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Staphylococcus aureus S-15981 and S. epidermidis ATCC 35984 were used study
diamond-like carbon polytetrafluoroethylene (DLC-PTFE-h) and DLC polydimeth-
ylsiloxane (DLC-PDMS-h) produced using filtered pulsed arc discharge method for
their ability to resist bacterial adhesion under flow conditions. They were tested at
200 s-1 shear rate, stained and subjected to confocal laser scanning. DLC-PTFE-h
resisted S. aureus adherence like the conventional biomaterials, but DLC-PDMS-h
bound 1.06 x 107 bacteria (against only 0.671 x 107 on DLC-PTFE-h, and 0.751 x 107
on tantalum, p<0.05). Both DLC-hybrids bound S. epidermidis like the conventional
biomaterials. The new DLC and Teflon® or Silicone® hybrids are comparable to
conventional biomaterials in serum free tests. Implant-related infections are not a
contraindication for the use of anti-soiling DLC-PTFE-h and DLC-PDMS-h coatings.

Johdanto

Bioldiketieteellisten sovellusten kiytostd johtuvilla in-
fektiot ovat tirked ongelma, joka joudutaan yleensi
hoitamaan implantin poistolla ja antibioottitukihoi-
dolla. Implantin infektoituminen on monisiikeinen
prosessi. Ensin yksittdisten bakteerien tai bakteeriry-
pisten on paistivd materiaalille, mikd voi tapahtua
aktiivisenkin liikehdinnin ansiosta. Kemokiinit kiih-
dyttivie tdtd liikettd ja kemotaktiset drsykkeet ja pit-
kin solidia pintaa tapahtuva migraatio ohjaavat siti.
Fysikokemialliset voimat, kuten gravitaatio, kuljetus,
Brownian liike, van der Waals seki elektrostaattiset ja
hydrofobiset voimat midridvit bakteerin vuorovaiku-
tusta materiaalin kanssa(1). Ensivaiheen jilkeen seu-
raa voimakkaampi molekyylien vilitctimi kiinnitty-
minen, jota vilictdd kapseli, flagellat, fimbriat (pili) ja
ckstrasellulaarisen polymeerimatriksin (bakteerilima).

Ne ovat vuorovaikutuksessa materiaalin pinnalla ole-
van proteiinikerroksen, bakteerikertymien ja biofil-
min kanssa(2). Tistd kompleksisuudesta johtuen on
mahdotonta etukiiteen laskennallisesti selvittii bak-
teerien kiinnittymistd ja sen voimakkuutta eri pinnoil-
le. Asian selvittdmiseksi joudutaan tekemiin tieteelli-
sid kokeita.

Virtausvoimat ja biomateriaalipinnan kyky vas-
tustaa adheesiota ovat tirkeiti vastavoimia mikrobien
kiinnittymisessi. Jos bakteerit pddsevat kiinnittymiin
kunnolla, ne pystyvit muodostamaan bakteerikerty-
mii ja biofilmii. Kliiniseen kiytt66n suunniteltu imp-
lantti tai pinnoitus altistuu useiden ruumiinnesteiden
veren, virtsan, ulosteen, likvorin, nivelnesteen, kudos-
nesteen) virtaukselle, minki vuoksi mikrobien kiin-
nittymistd tulisi tutkia ennen kaikkea dynaamisissa
olosuhteissa. Koska Stafylococcus epidermidis ja Sta-
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fylococcus aureus ovat yleisimpiid implantti-infektioi-
den aiheuttajia, tutkimme niiden kiinnittymisti.

Implantti-infektioita voidaan estdd kiyttimail-
Iz mikrobien kiinnittymistd vastustavaa pinnoitusta,
esim. timantinkaltaista hiiltdi (DLC) ja sen johdan-
naisia (3-5). Pinnoitteemme valmistetaan kiyttdmail-
I3 kaaripurkaustekniikkaa, jonka avulla timantinkal-
tiaseen hiileen voidaan liittdd Teflonia® tai Silikonia®.
Oletimme, ettd nimi likaantumattomat ja tartcumat-
tomat DLC hybridit olisivat parempia tai yhtd ainakin
hyvid kuin DLC ja jotkin laajalti kdytetyt biomateri-
aalit kyvyssddn vastustaa bakteerien adheesiota dynaa-
misissa viljelyolosuhteissa.

Aineisto ja menetelmdit

Pinnoitusmenetelmat ja ndytteiden valmistus

Tantaali-, titaani-, kromi-, DLC-, DLC-PDMS-h-ja
DLC-PTFE-h-pinnat valmistettiin 4” <100> piioksi-
dikiekoille (Okmetic, Vantaa, Finland) kiyttien kahta
fysikaalista kaasufaasipinnoitus menetelmii (6).

Metallipinnoitteiden valmistukseen kiytettiin ta-
savirta-sputterointitekniikkaa. DLC:n ja sen hybridien
tuottamiseksi kiytettin pulssitettua kaaripurkausme-
netelmii. Niytepinnat puhdistettiin ensin tyhjidssi
ionisuihkulla (SAM-7KV, Minsk, Belarus) kiyttien 5
kV:n jannitettd sekd 30 mA:n virtaa. Tasavirta-sputte-
roinnissa (Stiletto Serie ST20, AJA International Inc.,
North Scituate, MA, USA) kiytettiin positiivisesti va-
rautuneiden Ar (Goodfellow Cambridge Ltd, Hun-
tingdon, England) ionien kiihdyttimiseen negatiivis-
ta 500 V kohdepotentiaalia. Ensiksi valmistetun 200
nm paksun adheesiokerroksen tekeminen kesti noin 5
minuuttia. Pulssitettua kaaripurkausmenetelmii (Fil-
tered pulsed plasma arc discharge method) kiytettiin
joko grafiittikatodin tai grafiiittipolymeerikatodin ra-
kenteen kanssa DLC, DLC-PTFE-h tai DLC-PDMS-
h pinnoitteiden tuottamiseen silikonikiekoille. Jokai-
sen ndytteen kerrostuminen kesti noin 15 minuuttia.
DLC, DLC-PDMS-h ja DLC-PTFE-h pinnoitteiden
paksuus oli noin 150 nm ja pintakarheus (Ra) vililtd
2-5 nm.

Pinnnoitetut piikiekot pilkottiin sopimaan vir-
tauskammion dimensioihin (15 mm x 30 mm) kiyt-
timilli timanttiterdi.

Timantinkaltainen hiilipinnoite ei sisiltdnyt vetyi
ja oli amorfinen(7-9), seki tuotetuissa ndytteissi sp3-
timanttissidosten osuus oli 85%(10). DLC ja DLC-
polymeerihybridit tuotettiin kiyttden pulssitettua

kaaripurkausmenetelmid (10-13). 1-7 Hz taajuinen
plasmapulssi saatiin aikaan sytyttdmilld kaaripurka-
us grafiittikatodilla (>99.9%). Adheesiokerros tuotet-
tiin korkeaenergisella plasmalla kiyttdmalld 16.0 pF:n
kondensaattoria sekd 5000 V:n jinnitettd. Plasma oh-
jattiin kohteeseensa solenoidin (L=3.0 pH) tuottaman
90° kaartavan magneettikentin avulla, joka siivil6i
neutraalit atomit ja grafiittipartikkelit plasmapilvestd.
Plasmaa kiihdyttivi katodi-anodi pari koostuu sarjaan
kytketysti solenoidista, vastuksesta (R=0.1 Q) ja kon-
densaattorista. DLC-polymeerihybridipinnoitteet val-
mistettiin kiyttien yhdistettyd grafiittikatodia PDMS
tai PTFE (Irpola Oy, Turku, Finland) komponentin

kanssa.
Kontakti- ja liukukulmien mittaus

Kontaktikulma(0m) mittaukset tehtiin kiytcimalld
staattista tippa (20 pl tislattua vettd) menetelmii, jota
havannointiin CCD videomikroskoopilla. Liukukul-
ma taas on se kulma, jolla pisara alkaa liukua kaltevalla
tasolla. Niiden mittausten tarkkuus on 1°. Néytepin-
tojen topografia tutkittiin 2D stylus profiler-laitteella
(Sloan Dektak ITa, Veeco Instruments Inc., Santa Bar-
bara, Kalifornia).

Bakteeriviljelmat

Kiytimme limaa tuottavia S. epidermidis ATCC
35984 ja S. aureus S-15981 kantoja, joita siilytet-
tiin =70 oC:ssa 70 % Tryptic Soy Broth elatusaineessa
(TSB, Difco Laboratories, Detroit, USA), joka oli liu-
otettu 30 % glyseroli/vesi seokseen. 10 pl jiddytettyid
bakteerisuspensiota siirrettiin veri-agarmaljoille kasva-
maan yon yli 37 °C:ssa, jonka jilkeen maljat siirrettiin
4 °C:seen. Stationaarivaiheen soluja saatiin siirtimalld
2-3 bakteeripesikettd verimaljoilta 5 ml:aan TSB-ela-
tusainetta kasvamaan 18 tunnin ajaksi 37 °C:ssa ravis-
telijassa (120 r.p.m.). Mikro-organismit sentrifugoitiin
(2683 x g, 4 °C, 10 min) ja pestiin kaksi kertaa keit-
tosuolapuskurilla, pH 7.4. Pesujen jilkeen mikrobit
laimennettiin samaan puskuriin 1.5x108 pesikettd/
ml vahvuuteen varmistaen timi spektrofotometrisesti
kiyttien 550 nm aallonpituutta (Techne, Cambridge,
UK) McFarlandin standardin mukaan.

Dynaamiset adheesio kokeet

Bakteerien kiinnittymisen tutkimiseen virtausolosuh-
teissa kiytettiin paralleelivirtauskammio (PPFC)(14)
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laitteistoa. Kammiossa 30x15x1 mm kokoinen niy-
te sijoitetaan kahden pleksilasilevyn viliin niin ettd
sen piille muodostuu 30x15x0.35 mm kokoinen vir-
tauskammio. Neljadn rinnakkaiseen kammioon ruis-
kutetaan nestettd kiyttden ruiskuja ja ohjelmoitavia
pumppuja, joka liikuttaa mintdd edestakaisin kerran
60 sekunnissa aiheuttaen 3.7 ml/min nestevirtauksen
120 minuutin ajan 37 °C:ssa. Leikkuuvoima 200 s-1,
miki saatiin seuraavasta kaavasta:

_ 60
Vw2

missi Q on virtausnopeus, W (kammion pituus) =
0.015 m ja h (kammion korkeus) = 0.35 x 10-3 m.
Kokeet tehtiin triplikaatteina.

Fiksaatio ja varjays

Kokeen jilkeen niyte huuhdeldin 8 ml puskuria ir-
tobakteerien poistamiseksi, fiksoitiin puskuroidussa 3
% formaldehydissi 30 min 37 °C:ssi ja virjittiin 1 ml
seosta, joka sisilsi 2 pl SYTO 9 (Molecular Probes,
Europe BV) virid/ml ionisuodatettua vettd, 30 min
huoneenlimmossd ja pimedssi. Bakteerin seinimin
lapiisevd, DNA:han sitoutuva ja fluoresoiva SYTO9
virjad bakteerit. Niytteet huuhdeltiin kolmesti tisla-
tulla vedelld ja pedattiin objektilasille vesipohjaisella
Gel Mountilla (Sigma, Missouri).

Mikroskopia, valokuvaus ja kuva-analyysi

Niytteitd tarkasteltiin Nikon TE2000-U konfokaali-
sella laser scanning mikroskoopilla (Nikon, The Net-
herlands, Europe) kiyttien 488 nm eksitaatiota ja 500
nm emissiota. Optiset ohutleikkeet tallennettiin bit-
map-muotoon kuviksi, 100 pm2/kuva ja kuusi 100
pm2 kenttdd valitdin satunnaisesti joka niytteestd
otantavirheen minimoimiseksi.

Digitaalikuvien analysointi ja kiinnittyneiden bak-
teerien mittaus tehtiin kidyttimilldi Groningenin yli-
opiston lddketieteellisessd keskuksessa kehitettyd ohjel-
mistoa(15).

Tilastollinen analyysi

Materiaaliominaisuuksien vaikutus bakteerien kiinnit-
tymiseen analysoitiin kiyttden SPSS ohjelmistoa (ver-
sion 14.0, SPSS, Chicago, Illinois). Yksisuuntainen

varianssianalyysi ja eri yhdistelmien post-hoc vertailut
tehtiin kiyttien Scheffen merkittivin eron testi.

Tulokset

Metallien vertailu

DPerinteisten implanttimetallien jirjestys stafylokok-
kien kiinnittymistd parhaiten vastustavasta sen kiin-
nittymistd suosivaan suuntaan oli sama seki S. aureus
S-15981 ettd S. epidermidis ATCC 35984 kannoille:

tantaali, titaani ja kromi (Kuvat 1-3).

Tantaali Titaani Kromi

.-
...

aureus

Kuva 1. Vérjéttyjd Stafylococcus aureus S-15981 (ylempi
rivi) ja Stafylococcus epidermidis 35984 (alempi rivi) bak-
teereja tantaali-, titaani- ja kromipinnoilla 120 minuutin
dynaamisen adheesiokokeen jélkeen konfokaalimikro-
skopiassa. Perinteisten metallien vastustuskyky ranking
oli molemmilla bakteereilla testattuna sama. Tantaali oli
vastustuskykyisin ja sitd seurasi titaani ja sitten kromi.

Bakteerien paakkuuntuminen

Suurimmalla osalla testatuista biomateriaaleista stafy-
lokokit niyttivit olevan yksittdisind mikrobeina (Kuva
4, paneeli A), mutta DLC-PDMS-h-pinnoitteella ja
varsinkin DLC-PTFE-h-pinnoitteella (Kuva 4, panee-
li B) ne muodostivat aggregaatteja.

Testattujen biomateriaalien jarjestys

Testatut biomateriaalit olivat melko samankaltaisia
(Kuvat 2 ja 3) paitsi ettd S.aureus sitoutui paremmin
DLC-PDMS-h-pinnalle kuin DLC-PTFE-h- tai tan-
taalipinnoille (p < 0.05, Kuva 5).

Kontaktikulma, liukukulma ja pinnan karheus

Bakteerien tarttumista on pyritty selvittimidin myds
yriety Y
pinnan hydrofobisten ominaisuuksien ja karheuden
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Kuva 2. Staphylococcus aureus S-15981 bakteerien
(keskiarvo ja SEM) kiinnittyminen 120 minuutin dynaa-
misessa inkubaatiossa. Materiaalit vasemmalta oikealle
ovat timantinkaltainen hiili (diamond-like carbon, DLC),
DLC-polydimetyylisiloksaani-hybridi (DLC-PDMS-h), DLC-
polytetrafluoroetyleeni-hybridi (DLC-PTFE-h), tantaali,
titaani ja kromi.
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Kuva 3. Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 bak-
teerien (keskiarvo ja SEM) kiinnittyminen 120 minuutin
dynaamisessa inkubaatiossa, materiaalit vasemmalta
oikealle ovat DLC, DLC-PDMS-h, DLC-PTFE-h, tantaali,
titaani ja kromi.

DLC DLC-PTFE-h

Staphylococcus aureus

Kuva 4. Staphylococcus aureus S-15981 bakteereja
timantinkaltaisella hiilellé (DLC, paneeli A) ja sen tefloni
hybridillé (DLC-PTFE-h, paneeli B) konfokaalimikroskopi-
assa. Yksittdisic bakteereita ndkyi DLC pinnalla (paneeli
A), mutta DLC-tefloni hybridilld (paneeli B) ne muodosti-
vat pienid rykelmid.

Taulukko 1. Eri testimateriaalien kontaktikulma,
liukukulma ja pinnan karheus (* tarkoittaa sitd, ettd
vesipisara ei liukunut edes >90° pinnan kallistuksella).

Kontakti- Liuku- Ra
kulma kulma
Ti 53-56 * 19 nm
Ta 20-22 38 17 nm
Cr 70-74 * 25 nm
DLC 58 70 2-5nm
DLC-PDMS-h 100-108 8-10 2-5nm
DLC-PTFE-h 100-108 40 2-5nm

DLC-PDMS-h DLC-PTFE-h Tantaali

.

Kuva 5. Staphylococcus aureus S-15981 bakteereja kon-
fokaalimikroskopiassa timantinkaltaisen hiilen silikoni ja
tefloni hybrideilld ja tantaalilla. Bakteerit tarttuivat var-
sinkin DLC-silikoni hybridin pintaan verrattuna tantaaliin
(p < 0.05) ja DLC-tefloni hybridiin (p < 0.05).

0COCCUS aursus

Sta)

avulla ja niitd kuvastavat kontaktikulma, liukukulma
ja pinnan karheus mitattiin (Taulukko 1).

Pohdinta

DLC on kulutus ja korroosio kestivi ja kudosyhteen-
sopiva(3-6,16). Polymeereilld, kuten PTFE (Teflon®)
ja PDMS (Silicon®) on myds potentiaalisesti hyodylli-
sid ominasuuksia kuten likaantumattomuus ja toisiin-
sa tarttumattomuus (17-19). Kiyttdmilld nykyaikaista
kaaripurkaus-plasma kiihdytys (FPAD) menetelmii
oli mahdollista yhdistdd perinteisii materiaaleja in-
novatiivisella tavalla (20). Menetelmii mahdollistaa
hyvin kiinnittyvien ja paksujen hybridipinnoitteiden
tuottamisen. Likaantumattomat ja toisiinsa tarttu-
mattomat biomateriaalit voisivat soveltua stenteihin
ja mekaanisiin sydinlippiin, joissa saattaa esiintyi
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tromboembolisia komplikaatioita my6s varfariinilla
hoidetuilla potilailla. Nyt niitd uusia DLC-polymee-
rihybridimateriaaleja tutkittiin ensimmiien kerran
bakeeerikiinnittymiskokeissa. Tulosten mukaan DLC-
PTFE-h ja DLC-PDMS-h ovat verrrattavissa laajalti
kidytettyihin metallisiin biomateriaaleihin ja perintei-
seen DLC-pinnoitteeseen. Tosin DLC-PDMS-h sitoi
enemmin S.aureus bakteereja kuin DLC-PTFE-h tai
tantaali, jotka olivat seerumivapaassa asetelmassa tut-
kittuina resistenteimpid adheesiolle.

Hydrofobisilla vuorovaikutuksilla on pyritty sel-
vittimiin bakteerien kiinnittymisti biomateriaaleille.
Hydrofiilisyys lisdd vastustuskykyd ja hydrofobisuus
vihentdd siti. Hydrofiilinen musiinipinnoitus lisisi
polymetyylimetakrylaatin, polystyreenin ja silikonin
vastustuskykyi (21). Myos bakteerin vesikontaktikul-
malla mitattu hydrofiilisyys vihensi adheesiota ne-
gatiivisesti varautuneilla hydrofobisilla sulfatoiduille
polystyreenipinnoilla (22,23). Kokeissamme kiytim-
me vesikontaktikulmaa ilmentimiin testattujen ma-
teriaalien hydrofobisuutta. Perinteisten metallien jou-
kossa tantaalilla oli alhaisin kontaktikulma eli se oli
joukon hydrofiilisin, sitten seurasi titaani ja lopulta
kromi, joka oli hydrofobisin testatuista materiaaleis-
ta (Taulukkol). T4mi oli niiden keskenidinen jirjestys
stafylokokki kiinnittymiskokeissa tantaalin ollessa vas-
tustuskykyisin. Ndmi 16ydokset siis tukevat yllimai-
nittua hydrofiilisyys-oletusta. Kun myés DLC ja sen
hybridit otetaan mukaan pohdintaan, ajatuskuvio sir-
kyy. DLC-PTFE-h ja DLC-PDMS-h olivat materiaa-
leista hydrofobisimpia omaten yhtd suuren vesikontak-
tikulman, mutta DLC-PTFE-h-pinnoitus osoittautui
kaikkein vastustuskykyisimmiksi. Koe osoittaa, ettd
suoraa laskennallista yhteytti ei voida osoittaa pinnan
hydrofiilisyyden ja bakteeriadheesion vastustuskyvyn
vililld. Johtopddtdkset ovat yhtipitivid dskettdin jul-
kaistujen suomalaisten havaintojen kanssa (24). Mik-
robien ja materiaalien vuorovaikutus on monimutkai-
nen tapahtuma. Viime kiddessi ainoastaan erilaisissa
olosuhteissa tehdyt kokeet antavat luotettavaa tietoa.

Baketeerit elivit oikeastaan kahdessa eri olomuo-
dossa, yksittiisini eksponentiaalisesti kasvavina soluina
livosviljelmissd, jota kiytetdin testattaessa bakteerien
herkkyytti erilaisille antibiooteille, tai bakteeriyhtei-
soind biofilmeissi. Biofilmeissi bakteerit kiytivit
ilykkiitd selvitymiskeinoja ja kommunikoivat keske-
ndin (quorum sensing, 25). Useimmat mikrobiaaliset
in vitro adheesiokokeet on tehty kiytinnollisistd syistd
staattisissa olosuhteissa, vaikka implantti-infektioissa
kiinnittyneet bakteerit ja biofilmit altistuvat yleensd

ihmiskehon ruumiinnesteiden virtausvaikutukselle.
Bakteerit eldvit biofilmissi vita minimaa, jolloin nii-
den kiyttdytyminen muuttuu bakteerisolujen keske-
niisten vuorovaikutusten, aggregoitumisen ja baktee-
rilimaan liimautumisen seki ravinteiden, vitamiinien
ja hapen saatavuuden seurauksena. Biofilmi estdd an-
tibioottien ja isdntiperiisten molekyylien diffuusiota
kuten my®és leukosyyttien migraatiota. Siksi implant-
ti-infektiot ovat vaikeasti hoidettavissa ilman vieras-
esineen poistoa. Hyvi vaihtoehto olisi kidyttdd bioma-
teriaaleja ja pinnoitteita jotka ovat vastustuskykyisid
bakteeriadheesiolle.

Limaa tuottavien S. epidermidis kantojen tarttu-
minen polyvinyylikloridille ja muille pinnoille virtaus-
olosuhteissa osoitti, etti korkeammat leikkuuvoimat
yleensi irrottivat bakteereja pinnoilta (26). Virtaus-
olosuhteet ja lisidntynyt leikkuuvoima vihensivit ter-
modynaamisten mallien ennustettavuutta (27). Fy-
siologiset intravaskulaariset leikkuuvoimat vakaassa
laminaarisessa virtauksessa vaihtelevat 2000 s-1 ja 40
s-1 vililld korkeimpien vallitessa suonien alkukohdis-
sa ja haarautumissa (28). Aikaisemmin ryhmimme
on tehnyt adheesiokokeita staattisissa olosuhteissa pe-
rinteisilld proteesimateriaaleilla ja DLC-pinnoitteella.
Niissi kokeissa ja olosuhteissa adheesioindeksi osoitti
seuraavan jirjestyksen: titaani, tantaali, kromi ja DLC
vm. ollessa selvisti vastustuskykyisin S. aureukselle
(29). Staattisissa olosuhteissa uusi DLC-PTFE-h-pin-
noitus vastusti kahden eri stafylokokkikannan kiinni-
tarttumista paremmin kuin titaani tai piioksidi (p <
0.05)(6). Nyt kiytetyissd virtausolosuhteissa ei esiin-
tynyt merkittivid eroja DLC-pinnoitteen ja muiden
testattujen materiaalien vililli. Voidaan pidtelld ettd
eri materiaalien vertailussa tarvitaan testausta mydos
dynaamisissa, in vivo olosuhteita jiljittelevissd olosuh-
teissa.
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