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We compared diamond-like carbon (DLC) to commonly used metallic biomateri-
als with regards to Staphylococcus aureus adhesion. Patterned silicon discs with
circles of tantalum, titanium, chromium and DLC were produced using ultraviolet
lithography and plasma vapor deposition. Discs were exposed to S. aureus (S-
15981) for 90 minutes and stained with acridine orange. Adhesion index showed
that the ranking order was titanium, tantalum, chromium and DLC, with the DLC
being clearly most resistant against colonization with S. aureus in the presence of
serum. Furthermore, micro-patterned surfaces are useful for quantitation of bacte-

rial adherence on different biomaterials.

Johdanto

Korkealaatuisten nivelproteesien tarve kasvaa parem-
man elimin laadun tavoittelun ja artriittipotilaiden
midrin lisidntyessi. Siksi myds implantti-infektiot
ovat yleisempid kuin koskaan ennen. Erityisesti im-
muniteetiltaan heikentyneilli kemoterapia- ja elinsiir-
topotilailla timi infektion riski on suuri.(1,2) Niille,
jotka infektion saavat ja myos yhteiskunnalle timi on
vaikea komplikaatio joka aiheuttaa kirsimystd, kuole-
vuutta ja lisdd terveydenhuoltokuluja.(3,4) Yhdysval-
loissa jo puoli miljoonaa kahdesta miljoonasta vuosit-
taisesta sairaalalihtoisistd infektioista on implantteihin
liiteyvid. (4)

Tantaali, titaani ja kromi ovat laajasti kiytettyji
biomateriaaleja ortopedisissi implanteissa. Niilld on
hyvi kulutuskestivyys, kudosyhteensopivuus ja vas-
tustuskyky elekerokemialliselle korroosiolle. Huokoi-
setkaan tantaalirakenteet eivit aiheuta drsytystd, ovat
korroosiokestivid ja sitoutuvat hyvin luuhun.(5,6)
Haittapuolena tillaisessa yhteensopivuudessa voi olla

se, ettd tantaali- ja titaanipinnat my®ds tarjoavat hyvin
alustan mikrobien adheesiolle, kasvulle ja biofilmin
muodostukselle.(7,8) Biofilmissi bakteerit viettivit
vita minimaa eivitkd ole yhti herkkii antibiooteille
kuin planktoniset bakteerit ja ovat samalla suojassa
antibiooteilta ja elimistén puolustusreaktioilta, jotka
eivit pysty kunnolla tunkeutumaan bakteerilimaan.
(9,10) Niitd metalleja verrattiin timantinkaltaiseen
hiileen (diamond-like carbon,DLC).(11-14) Noin
kahdessa kolmasosassa kaikista implantti-infektioista
on aiheuttajana Stafylococcus aureus tai Stafylococcus
epidermidis eli koagulaasi-negatiivinen stafylokok-
ki.(4,15) Tistd syystd kdytimme S. aureusta kokeis-
samme. Hypoteesina oli, ettd yllimainituilla testaus-
kiekoilla on mahdollista verrata konventionaalisten
ja uusien biomateriaalien kykyi vastustaa mikrobien
tarttumista niiden pintaan ja ettd timantinkaltainen
DLC hiilipinnoitus voisi suojata implantti infektioil-
ta.
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Menetelmdit
Maskien valmistus

Mikrokuviolliset pinnat valmistettiin 5” <100> piiok-
sidikiekoille (Okmetic Ltd, Vantaa, Finland) kiytti-
milld ultraviolettilitografiaa ja fysikaalisia kaasufaasi-
pinnoitus menetelmid. Maskit suunnitteltiin CleWin
layout ohjelmalla (WieWeb software, Hengelo, The
Netherlands) ja valmistettiin kidyttimilld laser-skan-
naus tekniikkaa (Mikeell Oy, hetp://www.mikeell.
com/mask.htm, Ii, Finland) 4 tuuman kromipinnoi-
tetuille lasilevyille. Yhden kuvioidun niytelevyn koko
oli 10 mm x 10 mm ja se sisilsi neljd 4 mm x 4 mm
aluetta. Yksi niistd oli puhdas referenssipinta ilman
kuviointia. Kolme muuta oli kuvioitu 5, 25 ja 125 pm
(d) ympyrdin. Niytteet valmistettiin sekd positiiveina
ettd negatiiveina: a) biomateriaali ympyroiti piioksidi-
taustalla ja b) sen negatiivina: piioksidiympyrsiti bio-
materiaalitaustalla.

Ultraviolettilitografia

Hyvi tarttuminen piioksidikiekkotaustamateriaalin ja
valoresistin vilille saatiin esikisittelemilld kiekot 20
% heksametyylisilatsaanilla (HMDS, Semiconduc-
tor Grade Puranal, Riedel-de Haen Laborchemikalien
GmbH, Seelze, Germany) ksyleenissd. Epoksipohjai-
nen negatiivinen valoresisti SU-8 2003 (MicroChem,
Newton, MA) pyérityspinnoitettiin kiekolle ja limps-
kisiteltiin. Jadhtymisen jilkeen SU-8 kerros altistettiin
365 nm UV-valolle (Karl Suss MA45, Suss Microtec
Inc., Waterbury Center, VT, USA) maskin lipi. Valot-
tumattomat SU-8 alueet liuotettiin propyleeniglyko-
li metyylicetteriasetaattiin (PGMEA, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), jolloin lopullinen resistikuvio
muodostui. Niytteet puhdistettiin isopropanolilla ja
ionisuodatetulla vedelld kiyttden ultraiinei.(16,17).

Kaasufaasipinnoitukset

Pintojen puhdistus tyhjiéssi tehtiin argon ionisuih-
kulla. Tantaali-, titaani- ja kromipinnoitteet valmis-
tettiin kiyttien tasavirta sputterointitekniikkaa (AJA
fInternational Stiletto Serie ST20). Varsinaisessa pin-
noituksessa kaasunpaine siddettiin 3-4 x 10-4 milli-
baariin ja jinnite 400-500 volttiin. 200 nm paksui-
sen pinnoitteen tuottaminen kesti noin 15 minuuttia.
DLC-pinnoitteiden valmistukseen kiytetty hiiliplas-
mapulssi saadaan aikaan sytyttimilld katodilla tyhjio-

kaari, joka luo oikosolun katodin ja anodin vilille ja
purkaa kondensaattorin. Pulssien taajuus on 1-7 Hz.
Korkeaenerginen plasma kiihdytettiin kiyttamalld
6000 V jinnitettd ja 16.0 pF kondensaattoria. Plasma
ohjattiin kohteeseensa solenoidien avulla 90 ° kaarta-
valla magneettikentill, joka siiviloi neutraalit atomit
ja grafiittipartikkelit plasmapilvestd. Adheesiokerrok-
sen luomisen jilkeen pidosa 200 nm paksuisesta pin-
noitteesta tuotettiin matalaenergiselld 500 V yksikolld
15 minuutissa. Pinnoittamisen jilkeen kiekot puh-
distettiin asetonissa tai resistin poistajassa (mr-Rem
660, micro resist technology GmbH, Berlin, Germa-
ny). Maskin piille jadnyt pinnoite poistettiin maskin
kanssa. Suuret piikiekot pilkottiin yksittiisiksi niyt-
teiksi tarkoitusta varten rakennetulla laitteella, jossa
kiytetdin timanttiveisti.

Biomateriaalindytteiden esikasittely

Biomateriaalindytteet kisiteltiin vasikan sikion seeru-
milla 15 minuuttia +37 °C:ssa ja pestiin 3 x 5 min
fysiologisessa fosfaattipuskurissa.

Sterilisaatio

Niytteet puhdistettiin etanolipyyhkeilld ja huuhdel-
tiin 70 % etanolilla. Ne pakattiin limposuljettuihin
muovipusseihin ja gammasteriloitiin 28 kGy:ll3.

Staphylococcus aureus -viljelmat

Tri Lasan eristimid ja kuvaamaa S-15981 S. aureus-
ta(18) viljeltiin veri-agar maljoilla. Kaksikymmen-
ti bakteeripesikettd (kolonia) liuotettiin 10 ml:aan
Tryptic Soy broth (TBS)-elatusainetta ja viljeltiin 24
tuntia +37 °C:ssa. Sitten vielid 1 ml bakteeriliuosta lai-
mennettiin 9 ml:aan TSB-elatusainetta ja viljeltiin 18
tuntia, jonka jilkeen bakteerit laimennettiin fysiolo-
giseen keittosuolaan 5 x 108 kolonia/ml pitoisuuteen
kiyttden McFarland-standardia(19) ja verimaljoilla
viljeltyi laimennussarjaa (Trypticase soy agar ja Muel-
ler Hinton agar 5 %:ssa hevosen veressi). Bakteeriliu-
os pipetoitiin triplikaatteina testikiekoille, joita inku-
boitiin 90 min +37°C:ssa. Ennen analyysii testikiekot
pestiin 3 kertaa tislatussa vedessi.

Akridiinioranssivarjays

Niytteitd inkuboitiin 2 min 0.2 M asetaattipuskuriin,
pH 3.8, 1:10000 (w/v) laimennetussa akridiiniorans-
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si 3R -virissi. Akridiinioranssi 3R lipiisee bakteerin
solukalvon ja sitoutuu elektrostaattisesti DNA:han ja
RNA:han. Virjdyksen jilkeen niytteet huuhdeltiin ve-
delli.

Mikroskopia

Akridiinioranssi virjittyja ndytteitd tarkasteltiin epif-
luoresenssimikroskoopilla  kiyttien 460-495 nm ek-
sitaatiota ja 510 nm emissiota. Valokuvat otettiin
mikroskooppiin kytketylli PCO Sensicam digitaali-
kameralla.

Bakteeriadheesion kvantitaatio

Bakteerien kiinnittyminen biomateriaalin pintaan las-
kettiin Adobe Photoshop CS2 -ohjelman avulla tuote-
tuista neljistd 91 pm (d) ympyristi. Kuva-analysaat-
torin avulla tausta médritettiin mustaksi, jonka jilkeen
kuvat avattiin ja analysoitiin Image J 1.37c-ohjelmalla
kiyttdien WCIF plug-in-toiminnon nucleus-counter-
laskuria.(20,21)

Tulokset

Yhtenaiset pinnat ilman kuviointia

Tantaali- (Kuva 1, paneeli A) ja titaani-pinnoitteet
(Kuva 1, paneeli D) olivat hyvid kiinnittymisalustoja
S. aureus bakteereille, mutta bakteerit eivit ollenkaan
yhtd hyvin pystyneet tarttumaan kromi- tai DLC-pin-
notteisiin (Kuva 1, paneeli G).

Kuvioidut pinnat

S. aureus bakteerit tarttuivat kuvioille, jotka ohjasivat
niiden adheesiota. Ne kasvoivat lihes yksinomaan tan-
taali- (Kuva 1, paneeli C) ja titaaniympyréilld (Kuva 1,
paneeli F) piioksiditaustan jiddessd bakteerivapaaksi.
Sen sijaan ne tarttuivat hyvin huonosti DLC-pinnoi-
tetuille ympyrikuvioille (Kuva 1, paneeli I; kromi an-
toi samanlaiset tulokset).

Mikili ympyri- ja taustamateriaalit oli tuotet-
tu negatiiviksi niin ettd tantaali (Kuva 1, paneeli B)
ja titaani (Kuva 1, paneeli E) muodostivat taustan ja
piioksidi ympyrit, S. aureus suosi tantaali- ja titaani-
taustaa. Myos tissi tutkimusasetelmassa DLC vastusti
bakteerien adheesiota (Kuva 1, paneeli H) niin, ettd
tutkitut biomateriaalit voitiin laittaa selkeddn ranking

jdrjestykseen (Taulukko 1).

Tantaali

Titaani

Timantinkaltainen hiili

Kuva 1. Stafylococcus aureus S-15981 kannan adheesio
erilaisille yhtendiisille ja mikroteksturoiduille materiaaleil-
le. Ylin rivi néyttdé adheesion tantaaliin, keskimmdinen
titaaniin ja alimmainen timantinkaltaiseen hiileen (DLC).
Ensimmdiiselld palstalla on yhtendiiset pinnat, toisella 125
um piioksidiympyrdt biomateriaalitaustalla (negatiivinen
kolmannen sarakkeen pintoihin ndhden) ja kolmannella
samankokoiset biomateriaaliympyrit piioksiditaustalla.
Akridiinioranssivdrjdys, alkuperdinen suurennos x 10.

Kuva 2. Stafylococcus aureus S-15981 kannan adhee-

sio erikokoisille mikroteksturoiduille titaanikuvioille.
Jokaisella ndytteelld oli neljd erilaista pinta-aluetta.
Alueet muodostuivat 125 um (paneeli A, alkuperdinen
suurennos x 10), 25 um (paneeli B, alkuperdinen suuren-
nos x 20) ja 5 um (paneeli C, alkuperdinen suurennos x 40)
halkaisijaltaan olevista mikroteksturoiduista ympyroistd,
joita verrattiin yhtendiseen referenssipintaan (paneeli D).
Akridiinioranssivdrjéys.
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Taulukko 1. Stafylococcus aureus S-15981 kannan adheesio mitattuna neljdstd eri
biomateriaalista valmistettuihin 125 um halkaisijan ympyréihin piioksiditaustalla,
joka toimi sisdisend standardina (taustana). Adheroituneiden bakteerien peittimd
pinta-ala esitetddn prosentteina koko pinta-alasta. Neljdis sarake ndyttdd adheesion
vastustusindeksin piitaustaa vasten testatuille biomateriaaleille: timantinkaltaisella
hiilelld on ylivoimainen bakteerien kiinnittymistd vastustava kyky.

Materiaali Kiinnittyminen ympy- | Kiinnittyminen taus- | Biomateriaali : Tausta
roihin* talle* Indeksi

Titaani 24.65 % 0.72 % 34.24

Tantaali 14.76 % 0.79 % 18.68

Kromi 1.42 % 0.68 % 2.09

DLC 0.48 % 0.53 % 0.91

*Prosentuaalinen osuus alasta, jonka kiinnittyneet bakteerit peittdviit.

Erikokoisten kuvioiden vertailu

Jokainen niytelevy sisilsi nelji erilaista aluetta, joista
kolmella oli halkaisijaltaan erikokoisia 125 pm, 25 pm
tai 5 pm ympyrikuvioita, joita verrattiin yhtendiseen
materiaalipintaan ilman kuviointia. Pintaan tarttunei-
den bakteerien miiri oli kromi- ja DLC-pinnoitteilla
niin vihiinen, ettei kuvioiden koon vaikutusta baktee-
riadheesioon niilld pystytty tutkimaan. Titaani- ja tan-
taalipohjaisilla kuviolla nihtiin selvi ohjausvaikutus.
Bakteerit tarttuivat suuriin 125 pm ja keskikokoisiin
25 pm kuvioihin, muctta vilttivit tarttumasta piioksi-
ditaustaan. Niin bakeeerit saatiin tarttumaan tarkasti
metallipintaisille ympyréille (Kuva 2, paneeli A ja pa-
neeli B) tai negatiiviniytteissid metallitaustalle. Tutkit-
taessa pienid 5 pm ympyrditd todettiin, ettd bakteerit
tarttuivat seki kuvioihin etti taustaan eivitki niin sel-
keisti seuranneet metallipdillysteisten alueiden rajoja
(Kuva 2, paneeli C). Puhtailla biomateriaalipinnoilla
bakteerit muodostivat jokseenkin yhteniisid bakteeri-
peitteiti. Tantaali kdyttdytyi tiltd osin titaanin tavoin.

Pohdinta

Fysiologisia proteiini-vapaita puskuriliuoksia kiyte-
tddn usein bakteeriadheesio- kokeissa, koska plasman
proteiinien ajatellaan hiiritsevin “puhdasta” bakteeri-
materiaali interaktiota. In vivo implantin pinta pin-
noittuu kuitenkin aina joidenkin millisekuntien ai-
kana kudosnesteen tai seerumin proteiineilla.(22,23)
Tillaisilla pinnoilla bakteerit tunnistavat ja tarttuvat
ndihin valkuaisaineisiin. Valkuaisaineiden kiinnitty-
misprosessissa on hyvin nopea (vilitdn) vaihe, jota
seuraa hitaampi vaihe lihestyttiessi tasapainotilaa.

Suurin osa adsorboituvista proteiineista tarttuu lihes
palautumattomasti materiaalin pintaan. Proteiinien
kilpaillessa keskeniin pitoisuus ja affiniteettierot mii-
rddvit lopulta kompetitiivisen adsorption lopputulok-
sen. Esimerkiksi alhaisen sitoutumisvoiman omaavan
albumiinin pitoisuus plasmassa on paljon suurem-
pi kuin fibrinogeenin, ja siksi plasmasta adsorboitu-
neen fibrinogeenin midrd pinnalla on yleensi sama
kuin albumiinin. Pinnoille kiinnittyvit proteiinit kiy-
vit myos lipi muodonmuutoksia ja saattavat esimer-
kiksi oieta tarttuen niin entistd lujemmin pinnalle.
Termodynaamisesti labiilit proteiinit aukenevat den-
aturoivissa olosuhteissa ja kiinnittyvitkin hyvin bio-
materiaalipinnoille.(24) Koska tutkimuksemme tihtii
pinnoitteiden lddketieteelliseen kiyttoon, adheesioko-
keet tehtiin kdyttimilld seerumilla esikisiteltyji bio-
materiaaleja, jotta adheesio-olosuhteet muistuttaisivat
ihmisen elimistossi vallitsevia. Liuotettu TSB-elatus-
aineliuos sisilsi myds proteiineja, joita bakteerit kiyt-
tivit ravinnokseen.

Teknologian, elektroniikan ja biomateriaalien ke-
hittyessi erilaisten implanttien ja lidkinnillisten lait-
teiden kidytto on lisddntynyt4. Varjopuoli tdssi kiih-
tyvissi kehityksessi on abioottisten biomateriaalien
heikko kyky vastustaa bakteerien pintaan tarttumis-
ta, kolonisaatiota ja biofilmin muodostusta. Periaat-
teessa olisi mahdollista torjua implantti-infektioita te-
hokkailla nykyaikaisilla antibiooteilla, mutta biofilmi
suojaa tehokkaasti bakteereita antibiooteilta. Ekstra-
sellulaarisessa polymeerimatriksissa ei ole verenkiertoa
ja passiivinen diffuusio kudosnesteestd biofilmin sisi-
osiin edellyttiisi jopa 500-5000-kertaista antibioot-
tipitoisuutta verrattuna tavallisten pehmytkudosin-
fektioiden hoidossa kiytettiviin midriin.(25) Lisiksi
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biofilmissi lepddvit bakteerit eivit ole yhtd herkkid an-
tibioottivaikutukselle kuin eksponentiaalisesti kasvavat
bakteerit. Tavanomaiset antibioottiannokset johtavat
implanttipotilailla helposti resistenssiongelmiin. Me-
tisilliini-resistentti stafylokokki ja vankomysiini-resis-
tentti enterokokki ovat jo globaalinen ongelma. Tutki-
muksemme perusteella implantti-infektioita voitaisiin
my6s vilttdd kdyttimalld bakteerien adheesiota ja ko-
lonisaatiota vastustavia materiaaleja ja/tai pinnoittei-
ta. Timantinkaltaisella hiilelld ja puhtaalla kromilla oli
ylivoimainen mikrobiadheesion vastustuskyky verrat-
tuna tantaaliin ja titaaniin. Kromi ei sellaisenaan so-
vellu biomateriaaliksi karsinogeenisten, hapettavien ja
drsytystd aiheuttavien ominaisuuksiensa vuoksi.(26)

Mikrobiologisissa adheesiokokeissa erot eri kokei-
den vililld vaikeuttavat tulosten tulkintaa ja eri tutki-
musten vertailua. T4td yritimme viltedd kahdella eri
tavalla. Tuotimme kuvioita aina samalle taustamateri-
aalille, joten oli mahdollista normalisoida tulokset eri
kokeissa. Lisiksi kdytimme yksinkertaista biomateri-
aali-arraytd, jossa useita 4-osaisia niytelevyji oli kiin-
nitetty samalle lasiselle testauskiekolle. Niin bakteeri-
en mdird per testattava materiaali oli tdysin sama eri
biomateriaalikuvioille.

Biomateriaalin kemian lisiksi(27) tydmme viittaa
sithen, ettd myos tartunta-alan koko on tirked bak-
teeriadheesiolle. Yhteniistd pintaa verrattiin 125 pm,
25 pum ja 5 pm ympyrikuvioihin, jotka kaikki, riip-
pumatta ympyrin halkaisijasta, peittivit yhti suuren
pinta-alan niytteestd (30.6 %). Teimme kolme mie-
lenkiintoista havaintoa. Yhteniisilld pinnoituksilla tai
pinnoituksen peittdessi 70 % niytteen kokonaispin-
ta-alasta (taustan) bakteerit jakautuivat verrattain ta-
saisesti biomateriaalipinnalle muodostaen pienii pe-
sikkeiti. Kun vain 30,6 % pinta-alasta oli bakteerien
adheesiota suosivaa biomateriaalia, ne muodostivat
pienid biofilmin suojissa kasvavia bakteeriyhteisojd jo
90 minuutissa. Jos ympyrikuvioiden halkaisija oli vain
5 pm, bakeeerit ndyttivit kasvavan my6s piioksiditaus-
talla. Selitykseni saattaisi olla se, ettd pienet ympyrit
ovat hyvin ldhelld toisiaan. Stafylokokin halkaisija on
noin 1 pm. Tdmai tarkoittaa sitd, ettd jo kolme stafylo-
kokkia rivissd voisivat yhdistdd 3 pm etdisyydelld toi-
sistaan olevat kaksi 5 pm lipimittaista ympyrid. Bak-
teerilima saattaisi ndin muodostaa yhdistivii siltoja”
biomateriaalisaarekkeiden vilille niin, ettd ympyrdi-
den vilissi olevat bakteerit eivit itse asiassa olekaan
kontaktissa piioksiditaustan kanssa vaan kasvavat nii-
den alla olevassa bakteerilimassa.

Tutkimuksen tuloksista ilmenee, ettd seerumin

lasnd ollessa DLC vastustaa mikrobien kiinnittymis-
td paremmin kuin perinteiset biomateriaalit. Ainakin
siis staattisissa adheesio-olosuhteissa DLC-pinnoitetta
voitaisiin kdyttdd vihentimiin implantti-infektioita ja
parantamaan sairaala- ja leikkaussalihygieniaa.
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