen (z. B.  Ersetzung von ISO 6344-1 durch ISO 6344-3); 

�  Klarung  zum Text von Definitionen und Hinzufugen der Definition fur Dentin-Barriere (3.8); 

�  bei der Agardiffusionsprufung (6.2) wurden die Kriterien fur die Beurteilung  der Entfarbungs-
zone (Tabelle 1) und  des qualitativen morphologischen/Lysis-Index (Tabelle 2) mit  ISO 10993-5 

harmonisiert; 

�  Hinzufugen von AnhangD  mit  einer Antioxidant-Response- 

Element (ARE)-Reporterassay-Zytotoxizitatsprufung.  

Ruckmeldungen  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 

Dieses Dokument  beschreibt die Bewertung  der Biokompatibilitat  von in der Zahnheilkunde verwendeten 

Medizinprodukten. Es soll  zusammen mit  der Normenreihe ISO 10993 angewendet werden. Dieses Dokument  

enthalt  spezielle Prufungen,  uber die in der Zahnheilkunde viele Erfahrungen vorliegen und  die die speziellen 

Bedurfnisse der Zahnheilkunde anerkennen.  

Es wurden nur die Prufverfahren einbezogen, von denen die Mitglieder des Komitees der Ansicht waren,  dass 

veroffentlichte Daten in ausreichendem Maße  vorhanden waren.  Bei der Empfehlung  von Prufverfahren wurde 

der Minimierung der Anzahl  und  der Exposition  von Versuchstieren hohe Prioritat  eingeraumt.  Es ist von 

wesentlicher Bedeutung,  dass die Entscheidung zur Durchfuhrung von Prufungen  unter Einbeziehung von Tie-
ren ausschließlich nach einer vollstandigen und sorgfaltigen  Uberprufung  der Aussage erfolgt,  dass ein ahn-
liches Ergebnis durch andere Prufungen  nicht erreicht werden kann.  Um die fur die Prufungen  erforderliche 

Anzahl  von Tieren auf  einem absoluten  Minimum  zu halten und  dabei die angegebene  Zielstellung  zu errei-
chen, kann  es angemessen sein, mehr als  eine Prufung  am selben  Tier zur gleichen Zeit durchzufuhren, z. B.  

Pulpa-  und Dentin-Anwendungsprufung  und  Pulpauberkappungsprufung.  Dennoch sind diese Prufungen  in 

Ubereinstimmung mit  ISO 10993-2 sowohl auf  effiziente als  auch  humane  Weise durchzufuhren. Immer wenn 

Tierversuche durchgefuhrt werden, sind diese Prufungen  einfuhlsam  und  in Ubereinstimmung mit  den fur jede 

Prufung  beschriebenen normierten Verfahren vorzunehmen. 

Dieses Dokument  beschreibt keine speziellen Prufverfahren fur Risiken am  Arbeitsplatz. 

AnhangB  wurde aufgenommen, um  die Entwicklung  von In-vitro- und  Ex-vivo-Prufverfahren zu fordern, damit  

der Einsatz  von Versuchstieren bei der Beurteilung  der Biokompatibilitat  von in der Zahnheilkunde verwen-
deten Medizinprodukten weiter verringert werden kann.  Anhang C  beruht  auf  und ersetzt ISO/TS 22911. 
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1  Anwendungsbereich 

Dieses Dokument  legt  Prufverfahren zur Beurteilung  der biologischen Wirkungen  von in der Zahnheilkunde 

verwendeten Medizinprodukten fest.  Enthalten  sind auch  Prufungen  von pharmakologischen Stoffen, die ein 

integraler Bestandteil des zu prufenden Medizinprodukts sind. 

Dieses Dokument  gilt  nicht fur die Prufung  von Materialien und  Produkten, die weder direkt noch indirekt mit  

dem Korper des Patienten  in Kontakt  kommen.  

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 (einschließlich aller  Anderungen). 

ISO 1942,  Dentistry�  Vocabulary  

ISO 6344-3, Coated abrasives� Grain size analysis� Part 3:  Determination  of  grain size distribution  of  

microgrits P240  to P2 500  

ISO 10993-1, Biological evaluation of  medical devices� Part 1:  Evaluation  and testing  within  a risk  

management  process 

ISO 10993-2, Biological evaluation of  medical devices� Part 2:  Animal welfare requirements  

ISO 10993-3, Biological evaluation of  medical devices� Part 3:  Tests for  genotoxicity,  carcinogenicity  and 

reproductive  toxicity  

ISO 10993-5:2009, Biological evaluation of  medical devices� Part 5:  Tests for  in  vitro cytotoxicity  

ISO 10993-6, Biological evaluation of  medical devices� Part 6:  Tests for  local effects  after implantation 

ISO 10993-10, Biological evaluation of  medical devices� Part 10:  Tests for  skin  sensitization 

ISO 10993-11, Biological evaluation of  medical devices� Part 11:  Tests for  systemic toxicity  

ISO 10993-12:2021, Biological evaluation of  medical devices� Part 12:  Sample preparation and reference  

materials 

ISO 10993-17, Biological evaluation of  medical devices� Part 17:  Toxicological risk  assessment of  medical 

device constituents 

ISO 10993-18:2020, Biological evaluation of  medical devices� Part 18:  Chemical characterization of  medical 

device materials within  a risk  management  process 

ISO 10993-18:2020/Amd1:2022, Biological evaluation of  medical devices� Part 18:  Chemical 

characterization of  medical device materials within  a risk  management  process� Amendment 1:  

Determination  of  the  uncertainty  factor 

ISO/TS 10993-19, Biological evaluation of  medical devices� Part 19:  Physico-chemical, morphological and 

topographical characterization of  materials 

ISO 10993-23, Biological evaluation of  medical devices� Part 23:  Tests for  irritation 

ISO 14971,  Medical devices� Application of  risk  management  to medical devices 
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ISO 16443, Dentistry�  Vocabulary  for  dental implants systems and related procedure  

CIE S 017, ILV:  International Lighting  Vocabulary  

3  Begriffe  

Fur die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach  ISO 1942,  ISO 10993-1, ISO 10993-12, 

ISO 10993-17, ISO 16443, CIE S 017 und  die folgenden Begriffe. 

ISO  und  IEC stellen  terminologische Datenbanken  fur die Verwendung in der Normung unter den folgenden 

Adressen bereit: 

� ISO  Online  Browsing Platform: verfugbar unter https://www.iso.org/obp  

� IEC Electropedia: verfugbar unter https://www.electropedia.org/  

3.1  

Dentalwerkstoff 

Substanz  oder Kombination von Substanzen,  die speziell formuliert und  fur die Anwendung in der Zahnheil-
kunde  und/oder bei dazugehorigen Verfahren hergestellt wurde 

Anmerkung 1  zum Begriff: �Substanz�  in dieser Definition umfasst auch  Werkstoffe. 

[QUELLE: ISO 1942:2020, 3.1.4.8, modifiziert� Anmerkung 1  zum Begriff wurde hinzugefugt.]  

3.2  

Endprodukt 

Medizinprodukt oder Komponente eines Medizinprodukts, das/die alle  Herstellungsprozesse fur das �zu  ver-
marktende� Produkt durchlaufen hat,  einschließlich Verpackung und  Sterilisation, falls  zutreffend, und das die 

Verarbeitungsschritte vor der beabsichtigten Anwendung, solche wie  Mischen, Vorkonditionieren und  Prapa-
rieren, enthalt  

[QUELLE: ISO 10993-1:2018, 3.8, modifiziert� �falls  zutreffend, und das die Verarbeitungsschritte vor der 

beabsichtigten Anwendung, solche wie Mischen, Vorkonditionieren und  Praparieren, enthalt�  wurde hinzuge-
fugt.]  

3.3  

Positivkontrolle  

Positivkontrollmaterial  

gut  charakterisierte(r) Werkstoff oder Substanz,  der (die) durch Beurteilung  mithilfe eines spezifischen Pruf-
verfahrens die Eignung  des Prufsystems demonstriert, eine reproduzierbare, entsprechend positive oder reak-
tive Wirkung  im Prufsystem hervorzurufen 

3.4  

Negativkontrolle  

Negativkontrollmaterial  

gut  charakterisierte(r) Werkstoff oder Substanz,  der (die) durch Beurteilung  mithilfe eines spezifischen Pruf-
verfahrens die Eignung  des Prufsystems demonstriert, eine reproduzierbare, entsprechend negative, nicht  

reaktive oder minimale  Reaktion  im Prufsystem hervorzurufen 

Anmerkung 1  zum Begriff: In  der Praxis enthalten  Negativkontrollen  Blindbestimmungen,  Ubertragersubstanzen  oder 

Losemittel und  Referenzmaterialien (3.5). 
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3.5  

Referenzmaterial  

Material  mit  einem oder mehreren Eigenschaftswert(en), der (die) ausreichend reproduzierbar und gut  festge-
legt  ist (sind), um  die Anwendung des Werkstoffs oder der Substanz  zur Kalibrierung  eines Gerats,  die Bewer-
tung  eines Messverfahrens oder die Zuordnung von Werten zu dem Werkstoff zu ermoglichen 

Anmerkung 1  zum Begriff: Fur die Zwecke dieses Dokuments ist ein Referenzmaterial jeder gut  charakterisierte Werk-

stoff oder jede Substanz,  der (die) bei einer Prufung  mithilfe des beschriebenen Verfahrens die Eignung  des Verfahrens 

demonstriert, eine reproduzierbare, vorhersagbare Reaktion  hervorzurufen. Die Reaktion  kann  negativ  oder positiv sein. 

3.6  

In-vitro-Pulpakammer  

Gerat,  das eine dunne  Dentinscheibe zwischen zwei Kammern  halt  und Flussigkeiten und  Molekule  filtert oder 

durch die Dentin-Barriere (3.8) diffundieren lasst 

3.7  

Diffusion  

Einrichtung  einer passiven Bewegung  geloster Stoffe (geloste Bestandteile) mithilfe eines Druckgefalles  durch 

die Dentin-Barriere (3.8) 

3.8  

Dentin-Barriere  

Barriere aus  einer Dentinscheibe menschlichen oder tierischen Ursprungs 

4  Einteilung der  Medizinprodukte  

4.1  Einteilung nach der  Art  des Körperkontakts  

4.1.1  Allgemeines 

Fur die Zwecke dieses Dokuments wird die Einteilung  von in der Zahnheilkunde verwendeten Medizinproduk-
ten aus  ISO 10993-1 abgeleitet.  Wenn ein Produkt oder ein Material  in mehr als  eine Kategorie eingeteilt wer-
den kann,  mussen die strengeren Prufanforderungen angewandt  werden. Bei mehrmaligem Kontakt  mussen 

fur die Entscheidung, in welche Kategorie ein Produkt eingeteilt werden soll,  mogliche kumulative  Wirkungen  

unter Berucksichtigung der Dauer, uber die diese Expositionen vorkommen, betrachtet  werden. 

ANMERKUNG Fur die Zwecke dieses Dokuments schließt der Begriff �Zahnheilkunde�  die Mund-Kiefer- 

Gesichtsumgebung  ein. 

4.1.2  Produkte  ohne Körperkontakt  

Diese Produkte kommen  mit  dem Korper des Patienten  nicht in Beruhrung, weder direkt oder indirekt, und  

sind in ISO 10993-1 nicht enthalten.  

4.1.3  Produkte  mit  Kontakt zur  Körperoberfläche  

Zu diesen Produkten gehoren Produkte, die die Oberflache  der gesunden oder verletzten oder sonst wie  beein-
trachtigten Haut  bzw.  Mundschleimhaut  beruhren, und  solche Produkte, die mit  den Außenflachen  der Zahn-
hartsubstanz,  einschließlich Schmelz, Dentin und  Zement,  in Kontakt  kommen.  

ANMERKUNG Unter bestimmten Umstanden werden Dentin und Zement als  Oberflachen betrachtet,  z. B.  nach  einer 

Gingivarezession. 
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4.1.4  Produkte,  die  von außen mit  dem  Körperinneren in Kontakt kommen 

Zu diesen Produkten gehoren Dentalprodukte,  die in die Mundschleimhaut,  die Zahnhartsubstanz,  das Pulpa-
gewebe oder den Knochen oder eine Kombination  dieser Gewebe eindringen bzw.  damit  in Kontakt  kommen  

und  die dem Mundmilieu  ausgesetzt sind. 

ANMERKUNG1 Diese Gruppe enthalt  auch  alle  Arten von Unterfullungs-  oder Basiswerkstoffen, die unter einer Restau-

ration verwendet werden. 

ANMERKUNG2 Diese Gruppe enthalt  keine  Implantate,  die in der Zahnheilkunde verwendet werden (4.1.5). 

4.1.5  Implantate, die  in der  Zahnheilkunde verwendet werden 

Zu diesen Produkten gehoren Dentalimplantate  und  andere Dentalprodukte,  die teilweise oder vollstandig  in 

ein oder mehrere der folgenden Gewebe eingebettet sind: 

a)  Weichgewebe, z. B.  subperiostale Implantate  und  subdermale Implantate;  

b)  Knochen, z. B.  enossale Implantate  und  Knochenersatz; 

c) Pulpa-Dentin-System  des Zahns, z. B.  endodontische Werkstoffe; 

d) jede Kombination  davon, z. B.  transdentale  Implantate.  

4.2  Einteilung nach der  Kontaktdauer 

4.2.1  Allgemeines 

Fur die Zwecke dieses Dokuments werden die in der Zahnheilkunde verwendeten Medizinprodukte entspre-
chend der Kontaktdauer  nach  ISO 10993-1 und  wie in 4.2.2 bis 4.2.4 aufgelistet  eingeteilt.  

Bei mehrfachem Kontakt  mit  dem Medizinprodukt muss bei der Entscheidung uber die Einteilung  eines Pro-
dukts  in eine Kategorie der mogliche kumulative  Effekt  und  der Zeitraum berucksichtigt werden, in  dem diese 

Kontakte  erfolgen. 

ANMERKUNG Bei der Berechnung der Kontaktdauer  fur die Einteilung  des Kontakts  mit  wiederholt verwendeten Medi-

zinprodukten kann  die gesamte Kontaktdauer  in Tagen zwischen der ersten und letzten Verwendung des Medizinprodukts 

berucksichtigt werden. Zum Beispiel kann  dasselbe Medizinprodukt wiederholt an  mehreren Tagen wiederverwendet 

werden, oder es konnen  Ersatzprodukte uber mehrere Tage verwendet werden. Wenn erwartet wird, dass die Behand-

lungsabstande lang  im Vergleich zur Eliminationszeit  von aus  dem Korper herauslosbaren Toxinen sind, kann  diese seltene 

Verwendung wie  eine einzelne Behandlungsepisode angesehen werden. 

4.2.2  Produkte  mit  kurzem  Kontakt 

Produkte, deren kumulative  Summe  der einmaligen,  mehrfachen oder wiederholten Kontaktdauer  bis zu 24 h 

betragt.  

4.2.3  Produkte  mit  längerem Kontakt 

Produkte, deren kumulative  Summe  der einmaligen,  mehrfachen oder wiederholten Kontaktdauer  wahr-
scheinlich uber 24 h, aber nicht mehr als  30Tage betragt.  

4.2.4  Produkte  mit  langzeitigem  Kontakt 

Produkte, deren kumulative  Summe  der einmaligen,  mehrfachen oder wiederholten Kontaktdauer  uber 

30Tage betragt.  
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5  Biologisches  Beurteilungsverfahren  

5.1  Allgemeines 

Alle  in der Zahnheilkunde verwendeten Medizinprodukte mussen einem strukturierten biologischen Beurtei-
lungsprogramm im Rahmen eines Risikomanagementprozesses unterzogen werden (siehe ISO 10993-1). Die 

Anleitungen  zur Umsetzung dieses Programms in ISO 14971 und ISO 10993-1 mussen angewandt  werden. 

Das biologische Beurteilungsprogramm muss die Ubersicht uber die Datensatze  zu den biologischen Eigen-
schaften fur alle  in der Zahnheilkunde verwendeten Medizinprodukte enthalten.  Sofern dieser Teil des biolo-
gischen Beurteilungsprogramms anzeigt,  dass ein Datensatz oder mehrere Datensatze unvollstandig  ist (sind) 

und  weitere Prufungen  erforderlich sind, mussen die Prufungen  aus  den in der Normenreihe ISO 10993 oder 

in diesem Dokument,  oder in beiden, beschriebenen Verfahren ausgewahlt  werden. Falls  Prufungen  ausge-
wahlt  wurden, die in diesen Internationalen  Normen nicht enthalten  sind, muss eine Aussage daruber getrof-
fen werden, dass die in den Internationalen  Normen beschriebenen Prufungen  in Erwagung  gezogen wurden, 

einschließlich einer Begrundung  fur die Auswahl  der anderen Prufungen.  

Bei Kombinationsprodukten  muss das Endprodukt in Ubereinstimmung mit  diesem Dokument  und  in Zusam-
menhang  mit  moglichen anwendbaren  Normen beurteilt werden. 

ANMERKUNG1  In  diesem Kontext  sind Kombinationsprodukte  Dentalprodukte  aller  Art,  die als  integraler Bestandteil 

eine Substanz  enthalten  oder dazu vorgesehen sind, eine zu enthalten,  die: 

a)  bei getrennter Anwendung ein Arzneimittel oder ein biologisches Praparat  sein wurde; 

b)  dazu neigt,  im Korper  des Patienten  die Wirkung  des Medizinprodukts zu unterstutzen.  

Ein  Beispiel dafur ist ein Knochenfullmaterial/Augmentationsmaterial,  das einen Wachstumsfaktor  enthalt  

(d. h.  ein biologisches Produkt). 

Bei Kombinationsprodukten,  bei denen das Medizinprodukt und  die pharmakologischen Komponenten 

getrennt verpackt sind, kann  es aufschlussreich sein, die Produktkomponenten allein  zu prufen. 

Alle  Prufungen  mussen nach anerkannten  aktuellen/gultigen  Labor-/Qualitatssicherungsverfahren durchge-
fuhrt werden, wo zutreffend. 

ANMERKUNG2  Beispiele relevanter Anleitungen  enthalt  GLP (en: Good Laboratory Practice) oder ISO/IEC 17025.  

5.2  Auswahl der  Prüfungen und Gesamtbewertung  

Die Auswahl  der Prufungen  und  die Gesamtbewertung  der Ergebnisse mussen von einem Experten vorgenom-
men werden, der die entsprechenden chemischen, physikalischen und  biologischen Daten uber das Medizin-
produkt besitzt und  der die vorgesehenen Anwendungsbedingungen kennt.  

5.3  Auswahl der  Prüfverfahren  

Bei der Auswahl  der Prufverfahren mussen folgende Punkte beachtet werden: 

a)  die beabsichtigte Anwendung des Medizinprodukts; 

b)  das bzw.  die Gewebe, mit  dem (denen) das Medizinprodukt moglicherweise in Kontakt kommt,  und  

c) die Kontaktdauer.  

Sofern eine ausgewahlte  Prufung  in den Internationalen  Normen nicht enthalten  ist,  muss fur jedes Medizin-
produkt im Prufbericht eine Begrundung  fur die Auswahl  dieses Prufverfahrens aufgenommen werden. Sofern 

in den Normen mehr als  ein Prufverfahren in der gleichen Kategorie empfohlen wird, muss die Auswahl  einer 

Prufung  vor den anderen Verfahren begrundet werden. 
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5.4  Typen von Prüfungen 

5.4.1  Allgemeines 

Entsprechend der Einteilung  des Medizinprodukts mussen fur die Anwendung die in Tabelle A.1  zusammenge-
fassten Prufungen  berucksichtigt werden. Diese Tabelle  gibt  an,  welche Typen von Prufverfahren in Erwagung  

gezogen werden mussen. Dies bedeutet jedoch nicht,  dass es erforderlich ist,  diese Prufungen  durchzufuhren. 

Die Entscheidung, ein in Tabelle A.1  angegebenes  Prufverfahren nicht durchzufuhren, muss im Prufbericht fur 

jedes Medizinprodukt begrundet  werden. Die aufgelisteten  Typen von Prufungen  stellen einen Rahmen fur 

die Beurteilung  der Biokompatibilitat  von in der Zahnheilkunde verwendeten Medizinprodukten dar. Fur die 

meisten Typen von Prufungenwerden bestimmte Verfahren angegeben, obwohl fur einzelneMedizinprodukte
andere, in den Internationalen  Normen nicht enthaltene  alternative  Verfahren geeigneter sein konnen.  

5.4.2  Physikalische und chemische Charakterisierung  

Die Materialcharakterisierung des Medizinprodukts oder der Komponente (siehe Tabelle A.1)  ist ein entschei-
dender erster Schritt in der biologischen Beurteilung.  Die Materialcharakterisierung, falls durchgefuhrt, muss 

in Ubereinstimmung mit  ISO 10993-18 und  ISO/TS 10993-19 durchgefuhrt werden. Fur Nanomaterialien siehe 

ISO/TR10993-22. 

Die Arten der biologischen Prufungen  werden in drei Gruppen eingeteilt.  

Die toxikologische Risikobewertung chemischer Bestandteile sollte nach ISO 10993-17 durchgefuhrt werden 

und  im Rahmen der toxikologischen Risikobewertung sollte die Sicherheitsspanne (en: margin of safety, MoS)  

berucksichtigt werden. Eine Anleitung  fur die Sicherheitsspanne (MoS) ist Anhang E  zu entnehmen. 

5.4.3  Gruppe I  

Diese Gruppe umfasst In-vitro-Prufungen  auf  Zytotoxizitat.  Eine  allgemeine  Anleitung  fur In-vitro-Prufungen  

auf  Zytotoxizitat  wird in ISO 10993-5 gegeben  und  muss befolgt  werden. Genaue  Prufprotokolle fur die Agar- 

oder Agarosediffusionsprufung  und  die Filterdiffusionsprufung,  die fur Dentalwerkstoffe  geeignet sind, sind in 

diesem Dokument  enthalten.  Die Verfahren zur In-vitro-Prufung  auf  Zytotoxizitat  beinhalten: 

a)  Agardiffusionsprufung  (siehe 6.2);

b)  Filterdiffusionsprufung  (siehe 6.3); 

c) Prufungen  mit  direktem Kontakt  oder Verfahren zur Prufung  von Extrakten  nach ISO 10993-5; 

d) Dentin-Barriere-Zytotoxizitatsprufung  (siehe AnhangB);  

e) Antioxidant-Response-Element (ARE)-Reporterassay-Zytotoxizitatsprufung  (siehe AnhangD).  

ANMERKUNG1 Die Reihenfolge der Auflistung  ist willkurlich gewahlt  und bedeutet keine Bevorzugung eines Prufver-

fahrens. 

ANMERKUNG2  Die Auflistung  bedeutet nicht,  dass alle  aufgefuhrten Zytotoxizitatsprufungen  fur jedes zu bewertende 

Medizinprodukt durchgefuhrt  werden brauchen.  

ANMERKUNG3 Die Anwendung der Dentin-Barriere-Zytotoxizitatsprufung  wird unterstutzt  und eine Beschreibung 

dieser Prufung  ist in AnhangB  enthalten.  Verweisungen auf  diese Prufung  sind in  den Literaturhinweisen angegeben.  

ANMERKUNG4  Die Anwendung der ARE-Reporterassay-Zytotoxizitatsprufung  wird unterstutzt,  wenn die Messung  des 

oxidativen Stresses von Zellen  nach  dem Kontakt  mit  Pruf- und Kontrollmaterialien  uber Stoffwechselaktivitat  anwendbar,  

berechtigt oder beides ist.  
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5.4.4  Gruppe II  

Diese Gruppe umfasst Prufungen  nach der Normenreihe ISO 10993 und  bestimmte Prufverfahren, falls geeig-
net,  werden angegeben:  

a)  akute  systemische Toxizitat�  orale Applikation�  nach ISO 10993-11; 

b)  akute  systemische Toxizitat�  Applikation  durch Inhalation�  nach  ISO 10993-11; 

c) subakute  und  subchronische systemische Toxizitat�  orale Applikation�  nach  ISO 10993-11; 

d) Hautsensibilisierung nach  ISO 10993-10; 

e) Gentoxizitat  nach ISO 10993-3; 

f) lokale  Effekte nach  Implantation  nach ISO 10993-6; 

g)  Irritation nach ISO 10993-23. 

ANMERKUNG1  Um nur die Anwendung der neuesten Ausgabe  eines in Bezug  genommenen Dokuments zu erlauben, ist 

ein undatierter Verweis moglich. Eine Angabe  des entsprechenden Abschnitts und Unterabschnitts ist nur bei  datierten 

Verweisungen moglich. Deshalb wird der Anwender dieses Dokuments aufgefordert, die in Bezug genommenen Doku-

mente auf  die entsprechenden Abschnittsnummern hin zu uberprufen. 

Bei der Beurteilung  von Materialien  nach einer lokalen  Implantation  nach ISO 10993-6, einschließlich mine-
ralisiertem Gewebe, wird zusatzlich zur routinemaßigen  Prufung  der demineralisierten Schnitte eine Prufung  

der nicht demineralisierten Schnitte empfohlen. 

ANMERKUNG2  Wenn geeignet,  werden die lokalen  Effekte nach  der Implantation  nach  der Anwendungsprufung  fur 

ein enossales Dentalimplantat  anstatt  nach  ISO 10993-6 bewertet  [siehe 5.4.5, d)]. 

5.4.5  Gruppe III  

Diese Gruppe umfasst Prufungen,  die speziell fur in der Zahnheilkunde verwendete Medizinprodukte vorgese-
hen sind und  die in der Normenreihe ISO 10993 nicht erwahnt  sind: 

a)  Pulpa-  und  Dentin-Anwendungsprufung  (siehe 6.4); 

b)  Pulpauberkappungsprufung  (siehe 6.5); 

c) endodontische Anwendungsprufung  (siehe 6.6); 

d) Anwendungsprufung  eines enossalen Dentalimplantats  (siehe Anhang C).  

Die Anwendungsprufung  eines enossalen Dentalimplantats  ist nicht gefordert, aber wird, falls anwendbar,  

empfohlen. 

5.5  Erneute Beurteilung  der  Biokompatibilität  

In  Ubereinstimmung mit  ISO 10993-1 muss fur ein Medizinprodukt eine erneute Beurteilung der Biokompati-
bilitat  nach 5.4 durchgefuhrt werden, wenn Uberarbeitungen  oder Modifikationen der Zusammensetzung, der 

Qualitat  oder der Leistungsangaben,  oder eine Kombination  daraus, vorgenommen werden. 

ANMERKUNG Siehe auch  ISO 10993-1:2018, B.4.5.1, die Angaben  dazu enthalt,  wann  eine erneute Bewertung  zu erfol-

gen  hat.  
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6  Spezielle  Prüfverfahren  für  Dentalwerkstoffe 

6.1  Empfehlungen zur  Probenherstellung 

6.1.1  Allgemeines 

Diese Empfehlungen  wurden fur In-vitro-Prufungen  entwickelt,  konnen  aber  auch  fur andere Zwecke verwen-
det werden, wenn sie dafur geeignet sind. 

6.1.2  Allgemeine Empfehlungen zur  Probenherstellung 

Fur die Herstellung von Prufkorpern  werden entweder die entsprechenden Produktnormen oder die jewei-
ligen  Gebrauchsanweisungen  des Herstellers, oder beide, eingesehen und  diesen Beschreibungen moglichst 

genau  Folge geleistet.  Jede Abweichung von den Angaben  in  der Gebrauchsanweisung  wird begrundet.  Eine 

genaue  Beschreibung der Probenherstellung muss in  den Prufbericht aufgenommen werden. Die folgenden 

Faktoren (z. B.  Umweltfaktoren)  werden bei  der Betrachtung  der Endanwendung des Medizinprodukts beruck-
sichtigt: 

a)  Temperatur; 

b)  Luftfeuchte; 

c) Lichtexposition: Prufkorper aus  lichtempfindlichen Werkstoffen mussen unter der Voraussetzung herge-
stellt  werden, dass das Umgebungslicht  diese nicht aktiviert; 

d) Material  der Form zur Herstellung der Prufkorper: Es wird sichergestellt,  dass das Material  fur die Form 

zur Herstellung der Prufkorper und  ein mogliches anzuwendendes Gleitmittel  den Abbindeprozess des 

Werkstoffs nicht storen; 

ANMERKUNG Geeignete Materialien  der Form zur Herstellung der Prufkorper konnen  halbtransparente  oder 

weiße  Kunststoffmaterialien sein, wie  Polyethylen  oder Polytetrafluorethylen  (PTFE). 

e) Sauerstoffexposition: Fur Werkstoffe, die wahrend des Aushartens eine sauerstoffinhibierende Oberfla-
chenschicht bilden,  wird sichergestellt,  dass die Form fur den Prufkorper wahrend des Aushartens ent-
sprechend abgedichtet ist; 

f) Sterilisation: Prufkorper mussen entweder unter aseptischen Bedingungen  hergestellt oder mit  dem fur 

den Werkstoff geeigneten Verfahren sterilisiert werden, sofern dies erforderlich und  moglich ist.  Es wird 

sichergestellt,  dass die Sterilisation den Werkstoff nicht angreift (z. B.  darf die Sterilisation nicht Substan-
zen aus  dem Werkstoff eluieren); 

g) Verhaltnis  von Probenoberflache zur Zellschichtoberflache oder zum Zellkulturmedium:  Das Verhaltnis  

der Probenoberflache zur Zellschichtoberflache oder zum Zellkulturmedium  wird dokumentiert.  Die Aus-
wahl  der Form und  Probenoberflache sowie das angewandte  Verhaltnis  von Probenoberflache zur Zell-
schichtoberflache oder zum Zellkulturmedium  wird begrundet; 

h) Extrakte:  Sofern fur ein Prufverfahren Extrakte  erforderlich sind, werden die Proben nach 

ISO 10993-12:2021, Abschnitt 10,  hergestellt.  

6.1.3  Besondere Empfehlungen für  lichthärtende Werkstoffe  

Die folgenden Faktoren werden bei der Betrachtung  der Endanwendung von lichthartenden Werkstoffen 

berucksichtigt: 

a)  Material  der  Form  zur  Herstellung der  Prüfkörper: Der Reflexionskoeffizient des Materials,  das fur die 

Form zur Herstellung der Prufkorper verwendet wird, sollte so genau  wie moglich dem Dentin entspre-
chen, damit  die klinische Situation  moglichst genau  abgebildet  wird; 
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ANMERKUNG Geeignete Materialien fur die Form zur Herstellung der Prufkorper konnen  halbtransparente  oder 

weiße  Kunststoffmaterialien sein, wie  Polyethylen oder PTFE. 

b)  Lichtexposition: Die Lichthartung  muss erfolgen, damit  die klinische Anwendung so genau  wie moglich 

nachgebildet  wird. Die Gebrauchsanweisung  des Herstellers muss eingehalten werden, damit  der gleiche 

Aushartungsgrad wie in der praktischen Anwendung erreicht wird. Oft  wird dies eine Lichthartung  nur 

von einer Seite erfordern, aber manchmal  auch  eine zweiseitige Aushartung  mit  sich bringen. Das Aushar-
teverfahren ist entweder material- oder prozessspezifisch oder beides. Sofern vollstandig  ausgehartete 

Prufkorper fur die Prufung  benotigt  werden, ist es wichtig  sicherzustellen, dass die Prufkorper nach der 

Entnahme  aus  der Form homogen sind. Bei Einkomponenten-Werkstoffen durfen bei Betrachtung  ohne 

Vergroßerung  keine Hohlraume,  Spalten  oder Luftblasen  vorhanden sein. Angaben  uber die Eigenschaften 

der verwendeten Lichtquelle mussen erfolgen (Bestrahlungsstarke auf  der Werkstoffoberflache, spektrale  

Verteilung der Bestrahlungsstarke oder des Strahlungsflusses,  Aushartungsdauer  und  Art des ausharten-
den Lichts mussen dokumentiert werden). Es muss sichergestellt werden, dass die Lichtquelle und  der 

Betriebszustand der Gebrauchsanweisung  des Herstellers der Lichtquelle und  des Werkstoffs entsprechen; 

c) Sauerstoffexposition: Bei Werkstoffen, die wahrend des Lichthartens eine sauerstoffinhibierende Ober-
flachenschicht bilden,  mussen wahrend des Lichthartens beide Enden  der Form mit  transparenten, sau-
erstoffundurchlassigen Materialien (z. B.  eine Polyesterfolie) abgedeckt  werden. Sofern vom Hersteller 

fur den Werkstoff nach dem Ausharten eine Oberflachennachbearbeitung  empfohlen wird, mussen die 

Prufkorperoberflachen mit  einer in der klinischen Anwendung ublichen  Vorgehensweise geschliffen und  

poliert werden. Sofern derartige Anweisungen nicht vorliegen und  fur die Prufung  gefordert sind, mus-
sen die Prufkorper an  beiden Enden mit  Schleifpapier der Kornung  P2000 nach  ISO 6344-3 geschliffen 

werden, nachdem sie auf  dem transparenten sauerstoffundurchlassigen Material ausgehartet wurden. 

6.1.4  Besondere Empfehlungen für  chemisch abbindende  Werkstoffe  

Die folgenden Faktoren mussen bei der Betrachtung  der Endanwendung von chemisch abbindenden  Werkstof-
fen berucksichtigt  werden: 

a)  Anmischen: Es wird ausreichend Werkstoff angemischt, um  sicherzustellen, dass jeder Prufkorper aus  

einer Mischung  hergestellt wird. Fur jeden Prufkorper wird eine neue Mischung  hergestellt.  Das Anmi-
schen muss in Ubereinstimmung mit  den entsprechenden Produktnormen, falls  anwendbar,  durchgefuhrt  

werden; 

b)  Sauerstoffexposition: Bei Werkstoffen, die wahrend des chemischen Aushartens eine sauerstoffun-
durchlassige Oberflachenschicht bilden,  mussen wahrend des Aushartens beide Enden der Form mit  

sauerstoffundurchlassigen Materialien (z. B.  einer Polyesterfolie) bedeckt  werden. Sofern vom Hersteller 

fur den Werkstoff nach dem Ausharten eine Oberflachennachbearbeitung  empfohlen wird, mussen die 

Prufkorperoberflachen mit  einer in der klinischen Anwendung ublichen  Vorgehensweise geschliffen und  

poliert werden. Sofern derartige Anweisungen nicht vorliegen und  fur die Prufung  gefordert sind, mussen 

die Prufkorper an  beiden Enden mit  Schleifpapier der Kornung  P2000 nach  ISO 6344-3 beschliffen 

werden, nachdem sie auf  dem sauerstoffundurchlassigen Material  ausgehartet wurden. 

6.1.5  Positivkontrolle  

Fur In-vitro-Prufungen  und  sicherlich fur In-vivo-Prufungen  (z. B.  Pulpa-  und  Dentin-Anwendungsprufung)  ist 

es sinnvoll,  eine genormte Positivkontrolle einzuschließen, die wie  das zu prufende Material  gehandhabt  und  

verarbeitet wird (d. h.  plastisch  nach  dem Mischen und  dann  abbindend) und  die auf  frei verfugbaren  Chemi-
kalien  oder Materialien beruht.  

Solch  eine Positivkontrolle fur In-vitro-Prufungen  von plastischen  Fullwerkstoffen wird in Tabelle B.1  beschrie-
ben.  Die Anwendung dieser speziellen Positivkontrolle ist optional  und  andere Positivkontrollen mit  validier-
ten historischen oder anderen Daten zur reproduzierbaren Toxizitat  konnen  stattdessen verwendet werden. 
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6.2  Agardiffusionsprüfung  

6.2.1  Ziel  

Das Ziel dieser Prufung  ist es, die unspezifische Zytotoxizitat  der zu prufenden Werkstoffe nach  Diffusion durch 

Agar oder Agarose nachzuweisen. Dieses Prufverfahren ist nicht geeignet fur herauslosbare Bestandteile, die 

mit  Agar oder Agarose in Wechselwirkung treten. 

6.2.2  Zelllinie  

Verwendet wird eine etablierte Fibroblasten- oder Epithelzelllinie,  die leicht  zu beziehen ist [z. B.  von der Ame-
rican Type Culture Collection  (ATCC), siehe https://www.atcc.org]1.  Im  Prufbericht werden die Identifikati-
onsnummer der Zelllinie,  falls vorhanden, die Beschreibung und  Bezeichnung der verwendeten Zelllinie  sowie 

eine Begrundung  fur ihre Auswahl  angegeben.  Siehe auch  ISO 10993-5. 

6.2.3  Kulturmedium,  Reagenzien und Ausrüstung  

Das fur die ausgewahlte Zelllinie  festgelegte Kulturmedium  wird verwendet. Durch Filtration  wird sterilisiert. 

Um 3%igen Agar oder 3%ige Agarose, aufgetaut,  temperiert und  durch Autoklavieren  sterilisiert, herzustellen, 

wird 1:1 mit  dem Kulturmedium  gemischt.  

Der Vitalfarbstoff wird durch Verdunnung  einer Stammlosung  von 1%  wassriger Neutralrot-Losung  

(Bezugsquelle  angeben)  1:100-fach mit  0,01mol/l  Phosphat gepufferter physiologischer Kochsalzlosung  

(z. B.  Dulbeccos Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlosung2) unmittelbar  vor der Anwendung 

hergestellt.  Die Neutralrot-Losungen  werden vor Lichteinstrahlung geschutzt  gelagert.  Verwendet werden 

6-Well-Zellkulturplatten  (mit  6Vertiefungen von 35mm  Durchmesser) oder fur Zellkulturen  geeignete 

Petrischalen mit  einem Nenndurchmesser von 50mm  bis 100mm.  

6.2.4  Probenvorbereitung  

Die Proben werden nach 6.1 und  den folgenden Verfahren hergestellt.  Die Prufung  ist entweder an  einem 

Extrakt  des Werkstoffs oder am  Werkstoff selbst  oder an  beiden, entsprechend der Anleitung  in ISO 10993-5, 

durchzufuhren. 

a)  Fur feste Werkstoffe werden runde Prufkorper mit  einem Durchmesser von etwa  5mm  und  einer flachen  

Oberflache  hergestellt,  um  einen ausreichenden Kontakt  mit  der Agaruberlagerungsschicht sicherzustel-
len.  

b)  Wenn die Prufkorper aus  unterschiedlichen Werkstoffen bestehen, muss sichergestellt werden, dass alle  

Komponenten ausreichendKontakt zumAgar / zur Agarose haben.Wenn dies nichtmoglich ist, kann diese
Prufung  nicht durchgefuhrt  werden. 

c) Fur abbindende Werkstoffe wird der frisch angemischte Werkstoff in Ringe mit  einem Innendurchmes-
ser von 5mm  und  einer Hohe von 2mm  eingebracht.  Das Material,  aus  dem die Ringe bestehen, muss im 

Prufbericht angegeben  werden. Bei der Prufung  von Werkstoffen in frisch angemischtem Zustand werden 

die Ringe auf  den Agar gelegt,  bevor der Werkstoff eingebracht wird. Bei der Prufung  nach  verschiedenen 

Abbindezeiten werden die Ringe so gefullt,  dass der Werkstoff eben  mit  dem Rand abschließt.  Die Abbin-
dung  erfolgt bei (37 ± 2) °C und  einer relativen Luftfeuchte von (90 ± 10)%, bis der Werkstoff zur Prufung  

bereit ist.  

1 Diese Angabe  dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und  bedeutet keine Anerkennung des 

genannten  Produkts durch ISO.  Gleichwertige Produkte durfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identi-

schen Ergebnissen fuhren. 

2 Dulbecco ist ein Warenzeichen. Diese Angabe  dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und 

bedeutet keine Anerkennung des genannten  Produkts durch ISO.  
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d) Fur flussige Prufkorper oder Extrakte  wird 0,01ml  Flussigkeit auf  eine auf  den Agar gelegte Filterscheibe 

aus  Borosilicatmikroglas von 5mm  Durchmesser pipettiert.  

ANMERKUNG1  Geeignete inerte Materialien sind Glas  oder PTFE. 

ANMERKUNG2  Geeignete Filterscheiben konnen  aus  Vorfiltern hergestellt werden. 

6.2.5  Kontrollmaterialien  

Fur die Prufung  werden Positivkontrollen, Negativkontrollen  und Referenzmaterialien mit  wiederholbaren 

Ergebnissen verwendet. 

ANMERKUNG1  Der Zweck der Positivkontrolle ist es, eine angemessene Reaktion  des Prufsystems anzuzeigen. Zum 

Beispiel wurde ein mit  organischem Zinn stabilisiertes Polyurethan3 als  Positivkontrolle fur feste Werkstoffe und Extrakte  

verwendet.  Verdunnungen  von Phenol werden zum Beispiel als  Positivkontrolle fur Extrakte  verwendet.  Zusatzlich  zu 

einem Werkstoff konnen  auch  reine Chemikalien zum Nachweis der Leistung des Prufsystems verwendet werden. 

ANMERKUNG2  Der Zweck der Negativkontrolle  ist es, einen Hintergrund-Response der Zellen  anzuzeigen. Zum Bei-

spiel wurden als  Negativkontrollen  Polyethylen  hoher Dichte4 fur synthetische Polymere und Stabe  aus  keramischem Alu-

miniumoxid fur Dentalwerkstoffe verwendet.  

6.2.6  Durchführung der  Prüfung  

Die Zellen  werden kultiviert,  bis das Ende der logarithmischen Phase der Wachstumskurve erreicht ist.  Das 

geeignete Volumen (z. B.  10ml  fur eine Petrischale mit  100mm) der Zellsuspension (2,5 × 105 Zellen/ml)  wird 

in eine ausreichende Anzahl  von Petrischalen pipettiert  und  bei (37 ± 2) °C in einer wassergesattigten  Atmo-
sphare mit  einem Kohlendioxidgehalt von 5% (Volumenanteil)  fur 24 h inkubiert.  Wenn fur die Kultivierung  

der Zellkultur  davon abweichende Bedingungen  verwendet werden, muss dies begrundet werden. 

Der sterile Agar oder die sterile Agarose wird im Wasserbad auf  100 °C erhitzt und  danach auf  48 °C  abgekuhlt.  

Ein  Teil des Agar bzw.  der Agarose wird mit  einem Teil des 2-fach konzentrierten, frisch zubereiteten Kultur-
mediums vermischt und  auf  48 °C erwarmt.  Von jeder Petrischale wird das flussige Kulturmedium  abgesaugt  

und  durch 10ml  frisch zubereitete Agar- oder Agarose-/Kulturmedium-Mischung  ersetzt. 

Diese Agar- oder Agarose-/Kulturmedium-Mischung  wird bei Raumtemperatur  gelieren gelassen (etwa  10min  

bei  Raumtemperatur  oder zusatzlich 10min  im CO2-Inkubator  vor dem Hinzufugen  von Neutralrot-Losung).  

10ml  Neutralrot-Losung  wird hinzugefugt  und  fur 15min  bis 20min  im Dunkeln  gelassen.  Die uberschussige 

Neutralrot-Losung  wird abgesaugt.  

Die Zellkultur  wird bei  Anwesenheit von Neutralrot vor Lichteinstrahlung geschutzt,  da die Zellen  geschadigt  

werden konnen.  

Auf jede Petrischale wird eine geeignete Anzahl  von Proben des zu prufenden Werkstoffs und  der Kontrollma-
terialien mit  einem angemessenen Abstand  (> 20mm) zwischen zwei Proben, sofern zutreffend, gelegt.  Wenn 

vermutet wird, dass der zu prufende Werkstoff durch die Positivkontrolle verunreinigt wurde, wird in Betracht  

gezogen, den zu prufenden Werkstoff und  die Positivkontrolle voneinander getrennt zu halten  (separate Petri-
schalen). Sie werden bei (37 ± 2) °C in einer wassergesattigten Atmospharemit einemKohlenstoffdioxidgehalt
von 5%  (Volumenanteil)  fur 24 h inkubiert.  Jeder zu prufende Werkstoff wird mindestens in vierfacher Aus-
fertigung untersucht (d. h.  zwei Schalen  je Werkstoff). 

3 Die Polyurethane ZDEC und ZDBC konnen  vom Food and  Drug Safety Center, Hatano  Research Institute  (Ochiai 729-5, 

Hadanoshi, Kanagawa  257, Japan)  bezogen werden. 

4 Polyethylen hoher Dichte kann  von U.S. Pharmacopeia (Rockville,  MD, USA) und vom Food and  Drug Safety Center, 

Hatano  Research Institute  (Ochiai 729-5, Hadanoshi, Kanagawa  257, Japan)  bezogen werden. 
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6.2.7  Beurteilungskriterien  

Die Entfarbungszone, die die zu prufenden Werkstoffe und  die Kontrollmaterialien  umgibt,  wird mithilfe 

eines Umkehrmikroskops mit  einem kalibrierten  Raster beurteilt.  Dabei werden fur jeden Prufkorper ein 

Entfarbungs- und  ein Lysis-Index nach den in Tabelle 1  und  Tabelle 2  festgelegten Kriterien bestimmt.  

Tabelle 1  � Entfärbungs-Index 

Gradeinteilung  Reaktivität  Beschreibung der  Reaktivitätszone 

0 Keine Keine Zone um  oder unter dem Prufkorper erkennbar. 

1 Gering Einige fehlgebildete  oder degenerierte Zellen  unter dem Probekorper. 

2 Leicht Die Zone ist auf  die Flache unter dem Prufkorper begrenzt.  

3 Maßig  Die Zone erstreckt sich bis 1,0 cm  uber den Probekorper hinaus.  

4 Stark Die Zone erstreckt sich mehr als  1,0 cm  uber den Probekorper hinaus. 

Tabelle 2  � Qualitativer  morphologischer/Lysis-Index  

Gradeinteilung  Reaktivität  Zustand aller  Kulturen 

0 Keine Diskrete intrazytoplasmatische Granuli,  keine Zellauflosung,  keine 

Verringerung des Zellwachstums  

1 Gering Nicht mehr als  20% der Zellen  sind rund, lose anhaftend und  ohne 

intrazytoplasmatische Granuli  oder zeigen Anderungen in der 

Morphologie; vereinzelt sind aufgeloste Zellen  vorhanden, nur geringe 

Wachstumshemmung bemerkbar. 

2 Leicht Nicht mehr als  50% der Zellen  sind rund, frei von 

intrazytoplasmatischen Granuli,  keine ausgedehnte Zellauflosung;  

nicht mehr als  50% Wachstumshemmung bemerkbar. 

3 Maßig  Nicht mehr als  70% der Zellschichten enthalten  runde Zellen  oder 

sind aufgelost; Zellschichten sind nicht vollstandig  zerstort,  jedoch ist 

mehr als  50% Wachstumshemmung  bemerkbar.  

4 Stark Fast vollstandige oder vollstandige Zerstorung  der Zellschichten. 

Der Median  fur den Entfarbungs-Index und  der Median  fur den Lysis-Index werden separat  fur jeden zu pru-
fenden Werkstoff bestimmt.  Weichen die Indexwerte fur die vier Replikate  des zu prufenden Werkstoffs um  

mehr als  2Einheiten im Bereich von 0 bis 3 ab,  wird die Prufung  wiederholt.  Bei Indexwerten von 4 und  5 ist 

keine Wiederholung notwendig. Bei der Prufung  von Extrakten  wird der Median  des Index fur das Extrakti-
onsmedium allein  vom Median  des Index fur das Extraktionsmedium,  das den zu prufenden Werkstoff enthalt,  

subtrahiert,  um  den Index fur den zu prufenden Werkstoff allein  zu erhalten. Ist  der Median  des Index fur das 

Extraktionsmedium,  das als  Kontrolle  dient,  >1,  wird die Prufung  mit  einem anderen Extraktionsmedium  wie-
derholt.

Fur eine gultige  Prufung  sollte die Zellschicht unter der Negativkontrolle  intakt  sein. 

ANMERKUNG Das Beurteilungssystem fur die Agardiffusionsprufung  wurde an  das in ISO 10993-5 beschriebene 

System angepasst.  Demnach gibt  es Unterschiede im Vergleich zum Beurteilungssystem in der Vorgangerausgabe von 

ISO 7405. ISO 10993-1:2018, 4.11, kann  in Bezug  genommen werden, um  mit  diesem Problem umzugehen. 

Wenn aus  bestimmten Grunden eine andere Beurteilungsart angewendet wird, muss diese begrundet und  im 

Prufbericht angegeben  werden [26]. 
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6.2.8  Bewertung  der  Ergebnisse 

Alle  Informationen, die wahrend der Prufung  gesammelt  werden, insbesondere alle  Abweichungen in den 

Ergebnissen zwischen der Prufgruppe und  der Kontrollgruppe,  werden fur die Bewertung  der Prufergebnisse 

berucksichtigt.  Die Zellreaktion basiert auf  dem Median  des Entfarbungs-Index und  des morphologi-
schen/Lysis-Index von mindestens vier Wiederholungen der Prufungen.  Die Zellreaktion muss fur jeden 

Parameter separat,  entsprechend Tabelle 1  und  Tabelle 2,  beurteilt  werden. 

Die Ergebnisse der Bewertung  werden in den Prufbericht aufgenommen. 

Es sollte beachtet werden, dass bei der Interpretation von Daten aus  Zellkulturprufungen  die Grenzen dieses 

Prufsystems berucksichtigt werden mussen; d. h.  ein zytotoxischer Werkstoff ist nicht per se ungeeignet,  aber 

die Daten mussen fur jede spezielle Anwendung beurteilt  werden. 

6.2.9  Prüfbericht

Ein  Prufbericht muss erstellt werden. Der Prufbericht muss mindestens die folgenden Angaben  enthalten: 

a)  die Probe, einschließlich Losnummer, und  die Details  zu den Kontrollmaterialien  (z. B.  Positivkontrollen, 

Negativkontrollen  und  Referenzmaterialien); 

b)  den Namen und  die Adresse der Organisation,  die das Produkt beurteilt; 

c) den Ort,  an  dem die Beurteilung  stattgefunden  hat; 

d) das Prufdatum; 

e) die verwendete Norm (d. h.  ISO 7405:202X); 

f) das verwendete Verfahren; 

g)  das/die Ergebnis(se), einschließlich Verweisung auf  den Abschnitt,  in dem erlautert wird, wie das/die 

Ergebnis(se) berechnet wurden; 

h) alle  Abweichungen vom Verfahren; 

i) alle  festgestellten  Auffalligkeiten;  

j) die Identitat  der Person, die den Bericht erstellt,  einschließlich Datum  und  Unterschrift. 

6.3  Filterdiffusionsprüfung  

6.3.1  Ziel  

Das Ziel dieser Prufung  ist es, die unspezifische Zytotoxizitat  der zu prufenden Werkstoffe nach  Diffusion durch 

einen Zelluloseacetat-Filter  nachzuweisen. 

6.3.2  Zelllinie  

Verwendet wird eine etablierte Fibroblasten- oder Epithelzelllinie,  die leicht  zu beziehen ist [z. B.  von der Ame-
rican Type Culture  Collection (ATCC), siehe https://www.atcc.org].  Im  Prufbericht werden die Identifikations-
nummer der Zelllinie,  falls vorhanden, die Beschreibung und  Bezeichnung der verwendeten Zelllinie  sowie 

eine Begrundung  fur ihre Auswahl  angegeben.  Siehe auch  ISO 10993-5. 
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6.3.3  Kulturmedium,  Reagenzien und Ausrüstung  

Das Kulturmedium  und  der Agar oder die Agarose werden, wie  in 6.2.3 beschrieben, fur eine Uberschichtung 

angesetzt.  Die Losungen  werden entweder fur eine Farbung  mit  Succinatdehydrogenase oder fur eine unspe-
zifische Farbung  mit  Hydrolase hergestellt.  

Fur die Farbung  mit  Succinatdehydrogenase werden folgende Stammlosungen  vorbereitet: 

a)  Succinat-Lösung, 13,6 g  Natriumsuccinat  in 100ml  Phosphatpuffer mit  0,2mol/l,  pH7,6; 

b)  Nitroblau-Tetrazoliumchlorid-Lösung, 100mg Nitroblau-Tetrazoliumchlorid in 100ml  Phosphatpuffer 

mit  0,2mol/l,  pH7,6; 

c) Phenazin-Methosulfat-Lösung, 4mg  Phenazin-Methosulfat in 10ml  frisch angesetztem demineralisier-
tem Wasser. 

Es wird eine Farbelosung  aus  1ml  Succinat-Losung,  9ml  Nitroblau-Tetrazoliumchlorid-Losung  und  1ml  

Phenazin-Methosulfat-Losung  hergestellt.  

Fur eine unspezifische Farbung  mit  Hydrolase wird eine Stammlosung  Fluoresceindiacetat hergestellt,  

bestehend aus  5mg  Fluoresceindiacetat in 1ml  Azeton. Fur den Gebrauch werden 20 µl  der Stammlosung  in 

100ml  Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung  (z. B.  Dulbeccos Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung)  gegeben.  

Verwendet werden Petrischalen mit  einem Nenndurchmesser von 60mm,  die fur Gewebekulturen geeignet  

sind. 

Verwendet werden Filter aus  einer Mischung  aus  Zelluloseacetat  und Zellulosenitrat  mit  47mm  Durchmesser 

und  einer Porengroße von 0,45 µm5.  

6.3.4  Probenvorbereitung  

Die Proben werden nach  6.1 hergestellt.  Die Prufung  ist entweder an  einem Extrakt  des Werkstoffs oder an  

dem Werkstoff selbst,  entsprechend der Anleitung  in ISO 10993-5, durchzufuhren. 

a)  Fur feste Werkstoffe werden runde Prufkorper mit  etwa  5mm  Durchmesser und  einer flachen  Oberflache  

vorbereitet,  um  einen ausreichenden Kontakt  mit  dem Filter sicherzustellen. Die Masse der Prufkorper 

darf nicht mehr als  3,5 g  betragen.  

b)  Wenn die Prufkorper aus  unterschiedlichen Werkstoffen bestehen, muss sichergestellt werden, dass alle  

Komponenten ausreichend Kontakt  zum Agar /  zur Agarose haben.  Wenn dies nicht moglich ist,  kann  diese 

Prufung  nicht durchgefuhrt  werden. 

c) Fur abbindende Werkstoffe wird der frisch angemischte Werkstoff in Ringe mit  einem Innendurchmesser 

von 5mm  und  einer Hohe von 2mm  eingebracht.  Bei der Prufung  der Werkstoffe in frisch angemischtem 

Zustand werden die Ringe auf  den Filter gelegt,  bevor der Werkstoff eingebracht wird. Bei der Prufung  

nach  verschiedenen Abbindezeiten werden die Ringe so gefullt,  dass der Werkstoff eben  mit  dem Rand 

abschließt.  Die Abbindung  erfolgt bei (37 ± 2) °C und  einer relativen Luftfeuchte von (90 ± 10)%, bis der 

Werkstoff zur Prufung  bereit ist.  Die Masse der Prufkorper darf nicht mehr als  3,5 g  betragen.  

ANMERKUNG1 Geeignete inerte Materialien  konnen  Glas  oder PTFE sein. 

d) Fur flussige Prufkorper oder Extrakte  wird 0,01ml  Flussigkeit auf  eine Filterscheibe aus  Borosilicatmikro-
glas mit  5mm  Durchmesser pipettiert,  die auf  den Agar gelegt  wird. 

5 Millipore HATF04700 ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelsubliches  Produkt.  Diese Angabe  dient nur zur Unter-

richtung der Anwender dieses Dokuments und  bedeutet keine Anerkennung  des genannten  Produkts durch ISO.  
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ANMERKUNG2  Geeignete Filterscheiben konnen  aus  Vorfiltern hergestellt werden. 

6.3.5  Kontrollmaterialien  

Fur die Prufung  werden Positivkontrollen, Negativkontrollen  und  Referenzmaterialien verwendet. 

Siehe 6.2.5, ANMERKUNG1  und  ANMERKUNG2.  

6.3.6  Durchführung der  Prüfung  

Die Zellen  werden kultiviert,  bis das Ende der logarithmischen Phase der Wachstumskurve erreicht ist.  Die 

Zelluloseacetat-Filter  werden auf  den Boden einer ausreichenden Anzahl  von Petrischalen gelegt  und  6ml  Zell-

suspension (2,5 × 105 Zellen/ml)  wird in jede pipettiert.  Sie werden bei  (37 ± 2) °C in einer wassergesattigten  

Atmosphare mit  einem Kohlendioxidgehalt von 5%  (Volumenanteil)  fur 24 h inkubiert.  Wenn fur die Kultivie-
rung  der Zellkultur  davon abweichende Bedingungen  verwendet werden, muss dies im Prufbericht begrundet 

werden. 5ml  einer frisch angesetzten Agar- oder Agarose-/Kulturmedium-Mischung  (siehe 6.2.6), die bei 48 °C  

aufbewahrt  wurde, werden in eine ausreichende Anzahl  von Petrischalen pipettiert.  Danach werden sie bei  

Raumtemperatur  gelieren gelassen.  Das uberschussige Kulturmedium  wird aus  den mit  Zelluloseacetat-Filtern  

besetzten Petrischalen abgesaugt.  Die Filter werden mit  Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung  (z. B.  Dulbeccos 

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung)  bei (37 ± 2) °C gewaschen und  auf  die Oberflache  des Agars oder der 

Agarose mit  der Zellseite nach unten gelegt.  Drei bis funf Prufkorper werden auf  die Oberflache  des Filters in 

jede Petrischale appliziert  und  fur weitere 2 h  und  mindestens 24 h bei (37 ± 2) °C in einer wassergesattigten  

Atmosphare mit  einem Kohlendioxidgehalt von 5%  (Volumenanteil)  inkubiert.  Es wird sichergestellt, dass die 

Prufkorper in engem Kontakt  mit  der Filteroberflache  stehen. 

Der Nachweis der Zytotoxizitat  muss nach Expositionszeiten von 2 h  und  24 h bewertet  werden. In  jede Petri-
schale werden eine Positivkontrolle und  eine Negativkontrolle  gelegt. Zusatzlich  sind weitere Kontrollen  erfor-
derlich: ein Filter mit  einer Zellschicht,  jedoch ohne Prufkorper, sowie ein Filter ohne Zellen,  jedoch mit  Pruf-
korpern.  Bei der Prufung  von Extrakten  muss eine Kontrolle  mit  dem Extraktionsmedium  allein  verwendet 

werden. Jeder Prufkorper wird mindestens in 4-facher Ausfertigung gepruft.  

Nach der Inkubation  werden die Prufkorper entfernt und der Filter wird vorsichtig vom Agar oder der Aga-
rose gelost.  Der Bereich reduzierter Zellenzymaktivitat  wird zytochemisch mit  VerfahrenA oder VerfahrenB 

beurteilt.  

a)  VerfahrenA  

Die Succinatdehydrogenase (EC 1.3.99.1) wird nach  dem Verfahren von Barka  und  Anderson nachgewiesen 

[14]. Die Inkubationszeit  liegt  bei 3 h  bei  (37 ± 2) °C. Die Anwesenheit von Kohlenstoffdioxid sollte wahrend 

der Inkubation  vermieden werden, weil dies die Aktivitat  der Succinatdehydrogenase hemmen kann,  was 

zu einer verblassten Filterfarbung  fuhrt.  Der Filter wird in demineralisiertem Wasser gewaschen und  vor 

der Messung  an  der Luft getrocknet.  

ANMERKUNG Das Anhaften der Zellen  kann  durch Fixieren der Zellen  mit  10% Neutralformalin fur 15min vor 

dem Waschen in demineralisiertem Wasser unterstutzt  werden. 

b)  VerfahrenB  

Die unspezifische Hydrolase wird durch Inkubation  mit  einer Fluoresceindiacetatlosung  fur 30min bei 4 °C  

nachgewiesen. Der Filter wird unter ultraviolettem  Licht untersucht.;  z. B.  entweder UVA oder sichtbares 

Licht < 460 nm oder beides. 

6.3.7  Bewertung  der  Zellschädigung  

Bewertet  wird die Zellschadigung  entweder durch 

a)  Messung  der Entfarbungszone (z. B.  mithilfe eines Bildanalysesystems), oder 
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b)  Anwendung der in  Tabelle 3  festgelegten Skala.  

Tabelle 3  � Bewertung  der  Zellschädigung  

Skala  Einstufungsbewertung  Bereich der  Entfärbung 

0 Kein Unterschied in der Farbintensitat  uber den Filter Keine 

1 

Eine Zone reduzierter Farbintensitat,  oder eine entfarbte Zone mit  

einem Durchmesser kleiner  als  der Durchmesser des Prufkorpers 

(5mm)  

<20mm2 

2 Eine entfarbte Zone 5mm  bis 7mm  im Durchmesser 20mm2 bis 40mm2 

3 Eine entfarbte Zone großer als  7mm  im Durchmesser >40mm2 

Die Filter unter den Negativkontrollen  und  die Kontrollfilter  sollten einheitlich dunkelblau  (wenn Succinatde-
hydrogenase verwendet wird) oder hellgrun  (wenn unspezifische Hydrolase verwendet wird) gefarbt sein. Die 

Kontrollfilter  ohne Zellen  erlauben es, eine mogliche Wirkung  des Prufkorpers auf  den Filter festzustellen.  

6.3.8  Bewertung  der  Ergebnisse 

Alle  in der Prufung  gesammelten Informationen, insbesondere alle  Abweichungen in den Ergebnissen zwi-
schen den Prufgruppen und  den Kontrollen,  sind bei  der Bewertung  der Prufergebnisse zu berucksichtigen. 

Eine sinnvolle  Vorgehensweise zur Einstufung  der zu prufenden Werkstoffe wird in  Tabelle 4  dargestellt.  

Tabelle 4  �  Einstufung des Prüfmaterials  

Index der  Zellschädigung  Interpretation  

0 Nicht zytotoxisch 

1 Schwach zytotoxisch 

2 Moderat zytotoxisch 

3 Stark  zytotoxisch 

Die Ergebnisse der Bewertung  werden in den Prufbericht aufgenommen. 

Die Interpretation von Daten aus  Zellkulturprufungen  muss die Grenzen dieses Prufsystems berucksichtigen, 

d. h.  ein zytotoxischer Werkstoff ist nicht per se ungeeignet,  aber  die Daten mussen fur jede spezielle Anwen-
dung  beurteilt  werden. 

6.3.9  Prüfbericht  

Ein  Prufbericht nach 6.2.9 muss erstellt werden. 

6.4  Pulpa-  und Dentin-Anwendungsprüfung 

6.4.1  Ziel  

Das Ziel dieser Prufung  ist es, die Biokompatibilitat  von Dentalwerkstoffen zu beurteilen, die im Kontakt  mit  

dem Dentin und  der Pulpa  stehen. 

Das gleiche Format kann  fur menschliche Zahne angewandt  werden (die aus  kieferorthopadischen, parodon-
talen oder prothetischen Grunden zur Extraktion vorgesehen sind), vorausgesetzt, die Studie wurde nach den
relevanten nationalen  oder internationalen Vorschriften oder beiden entsprechend zugelassen. 
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6.4.2  Tiere und Tierschutz  

Zum Schutz der Tiere muss ISO 10993-2 eingehalten werden. 

Die Tiere mussen nach ISO 10993-2 gehalten werden und  freien Zugang  zu Futter und  Wasser haben.  

ANMERKUNG1  Es besteht die Moglichkeit,  dass nationale  gesetzliche Bestimmungen  fur Labortiere existieren. 

Saugetiere aus  nur einer Gattung  (aber keine Nagetiere) werden verwendet. Das Alter der Tiere sollte so 

gewahlt  werden, dass ihr Gebiss intakte  permanente Zahne  mit  abgeschlossenem Wurzelwachstum aufweist.  

Affen, Hunde, Frettchen oder Minischweine sind geeignete Gattungen.  Andere Gattungen  konnen  fur spezielle 

Zwecke geeignet sein. Die ausgewahlten  Gattungen  mussen die zum Erfullen  der wissenschaftlichen Zielstel-
lung  erforderlichen niedrigsten Gattungen  bei geringster Beeintrachtigung  des Tierschutzes sein. Die Auswahl  

der Gattung  muss begrundet  und  dokumentiert werden. 

ANMERKUNG2  Affen, Hunde und Minischweine sind geeignet,  wenn alle  permanenten Zahne, außer M3,  durchgebro-

chen sind. Frettchen sind geeignet,  wenn die vier permanenten Eckzahne durchgebrochen sind, da nur diese Zahne  zur 

Prufung  geeignet sind. 

6.4.3  Durchführung der  Prüfung  

6.4.3.1  Vorbereitung  der  Tiere 

Eine ausreichende Anzahl  von Tieren wird ausgewahlt,  um  fur jeden Zeitraum mindestens sieben Zahne mit  

dem zu prufenden Werkstoff zur Verfugung  zu haben.  

Die Tiere werden betaubt  und  die Behandlung  der Zahne wird nach 6.4.3.2 vorgenommen. 

6.4.3.2  Behandlung der  Zähne 

6.4.3.2.1  Alle  Konkremente und  Zahnbelage  werden von den Zahnoberflachen  entfernt.  Die Oberflachen der 

Zahne, die behandelt  werden sollen,  werden gereinigt und  desinfiziert, indem sie mit  3% (Volumenanteil)  Was-
serstoffperoxid abgetupft  und  anschließend mit  einem Desinfektionsmittel, das aus  Polyvidon-lod (Povidon- 

Iod) oder Chlorhexidin besteht,  desinfiziert werden. Die erforderliche Anzahl  an  bukkalen  oder labialen  Kavita-
ten der Klasse V  wird mit  scharfen Bohrern und  ausreichendem Luft-Wasser-Spray prapariert.  Alle  Kavitaten 

werden so tief prapariert,  dass die Restdentindicke weniger als  1,0mm  und  vorzugsweise mehr als  0,5mm  

betragt,  jedoch die Pulpa  nicht freigelegt wird. Die Kavitaten werden mit  Wasser gespult  und mit  Wattepellets  

getrocknet,  es sei denn, die Einsetzmethode des zu prufenden Werkstoffs erfordert ein anderes Vorgehen. 

Weist das Gebiss der Tiere eine ausgepragte Gingivaentzundung  auf,  so kann  es notwendig sein, die Konkre-
mente und Zahnbelage  einige Tage vor der Kavitatenpraparation zu entfernen und  dies eventuell  mehrmals zu 

wiederholen, bis die Gingivaentzundung  unter Kontrolle  ist.  

ANMERKUNG Elektrische Impedanzmessgerate, wie  ein Apexlokalisator,  konnen  vorkalibriert sein und  verwendet wer-

den, um  die verbleibende Dentindicke wahrend der Kavitatenpraparation abzuschatzen.  

6.4.3.2.2  Wenn ein Dentalprodukt  als  Befestigungsmaterial, Klasse V  Kavitat,  verwendet wird, muss die 

Kavitatenpraparation fur ein Inlay  nach  der Entfernung  aller  Konkremente und Zahnbelage  von den Zahnober-
flachen erfolgen. Um einen hydraulischen Druck wahrend der Kronenzementierung der Klasse V  zu simulieren, 

mussen Einlagen  aus  Kompositkunststoff  hergestellt werden. Kunstlicher  Speichel kann  in der Kavitatenprapa-
ration als  ein Gleitmittel  verwendet werden, wonach ein lichthartender Kompositkunststoff  eingesetzt wird. 

Nach der Lichthartung  und der Entfernung  des Kompositkunststoffs muss die Kavitat  sorgfaltig  gespult  und  

vorbereitet werden, um  das Inlay  fur endgultige  Zementierung zu erhalten.

Die Uberfullung  der Inlaypraparation erleichtert die Entfernung  des Inlays  und  der Uberschuss kann  nach  der 

Zementierung und  Hartung  des Befestigungsmaterials zuruckgeschnitten  werden. Ein  feiner Diamantbohrer 
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mit  hoher Geschwindigkeit und  Lichtdruck mit  reichlicher Wasserkuhlung  werden empfohlen, um  ungewollte  

Storungen  der Zementintegritat  zu vermeiden. 

Die Inlays  mussen fur die fur den Aufbau  des Zements benotigte Zeit unter Druck gehalten werden, dadurch 

werden die hydraulischen Krafte der vollen  Kronenzementierung simuliert.  In  kleinen  Tieren muss sicherge-
stellt  werden, dass die Kavitaten in das innere 1/3 des Dentins reichen, ohne die Pulpa  freizulegen. 

ANMERKUNG Es ist nicht akzeptabel,  ein Befestigungsmaterial in  einer starkeren Konsistenz zu mischen und es als  

Fullungswerkstoff  zu prufen. 

Wenn ganze Kronen hergestellt werden und  um  eine akzeptable  Nahe  zur Pulpa  (0,5mm bis 1,0mm)  sicher-
zustellen, wird empfohlen, zuerst eine Kavitat  der Klasse V  zu praparieren, die im Wesentlichen dazu dient,  die 

gewunschte Nahe zur Pulpa  zu erreichen, und  dann  die Kronenpraparation  zu beenden. 

6.4.3.2.3  Bei der Vorbereitung des zu prufenden Werkstoffs wird die Gebrauchsanweisung  des Herstellers 

eingehalten. Empfiehlt  der Hersteller des zu prufenden Werkstoffs dessen Anwendung mit  einem Unterful-
lungswerkstoff oder einem Kavitatenbehandlungsmittel  (z. B.  einem Dentinadhasiv), so werden diese zusatz-
lichen Verfahren wie vom Hersteller empfohlen durchgefuhrt. 

6.4.3.2.4  Fur jeden Zeitraum werden mindestens sieben Kavitaten  mit  dem zu prufenden Werkstoff und  vier 

Kavitaten mit  einer Negativkontrolle  in zufalliger  Reihenfolge prapariert.  Falls  notwendig, werden fur jeden 

Zeitraum bis zu vier Kavitaten mit  einer Positivkontrolle prapariert.  

ANMERKUNG Zu typischen Bewertungselementen  fur das Risiko systematischer Abweichungen bei Tierversuchen zah-

len  weiter identische Expositionsbedingungen fur Tiere, verdeckte Gruppenzuteilung, Verblindung von Personal (wah-

rend der Zuteilung  und  Prufung),  Schwund  (werden alle  Tiere/Pruforte in den Ergebnissen berucksichtigt?).  Zu Beispie-

len  und Relevanz siehe z. B.  Office of Health  Assessment and Translation  (OHAT), National  Toxicology Program (NTP) 

https://ntp.niehs.nih.gov/whatwestudy/assessments/noncancer/riskbias/index.html.  

Die ausgewahlten  Gattungen  mussen die zum Erfullen  der wissenschaftlichen Zielstellung  erforderlichen 

niedrigsten Gattungen  bei geringster Beeintrachtigung  des Tierschutzes sein. Die Auswahl  der Gattung  muss 

begrundet und  dokumentiert werden. Bei Versuchen mit  Affen, Hunden oder Minischweinen muss fur jeden 

Zeitraum ein Tier verwendet werden. Bei Frettchen mussen es fur jeden Zeitraum mindestens drei Tiere sein. 

Negativkontrolle.  Ein  schnell  abbindender Zinkoxid-Eugenolzement (ZOE) ist eine geeignete Negativkontrolle,  

vorausgesetzt,  er wird im akzeptablen  Abstand  von der Pulpa  platziert,  d. h.  >0,5mm. Alle  Zahne mit  einer 

verbleibenden Dentindicke von <0,5mm mussen von der Beurteilung  ausgeschlossen werden (je  naher  die 

Fullung  an  der Pulpa  ist,  desto mehr wird das nicht  reagierte Eugenol zu einem Reizstoff). Fur eine Langzeit-
bewertung  muss der Zinkoxid-Eugenolzement vor Auswaschung geschutzt  werden. Nach dem Entfernen der 

Oberflache kann  ein selbsthartender konventioneller Glasionomer eine effektive Dichtheit bieten. 

Falls  der zu prufende Werkstoff so zusammengesetzt ist,  dass eine lang  anhaltende Oberflachenabdichtung  

angebracht ist,  ist Zinkoxid-Eugenolzement kontraindiziert, da nicht reagierendes Eugenol im Material  (reich-
lich vorhanden nach Abbindung)  in den zu prufenden Werkstoff entweicht und  den Boden der Kavitatsprapa-
ration erreicht, was die wahre Reaktion  des experimentellen zu prufenden Werkstoffs verschleiert. Eine histo-
logische Reaktion  des Eugenols wird stattdessen bewertet.  Wenn ein zu prufender Werkstoff vor dem Auswa-
schen geschutzt  werden muss, wird das folgende Verfahren empfohlen. Nach einem konservativen Entfernen 

der Oberflache des zu prufenden Werkstoffs um  0,5mm  bis 1,0mm,  gefolgt  vom Atzen  der Schmelzrander, 

Spulen  und  leichten Trocknen, werden ein Klebstoff und  ein lichtgeharteter Komposit-Klebstoff verwendet. 

Positivkontrolle. Ein  Fullungswerkstoff  oder eine Fullungstechnik  ohne Freilegung der Pulpa,  die durchweg zu 

einer maßigen  bis starken  Pulpareaktion  fuhrt,  ist eine geeignete Positivkontrolle. Weil Silicatzement,  der tra-
ditionell  als  Positivkontrolle genutzt  wurde, nicht langer verfugbar ist,  ist es schwierig, den Kliniker  an  einen 

anderen Werkstoff zu weisen. Eine �nasse�  Mischung  Zinkphosphatzement ist die vertretbare geeignetste Posi-
tivkontrolle.  Eine nasse Mischung  wird so definiert, dass zu wenig Pulver in der fertigen Mischung  enthalten  

ist.  Fur Labore, die eine Datenbank  von ein und  demselben Betreiber hinterlegt haben  und  die das gleiche 
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Tiermodell nutzen,  darf ein Vergleich mit  einem vorherigen gepruften Werkstoff, der den Markt  erreicht hat,  

vorgenommen werden, vorausgesetzt,  dass gunstige klinische Daten verfugbar sind. 

6.4.3.2.5  Eine zufallige  Auswahl  muss erfolgen, um  vor der Kavitatenpraparation festzulegen, welche Kavi-
taten den Fullungswerkstoff  der Prufung,  die Negativkontrollen  und  die Positivkontrolle erhalten. Falls  prak-
tisch moglich, werden die Kontroll-  und  experimentellen Zahne anatomisch gepaart,  d. h.  Pramolar  rechts im 

Oberkiefer und  Pramolar  links  im Oberkiefer, Pramolar  rechts im Unterkiefer und  Pramolar  rechts im Oberkie-
fer usw.  Durch zufallige  Auswahl  wird ein Zahn zum Prufkorper und  die kontralateralen  und  gegensatzlichen 

Zahne werden zu Kontrollprufkorpern. Je nach Tiergattung  und  deren Verfugbarkeit  darf die Zahnauswahl  ver-
andert werden. 

6.4.3.2.6  Der Zustand der Tiere muss postoperativ mindestens einmal  taglich uberpruft  und  aufgezeichnet 

werden. Maßnahmen  mussen ergriffen werden, um  Schmerzen oder Stress infolge veranderter Essgewohn-
heiten, Entzundungen  oder Infektionen  zu minimieren. Schmerzmittel mussen verabreicht werden, falls sie 

postoperativ erforderlich sind. 

6.4.3.3  Tötung 

Am  Ende des Versuchszeitraums wird das Tier mit  einer Uberdosis Betaubungsmittel  oder durch andere akzep-
tierte humane  Verfahren getotet (siehe ISO 10993-2 oder die neuesten Empfehlungen  der nationalen/interna-
tionalen  ethischen Richtlinien  des Tierschutzes zum schmerzfreien Toten).  

6.4.3.4  Herstellung der  Schnitte 

Nach (5 ± 2) Tagen, (25 ± 5) Tagen und  (70 ± 5) Tagen wird eine ausreichende Anzahl  der Tiere mit  einer Uber-
dosis Betaubungsmittel  oder durch die Anwendung von anderen allgemein  akzeptierten Substanzen  getotet,  

um  mindestens sieben Zahne mit  dem zu prufenden Werkstoff zur Verfugung  zu haben.  Die Restaurationen,  

die Zahne  und  deren Stutzgewebe werden untersucht und  genaue  Angaben  uber jede Abnormitat  festgehal-
ten. Jeder behandelte Zahn, zusammen mit  dem umgebenden  Hart- und  Weichgewebe, wird entfernt und  in  

einem geeigneten Fixationsmedium fixiert.  

6.4.3.5  Erhaltung der  Zahnpulpa  

6.4.3.5.1  Eine vaskulare Perfusion der Gewebe mit  dem Fixativ zum Zeitpunkt  der Totung  verbessert die 

Fixierung. Das Totungsverfahren der Perfusion schont die meisten Gewebe, aber nicht die Pulpa.  Chemische 

Fixative dringen nicht schnell  genug  in einen intakten  Zahn ein (innerhalb von 20Minuten),  um  eine Autolyse 

zu verhindern. Das apikale  Drittel der Wurzel muss nach dem Sezieren des Kiefers aus  dem Kopf  entfernt wer-
den. Ein  akzeptiertes und  effektives Verfahren sind ein Hochgeschwindigkeitshandstuck  und ein Diamant-  oder 

Hartmetallbohrer mit  reichlicher Wasserkuhlung,  um  die Wurzel ungefahr 4mm  bis 5mm  vom Apex abzu-
schneiden, indem durch den Knochen und  die Wurzel oder durch das apikale  Drittel geschnitten wird, in dem 

Fall,  dass die Zahne extrahiert wurden. Dieses Verfahren beeintrachtigt  nicht die Kronenpulpa  und  ist fur Stu-
dien indirekter und  direkter Pulpauberkappung  geeignet.  Sorgfaltiges  Spulen,  nachdem ein Zugang  zu Wurzel 

und  Pulpagewebe  vorhanden ist,  entfernt Zahnbelage  vom Schneiden, die vermeiden konnen,  dass das Fixativ 

die Pulpa  erreicht. 

Ein  roter Punkt,  der die Pulpa  reprasentiert,  muss in jedem Wurzelkanal  des Apex sichtbar sein, bevor die 

Kieferquadranten im Fixativ positioniert werden. 

Wenn menschliche Zahne  fur die Extraktion  genutzt  wurden, ist das Verfahren ahnlich.  Es werden mindestens 

3mm  bis 4mm  vom Apex entfernt,  es wird gespult  und  die Pulpa  wird auf  Sichtbarkeit  gepruft,  die als  roter 

Punkt  erscheinen sollte. 

Wenn das Experiment  auf  die Bewertung  des apikalen  Teils abzielt,  ist das Totungsverfahren der Perfusion 

die bevorzugte Methode, um  die bestmogliche Erhaltung  des Gewebes in dem apikalen  Bereich zu erreichen; 

jedoch ist  das Pulpagewebe  nicht  hinreichend fixiert und  erfordert den Zugang  der Pulpa  durch den Knochen 

und  die Wurzel im zervikalen Bereich mithilfe der oben  beschriebenen Technik. 
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6.4.3.5.2  Der Kieferblock wird fur mindestens 24 h in dem chemischen Fixativ gelassen,  mit  frischem Fixativ 

aufgefullt  und  fur weitere 24 h bis 48 h darin gelassen,  bis zum Beginn  der Demineralisierung (siehe 6.4.3.5.4 

zur Demineralisierung). Die Menge  des Fixativs muss das 5-fache Volumen der Probe sein. Nach der Fixierung 

werden die Zahne in einer geeigneten Substanz  demineralisiert und  mithilfe von Standardverfahren wird Par-
affin eingebettet.  

6.4.3.5.3  Anzeichen autolytischer Veranderungen  umfassen die zytoplasmische Vakuolisierung der Odonto-
blasten,  retikulare Atrophie, verschmierte Erythrozyten und  große, erweiterte leere Kanale,  die Lymphgefaßen  

ahneln  (manchmal  als  Varizen bezeichnet) und  die allgemeine  Verlagerung der Odontoblasten  in  die Dentin-
tubuli.  Vakuolen im Zytoplasma  der Odontoblasten,  die mit  dem Lichtmikroskop sichtbar sind, entwickeln  sich 

so leicht,  dass sie selten als  ein pathologisches Anzeichen angesehen werden sollten, sogar in den besterhal-
tenen Prufkorpern.  Die vollstandige  autolytische Zerstorung  der Pulpa  wird noch in vielen Lehrbuchern als  

das klassische Merkmal  �retikularer Atrophie� beschrieben, der die Auswirkungen  der Alterung,  Parodontose, 

viele Arten restaurativer Werkstoffe, operative Verfahren und sogar die allgemeine  Anasthesie zugeschrieben 

werden. 

6.4.3.5.4  Viele Arten der Demineralisierungstechniken und  -Chemikalien konnen  genutzt  werden und  die 

ublichsten Agenzien sind 10%ige Ameisensaure, Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Salpetersaure oder 

Ameisensaure-Natriumcitrat. Ein  anderes geeignetes Medium  ist Cal-X II Fixativ/Entkalkungsmittel  aus  Salz-
saure, Dinatrium-EDTA und einem Fixativ, das dem Verlust der Zellstrukturen  vorbeugt.  Ohne Rucksicht auf  die 

Technik mussen die Personen mit  einer Technik vertraut sein, um  sie am  effektivsten zu nutzen.  Beispielsweise 

bei der Ameisensaure (das 10-fache Volumen der Prufkorpergroße  nutzen)  muss die Losung  alle  4Tage bis 

5Tage gewechselt werden, weil sich Wasser sammelt,  wenn Ameisensaure verwendet wird. Außerdem muss 

die Losung  mechanisch agitiert  werden, um  die Saure-Wasser-Grenzflache um  den Zahn zu unterbrechen, da 

sich das Wasser um  den Zahn sammelt.  Die Prufkorper mussen auch  in einer Wanne  ausgesetzt werden, weil 

die Flachen  der Zahne am  Boden des Containers nicht von der Saure angegriffen werden. 

6.4.3.5.5  Wenn die Saurelosung  gewechselt wird, konnen  die mesialen  und  distalen  Flachen der Zahne 

beschnitten werden. Durch das Entfernen des uberschussigen Gewebes wird die Demineralisierung beschleu-
nigt.  Die Demineralisierung ist gewohnlich  nach  10Tagen bis 21Tagen in Abhangigkeit  von der Große  und  der 

Mineraldichte abgeschlossen. Um den Endpunkt  der Demineralisierung zu bestimmen,  werden Rontgenbilder 

verwendet. Auch wurden Zahne mit  einer scharfen Rasierklinge beschnitten, bis sie leicht  zu schneiden sind, 

was anzeigen kann,  dass auch  eine Uber-Demineralisierung stattfand.  Eine sorgfaltige,  tagliche Uberprufung  

und  Beurteilung  der Leichtigkeit des Schneidens kann  dem jedoch vorbeugen. 

6.4.3.5.6  5 µm  bis 10 µm  dicke Serienschnitte werden durch jede Kavitat  in der Langsachse des Zahns ange-
fertigt.  Jeder zweite Schnitt  wird mit  Hamatoxylin  und  Eosin gefarbt.  Dazwischen liegende Schnitte (angren-
zend an  die entsprechende Pulpa-Lasion, vorzugsweise die neben  dem Schnitt  mit  der schmalsten verbleiben-
den Dentindicke) werden mit  einer geeigneten Bakterienfarbung  (z. B.  Brown und  Brenn, McKay  oder Gram- 

Weigert-Farben) gefarbt,  um  die Zahl  der vorhandenen Mikroorganismen und das Ausmaß  von Microleakage  

zu schatzen.  Es gibt  Mangel,  verbunden mit  solchen Farbungstechniken: Gram-negative Bakterien konnen  in 

den meisten Fallen  nicht leicht  identifiziert werden und  es konnen  keine Informationen uber die Lebensfahig-
keit  oder die Identitat  dieser Organismen erhalten werden. Eine große Anzahl  Mikroorganismen kann  wahrend 

der Verarbeitung des Gewebes verloren gehen, was die Quantifizierung  erschwert. Die Demineralisierung ver-
ursacht eine deutliche Verringerung der Zahl  und  Anfarbbarkeit der Mikroorganismen. Die Anwesenheit von 

Plaque  oder Mikroorganismen in den Randern und  Wanden der Kavitatenpraparation und  auf  dem Boden der 

Praparation  sowie in den Dentintubuli  muss als  ja  oder nein in jedem Prufkorper aufgezeichnet werden. Der 

Prozentsatz der Prufkorper mit  Mikroorganismen sollte im Prufbericht angegeben  werden. 

6.4.3.6  Beurteilung  von Dentin und Pulpa  

Die histologischen Schnitte werden untersucht,  ohne vorherige Kenntnis  daruber, ob  sie von dem zu prufen-
den Werkstoff oder einer Kontrolle  stammen.  Fur jede Schnittserie ist eine vollstandige Beschreibung aller  

histologischen Merkmale im Dentin, in der Pulpa  und  im periapikalen  Gewebe erforderlich, einschließlich sol-
cher Merkmale, die sich aus  der Kavitatenpraparationstechnik ergeben haben  konnen.  Von den Serienschnitten 

werden fur die nachfolgende Untersuchung auf  Entzundungen  mindestens funf ausgewahlt,  die gleichmaßig  

durch die Kavitat  verteilt sind. Das entzundliche Infiltrat  in den Oberflachengeweben (Odontoblastenschicht,  
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zellfreier Bereich und  zellreicher Bereich) wird separat  vom restlichen (tieferen) Pulpagewebe  nach der in  

Tabelle 5  festgelegten  Skala  beurteilt.  

Tabelle 5  � Einstufungsskala für die  Pulpa-  und Dentin-Anwendungsprüfung 

Entzündungs- 

grad  

Beschreibung entzündlicher Veränderungen 

0 

Keine Entzundung: normal  strukturiertes, am  Dentin anliegendes Pulpagewebe  in 

tubularem  Kontakt  mit  dem Kavitatenboden 

1 

Schwache Entzundung: verstreute Entzundungszellen  innerhalb eines ansonsten normal  

strukturierten, am  Dentin anliegenden  Pulpagewebes  in tubularem  Kontakt  mit  dem 

Kavitatenboden 

2 

Moderate Entzundung: Entzundungszellen  mit  kleinen  Herdgruppen innerhalb eines 

Pulpagewebes,  das noch normal  strukturierte, am  Dentin anliegende Bereiche in 

tubularem  Kontakt  mit  dem Kavitatenboden enthalt  

3 

Starke  Entzundung: ausgepragte Infiltration  von Entzundungszellen  mit  Verlust der 

normalen  Struktur  in dem am  Dentin anliegenden  Pulpagewebe  in tubularem  Kontakt  

mit  dem Kavitatenboden 

4 

Abszessbildung oder ausgepragte Infiltration  von Entzundungszellen,  nicht nur auf  das 

am  Dentin anliegende Pulpagewebe  in tubularem  Kontakt  mit  dem Kavitatenboden 

begrenzt 

Fur jeden bewerteten  Schnitt  wird die verbleibende Mindest-Dentindicke durch Messung im rechten Winkel  

vom Kavitatenboden zur Pulpa-(Pra-)Dentingrenzflache und  durch Messung  entlang  des Verlaufs der 

Dentintubuli  aufgezeichnet.  Im  letztgenannten  Fall  wird die Messung  entlang  der Linie der Hauptrichtung  

der Dentintubuli  vorgenommen, wenn die Schnittebene nicht genau  mit  der der Dentintubuli  ubereinstimmt, 

sodass jedes Kanalchen  im interessierenden Bereich nicht uber die volle Lange  vom Kavitatenboden bis 

zur Pulpa-(Pra-)Dentingrenzflache verlauft.  Es wird ein Reaktionsindex fur beide Entzundungsstellen in 

jedem Zeitraum berechnet,  indem die einzelnen Abstufungen  addiert und  durch die Gesamtanzahl  der 

Beobachtungen  dividiert werden. 

Die Daten fur die mit  dem zu prufenden Werkstoff gefullten  Kavitaten,  einschließlich des Unterfullungswerk-
stoffs oder des Werkstoffs zur Kavitatenbehandlung,  falls vom Hersteller empfohlen, werden getrennt von den 

Daten fur die Kavitaten,  die allein  mit  dem Negativkontrollmaterial  gefullt  sind, sowie fur die Kavitaten,  die 

als  Positivkontrollmaterial  dienen, dargestellt.  Die Daten fur die mit  Positivkontrollmaterial  gefullten  Kavita-
ten konnen  aus  fruheren Studien  stammen,  sofern die Prufbedingungen identisch waren. Zusatzlich  wird die 

Anzahl  der Kavitaten,  die Bakterien auf  dem Kavitatenboden oder an  der Kavitatenwand  enthalten,  in jedem 

Zeitraum fur den zu prufenden Werkstoff und  die Kontrollmaterialien  aufgezeichnet. Dadurch wird ein Index 

fur die Entzundungsreaktion in jedem Zeitraum fur jeden Werkstoff entsprechend der obigen Einstufung  ange-
geben,  der durch die Darstellung des Bereichs der gemessenen, verbleibenden Mindest-Dentindicke und des 

beobachteten  Umfangs der bakteriellen Undichtigkeit (Microleakage)  charakterisiert ist.  

6.4.3.7  Analyse der  Überlebensrate  von Odontoblastenzellen (optional)  

Zur histomorphometrischen Analyse der Uberlebensrate von Odontoblastenzellen  werden mindestens funf 

gleichmaßig  uber den Kavitatenboden verteilte und  mit  Hamotoxylin  und  Eosin angefarbte Schnitte ausge-
wahlt  und  bei einer Vergroßerung  untersucht,  die eine Identifizierung einzelner getrennter Zellen  ermoglicht 

und  einen Sehbereich bietet,  der die gesamte Pulpa-(Pra-)Dentingrenzflache unter der Kavitat  erfasst.  Mit  

einem Okularfadenkreuz wird die Anzahl  morphologisch unbeschadigter Odontoblasten  je Langeneinheit der 

(Pra-)Dentinoberflache  auf  der gesamten Lange der Pulpa-(Pra-)Dentingrenzflache unter der Kavitat  gezahlt.  

Die Grenzflache wird als  der Bereich definiert, in dem die Dentintubuli  mit  dem Boden der Kavitat  in Verbin-
dung  stehen, wie in Bild 1  gezeigt.  
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Legende 

1 Kavitat  

2 Dentintubuli  

3 Pulpa-(Pra-)Dentingrenzflache zum Zahlen  der Odontoblasten  

Bild 1�  Pulpa-(Prä-)Dentingrenzfläche zum  Zählen der  Odontoblasten  

Das Zahlen  der Odontoblastenzellen  je Langeneinheit der Pulpa-(Pra-)Dentingrenzflache unter der Kavitat  

wird fur jeden der funf Schnitte aus  jedem Prufkorper vorgenommen und  der Mittelwert  der Zellzahl  fur diese 

Kavitat  wird abgeleitet.  Dann  werden die Mittelwerte  der Zellzahlen  fur alle  Pruf- (T) und  die Negativkontroll-  

Kavitaten (NC)  abgeleitet.  Der Zelltod in % wird aus  Gleichung (1) berechnet: 

��
�� � �  

��  

(1)

Dabei ist 

CD der Zelltod in Prozent; 

NC die gezahlte Zellzahl  in der Negativkontrolle  der Kavitat;  

T die gezahlte Zellzahl  fur den zu prufenden Werkstoff in der Kavitat.  

Der Zelltod der Odontoblasten  wird auf  einer Skala,  wie in Tabelle 6  angegeben,  eingeteilt.  

Tabelle 6  � Einstufung des Zelltodes  der  Odontoblasten  

Skala  Zelltod  der  Odontoblasten  

0 Kein  Zelltod 

1 <25% Zelltod 

2 25% bis 50% Zelltod 

3 >50% bis 75% Zelltod 

4 >75% Zelltod 

Fur jeden eingestuften Schnitt  wird die verbliebene Mindest-Dentindicke aufgezeichnet,  wie es oben beschrie-
ben  ist.  Dadurch wird ein Index fur die Uberlebensrate der Odontoblasten  fur jeden Werkstoff entsprechend der 

obigen Einstufung  angegeben,  der durch die Darstellung des Bereichs der gemessenen, verbleibenden Mindest- 

Dentindicke fur die Kavitaten in dieser Werkstoffgruppe charakterisiert wird. Sofern vom Hersteller empfoh-
len,  werden die Daten getrennt fur die mit  dem zu prufenden Werkstoff, einschließlich Unterfutterung  oder 

Kavitaten-Behandlungsmittel,  gefullten  und  fur die als  Positivkontrollen verwendeten Kavitaten aufgefuhrt. 

Die Daten fur die Positivkontrollmaterialien  werden als  prozentualer Anteil der Negativkontrollmaterialien  je 

obiger Prufkavitaten angegeben.  Sofern zutreffend, durfen die Daten fur die Positivkontrollmaterialien  aus  fru-
heren Studien  entnommen  werden, bei denen die Prufbedingungen  mit  denen der aktuellen  Studie  identisch 

waren. 
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6.4.4  Bewertung  der  Ergebnisse 

6.4.4.1  Allgemeines 

Alle  in der Prufung  gesammelten Informationen, insbesondere jede Abweichung in den Ergebnissen zwischen 

den Versuchs- und  den Kontrollgruppen,  werden fur die Bewertung  der Prufergebnisse in Betracht  gezogen. 

Die Ergebnisse der Bewertung werden im Prufbericht angegeben.  

6.4.4.2  Statistische  Analyse der  verbleibenden Dentindicke 

Die Zahlenwerte der verbleibenden Dentindicke (en: remaining dentine thickness, RDT) werden in mm  aufge-
zeichnet und  mussen mithilfe einer parametrischen Analyse auf  Grundlage  der Annahme  analysiert werden, 

dass die Daten normal  verteilt sind und  dass die Abweichungen gleich sind. Die RDT darf sich statistisch nicht  

von experimentellen  und  Referenz-/Kontrollgruppen unterscheiden. Wenn die Ergebnisse durch eine Einstu-
fung  (nicht parametrische Daten) in Kategorien gemeldet  werden, wie oben unter �Histologische Merkmale�  

aufgelistet  ist,  muss eine nicht-parametrische Prufung  verwendet werden. 

6.4.5  Prüfbericht

Ein  Prufbericht nach  6.2.9 muss erstellt werden. 

6.5  Pulpaüberkappungsprüfung  

6.5.1  Ziel  

Das Ziel der Prufung  ist es, die Biokompatibilitat  von Pulpauberkappungswerkstoffen  in Kontakt  mit  der Pulpa  

zu beurteilen. Methodische Verfahren, die fur die empfohlene klinische Anwendung des Werkstoffs erforderlich 

sind, werden in die Beurteilung  einbezogen. 

ANMERKUNG Mit  wenigen Anderungen kann  diese Prufung  auch  fur die Pulpotomieprufung  verwendet werden. 

Die Pulpa-  und  Dentinanwendungsprufung  und  die Pulpauberkappungsprufung  durfen gleichzeitig an  den glei-
chen Tieren unter Verwendung unterschiedlicher Zahne durchgefuhrt werden. 

6.5.2  Tiere und Tierschutz  

Der Tierschutz wird entsprechend 6.4.2 umgesetzt.  

Wie  in 6.4.2 beschrieben, werden mindestens zwei Saugetiere (keine Nagetiere) einer Gattung  verwendet. 

6.5.3  Durchführung der  Prüfung  

6.5.3.1  Vorbereitung  der  Tiere 

Eine ausreichende Anzahl  von Tieren wird ausgewahlt,  um  fur jeden Zeitraum mindestens 10 Zahne mit  dem 

zu prufenden Werkstoff zur Verfugung  zu haben.  

Die Tiere werden betaubt  und  das in 6.5.3.2 beschriebene Verfahren wird angewandt.  

6.5.3.2  Behandlung der  Zähne 

6.5.3.2.1  Alle  Konkremente und  Zahnbelage  werden von den Zahnoberflachen  entfernt.  Um die zu verwen-
denden Zahne zu isolieren, wird Kofferdam angelegt.  Die Zahnoberflachen  und  das Behandlungsfeld  werden 

gereinigt und  getrocknet.  Dieser Bereich wird mit  3%  (Volumenanteil)  Wasserstoffperoxid abgetupft  und  mit  

einem aus  Polyvidon-lod oder Chlorhexidin bestehenden Desinfektionsmittel desinfiziert. Die erforderliche 

Anzahl  bukkaler  oder labialer  Kavitaten der Klasse V  wird mit  einem scharfen Bohrer unter ausreichender Luft-  

Wasserkuhlung  prapariert.  Die Praparationen  sollten durch den Schmelz begrenzt werden, aber nach  mesial  

und  distal  extendiert werden und  in das innere Drittel des Dentins reichen. In  der Kavitatenmitte  wird ein Pul-
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penbereich von 0,5mm  bis 1,0mm  Durchmesser vorsichtig unter Einspruhen einer sterilen Kochsalzlosung  

[0,9% (Massenanteil)] freigelegt, ohne mit  dem Praparationsinstrument in das Pulpagewebe  einzutauchen.  

Der Durchmesser des freigelegten Bereichs muss in Zehntelmillimetern gemessen werden. Der Durchmesser 

des freigelegten Bereichs kann  vom bekannten  Durchmesser des Praparationsinstruments bewertet  werden. 

Zur Blutstillung  wird die freigelegte Stelle  grundlich mit  steriler Kochsalzlosung  gespult  und  danach mit  steri-
len  Wattepellets  getrocknet.  

ANMERKUNG Weist das Gebiss der Tiere eine ausgepragte Gingivaentzundung  auf,  so kann  es notwendig sein, die Kon-

kremente und Zahnbelage  einige Tage vor der Kavitatenpraparation zu entfernen und dies eventuell  mehrmals zu wieder-

holen, bis die Gingivaentzundung  unter Kontrolle  ist.  

6.5.3.2.2  Bei der Vorbereitung des zu prufenden Werkstoffs wird die Gebrauchsanweisung  des Herstellers 

eingehalten. Empfiehlt  der Hersteller andere Spullosungen  oder Substanzen  zur Blutstillung  oder eine spezi-
fische Vorbehandlung der Pulpawunde,  so werden diese Anweisungen befolgt.  

6.5.3.2.3  Eine zufallige  Auswahl  muss erfolgen, um  festzulegen, welche Kavitaten  den zu prufenden 

Fullungswerkstoff,  die Negativkontrolle  und  die Positivkontrolle vor der Kavitatenpraparation erhalten. 

Falls  praktisch moglich, werden die Kontroll- und  experimentellen Zahne anatomisch gepaart,  d. h.  Pramolar  

rechts im Oberkiefer und  Pramolar  links  im Oberkiefer, Pramolar  rechts im Unterkiefer und Pramolar  rechts 

im Oberkiefer usw.  Durch zufallige  Auswahl  wird ein Zahn zum Prufkorper und  die kontralateralen  und  

gegensatzlichen Zahne werden zu Kontrollprufkorpern. Je nach  Tiergattung  und  deren Verfugbarkeit  kann  die 

Zahnauswahl  verandert werden. 

6.5.3.2.4  Fur jeden Zeitraum werden mindestens 10 Kavitaten mit  dem zu prufenden Werkstoff und  funf 

Kavitaten mit  einem geeigneten Referenzwerkstoff nach zufalliger  Reihenfolge prapariert.  Die Uberkappungs-
materialien und  die Kontrollen  werden auf  einer Platte  (Anmischblock) angemischt,  wobei eine mikrobielle 

Kontamination  zu vermeiden ist.  Die Werkstoffe werden ohne Druck auf  die offene Pulpa  aufgetragen. Die 

Kavitat  wird entweder mit  einem Kompomer oder mit  einem Glasionomerzement geschlossen. Diesem Schritt 

sollte eine Komposit-Kunststoff-Restauration  mittels Klebetechnik  folgen. 

6.5.3.2.5  Die ausgewahlten  Gattungen  sollten die zum Erfullen  der wissenschaftlichen Zielstellung  erforder-
lichen niedrigsten Gattungen  bei geringster Beeintrachtigung  des Tierschutzes sein. Die Auswahl  der Gattung  

muss begrundet und dokumentiert werden. Bei Versuchen mit  Affen, Hunden oder Minischweinen sollte fur 

jeden Zeitraum mindestens ein Tier verwendet werden. Bei Frettchen sollten es fur jeden Zeitraum mindestens 

vier Tiere sein, da nur die Eckzahne geeignet sind. 

ANMERKUNG1  Calciumsilicat-Keramikzemente (ohne Kunststoff)  sind geeignete Referenzmaterialien. Calciumhy-

droxid, das mit  0,9% (Massenanteil) steriler Kochsalzlosung  frisch zu einer sehr festen Konsistenz angemischt wird, ist 

ebenfalls geeignet.  

ANMERKUNG2 Um  ein Auswaschen des Calciumsilicatzements  nach  dem Legen zu verhindern, wird ein kunststoffmo-

difizierter Glasionomerwerkstoff auf  den Zement und 0,5mm  bis 1,0mm  umgebendes Dentin aufgetragen. Die Wieder-

herstellung der Endkontur  erfolgt mit  einem saureatzenden (oder selbstatzenden)  Dentin-Haftvermittler zusammen mit  

einem polymerbasierenden Komposit.  

ANMERKUNG3  Zusatzlich  zu den oben  erwahnten Referenzmaterialien werden keine Positiv- oder Negativkontrollen  

benotigt,  weil das Referenzmaterial biologisch aktiv  ist.  

ANMERKUNG4 Wenn eine Calziumhydroxidpraparation genutzt  wird, wird eine dunne Schicht von entweder einem 

Polycarboxylatzement  oder einem konventionellen  (selbsthartenden) Glasionomerzement uber die Praparation  des Cal-

ziumhydroxids aufgetragen, gefolgt  von einer Restauration  mithilfe eines saureatzenden (oder selbstatzenden)  Dentin- 

Haftvermittlers und einem polymerbasierenden Komposit.  

6.5.3.2.6  Die Tiere werden, wie  in 6.4.3.2.6 beschrieben, beobachtet  und  behandelt.  
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6.5.3.3  Histologische  Aufarbeitung  

6.5.3.3.1  Nach (25 ± 5) Tagen und  (70 ± 5) Tagen wird eine ausreichende Anzahl  der Tiere mit  einer Uber-
dosis Betaubungsmittel  oder durch die Anwendung von anderen allgemein  akzeptierten Substanzen  getotet,  

um  mindestens 10 Zahne mit  dem zu prufenden Werkstoff zur Verfugung  zu haben.  Die Restaurationen,  die 

Zahne und  deren Stutzgewebe werden untersucht und  genaue  Angaben  uber jede Abnormitat  festgehalten.  

Jeder behandelte Zahn wird zusammen mit  dem umgebenden  Hart- und  Weichgewebe in einem Block  entfernt 

und  in einem geeigneten Medium  fixiert.  

ANMERKUNG Eine vaskulare Perfusion der Gewebe mit  dem Fixativ zum Zeitpunkt  der Totung,  bevor sie entnommen  

werden, verbessert die Fixierung. 

6.5.3.3.2  Nach der Fixierung wird von jedem Gewebeblock  ein Rontgenbild  aufgenommen, um  festzustel-
len,  ob  rontgenologische Veranderungen  aufgetreten sind. Danach  werden die histologischen Schnitte fur die 

Untersuchung, wie  in 6.4.3.5 beschrieben, vorbereitet.  

6.5.3.4  Bewertung  der  Pulpa  

Wie  in dem in 6.4.3.6 beschriebenen Protokoll, werden die histologischen Schnitte untersucht,  die histologi-
schen Merkmale beschrieben, wird das entzundliche Infiltrat  eingestuft  und  der Index der Entzundungsreak-
tion  berechnet.  Da das Pulpaoberflachengewebe beim Freilegen des Pulpabereichs zerstort  wird, wird mithilfe 

der in Tabelle 7  festgelegten Skala  eine einfache Einstufung  des entzundlichen Infiltrats  vorgenommen. 

Tabelle 7  �  Einstufungsskala  für  die  Pulpaüberkappungsprüfung  

Entzündungs- 

grad  

Beschreibung entzündlicher Veränderungen 

0 Keine Entzundung  

1 

Schwache Entzundung: verstreute Entzundungszellen  im am  freigelegten Pulpabereich 

anliegenden  Pulpagewebe  

2 

Moderate Entzundung: Entzundungszellen  mit  kleinen  Herdgruppen im am  freigelegten 

Pulpabereich anliegenden  Pulpagewebe  

3 

Starke  Entzundung: ausgepragte Infiltration  von Entzundungszellen  im am  freigelegten 

Pulpabereich anliegenden  Pulpagewebe  

4 

Abszessbildung oder ausgepragte Infiltration  von Entzundungszellen,  nicht nur auf  das 

am  freigelegten Pulpabereich anliegende Pulpagewebe  begrenzt 

Zusatzlich  muss das Ausmaß,  die Verteilung und  die Art von Dentinbrucken  vollstandig  beschrieben werden, 

wobei besondere Aufmerksamkeit auf  das Vorhandensein von Tunneldefekten und Zelleinschlussen, die die 

Wirksamkeit  der Brucke als  Barriere beeintrachtigen  konnen,  zu richten ist.  Der Grad der Bruckenbildung  der 

Pulpaeroffnung  durch tertiares Reizdentin wird auf  einer Skala  mit  den Beurteilungskriterien �keine�,  �teil-
weise� oder �vollstandig�  eingestuft.  In  der nachfolgenden Anmerkung  wird eine Anleitung  zur Interpretation 

der histologischen Merkmale der Dentin-Bruckenbildung  gegeben.  

Das Ausmaß  und  die Verteilung einer moglichen Dentinbrucke  mussen dahingehend betrachtet  werden, ob  

der freigelegte Pulpabereich vollstandig  uberbruckt  ist,  wie  tief oder dick dies ist sowie auch  dessen Vertei-
lung  in Bezug  auf  den freigelegten Bereich. Eine unvollstandige  Brucke  bietet keinen wirksamen Schutz fur die 

freigelegte Pulpa.  Obwohl  eine angemessene Bruckentiefe fur einen wirksamen Pulpaschutz  gefordert wird, 

kann  eine unkontrollierte  reparative Dentinogenese zur Bruckenbildung  einen Verschluss der Pulpakammer  

hervorrufen und  die Vitalitat  der Pulpa  beeintrachtigen.  Eine ausgedehnte reparative Dentinogenese außer-
halb  der lokalen  Begrenzungen der Dentinbrucke  und  von deren tubularen  Verbindungen mit  dem Werkstoff 

kann  neben  der direkten Reaktion  auf  den Werkstoff auf  eine Zellreaktion infolge einer Verletzung (z. B.  chir-
urgische Verletzung) hindeuten. Die Regelmaßigkeit  der tubularen  Struktur  in der Dentinbrucke kann  auf  den 

Grad der Dysplasie wahrend der Bildung  hinweisen, wobei die Abwesenheit oder das Vorhandensein weniger 
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Kanalchen  auf  eine großere dysplastische Gewebebildung  hindeutet.  Das Vorhandensein von Tunneldefekten 

und  Zelleinschlussen  in  der Dentinbrucke ist auch  ein Hinweis auf  eine dysplastische Gewebebildung  und  kann  

die Permeabilitat  und  den Grad der Dichtheit, den diese Brucke bieten kann,  beeintrachtigen.  

6.5.4  Bewertung  der  Ergebnisse 

Die Ergebnisse werden, wie  in  6.4.4 angegeben,  beurteilt,  einschließlich der statistischen Analyse der Ergeb-
nisse. Wenn die Ergebnisse durch eine Einstufung  (nicht parametrische Daten) in Kategorien gemeldet  werden, 

wie oben  unter �Histologische Merkmale�  aufgelistet  ist,  muss eine nicht-parametrische statistische Prufung  

verwendet werden. 

6.5.5  Prüfbericht  

Ein  Prufbericht nach 6.2.9 muss erstellt werden. 

6.6  Endodontische Anwendungsprüfung 

6.6.1  Ziel  

Das Ziel der Prufung  ist es, die Biokompatibilitat  endodontischer Werkstoffe in Kontakt  mit  den verbleibenden 

apikalen  Pulpengeweben  (Pulpastumpfe) und  den periapikalen  Geweben zu bewerten. Zur Bewertung  gehoren 

Verfahren, die fur die empfohlene klinische Anwendung des Werkstoffs erforderlich sind. 

Die endodontische Anwendungsprufung  sollte fur bioaktive endodontische Werkstoffe verwendet werden, z. B.  

fur Werkstoffe, fur die angegeben  wird, dass sie die Bildung  von apikalem  Hartgewebe  stimulieren, und  die 

entweder zur orthograden oder retrograden Applikation  vorgesehen sind. 

6.6.2  Tiere und Tierschutz  

Der Tierschutz muss entsprechend 6.4.2 erfolgen. 

Mindestens vier Saugetiere (keine Nagetiere) einer Gattung  werden wie in 6.4.2 beschrieben in einem Alter 

verwendet, so dass ihr Gebiss intakte  permanente Zahne mit  abgeschlossenen (reifen) Wurzeln aufweist; die 

Verwendung der Schneide-, Eckzahne und  Pramolaren wird bevorzugt.  Die Verwendung von Pramolaren ist 

fakultativ,  wenn zwei Wurzeln vorhanden sind. 

6.6.3  Durchführung der  Prüfung  

6.6.3.1  Vorbereitung  der  Tiere 

Eine ausreichende Anzahl  von Tieren wird ausgewahlt,  um  fur jeden Zeitraum mindestens 10 Zahne  mit  dem 

zu prufenden Werkstoff zur Verfugung  zu haben.  

Bei speziellen Hunderassen kann  die Morphologie des apikalen  Teils des Wurzelkanals  eine Wurzelpraparation 

erschweren. 

Die Tiere werden betaubt  und  die in 6.6.3.2 beschriebene Vorgehensweise wird durchgefuhrt. 

6.6.3.2  Behandlung der  Zähne 

6.6.3.2.1  Es werden Rontgenaufnahmen  vom periapikalen  Bereich aller  zu fullenden  Zahne angefertigt.  

Alle  Konkremente und  Zahnbelage  werden von den Zahnoberflachen  entfernt und  die Zahne werden, wie in  

6.5.3.2.1 beschrieben, gereinigt und  isoliert.  

ANMERKUNG Weist das Gebiss der Tiere eine ausgepragte Gingivaentzundung  auf,  so kann  es notwendig sein, die Kon-

kremente und Zahnbelage  einige Tage vor der Kavitatenpraparation zu entfernen und dies eventuell  mehrmals zu wieder-

holen, bis die Gingivaentzundung  unter Kontrolle  ist.  
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Die erforderliche Anzahl  an  Zahnen fur das Legen der Wurzelkanalfullungen  wird prapariert.  Dazu wird 

eine geeignete Offnung  in  die Pulpakammer  mit  scharfen Bohrern unter aseptischen Bedingungen  gebohrt.  

Die freigelegte Pulpa  wird mit  Kochsalzlosung  [0,9%  (Massenanteil)] gespult  und  mit  sterilen Wattepellets  

getrocknet.  Die Pulpa  wird mit  einer neuen,  sterilen Wurzelkanalfeile  oder einer geeigneten Exstirpations-
nadel  (1,0 ± 0,5)mm von dem Foramen apicale  abgetrennt  und  entfernt,  indem die Instrumentenanwendung  

mithilfe der Rontgenbilder kontrolliert wird. Der Wurzelkanal  wird mehrmals mit  Natriumhypochloritlosung  

gespult  [empfohlener Konzentrationsbereich von 1,0% bis 5,25% (Massenanteil)] und  danach  mit  steriler 

0,9% (Massenanteil) Kochsalzlosung  ausgespult.  

Der Wurzelkanal  wird durch mehrere, zunehmend großer werdende sterile Wurzelkanalfeilen  erweitert, die 

in der Lange  bis zur Stelle  kalibriert  sind, an  der die Pulpa  verletzt wurde, bis eine geeignete Große  fur die 

Fullung  erreicht ist.  Es werden alle  Anstrengungen unternommen, um  alle  Dentinsplitter aus  dem Wurzelkanal  

zu entfernen, die den Apex blockieren konnen  und  dadurch den Kontakt  des endodontischen Werkstoffs mit  

dem apikalen  Gewebe verhindern. Nach Abschluss der instrumentellen Aufbereitung wird der Wurzelkanal  mit  

Natriumhypochloritlosung  [empfohlener Konzentrationsbereich von 1,0% bis 5,25% (Massenanteil)] gespult  

und  danach mit  steriler 0,9% (Massenanteil) Kochsalzlosung  ausgespult.  Die Trocknung erfolgt mit  sterilen 

Wattepellets  und  großen, stumpfen, sterilen Papierspitzen, ohne den verbliebenen apikalen  Pulpastumpf  zu 

beruhren. 

6.6.3.2.2  Bei der Vorbereitung des zu prufenden Werkstoffs wird die Gebrauchsanweisung  des Herstel-
lers eingehalten. Wenn der Hersteller Verfahren zur Zahnpraparation  empfiehlt,  die von den oben  genannten  

abweichen, dann  werden die Anweisungen des Herstellers befolgt.  

6.6.3.2.3  Eine zufallige  Auswahl  muss erfolgen, um  vor der Kavitatenpraparation festzulegen, welche Kavi-
taten den zu prufenden Fullungswerkstoff,  die Negativkontrolle  und  die Positivkontrolle erhalten. Wie prak-
tisch und  anatomisch moglich, werden die Kontroll-  und  experimentellen Zahne gepaart,  d. h.  Pramolar  rechts 

im Oberkiefer und  Pramolar  links  im Oberkiefer, Pramolar  rechts im Unterkiefer und  Pramolar  rechts im Ober-
kiefer usw.  Durch zufallige  Auswahl  wird ein Zahn zum Prufkorper und  die kontralateralen  und  gegensatzlichen 

Zahne werden zu Kontrollprufkorpern. Je nach Tiergattung  und  deren Verfugbarkeit  darf die Zahnauswahl  ver-
andert werden. 

6.6.3.2.4  Fur jeden Zeitraum werden mindestens 10 Zahne  mit  dem zu prufenden Werkstoff und  mindestens 

funf Zahne  mit  einem geeigneten Referenzwerkstoff gefullt.  Die endodontischen Werkstoffe und  die Referenz-
werkstoffe werden auf  einer Platte  (Anmischblock) angemischt,  wobei eine mikrobielle Kontamination  ver-
mieden wird. Der Wurzelkanal  wird entweder mit  dem zu prufenden Werkstoff oder dem Referenzwerkstoff 

mit  Guttapercha bis zum abgetrennten  Teil der Pulpa  gefullt.  Die Zugangskavitat  wird mit  einem verstarkten  

Zinkoxideugenol-Zement geschlossen, der entweder mit  einem Polycarboxylatzement  oder einem konventio-
nellen  (selbsthartenden) Glasionomerzement oder einem durch Saureatzen  befestigten  Kompositkunststoff  

abgedeckt  wird. Es werden Rontgenbilder aufgenommen, die den periapikalen  Bereich von allen  Zahnen zei-
gen,  die gefullt  wurden. 

6.6.3.2.5  Bei Versuchen mit  Affen, Hunden oder Minischweinen sollten fur jeden Zeitraum mindestens zwei 

Tiere verwendet werden. Bei Frettchen sollten es fur jeden Zeitraum mindestens vier Tiere sein, da nur die 

Eckzahne geeignet sind. 

6.6.3.2.6  Wenn ein Kompositkunststoff  verwendet wird, sollte eine dunne Schicht aus  entweder konventio-
nellem  (selbsthartendem) Glasionomerzement oder Polycarboxylatzement  zuerst uber den Zinkoxid-Eugenol- 

Zement gelegt  werden. Das Aufbringen eines Kompositkunststoffs in direktem Kontakt  mit  dem Zinkoxid- 

Eugenol-Zement  kann  zu einer Hemmung der Polymerisation des Kompositkunststoffs fuhren. 

ANMERKUNG Zinkoxideugenol-Zement,  entweder allein  oder mit  weiteren Zusatzen,  wie im Grossmann-Sealer, ist ein 

geeignetes Referenzmaterial. 

6.6.3.2.7  Die Tiere werden wie  in 6.4.3.2.6 beschreiben beobachtet  und  gehalten.  
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6.6.3.3  Herstellung der  Schnitte 

6.6.3.3.1  Nach (28 ± 3) Tagen und  (90 ± 5) Tagen wird eine ausreichende Anzahl  der Tiere mit  einer Uber-
dosis Betaubungsmittel  oder durch die Anwendung von anderen allgemein  akzeptierten Substanzen  getotet,  

um  mindestens 10 Zahne  mit  dem zu prufenden Werkstoff zur Verfugung  zu haben.  Die Restaurationen,  die 

Zahne sowie deren Stutzgewebe werden untersucht und  genaue  Angaben  uber alle  Abnormitat  werden auf-
gezeichnet. Jeder behandelte Zahn wird zusammen mit  dem umgebenden  Hart- und  Weichgewebe in einem 

Block  entfernt und  in  einem geeigneten Fixationsmedium fixiert.  

ANMERKUNG Eine vaskulare Perfusion der Gewebe mit  dem Fixativ zum Zeitpunkt  der Totung,  bevor sie entnommen  

werden, verbessert die Fixierung. 

6.6.3.3.2  Nach der Fixierung wird von jedem Gewebeblock  ein Rontgenbild  aufgenommen, um  festzustel-
len,  ob  rontgenologische Veranderungen  aufgetreten  sind. Die Schnitte fur die Untersuchung werden, wie in 

6.4.3.5 beschrieben, angefertigt,  parallel  zur Langsachse des Zahns durch den Wurzelkanal  und dessen Ver-
zweigungen, und  zeigen die Grenzflache zwischen Werkstoff/Pulpagewebe  und  dem angrenzende periapika-
len  Gewebe. 

6.6.3.4  Gewebebewertung  

Die Schnitte werden untersucht ohne vorherige Kenntnis  daruber, ob sie von dem zu prufenden Werkstoff oder 

einer Kontrolle  stammen.  Fur jede Schnittserie wird eine vollstandige  Beschreibung aller  histologischen Merk-
male  in der Pulpa,  im periapikalen  Gewebe, im Dentin und  im Zement des apikalen  Teils des Zahns festgehalten.  

Fur jeden zu prufenden Werkstoff werden die Veranderungen  im Gewebe nach den in Tabelle 8  festgelegten Kri-
terien eingestuft.  Beispiele fur histologische Merkmale, die zu berucksichtigen sind, sind in den nachfolgenden 

Beispielen enthalten.  

Tabelle 8  � Einstufungsskala  für  die  endodontische Anwendungsprüfung 

Skala  Beobachtung  

0 Keine Entzundung  

1 

Schwache Entzundung: Die Prufkorper zeigen verstreute Entzundungszellen,  uberwiegend 

chronische Entzundungszellen  und  die Strukturmerkmale  der restlichen Pulpa  sind noch 

erkennbar  

2 

Moderate Entzundung: Die Prufkorper zeigen eine umschriebene Ansammlung  von 

Entzundungszellen,  jedoch keine Gewebenekrose und  einige Storungen  der Strukturmerkmale  

der restlichen Pulpa  und des periapikalen  Gewebes 

3 

Starke  Entzundung: Die Prufkorper zeigen einen umfangreichen Ersatz der restlichen Pulpa  

oder des periapikalen  Gewebes durch ein Infiltrat  der Entzundungszellen  

4 Abszessbildung 

Beispiele fur histologische Merkmale,  die aufgezeichnet werden mussen, sind im Folgenden dargestellt.  

a)  Eine Bewertung  zum Nachweis, ob  die Wurzelkanalfullung  kurz, bundig oder extrudiert ist: Diese Beob-
achtung  wird mit  dem Vorhandensein einer Entzundung,  Wurzelresorption und  Knochenreaktion in Bezie-
hung  gebracht.  

b)  Extrusion  des Wurzelkanalversiegelungswerkstoffs (Zement): Es wird festgestellt,  ob  der Wurzelkanalver-
siegelungswerkstoff durch den Apex in den umgebenden  parodontalen Raum und  in das Knochengewebe 

extrudiert ist.  Auch wenn dies wahrscheinlich am  28. Tag beobachtet  wird, darf der Langzeitraum von die-
ser Bewertung  nicht ausgeschlossen werden. 

c) Das Vorhandensein von nekrotischem Apikalgewebe.  
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d) Die Qualitat  der Adaptation  des Wurzelkanalfullungswerkstoffs eingestuft  als  gut,  deutlich  oder gering: 

Eine gute Adaptation  bedeutet,  dass der Fullungswerkstoff  gut  an  die Kanalwande bei nicht nur einem 

Schnitt,  sondern bei Serienschnitten angepasst  ist,  ohne dass freie Stellen  vorhanden sind. Mit  deutlich  

wird eingestuft,  wenn einige Schnitte freie Stellen  oder Bereiche aufweisen, an  denen der Fullungswerk-
stoff nicht gut  an  die Wurzel angepasst  ist.  Eine geringe Adaptation  wird aufgezeichnet,  wenn der Fullungs-
werkstoff mit  der Kanalwand  nicht bundig ist oder wenn zahlreiche freie Stellen  vorhanden sind. 

e) Weitere Spezifikation der oben  ausgefuhrten Entzundung  (und von 0 bis 4 eingestuft) nach dem vorlie-
genden Typ der vorhandenen Entzundungszellen: Der vorherrschende Zelltyp  wird aufgelistet  und es wird 

anerkannt,  dass die akuten  Zellen  (Leukozyten) fruher auftreten, wahrend mononukleare Zellen  (Lympho-
zyten, Monozyten, Makrophagen  und  vielkernige Riesenzellen) spater erscheinen. Die Entzundungsreak-
tionen werden als  akut (A),  chronisch (C) oder gemischt (M)  eingestuft.  

f) Wurzelresorption (vorhanden oder nicht  vorhanden). 

g)  Die Reaktion  des apikalen  Knochens, eingestuft  als  normal  oder entzundet (Grad der Entzundung),  und  

eine Bestimmung,  ob  ein Granulom  vorhanden ist und  ob  der Knochen Anzeichen einer Resorption auf-
weist.  

h) Grad der Entzundungsreaktion, auf  einer Skala  von 0 bis 3, wie  in Tabelle 9  beschrieben. 

6.6.4  Bewertung  der  Ergebnisse 

Die Ergebnisse werden, wie  in 6.4.4 angegeben,  bewertet,  einschließlich einer statistischen Analyse der Ergeb-
nisse. Wenn die Ergebnisse durch eine Einstufung  (nicht parametrische Daten) in Kategorien aufgezeichnet 

werden, wie  die oben  unter �Histologische Merkmale�  aufgelisteten,  muss eine nicht-parametrische statisti-
sche Prufung  verwendet werden. 

6.6.5  Prüfbericht

Ein  Prufbericht nach  6.2.9 muss erstellt werden. 
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AnhangA 

(informativ) 

Typen von Prüfungen, die  zur  Beurteilung  der  Biokompatibilität  von in 

der  Zahnheilkunde verwendeten Medizinprodukten  betrachtet werden 

Tabelle A.1  enthalt  die Typen von Prufungen,  die zur Bewertung  der Biokompatibilitat  von in der Zahnheil-
kunde  verwendeten Medizinprodukten betrachtet  werden. 
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