_/my Y gy Y

5= ,
E % O X XXX Osaamista

ja oivallusta
tulevaisuuden
Jl tekemiseen

PO 0-000

Henri Holmberg

Hopeaa sisaltavien pintojen antimikro-
bisuuden tutkiminen fluoresenssimikro-
skopialla

Metropolia Ammattikorkeakoulu
Laboratorioanalyytikko (AMK)
Laboratorioanalytiikka
Opinnaytety6

28.05.2021

metropolia.fi ﬂ{M EtrOpO“a



Tiivistelma

Tekija Henri Holmberg

Otsikko Hopeaa sisaltavien pintojen antimikrobisuuden tutkiminen
fluoresenssimikroskopialla

Sivumaara 36 sivua + 4 liitetta

Aika 28.05.2021

Tutkinto Laboratorioanalyytikko (AMK)

Tutkinto-ohjelma Laboratorioanalytiikka

Ohjaajat Lehtori Jarmo Palm
Kehityspaallikkd, FT Kari Soljamo

Antimikrobisia pintoja kdytetaan torjumaan mikrobiperaisia infektioita ja niiden leviamista
esimerkiksi sairaaloissa, hoitolaitoksissa ja muissa julkisissa tiloissa. Antimikrobisilla pin-
noilla on iso merkitys antibioottiresistenttien bakteerikantojen leviamisen ehkaisyssa. Anti-
bioottiresistentit bakteerikannat aiheuttavat huomattavia sairaanhoitokuluja yhteiskunnalle
vuosittain.

Opinnaytety6ssa tutkittiin fluoresenssimikroskopialla Isku Interior Oy:n ja Teknos Oy:n val-
mistamien antimikrobisten pinnoitteiden kykya tappaa bakteerisoluja. Staphylococcus au-
reus -bakteerit varjattiin fluoresenssimikroskopiaan tarkoitetulla LIVE/DEAD BacLight Bac-
terial Viability -varjayskitilla ja niiden annettiin olla vuorovaikutuksessa antimikrobisen pin-
nan kanssa. Vaikutusajan jalkeen elavia ja kuolleita soluja tarkasteltiin fluoresenssimikro-
skopialla. Eri antimikrobisten pintamateriaalien tuloksista tehtiin kuvasarjoja ajan funktiona,
milla havainnollistettiin pinnoitteiden tehokkuutta S. aureus bakteeria vastaan.

Lakka- ja jauhemaalipinnoitteiden antimikrobisuus perustuu hopeaionien kayttéén materi-
aalissa. Hopean on todettu olevan toksinen mikrobeille sen ionimuodossaan, jolloin hope-
alla on huomattavasti enemman antimikrobisia ominaisuuksia, kuin esimerkiksi antibioo-
teilla. Hopea suurina pitoisuuksina on myrkyllista ihmiselle, sekd ymparistdlle, jonka vuoksi
tydssa tutkittin myods hopean vapautumista antimikrobisista pinnoitteista. Tuloksia verrat-
tiin vuonna 2020 tehtyyn IHMEC -hankkeen tuloksiin ja EU:n sdatdmaan raja-arvoon 10
mg/dm? elintarvikkeiden kanssa kosketuksiin joutuville muovimateriaaleille ja tarvikkeille.

Antimikrobisten pinnoitteiden tehokkuusmaarityksen tulokset olivat linjassa aiemmin Bio-
Cote Limited -yrityksen tekeman 86 % reduction in bacteria in just 15 minutes” -tutkimuk-
sen kanssa. Opinnaytetydssa tutkitut pinnoitteet tappoivat 80 % bakteereista 15 minuuttia
kestavalla vaikutusajalla ja 90 % bakteereista oli eliminoitu tunnissa. Bakteerikuolemaa
pystyttiin havaita jo heti kontaktin jalkeen antimikrobisten pintojen kanssa. Hopean migraa-
tiotutkimuksen tulokset vastasivat aiemmin tehdyn IHMEC -hankkeessa olevan tutkimuk-
sen tuloksia kyseisille antimikrobisille pintamateriaaleille. Liuennut hopeakonsentraatio jai
myo6s huomattavasti alle EU:n saataman raja-arvon.

Avainsanat Fluoresenssimikroskopia, hopea, antimikrobinen, pintamateri-
aali
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Antimicrobial surfaces are used to prevent microbial infections and their spreading, for ex-
ample, in hospitals, health care facilities and other public places. Antimicrobial surfaces
play an important role in preventing the spread of antibiotic-resistant bacterial strains. Anti-
biotic-resistant bacterial strains cause significant medical costs to society every year.

In this study, the ability of antimicrobial coatings manufactured by Isku Interior Oy and
Teknos Oy to kill bacterial cells was investigated by fluorescence microscopy. Staphylo-
coccus aureus bacteria were stained with a LIVE / DEAD BacLight Bacterial Viability stain-
ing kit for fluorescence microscopy and it was allowed to interact with the antimicrobial sur-
face. After the exposure time, living and dead cells were examined with fluorescence mi-
croscope. The results of different antimicrobial surface materials were plotted as a function
of time to illustrate the efficacy of the coatings against S. aureus.

The antimicrobial ability of varnish and powderpainted coatings is based on the use of sil-
ver ions in the material. Silver has been found to be toxic to microbes in its ionic form, giv-
ing silver significantly more antimicrobial properties than for example antibiotics. Silver in
high concentrations is toxic to humans and the environment, which is why the release of
silver from antimicrobial coatings was also studied. The results were compared with the
earlier made project by IHMEC in 2020 and to the EU limit value of 10 mg/dm? on plastic
materials and articles intended to come into contact with food.

The results of the efficacy assay for antimicrobial coatings were consistent with the “86%
reduction in Bacteria in just 15 minutes” study previously conducted by BioCote Limited.
The coatings studied in the thesis work killed 80% of the bacteria within 15 minutes from
contact and 90% of the bacteria had been eliminated within an hour. Bacterial death can
be observed immediately after contact with antimicrobial surfaces. The results of the silver
migration study were in line with the results of the previous study in the IHMEC project for
the same antimicrobial surface materials. The dissolved silver concentration was also well
below the EU regulation limit.

Keywords Fluorescence microscopy, silver, antimicrobial, coated sur-
faces
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Lyhenteet

IHMEC Indoor Hygiene Middle East Construction. EU:n osarahoittama yhteisty6-
projekti, joka keskittyy ennaltaehkaisevaan terveydenhuoltoon ja edistaa

sairaalahygieniaa.

MRSA Metisilliinille resistentti Staphylococcus aureus. Vastustuskyvyn useita hoi-

doissa kaytettdvia antibiootteja vastaan kehittdnyt stafylokokkibakteeri-

kanta.
NaCl Natriumkloridi. Suolayhdiste.
TSB Tryptone soy broth. Tryptonisoija-liemi bakteerien kasvatukseen.
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1 Johdanto

Opinnaytetydnprojektin aiheena oli tutkia Iskun (Isku Interior Oy) ja Teknos Oy:n valmis-
tamien antimikrobisten jauhemaali- ja lakkapinnoitteiden tehokkuutta. Iskun valmistamia
antimikrobisia lakkapinnoitteita kdytetdan monissa niiden valmistamissa julkisten tilojen
huonekaluissa, kuten sairaaloissa, toimistorakennuksissa ja kouluissa. Teknos Oy on
taas tunnettu antimikrobisista jauhemaaleistaan. Pintamateriaalien antimikrobisen omi-
naisuuden merkitys on hyvin tarkea osa nykypaivana esimerkiksi antibioottiresistenttien

sairaalabakteerikantojen leviamisen ja kehittymisen estamisessa.

Pintamateriaalien tehokkuuden maarittdmisessa saatuja tuloksia verrataan BioCote Li-
mited -yrityksen tekemaan julkaisemattomaan tutkimukseen. Aikaisemmin tehdyn tutki-
muksen mukaan antimikrobinen pintamateriaali onnistui 15 minuutissa vahentdmaan 86
% pinnan bakteereista ja kahdessa tunnissa maara oli vahentynyt jopa 97 %. Tehokkuu-
den maarittamisessa tassa tyossa kaytetdan apuna fluoresenssimikroskopiaa, jonka
avulla saadaan visuaalisesti esitettya bakteerien kayttaytymista antimikrobisella pinnalla
ajan funktiona. Tutkittavat bakteerit varjataan fluoresenssimikroskopiatutkimuksiin tar-
koitetulla LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit -variainekitilla (Thermo Fisher), jolla
saadaan erotettua elavat ja kuolleet bakteerit toisistaan. Pintamateriaalin vaikutusta bak-
teereihin kuvataan mikroskoopilla ennalta maaritetyilla aikapisteilla 0, 5, 10, 15, 30 ja 60

minuuttia.

Jauhelakkojen ja vesiohenteisten lakkojen antimikrobiset ominaisuudet perustuvat ho-
peaionien kayttddn. Hopea toimii toksisena bakteerisoluille vaikuttaen moneen eri solu-
rakenteen osaan samanaikaisesti ja toimii nain ollen hyvin bakteerien ja niiden aiheutta-
mien infektioiden torjumisessa. Runsaina maarina hopea on kuitenkin myrkyllista ihmi-
selle ja sen kaytdn turvallisuutta pintamateriaaleissa on tutkittu paljon viime aikoina. Al-
tistuminen pitkaaikaisesti suurille maarille hopeaa voi aiheuttaa vakavia sairauksia ihmi-
selle, kuten esimerkiksi argyriaa, ja ionimuodossaan se on ymparistémyrkky. Opinnay-
tetydssa tutkitaan myds hopeaionien vapautumista tutkittavista antimikrobisista pintama-

teriaaleista ymparistoon. Mitatessa hopeaionien mahdollista valittymista pintamateriaa-
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lista ihmiseen saatuja arvoja verrataan IHMEC-hankkeessa saatuihin tuloksiin. Hank-
keessa Iskun ja Teknoksen antimikrobisten pintojen vapauttamaa hopeamaaraa tutkittiin

laboratorio-olosuhteissa.

Tutkittavana kohdebakteerina projektissa oli Staphylococcus aureus (S. Aureus). S. au-
reus on paljon tutkittu ja mielenkiintoinen bakteeri sen monien antibioottiresistenttien
kantojen vuoksi. Se elda noin puolella vaestdsta iholla ja limakalvoilla, ja sen levidminen

eteenpain tapahtuu hyvin helposti kosketuksen valityksella esimerkiksi julkisissa tiloissa.

2 Teoria

2.1 Pinnat infektioiden valittajina

Julkisten tilojen, kuten sairaaloiden, erilaiset kosketuspinnat voivat toimia suurina bak-
teerien ja virusten aiheuttamien infektioiden levittajia. Bakteerien kyky selvita erilaisilla
pinnoilla on hyvin suuri. Gram-positiiviset bakteerit kykenevat selviamaan kuivilla pin-
noilla jopa kuukausia, kun taas gram-negatiiviset bakteerit kuukausia ja osa vain paivia
(Kuva 1).
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Type of bacterium

Duration of persistence (range)

Acinetobacter spp.

Bordetella pertussis

Campylobacter jejuni

Clostridium difficile (spores)

Chlamydia pneumoniae, C. trachomatis
Chlamydia psittaci

Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium pseudotuberculosis
Escherichia coli

Enterococcus spp. including VRE and VSE
Haemophilus influenzae

Helicobacter pylori

Klebsiella spp.

Listeria spp.

Mycobacterium bovis

Mycobacterium tuberculosis

Neisseria gonorrhoeae

Proteus vulgaris

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella typhi

Salmonella typhimurium

Salmonella spp.

Serratia marcescens

Shigella spp.

Staphylococcus aureus, including MRSA
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Vibrio cholerae

3 days to 5 months

3 -5days

up to 6 days

5 months

< 30 hours

15 days

7 days — 6 months

1-8 days

1.5 hours — 16 months
5 days — 4 months

12 days

< 90 minutes

2 hours to > 30 months
1 day - months

> 2 months

1 day - 4 months
1-3days

1-2days

6 hours — 16 months; on dry floor: 5 weeks
6 hours — 4 weeks

10 days — 4.2 years

1 day

3 days — 2 months; on dry floor: 5 weeks
2 days - 5 months

7 days — 7 months
1-20 days

3 days — 6.5 months

1-7 days

Kuva 1. Bakteerien selviytymisajat kuivilla pinnoilla. [1]

Virukset selviavat kuivilla pinnoilla huomattavasti vahemman aikaa, kuin suurin osa bak-

teereista. Esimerkiksi norovirukset kestavat vahimmillaan vain tunteja, mutta kauimmil-

laan 7 paivaa (Kuva 2). Koronaviruksen kyky sailya kuivilla pinnoilla on vain kolme tuntia.

Bakteereilla ja viruksilla molemmilla ilmankosteus ja lampétila vaikuttavat niiden sel-

vidmiseen. Matala Iampdtila (4 °C tai 6 °C) ja korkea ilmankosteus (70 %) edistavat suu-

rimman osan selviytymista kuivilla pinnoilla. [1.]
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Type of virus Duration of persistence (range) Source
Adenovirus 7 days - 3 months [32. 34, 3841, 111]
Astrovirus 7 -390 days [38]
Coronavirus 3 hours 112 113]
SARS associated virus 72 - 96 hours [114]
Coxsackie virus > 2 weeks [34, 111]
Cytomegalovirus 8 hours [115]
Echovirus 7 days [39]

HAV 2 hours — 60 days [35. 38, 41]
HBV > 1 week [116]

HIV > 7 days [117-119]

Herpes simplex virus, type 1 and 2

4.5 hours — 8 weeks

[34, 111, 118, 120]

Influenza virus 1-2 days [39. 43, 121, 122]
Norovirus and feline calici virus (FCV) 8 hours — 7 days [42, 45]
Papillomavirus 16 > 7 days [123]
Papovavirus 8 days [118]

Parvovirus > 1 year [118]

Poliovirus type 1 4 hours — < 8 days [35, 118]

Poliovirus type 2

1 day — 8 weeks

[34, 38, 111]

Pseudorabiss virus = 7 days [124]
Respiratory syncytial virus up to 6 hours [44]
Rhinovirus 2 hours — 7 days [33. 125]
Rotavirus 6 — 60 days [36 - 38, 41]
Vacciniavirus 3 weeks — » 20 weeks [34. 126]

Kuva 2. Virusten selviytymisajat kuivilla pinnoilla [1].

Kuvassa 1 nakyy, ettd tutkittavana kohteena oleva Staphylococcus aureus voi selvita
jopa seitseman kuukautta kuivalla pinnalla, ja tdman aikana se voi aiheuttaa monta uutta
kontaminaatiota tai infektiota kosketuksen valityksella. On arvioitu, ettd 20—40 % sairaa-
lainfektioista johtuu terveydenhuollon tydntekijdiden kontaminoituneista kasista [2]. Tut-
kimusten mukaan kontaminoituneet kadet voivat levittaa viruksia ja bakteereja jopa vii-

teen uuteen pintaan kosketuksen valityksella [1].

2.2 Antimikrobiset pinnat

Hopeaa on kaytetty jo kauan ehkaisemaan erilaisia bakteerien aiheuttamia infektioita.
Persian kuningas esimerkiksi saildi keitetyt vedet joukoilleen hopeapaallysteisissa lei-
leissa lahdettdessa sotaan. Ensimméainen moderni havainto aiheesta on vuodelta 1869,
jolloin havaittiin, ettd Aspergillus niger -nomesieni ei kyennyt kasvamaan hopeisissa as-

tioissa. [3, s. 1]

metropolia.fi WMetropolia



Viime vuosikymmenena erilaiset resistentit bakteerikannat ovat lisdantyneet. Resistentit
bakteerikannat ovat vastustuskykyisia esimerkiksi erilaisille antibiooteille, kuten tunnettu
sairaalabakteeri MRSA (metisilliinille resitentti Staphylococcus aureus). S. aureus elaa
noin puolella vaestdsta iholla ja limakalvoilla. Taten se levida helposti esimerkiksi kos-
ketuksen valitykselld. S. aureus -bakteerin osalta tunnetaan monta erilaista antibiootti-
resistenttid kantaa. Antibiooteille vastustuskykyiset bakteerikannat aiheuttavat vuosittain
Euroopassa noin 33 000 kuolemaa ja ylimaaraisia hoidosta johtuvia yhteiskunnallisia ku-

luja 1,5 miljardia euroa. [4.]

Resistenttien bakteerikantojen syntymisessa ja leviamisen estamisessa antimikrobiset
pinnat tulevat merkittdvana tekijana esiin. Sairaaloissa ja hoitolaitoksissa on paljon eri-
laisia kosketuspintoja, joiden kautta bakteerien on helppo levitd ihmisesta toiseen. Li-
saksi bakteerien selviaminen sairaalan sisalla, lisda eri antibiooteille resistenttien kanto-
jen syntymista. Antibiooteille resistentit kannat ovat uhka yhteiskunnalle, mikali ne paa-
sevat leviamaan hallitsemattomasti yhteis66n sen ulkopuolella. Kuvassa 3 on esitetty
antibioottiresistenttien bakteerien synty ja keinoja bakteerien leviamisen estamiseksi. [4;
5]

Iskun Apila-terveysasemalla Lahdessa otettiin kdyttdon vuonna 2016 hopeafosfaattilasia
sisaltavia ja myds kuparista valmistettuja kosketuspintoja. Pintoja kaytettiin eri huoneka-
luissa, kuten tuoleissa, tuolien kasinojissa ja pdydissa. Naiden avulla onnistuttiin vahen-

tamaan keskimaarin 57 % pinnoilla olevista bakteereista. [6, s. 9.]

Antimikrobiset pinnat voivat myos olla tarkeita, kun halutaan minimoida sairastumisien
aiheuttamia poissaoloja kouluilla ja ty6paikoilla. BioCoten vuonna 2017 tekema tutkimus
Englannissa, jossa toimistotilan poydat seka asiakastuolit olivat pinnoitettu antimikrobi-
silla materiaaleilla Iskun toimesta, osoitti bakteerimaarien pienenevan antimikrobisilla
pinnoilla. Iskun antimikrobiset pinnoitteet onnistuivat vahentamaan 95 % bakteereista
tyopoydilla ja 80 % tuoleilla verrattuna referenssipintoihin, jotka eivat olleet antimikro-
bisia. Tutkimuksessa painotettiin myos, ettei antimikrobisten pintojen tarkoitus ole va-
hentaa hyvaa kasihygieniaa, vaan edistaa hyvinvointia vahentamalla sairastumista ja in-

fektioiden leviamista yhteisdssa ja julkisissa tiloissa (Kuva 3). [7.]
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Kuva 3. Bakteerien kierto ja niiden torjuminen [6].

2.3 Hopea

2.3.1 Hopean vaikutus bakteereihin

Verrattuna antibiootteihin, joiden vaikutusmekanismi kohdentuu tiettyyn mikrobin solura-
kenteeseen inhiboiden sita, hopeaionit vaikuttavat moneen eri solun toimintaa yllapita-
vaan rakenteeseen samanaikaisesti. Taman takia hopeaionit ovat hyvin tehokkaita mik-
robien torjumisessa. Hopeaionin monivaikutteisuus mikrobisoluun on myds yksi tarkeim-
mista syista, miksi mikrobien on hyvin vaikea kehittaa resistenssia sitéa vastaan. Resis-
tenssin kehittyminen mikrobeille antibiootteja vastaan on helpompaa, kun niiden toimin-

tamekanismin keskittyy vain yhteen solurakenteeseen tai sen toimintaan. [3; 8.]

Hopeaionien, (Ag*), yksi vaikutuskohteista on solussa olevat entsyymiproteiinit. Entsyy-
miproteiinien rakenteessa on tioliryhmia (-SH), joissa rikkiatomi on sitoutunut vetyato-
miin. Hopean on todettu sitoutuvan proteiinin tioliryhman kanssa (Kuva 4), mika estaa

disulfidi-sidosten muodostumista, aiheuttaen proteiinin kolmiulotteisen rakenteen vaa-
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ranlaisen laskostumisen [8]. Entsyymiproteiinien toiminnalle on hyvin tarkeaa niiden kol-
miulotteisen rakenteen muoto. Pienikin muotoa vaurioittava tai muuttava tekija vaikuttaa

entsyymin toimintaan inhiboiden sita.

Esimerkiksi hopeaionien muodostamat sidokset solukalvolla olevien proteiinien tioliryh-
mien kanssa, hairitsevat kyseisen solun energiatuotantoa, hengitysketjua ja solulle tar-
keiden ionien kuljetusta solusta sisdan ja ulos [8]. Tasta aiheutuu hopeaionien muodos-
tamien vapaiden happiradikaalien, eli reaktiivisten happilajien (ROS), muodostuminen
mikrobin sytoplasmassa. Ndma vapaat radikaalit vahingoittavat suoraan soluseinamaa
tehden sen rakenteesta huokoisen (Kuva 4). Huokoinen rakenne aiheuttaa solussa ole-
vien solutoimintaa yllapitavien ainesosien karkaamisen ulos solusta, mika johtaa solu-

kuolemaan. [8; 4.]
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Kuva 4. Hopean vaikutus solukalvoon ja sitoutuminen proteiinimolekyylien tioliryhmiin. Baktee-
risolu voi myds vahentaa poriinikuljetuskanavien maaraa solukalvolla ja pyrkia aktiivi-
sesti pumppaamaan hopeaa pois periplasmisesta tilasta puolustautuakseen hopealta.
[4.]
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Hopeaionien toinen tapa inhiboida mikrobien solutoimintaa on sen vaikutus DNA:han.
DNA:ssa olevat vastakkaisten juosteiden emasparit ovat sitoutuneet toisiinsa vetysidok-
silla, aiheuttaen DNA:n kaksoiskierrerakenteen. Hopeaionien lasna ollessa muodostuu
interkalaatio nukleotidien ja niita yhdessa pitavien vetysidosten valille, joka johtaa DNA-
molekyylin denaturoitumiseen ja toimintahairiéihin DNA:n transkriptiossa ja replikaati-

ossa. [8.]

YlIa olevat mekanismit ovat kaksi tutkituimpia ja tehokkaimpia hopeaionien mekanismeja
mikrobeja vastaan. Liséksi on muita vdhemman tutkittuja ja ymmarrettyja antimikrobisia

mekanismeja:

. Hopeaioneilla on hairitseva vaikutus solukalvon kalvopotentiaaliin, mika ai-
heuttaa kaliumionien (K*) vapautumista.

° Hopea on heikko happo, joten se reagoi heikkojen emasten kanssa. Mik-
robisoluissa on hyvin paljon heikkoja emaksia, jotka reagoivat hopeaionien
kanssa aiheuttaen lopulta solukuoleman.

. Hopeaionit voivat vaikuttaa mikrobisolujen signalointiin.

° Niin kutsuttu "zombi-efekti”, jossa hopeaionien tappamat bakteerisolut jaa-
vat vaikuttamaan elossa olevaan samaan bakteeripopulaatioon antimikro-
bisesti. Tama johtuu siitd, ettd hopeaionit eivat deaktivoidu antimikrobi-
sessa prosessissa, vaan jatkavat antimikrobista toimintaansa, kun kuolleet
bakteerisolut vapauttavat ne elavien bakteerien populaatioon ymparillaan.

Suurin osa hopean antimikrobisista ominaisuuksista vaatii Ag*-ionien kulkeutumista so-
lun sytoplasmaan. Hopeaionien, kuten muidenkin ionien, kulku sisalle mikrobisoluun on
mahdollista solukalvoproteiinien kautta. Hopeaioneille ei ole tiettyd omaa solukalvopro-
teiinikanavaansa soluun sisdan, mutta tutkimukset ovat osoittaneet, ettd esimerkiksi En-
terococcus hirae -bakteerin solukalvoproteiini, CopB-ATPaasi, kuljettaa hopeaioneita so-

luun sisdan, vaikka sen tehtava onkin kuljettaa kupari-ioneja. [8.]

2.3.2 Hopean ymparistovaikutukset

Hopeaa kaytetdan moniin eri tarkoituksiin ympari maailmaa. On arvioitu, ettéd vuosittain
kaytetdan noin 7 500 tonnia hopeaa tietokoneiden, puhelimien ja alytablettien valmistuk-
sessa. Suuren hopeamaaran kaytdsta huolimatta lahes mitatén maara hopeasta paatyy

luontoon erilaisten kierratys- ja suodatusmenetelmien kautta. [9.]
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Hopean on todettu olevan myrkyllisté vain sen ionimuodossa, (Ag*), joka yleisesti muo-
dostuu vain vesifaasissa. lonimuodossa hopea toimii myds toksisena bakteereille. Ym-
paristdn suojelemisen kannalta on tarkeaa estaa hopeaa muodostamasta vapaita ioneja
tai koettaa sitoa niita talteen. Vedenpuhdistuslaitoksilla hopea sitoutuu sedimentissa ole-
viin vapaisiin tioliryhmiin muodostaen hopeatiosulfaatti-yhdisteita, jotka ovat suurinakin
pitoisuuksina hyvin matalatoksisia yhdisteita ymparistélle. Tastd hopeatiosulfaatti-yhdis-
teet matkaavat kohti sekundaaristd vedenpuhdistamoa, jossa suurin osa hopeatiosul-
faatti yhdisteista kompleksoituu hopeasulfidiksi. Hopeasulfidi on tutkitusti vahiten toksi-
nen hopeayhdiste sen huonon liukenemiskyvyn ja biosaatavuuden takia. Vedenpuhdis-
tusprossien jalkeen lahes kaikki jatevesiin paasseet hopeaionit on saatu muutettua tur-

vallisiksi yhdisteiksi, joilla ei ole biologista vaikutusta ymparistoon. [9.]

Puhdistamoilta Iahtiessdan hopea laimenee eri vesireitteja pitkin hyvin pieniin pitoisuuk-
siin. Makeanveden pohjaliejututkimuksissa ilmentyneet hopeapitoisuudet eivat olleet tok-

sisia ymparistéille. [9.]

2.3.3 Hopean turvallisuus

Hopeaioneja sisaltavien pintamateriaalien kaytto tulee olla turvallista ihmisille ja ympa-
ristolle. Antimikrobisten pinnoitteiden valmistajien tulee tutkimusten avulla maaritella ho-
peaionien pitoisuus materiaaleissa niin, ettd materiaalien tehokkuus pysyy hyvana eika
silla ei ole haittavaikutuksia ymparistéon. Antimikrobisissa materiaaleissa yleensa ho-
peaionikonsentraatiot ovat hyvin pienia (5x10° ng/l). Suurin osa bakteereista kuolee jo

hyvin pieneen maaraan hopeaioneja, 5-10 ng/l. [9.]

Hopeaionien vapautuminen materiaalista riippuu monesta eri tekijasta. limankosteus,
lampdtila, pinnoitetun materiaalin olomuoto ja sen kayttotarkoitus maarittelevat laajalti,
kuinka paljon hopeaioneja irtoaa ymparistéon. Vain osa pinnoitteissa olevista hopeai-
oneista on kaytdssa antimikrobiseen vuorovaikutukseen tai voi vapautua ymparistdéon
[9]. Vapautumisesta ja antimikrobisen tehokkuuden sailymisesta on tutkimustuloksia la-
boratorio-olosuhteissa, esimerkiksi aiemmin mainitussa IHMEC-hankkeessa, jossa olo-

suhteet olivat kontrolloituja.
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IHMEC-hankkeessa tutkittiin hopeaionien kayton turvallisuutta Iskun antimikrobisessa
lakkapinnoitteessa ja Teknoksen jauhelakka-pinnoitteissa yksin- ja kaksikertaisilla ho-
peamaarilla. Tutkimuksessa mitattiin pinnoitteista irtoavaa hopeaionien maaraa kayttaen
apuna grafiittiuuniatomiabsorptiospektrometriaa. Naytteiden liuotus suoritettiin laborato-
riossa, jossa simuloitiin sisatiloissa tapahtuvaa ihokontaktia naytepinnan kanssa.
Osassa liuotuksia kaytettiin analyysihiked, joka oli valmistettu EN1811. standardin (Ref-
erence test method for release of nickel from all post assemblies which are inserted into
pierced parts of the human body and articles intended to come into direct and prolonged
contact with the skin) mukaisesti. Tutkimuksessa naytepaloja liuotettiin 0, 1, 7, 14 ja 28

paivaa.

Vain harva IHMEC-hankkeessa tutkituista naytteista vapautti hopeaa menetelman maa-
ritysrajan ylittaen. Naytteita analysoitiin 81 kappaletta, ja Iskun naytteissa neljassa maa-
rityksen alaraja ylittyi ja Teknoksen jauhelakkanaytteissa yhdeksassa. Teknoksen anti-
mikrobisessa jauhelakassa, jossa hopeapitoisuus oli kaksinkertainen, ilmeni lahes kaik-
kien pintojen osalta mitattavia arvoja hopeaioneja. Tutkimuksessa pinnoitteista irronnei-
den hopeaionien pitoisuudet jaivat kuitenkin paljon alle EU:n sdataman raja-arvon
(COMMISSION REGULATION (EU) No 10/2011 of 14 January 2011 on plastic materials
and articles intended to come into contact with food) 10 mg/dm? [10]. Useimpien nayttei-

den pitoisuudet jaivat luokkaan <0,0004 ug/cm?.

Hopeaionien irtoaminen pinnoitteista ei kuitenkaan laske niiden tehokkuutta. Ho-
peaionien irrotessa pinnoitteen pinnalta materiaalin vapailla ioneilla on kyky korvata pin-
nalta irtoava hopeaioni, ja taten materiaali sailyttdd tehokkuuden kayttotarkoituksessaan
[9]. BioCote-limited yrityksen tekemassa antimikrobisten pintojen tutkimuksessa vuonna
2017 laboratorio-olosuhteissa simuloitiin 25 vuoden elinkaarta pintamateriaaleilla s&a-
olosuhteita ja materiaalin rasitusta sdatelemalld. Pinnoitteiden tehokkuus mitattiin tdman
jalkeen uudelleen kahdella bakteerilla: S. aureus ja Escherichia coli. Bakteerit altistettiin
antimikrobiselle pinnoitteelle ja 24 tuntia altistumisesta noin 99,9 % bakteereista oli kuol-
lut. [11.]
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2.4 Fluoresenssimikroskopia

Fluoresenssimikroskopiassa kaytetaan hyvaksi fluorokromeja, eli variaineita, jotka ab-
sorboivat valolahteen lahettamaa ultraviolettisateilya. Fluorokromit vapauttavat osan ult-
raviolettivalon sidotusta energiasta fluoresenssina eli pidempina aallonpituuksina, jotka

voidaan havaita mikroskopoidessa.

Fluoresenssimikroskoopissa valonlahteind kaytetdan elohopeahdyrylamppua, ksenon-
lamppua tai LED-lamppua. Elohopeahdyrylampun toiminta perustuu siihen, etta sita
lammitetaan sahkovirralla, jolloin elohopea lampenee ja alkaa hdyrystya. Tasta aiheutu-
vasta paineesta alkaa muodostumaan sahkémagneettista sateilya, joka padosin on UV-

sateilya.

Valonsateet kulkevat eksitaatiosuodattimen 1api, jonka tehtavana on ohjata vain tutkitun
fluorokromin eksitaatioaallonpituudella olevaa valoa naytteeseen. Sateilyn kohdatessa
fluorokromit, niiden fluorokromien elektronit virittyvat. Kun virittyneiden elektronien ener-
giatila laskee ne emittoivat valoa. Jotta fluorokromien emittoima valo voitaisiin havaita,
sen taytyy kulkea vield emissiosuodattimen Iapi. Emissiosuodatin paastaa lavitseen fluo-

rokromien vapauttamista aallonpituuksista vain pisimmat ja halutut. [12; 13; 14.]

Detecter

Emission Filter

Dichreie Mirror —

Excitation Filter

Obj

| T |
Specimen

Kuva 5. Havainnollistava kuva fluoresenssimikroskoopin toiminnasta [12].
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2.5 LIVE/DEAD BaclLight Bacterial Viability -varjays

Tutkittaessa elavia ja kuolleita bakteereja tutkimuksessa kaytettiin Thermofisherin val-
mistamaa varjayskittia (LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit Protocol Cat.
L7007). Kitin avulla elavat ja kuolleet bakteerit erottuvat toisistaan tutkittaessa fluore-
senssimikroskoopilla. Kitti sisaltda kaksi variainetta. SYTO 9-variaine varjaa kaikki solut
ja eksitaatioaallonpituudella 480 nm emittoi kirkkaan vihreda valoa aallonpituudella 500

nm (Kuva 6). Propiumjodidi-variaine varjaa vain kuolleet solut ja eksitaatioaallonpituu-

della 490 nm emittoi kirkkaan punaista valoa aallonpituudella 635 nm (Virhe. Viitteen
lahdetta ei lI6ytynyt.). [15; 16; 17].

Kuva 6. SYTO 9- (sininen) ja propiumjodidi-variaineiden (oranssi) emissiospektrit [17].

Molemmat variaineet varjaavat solujen nukleiinihappoja ja niiden toiminta perustuu sii-
hen, ettd propiumjodidi paasee solun sytoplasmaan vain vaurioituneesta solukalvosta.
Propiumjodidin tunkeutuessa solukalvon sisalle, se aiheuttaa SYTO 9-variaineen fluore-
soivan vaikutuksen syrjaytymisen, jolloin solu havaitaan punaisena mikroskoopilla [18].
Syrjaytymishetkella otetuissa yhdistetyissa kuvissa voidaan havaita keltaiseksi varjayty-
neita soluja. Keltainen vari johtuu siita, etta propiumjodidi-variaine ei ole kokonaan syr-

jayttanyt solun sisalla olevaa SYTO 9-variainetta. Solut voidaan luokitella silti kuolleiksi,
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koska niiden solukalvo on tuhoutunut mahdollistaen propiumjodidin kulkeutumisen sy-

toplasmaan. [19].

2.6 Staphylococcus aureus

Tutkimuksessa kaytettiin S. aureus -bakteeria. S. aureus on yleinen ihmisen iholla ja
limakalvoilla elava gram-positiivinen kokkibakteeri ja noin joka toinen ihminen kantaa
sitd. Sen erittdma enterotoksiini on myrkyllista ihmiselle ja voi paasta elimistéén esimer-
kiksi ruuan kautta. Lisaksi S. aureus on opportunistipatogeeni ja voi aiheuttaa vakavia
haavainfektiota. Kasvaessaan se muodostaa liikkumattomia ryppaita, jotka voi helposti

havaita mikroskoopilla. [20; 21].

S. aureus -bakteerilla on hyvin monta antibioottiresistenttid kantaa, ja se voi kehittéa
my0s resistenssia hopeaa vastaan. Tunnetuin antibiooteille resistentti kanta on MRSA.
Kyseiselle kannalle on kehittynyt vastustuskyky yleisia hoidossa kaytettavia antibiootteja
vastaan. MSRA-tartunnan saaneille haavojen yleisin hoitotapa on hopeaionien ja jodin
kayttd antiseptisind aineina, kun muut antibiootit eivat tehoa. Antimikrobisten pintojen

merkitys on siis suuri torjuttaessa antibioottiresistentteja bakteereita. [5].

3 Kokeellinen osio

3.1 Antimikrobisen pintamateriaalin tehokkuus

Kaikki laboratoriossa tehdyt tydvaiheet tuli suorittaa aseptisesti ja steriileilla tyévalineilla.
Valmistetut reagenssit ja liuokset tuli autoklavoida, jotta valtyttaisiin kontaminaatiolta
bakteerien kasvatusvaiheessa. Pintamateriaalien tehokkuuden maarittdmiseen seka ho-
pean migraatioon liittyvat laboratoriotyét, tydvalineet ja reagenssit on esitelty seuraa-

vissa (ala)luvuissa
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3.1.1 Tutkittavat pintamateriaalit

Tutkimuksessa tarkasteltiin hopeakonsentraation vaikutusta antimikrobisuuden tehok-
kuuteen pintamateriaaleissa. Teknos Oy toimitti ja valmisti tutkittavat jauhelakkapinnoi-
tetut peitinlasit. Peitinlasit on valmistettu kvartsilasista, joka kestaa pinnoitusprosessissa
kaytettavan korkean lampdtilan (190 °C). Jauhelakkapinnoitteisissa peitinlaseissa kay-
tettiin hopeafosfaattilasia antimikrobisena aineena 1- ja 2-kertaisilla konsentraatioilla.
Referenssipintamateriaalina  kaytettin  jauhelakkalakkapaallysteistd  pinnoitetta
(DA40110), johon ei ollut lisatty hopeaa, seka pelkkaa borosilikaatista valmistettua ob-

jektilasia.

Jauhelakkamaalatut peitinlasit oli nimetty tutkimuksessa seuraavalla tavalla:

DA40110 Referenssilakka ilman hopeaa (Nimetty: D10)
DA40022/2 AMI-lakka hopealla (Nimetty: D22)
DA40022/3 AMI-lakka 2-kertaisella hopealla (Nimetty: D23)

Lisdksi tutkimuksen kohteena oli Iskun valmistama antimikrobinen hopeakloridia sisal-

tava lakkapinnoite.

3.1.2 Bakteerien kasvatus

Bakteerien kasvatus aloitettiin aina tuoreesta jadkapissa sailytetysta bakteerikannasta
(S.aureus ATCC 6538™). Tutkimuksessa havaittiin S. aureuksen kiinnittyvan tutkitta-
vaan peitinlasiin huomattavasti paremmin kuin E. coli -bakteerin, joten sitd kaytetaan
tassa tydssa. Kanta elvytettiin siirrostussilmukalta (CultiLoops) aluksi veriagarmaljalle.

Elvyttdminen tapahtui siirrostusilmukoiden mukana tulleen ohjeen mukaisesti (Liite 1).

Seuraavana paivana bakteerikantaa siirrostettiin kasvamaan steriiliin tryptonisoija-lie-

meen (TSB), joka valmistettiin kahden viikon valein uudelleen. Veriagarmaljalta otettiin
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steriililla 1 pl:n siirrostussilmukalla silmukallinen bakteerikasvustoa ja se siirrettiin sterii-
liin erlenmeyeriin, jossa oli 50 ml TSB-lienta. Siirrostuksen jalkeen Erlenmeyeria inkuboi-

tiin ravistelussa 24 tuntia 37 °C:ssa.

Seuraavana paivana suoritettiin bakteerien kasvatus peitinlaseille steriileissa 6-kuoppa-
levyissa (Sarstedt AG & Co. Cat. 83.3920). Levyjen kuoppien pohjalle asetettiin steriloitu
18 x18 mm peitinlasi, johon tutkittavan bakteerin haluttiin kiinnittyvan. Sterilointi tapahtui
kastamalla peitinlasit 96-% (V/V) etanolilla ja tdman jalkeen liekittdmalla peitinlasi kui-

vaksi kayttden apuna bunsen-liekkia.

Peitinlasien paalle siirrostettiin steriililla mittapipetilla 500 pl kasvatettua bakteerisuspen-
siota. Taman jalkeen lisattiin kuoppaan 3 ml steriilia TSB-lientd. Kontaminaation ehkai-

semiseksi kaikki tydvaiheet on hyva suorittaa laminaarikaapissa.

Valmiit 6-kuoppalevyt siirrettiin takaisin niiden mukana tulleisiin paketteihin ja pakettien
suuaukko suljetaan teipilla, jotta kuopissa oleva bakteerisuspensio ei paase kuivumaan

inkuboinnin aikana. Valmiita 6-kuoppalevyja inkuboidaan 24 tuntia 37 °C:ssa.

3.1.3 Elavien ja kuolleiden solujen varjays

Variaine valmistettiin joka kerta ennen mikroskopointia. Valmistus tehtiin variainekitin
(LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial Viability Kit Cat. L7007) mukana tulleesta ohjeesta
hieman poiketen [12]. Varjatessd molemmilla variaineilla samanaikaisesti bakteerisolut
havaittiin propiumjodidi-signaalin vuoto kayttssa olleella emissiosuodattimella SYTO 9 -
signaalin puolella. Taman seurauksena kaikki kuolleet bakteerisolut nékyivat vihreind
SYTO 9 -signaalia tarkasteltaessa. Tasta syysta duaalivarjayksen sijasta elavat ja kuol-

leet solut varjattiin erikseen.
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Propiumjodidi luokitellaan mahdolliseksi mutageeniksi, eikd SYTO 9:n toksisuudesta tai
mutageenisyydesta ei ole viela tutkittua tietoa. Taman takia kasitellessa kantaliuoksia

suositellaan kaytettavan kaksia nitriilikasineita.

Variainekittia sailytetdan pimeassa ja pakkasessa noin -20 °C:ssa. Ennen pipetointia va-
riainekitti otetaan sulamaan ja kun se on sulanut, on variaineet hyva sentrifugoida. Kum-
paakin variainetta pipetoidaan 1,5 pl eppendorf-putkiin ja niihin lisataan steriloitua 0,85-
prosenttista NaCl-liuosta. Valmista variaineseosta tulee sailyttda pimeassa ja tahan voi
kayttaa apuna foliota. Sen avulla eppendorf-putket on helppo suojata valolta, kun niita ei

kayteta.

3.2 Hopeaionien migraatiotutkimus

Hopeaioneiden liuotusta varten tarvittava keinotekoinen hiki valmistetaan standardin
(EN1811 ASW, Bioaccessibility of nickel and cobalt in powders and massive forms of
stainless steel, nickel- or cobalt-based alloys, and nickel and cobalt metals in artificial
sweat) mukaan. Lisaksi kaikkien astioiden happopesua varten noudatetaan (EPA 200.8
Determination of trace elements in waters and wastes by inductively coupled plasma -
mass spectrometry) -ohjetta pesun suhteen. Tarkka laboratoriotydmenetelma on esitelty

liitteessa 2.

Liuotus suoritetaan kolmelle aikapisteelle, (1 pv, 1 vk ja 2 vk), ja kolmelle eri antimikro-
biselle pinnoitteelle (DA40022/2, DA40022/3 ja Iskun antimikrobinen lakka). Jokaiselle
aikapisteelle valmistetaan myds oma nollandytteensa ja naytesarjan mukana valmiste-

taan kaksi positiivista kontrollinaytetta, jotka sisaltavat tunnetun maaran hopeaa.

TyOssa tarvittavat reagenssit:

° NaCl (MERCK pro analysi Sodium chloride, Lot: K34243404 504)
° urea (Riedel-de Haén Urea analytical reagent, Lot: 10940, Assay: 99,5%)
. maitohappo (J.T.Baker Lactic Acid, Lot: 9726210002)
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. Etalon multi element ICP (VWR Chemicals, Ag 1000 mg/l, Lot: 87629180).

4 Analysointi

Fluoresenssimikroskoopin (Zeiss Axio Imager A1) emissiosuodattimina toimivat kuvauk-
sissa FITC (424931) ja TRITC (424931). SYTO 9-variaineelle kaytettiin emissioaallonpi-
tuutta 525 nm kayttaen FITC-emissiofiltteria ja propiumjodidille 615 nm kayttaden TRITC-
emissiofiltteria. Valotusajaksi asetettiin SYTO 9:lle 200 ms ja propiumjodidille hieman
enemman 300 ms, silld punainen vari havaitaan himmeammin mikroskoopilla kuin vih-
red. Mikroskoopista saadettiin valon intensiteetti minimille, silld lampun voimakas UV-
viritysvalo olisi muuten polttanut variaineen loppuun valittdmasti. Naytteista otettiin kuvia
ProgRes CapturePro-ohjelmalla (Jenoptik) ja mikroskooppiin liitetylla kameralla ProgRes
SpeedXTere5 (Jenoptik).

4.1 Kuvantamisen protokolla

Ensimmaisena tarvittavat objektilasit asetettiin vierekkain laminaarikaapissa. Lasit mer-
kittiin huolellisesti aikapisteiden (0, 5, 10 ,15,30 ja 60 minuuttia) ja niiden paalle laitetun
antimikrobisen pinnan (D10, D22, D23 ja antimikrobinen lakka) mukaan. Obijektilasin
paalle tiputettiin tippa vetta ja tdman paalle asetettiin tutkittava antimikrobinen pinnoitettu
peitinlasi. Veden oli tarkoitus kiinnittaa tutkittava ohut peitinlasi objektilasin paalle, silla
immersiodljya kaytettdessa objektiivilinssin liikuttaminen aiheuttaa ohuen peitinlasin ir-
toamisen objektilasista, jolloin sen paalla oleva peitinlasi tarrautuu kiinni objektiivilinssiin.
Pinnoitetun peitinlasin paalle tulee mydhemmin 6-kuoppalevyissa bakteerisuspensiossa

inkuboitu peitinlasi.

Inkuboiduista 6-kuoppalevyn kaivoista tyhjennettiin bakteerisuspensio yksi kaivo kerral-
laan ja sielld ollut peitinlasi nostettiin pinseteilld kaivosta. Peitinlasi huuhdeltiin 0,85-pro-
senttisella NaCl-liuoksella kayttaen steriilia pasteur-pipettia. 3 x 2 ml:n huuhtelu riittaa

poistamaan kiinnittymattémat bakteerit peitinlasin pinnalta. Huuhtelu on tarked muistaa,
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silld muuten mikroskopoidessa irtonaiset bakteerit virtaavat variaineen seassa hankaloit-
taen kuvantamista. Peitinlasin pinnalta kuivattiin ylimaara NaCl-liuosta asettamalla lasi
pystyyn suodatinpaperin paalle pinseteilld, jolloin liuos imeytyi paperiin. Peitinlasi jatettiin

taman jalkeen suodatinpaperin paalle, bakteeripuoli yldspain.

Seuraavaksi peitinlasi, johon bakteerit ovat kiinnittyneet, kasiteltiin toisella valmistetuista
variainelaimennoksista. 2—3 pisaraa variainelaimennosta lisattiin niin, ettd se levisi mah-
dollisimman laajalti peitinlasin paalle. Variaineen inkubointiaika bakteerien kanssa tulee
olla 15 minuuttia ja varjays suoritetaan valolta suojassa tdman aikana. Halutulla variai-
neella varjattiin vain yksi peitinlasi kerrallaan yhdelle tutkittavalle vaikutusajalle. Esimer-
kiksi kun kuvataan antimikrobisen pinnan vaikutusta elaviin bakteerisoluihin 10 minuutin
mittaisen vuorovaikutuksen jalkeen, variaineella kasitelty peitinlasi kdannetaan viisi mi-
nuuttia variainekasittelyn jalkeen vastakkain antimikrobisenpinnan kanssa. 10 minuutin
kuluttua valmisteltu preparaatti on valmis kuvattavaksi. Valmisteltaessa 30 ja 60 minuutin
naytteitad, lisattiin pasteur-pipetilld kolme pisaraa 0,85 % NaCl -liuosta antimikrobiselle
pinnalle ja bakteereja sisaltava peitinlasi kdannettiin taman paalle. 15 minuuttia ennen
vaikutusajan loppua nostettiin peitinlasia varovasti sen reunasta pinseteilla ja sen valiin
lisattiin variainelaimennosta 2—-3 pisaraa. Tutkittavan pintamateriaalin ja peitinlasin valiin
tulee jaada liuosymparistd koko vaikutusajan ajaksi, johtuen hopean antimikrobisesta

ominaisuudesta sen ionimuodossaan.

Toisena referenssipintana kaytettavan pinnoittamattoman objektilasin valmistelu tehtiin
kuten edella on mainittu. Tassa peitinlasi, johon bakteerit ovat kiinnittyneet, asetetaan

pelkastdan objektilasin paalle.

Fluoresenssimikroskoopin naytepdydalla peitinlasin paalle asetettiin varovasti suodatin-
paperi, jonka avulla ylimaara pintojen valissa olevaa variainelaimennosta imeytyi pape-
riin. Nain valtettiin bakteerien liikkuminen mikroskopoidessa. Mikroskoopin emissiofiltteri
valittiin riippuen siitd, kuvataanko kuolleita vai elavia bakteerisoluja. Kayttden 40-ker-
taista objektiivilinssia etsittiin peitinlasilta kohta, jossa ei olisi taustalla fluoresoivia partik-
keleita. Etsimisessa tulee olla mahdollisimman nopea, silla mikroskoopin UV-sateily on
bakteereille toksinen. Kohdan [6ydyttya, lisattiin peitinlasin paalle fluoresenssimikrosko-
piaan soveltuvaa immersiodljya (Merck Cat. 103699) ja vaihdettiin 63-kertainen objek-

tiivisuurennos. Mikroskoopin kuva tarkennettiin ja preparaatista otettiin kuva kayttaen
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ProgRes CapturePro -ohjelmistoa, jonka taustakohinaa peittdvan ominaisuuden avulla

voitiin haivyttaa tutkittavien pintamateriaalien fluoresoiva tausta.

4.2 Hopean migraatio

Hopean migraatiotutkimus aloitettiin happopesemalla kaikki tyéssa tarvittavat valineet
(Liite 2). Valineet peseytyivat typpihapossa 24 tuntia, jonka jalkeen ne huuhdeltiin ultra-
puhtaalla laboratoriovedellda. Pestyihin erlenmeyereihin asetettiin kolme peitinlasia poh-
jalle, pinnoitettu puoli yléspain, jokaisesta tutkittavasta paallysteesta. Asettelun jalkeen
lisattiin 50 ml valmistettua keinotekoista hikea varmistaen, etta peitinlasit pysyvat astian
pohjalla eivatka tarraudu toistensa paalle. Valmiit astiat suljettiin taman jalkeen kayttaen
parafilmia ja ne siirrettiin suojaan valolta huoneenlampétilassa. Nollanaytteita valmistet-
tiin yksi, jokaista liuotusaikapistetta kohti. Kaksi kontrollinaytetta, joihin lisattiin tunnettu
maara, hopeaa valmistettiin viimeisena paivana, jotta kaikki naytteet lahtisivat tuoreena

migraatiotutkimuksen suorittavaan laboratorioon.
Naytteiden analysoinnin hoiti Eurofins Ahma Oy, Oulu. Laboratorio suoritti naytteiden

analysoinnin kayttaen ICP-MS-tekniikkaa, jolla on hyvin alhainen havaintoraja.

5 Tulokset

5.1 Antimikrobiset pintamateriaalit

Mikroskoopilla otetut kuolleiden ja elavien bakteereiden kuvat eri aikapisteista laitettiin
jarjestykseen kullekin tutkittavalla pintamateriaalille. Kuvasarjoissa vasemmalla puolella
on esitetty SYTO 9 -varjatyt elavat solut vihreina ja oikealla puolella kuolleet bakteeri-

solut, jotka havaitaan propiumjodidi-varjayksessa punaisina (Kuva 7).

metropolia.fi ///Metropolia



20

kuolleet

VERTAILU- -
LASI elavit

Kuva 7. Referenssipintana toimivan borosilikaatista valmistetun objektilasin varjaystulokset
(630-kertainen suurennos).
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Kuva 8. Toisena referenssipintana toimivan DA40110-pinnoitteen varjaystulokset (630-kertai-
nen suurennos).
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Kuva 9. Teknoksen jauhelakan DA40022/2 varjaystulokset (630-kertainen suurennos).
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Kuva 10. Teknoksen jauhelakan DA40022/3 varjaystulokset (630-kertainen suurennos).
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Kuva 11. Iskun antimikrobisen lakkapinnoitteen varjaystulokset (630-kertainen suurennos).
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5.2 Hopean migraation tulokset

Eurofins Ahma Oy:n toimittamista hopean migraatiotuloksista laskettiin, kuinka paljon
hopeaa vapautuu yhta nelidesimetrid kohti. Laskusta saatuja tuloksia verrattaan EU-
direktiivin (10/2011) asettamiin raja-arvoihin (10 mg/dm?) [10]. Nollanaytteiden tulokset
todistivat, etta astioiden pesu on onnistunut, eika niista irronnut hopeaa. Valmistettujen
kontrollien tuloksien arvot erosivat laskennallisista laimennoksista. Kontrolli 1:n pitoisuus

oli 0,48 ug/l ja kontrolli 2:n pitoisuus oli 0,22 ug/I.

Hopean migraatio

0,54
045
042 042
0,39 37
0.19 0.19
0.1

DA40022/2 DA40022/3 Antimikrobinen lakka

Liuennut hopea ug/l
S 9o 9o o o o
- N w BN (6] »

o

m336h m168h m24 h

Kuva 12. Teknoksen jauhelakka pinnoitettujen peitinlasien migraatiotulokset yksinkertaisella ho-
pealla (DA40022/2) ja kaksinkertaisella hopealla (DA40022/3). Liséksi Iskun antimikro-
bisen lakkapinnoitteen migraatiotulokset.

Tulosten pylvasdiagrammista (Kuva 12) nahdaan, etta eniten hopeaa liukeni Iskun anti-
mikrobisesti pinnoitetuista peitinlaseista. Toisiksi eniten hopeaa vapautti Teknoksen kak-

sinkertaisella hopeakonsentraatiolla jauhemaalatut peitinlasit.
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6 Tulosten tarkastelu

6.1 Pintamateriaalit

Ensin tulee tarkastaa, ettd referenssimateriaalien tulokset vastaavat oletettua. Vertailu-
lasilla nakyy elavien bakteerien signaali hyvin voimakkaasti koko tunnin mittaisella vai-
kutusajalla, eika kuolleiden signaali kasva normaalia bakteerikuolemaa huomattavam-
min (Kuva 7). Referenssilakan (DA40110), johon ei ollut lisatty hopeaa, tuloksissa myds
huomataan, kuinka elavien signaali pysyy vahvana vielad tunnin mittaisen kontaktin ai-
kana (Kuva 8). Signaali ei ole kuitenkaan nayta yhta vahvalta kuin objektilasilla, mika voi
johtua jauhelakkapinnoitteen fluoresoivasta ominaisuudesta taustan haivytysvaiheessa
mikroskoopin kameran ohjelmistolla. Referenssilakkapinnoitteessa kuolleiden solujen

maara ei myodskaan kasva normaalia solukuolemaa huomattavammin.

Antimikrobisia pintoja tarkasteltaessa huomataan, miten elavien bakteerisolujen signaali
heikkenee pidemman kontaktin kanssa antimikrobista pintaa vasten (Kuva 9, Kuva 10 ja
Kuva 11).

6.1.1 Aikavali 0—10 minuuttia

Kun verrataan 0—10 minuutin kontaktia antimikrobisilla pinnoilla referenssipintana ole-
vaan objektilasiin, huomataan selkeasti antimikrobisen pinnoitteen vaikutus. Referenssi-
pinnalla, elavien signaali pysyy hyvin voimakkaana. Antimikrobisilla pinnoitteilla (Kuva
13, Kuva 14 ja Kuva 15) elavien bakteerien lukumaara laskee huomattavasti ja lisaksi
niiden emittoiman vihrean valon signaali heikkenee. Samanaikaisesti kuolleiden baktee-
rien signaali ja lukumaara kasvaa. Teknoksen yksin- ja kaksikertaisella hopeakonsent-
raatiolla valmistettujen pinnoitteiden (Kuva 13 ja Kuva 14) tuloksissa huomataan, etta
kaksinkertaisella hopeakonsentraatiolla (Kuva 14) bakteerikuolemaa havaitaan enem-
man heti kontaktin jalkeen antimikrobisen peitinlasin kanssa. Viiden minuutin kontak-
tiajalla bakteerikuolema on myés suurempaa kuin yksinkertaisella hopeakonsentraati-
olla. Iskun antimikrobisen lakkapinnoitteen (Kuva 15) tulokset ovat lahes vastaavanlai-
set, kuin yksinkertaisella hopeakonsentraatiolla paallystetyn Teknoksen jauhelakkapaal-

lysteen (Kuva 13).
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m eldvat kuolleet VERT;?;\I,';{ LASI

Kuva 13. Teknoksen yksinkertaisella hopealla paallystetty jauhelakkapeitinlasi (DA40022/2) ai-
kavalilld 0-10 minuuttia, oikeassa reunassa vertailulasi (630-kertainen suurennos).
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10 min

Kuva 14. Teknoksen kaksinkertaisella hopealla paallystetty jauhelakkapeitinlasi (DA40022/3) ai-
kavalilld 0-10minuuttia, oikeassa reunassa vertailulasi (630-kertainen suurennos).

metropolia.fi ///Metropolia



29

LAKKA elavat kuolleet ERT‘ﬂ‘I,.&L: .

0 min

10 min

Kuva 15. Iskun antimikrobinen lakkapinnoite aikavalilla 5-10 minuuttia, oikeassa reunassa vertai-
lulasi (630-kertainen suurennos).

6.1.2 Aikavali 15-60 minuuttia

15 minuutin kohdalla kuolleiden bakteerien maara kasvaa huomattavasti (Kuva 16, Kuva
17 ja Kuva 18). Kuolleiden bakteerien maara voidaan arvioida olevan 80 % bakteerien
kokonaismaarasta. Samassa aikapisteessa ei eri antimikrobisten pinnoitteiden valilla ole
huomattavia eroja, paitsi iskun antimikrobisessa lakkapinnoitteessa (Kuva 18), jossa

elavien signaali on pienempi kuin Teknoksen pinnoitteilla (Kuva 16 ja Kuva 17).

60 minuutin kontaktin aikana elavien bakteerien signaali on vahentynyt noin 90 %
alkutilanteesta.  Iskun  antimikrobisen  lakkapinnoitteen  elavien  bakteerien
kontaktiajankohdassa 60 minuuttia (Kuva 18), nahdaan pintamateriaalin fluoresoiva
vaikutus sumumaisena verhona jaljella olevien bakteerien ymparilla. Tama johtuu siita,
ettd fluoresenssimikroskoopin lampun valon intensiteettid joudutaan nostamaan, jotta
jaljella olevat elavat bakteerit havaittaisiin. Valon intensiteetin nosto aiheuttaa

pintamateriaalin fluoresoivien ominaisuuksien ilmenemisen.
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Kuolleiden bakteerien maara antimikrobisesti pinnoitetuilla peitinlaseilla on lahes
vastaava elavien bakteerien maaran kanssa vertailulasina kaytettavalla objektilasilla.
Verratessa bakteerikuolemaa 15-60 minuutin kontaktiajankohdilla objektilasin (Kuva 7)
ja antimikrobisten pinnoitteiden valilla (Kuva 16, Kuva 17 ja Kuva 18) huomataan, miten

bakteerikuolema on suurempi antimikrobisilla pinnoilla.

m elavat kuolleet VERE‘;&;{ s

15 min

30 min

60 min

Kuva 16. Teknoksen yksinkertaisella hopealla paallystetty jauhelakkapeitinlasi (DA40022/2) ai-
kavalilla 15-60 minuuttia, oikeassa reunassa vertailulasi (630-kertainen suurennos).

(77 Metropolia
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m eldavat kuolleet VERE%I\I# —

15 min

30 min

Kuva 17. Teknoksen kaksinkertaisella hopealla paallystetty jauhelakkapeitinlasi (DA40022/3) ai-
kavalilla 15-60 minuuttia, oikeassa reunassa vertailulasi (630-kertainen suurennos).
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15 min

30 min

60 min

Kuva 18. Iskun antimikrobinen lakkapinnoite aikavalilla 15-60 minuuttia, oikeassa reunassa ver-
tailulasi (630-kertainen suurennos).

6.2 Hopean migraatio

Kun tarkastellaan liuotusaikojen migraatiotuloksien eroja, huomataan, etta hopeaa ei va-
paudu 2 viikon naytteissd enempaa kuin paivan liuotetuissa naytteissa. Laskuihin vali-
taan jokaisesta pintamateriaalista nayte, josta on liuennut eniten hopeaa. Paallystettyjen
peitinlasien koko oli 24 x 40 mm, josta saadaan kaikkien kolmen liuotetun naytepalan
pinta-alaksi 0,288 dm?. Liuenneet maksimi arvot hopealle neliddesimetria kohti taulukoi-

tiin (Taulukko 1). Laskuissa on huomioitava, etta lahetetty naytemaara oli 50 ml.
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Taulukko 1. Taulukoituna liuennut hopea neliédesimetria kohti.

Migraatio Migraatio

Nayte ug/l mg/dm?2
D22 0,19 3,3x10°
D23 0,42 7,3x10°
Lakka 0,54 9,4x10°

Taulukosta ndhdaan, etta eniten hopeaioneja vapauttaneet pinnoitetut peitinlasit alittavat
huomattavasti alle EU-direktiivin sdataman ylaraja-arvon. Tulokset ovat linjassa aiemmin
mainittuun IHMEC hankkeen tutkimukseen, jossa suurimmasta osasta naytteita liukeni

0,0004 pg/cm? hopeaa eli 4x10° mg/dm?.

7 Yhteenveto

Antimikrobisten pintojen tehokkuuden tulokset olivat linjassa BioCototen aikaisemmin
tehtyyn tutkimukseen (liite 4), jossa antimikrobiset pinnat tappoivat 86 % bakteereista 15
minuutissa ja 96 % kahdessa tunnissa. Opinnaytetydssa 15 minuutin kohdalla kaikki an-
timikrobiset pinnat olivat eliminoineet yli 80 % S. aureus -bakteerista. Tunnin kontaktissa
olleet bakteerit olivat eliminoitu jo yli 90 %. Antimikrobisten pinnoitteiden valilla ei ollut
opinnaytety6ssa huomattavia eroja. Iskun antimikrobisen lakkapinnoitteen elavien sig-
naali heikkeni nopeimmin verrattuna muihin pinnoitteisiin. Kuolleiden signaalit lisdantyi-

vat kaikilla antimikrobisilla pinnoilla yhtenevasti.

Hopeaionien vapautumiseen liittyvat opinnaytetyon kokeet kulkivat linjassa IHMEC-
hankkeen tutkimustulosten kanssa. Tehdyt kokeet my0ds todistivat, etta liukeneminen
alittaa EU-raja-arvon (10 mg/dm?) elintarvikkeiden kanssa kosketukselle joutuville muo-
vimateriaaleille ja tarvikkeille. Teknos Oyn:n jauhemaalatut peitinlasit sisalsivat ho-
peafosfaattilasia ja Iskun lakkapinnoitteiset peitinlasit hopeakloridia. Hopeayhdisteen
olomuodolla opinnaytetydn tutkimuksen perusteella on vaikutusta hopean migraatioon

keinotekoiseen hikeen. Taman tuloksen varmistamiseksi tulisi tehda rinnakkaisia nayt-
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teita, jotta voitaisiin varmuudella todeta nain. Migraatiokokeen suurimmat hopeaioni-
liukoisuuden tulokset jaivat kuitenkin kaikilla pinnoitteilla huomattavasti alle EU-direktiivin

saataman raja-arvon.
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Cultiloop-ohje

DIRECT STREAK METHOD

This procedure is recommended for all non-fastidious microonganisms.

1. Warm the appropriate plate medium to 35-37C.

2. Remove the sheath rom the loon.

3. Sab the loop inio the medium or lay it flat on the warm, moist suface. Hold itin
this manner far 10-15 seconds to allow for absopbion of maistures.

4. Streak the plate in the usuai manner. As many as five plates may be stresked with
the same loop.

5. Incubate fhe plates in an appropriste aimosphene end Eemperature for the optimal
growth of the onganism.
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Hopean liuotus

Hopean liuotus

Tarvittavat valineet ja reagenssit:

- 14 kpl 250 ml:n erlenmeyereita

- 1 I:n laboratoriopullo

- 2 kpl 100 ml:n mittapulloa

- 14 kpl 50 ml:n falconputkia

- 50 ml:n mittalasi

- naytepalat (DA40022/2, DA40022/3 ja Iskun antimikrobinen lakka)

- analyysihien valmistamiseen:
o NaCl (MERCK pro analysi Sodium chloride, Lot: K34243404 504)
o Urea (Riedel-de Haén Urea analytical reagent, Lot: 10940, Assay:

99,5%)

o Maitohappo (J.T.Baker Lactic Acid, Lot: 9726210002)

- kontrollinaytteita varten ICP tutkimuksiin kaytettavaa "Etalon multi element ICP”

reagenssia, jossa on hopeaa 1000 mg/l (VWR Chemicals, Lot: 87629180)

Kaikki valineet tulee happopesta, jotta valtettaisiin mahdollinen kontaminaatioriski ana-
lyysin pienen maaritysrajan vuoksi. Tyoskennellessa vahvan typpihapon kanssa tulee

kayttda suojavarusteita ja olla huolellinen.

Analyysi suoritetaan Iskun ja Teknoksen pinnoittamille peitinlaseille (DA40022/2,
DA40022/3 ja Iskun antimikrobinen lakka). Liuotus suoritetaan huoneen lampdtilassa,
pimeassa ja kolmelle aikapisteelle: 24 h, 1 vk ja 2 vk. Koepalojen liuotusten ohella val-
mistetaan kaksi kontrollinaytetta, joihin lisdtdan tunnettu maara hopeaa. Kontrollinayttei-
den hopeapitoisuuden tulee ylittda ICP-MS-laitteen maaritysraja (0,1 ug/l). Lisaksi tulee

valmistaa nollanayte jokaiselle aikapisteelle.

Valmiit naytteet toimitetaan suljetuissa typpipestyissa falconputkissa analyysilaboratori-
oon (Eurofins Ahma Oy, Oulu). Liuotukset ajoitetaan niin, ettd kaikki naytteet saadaan
lahetettyd samanaikaisesti tutkimuksiin. Analysointi suoritetaan kayttden ICP-MS-tek-

niikkaa, jota varten tarvitaan 50 ml naytetta.
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Tybn eteneminen:

1. Valmistetaan happopesua varten 20-prosenttinen typpihappoliuos. Tarvittavan
typpihapon tilavuus maaraytyy kaikkien pestavien astioiden tilavuuksista. 60-
prosenttinen typpihappoliuosta mitataan 1,67 litraa ja se lisataan 5 litraan ultra-
puhdasta vetta. Veden ja typpihapon sekoittaminen taytyy suorittaa hitaasti,
silla typpihappo reagoi voimakkaasti veden kanssa aiheuttaen Iamp6a.

Happoa kasitellessa tulee kayttdd asianmukaista varustusta: Happopesuun tar-

vittavat suojakasineet, essu ja visiiri tai suojalasit.

2. Happopestaan tarvittavat valineet. Valmistettua 20-prosenttista typpihappoa li-
sataan jokaiseen pestavaan astiaan niin, etta astiat tayttyvat pintaan asti. Fal-
conputkissa suljetaan myés korkit. Typpihappo jatetdan astioihin 24 tunniksi,
jonka jalkeen se kerataan talteen ja neutraloidaan. Lisaksi kaikki valineet huuh-
dellaan runsaalla maaralla ultrapuhdasta vetta. Pestyja astioita sailétaan korkit
kiinni tai sulkemalla suuaukot parafilmilla.

3. Analyysihiessa olevien reagenssien pitoisuudet:
o 0,5m-% NaCl
o 0,1% Urea
o 0,1 m-% maitohappo

Analyysihiki valmistetaan litran laboratoriopulloon, johon reagenssit tulee lisata
seuraavassa jarjestyksessa: (1,00 + 0,01) g ureaa, (5,00 £ 0,01) g NaCl:a ja (940
+ 20) pl maitohappoa. Taman jalkeen lisataan ultrapuhdasta vettd 900 ml ja liu-
osta sekoitetaan niin, etta kaikki lisatyt reagenssit liukenevat. Valmis liuos tulee
vield neutraloida kayttden ammoniakkia, jotta liuoksen pH-arvoksi saataisiin 6,50
+ 0,1. Valmis liuos sailétaan jadkaapissa.

4. Kolme naytepalaa kustakin tutkittavasta pinnoitteesta asetetaan erlenmeyerin
pohjalle, pinnoitettu puoli yléspain. Erlenmeyriin lisatdan valmistettua analyy-
sihikea 50 ml kayttaen valiastiana typpipestya 50 ml:n mittalasia. Erlenmeyerit
merkataan liuotettavan pintamateriaalin ja liuotettavan aikamaaran mukaan.
Liuotus tapahtuu pimeassa tilassa huoneenlammdssa ja astioiden suuaukot sul-
jettuina parafilmilla. Astioita ei sekoiteta liuotuksen aikana.

Nollanaytteet tehdaan jokaiselle aikapisteelle (24 h, 1 vk ja 2 vk). Erlenmeyeriin

lisataan 50 ml analyysihiked, suuaukko suljetaan ja se viedaan pimeaan.
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5. Kahta kontrollinaytetta varten taytyy "Etalon multi element ICP” reagenssia lai-
mentaa, jotta saataisiin hopeapitoisuus hieman maaritysrajan ylapuolelle.

Suoritetaan kaksi 100-kertainen laimennosta. Mitataan 100 pl reagenssia 100
ml:n typpiepestyyn mittapulloon ja taytetadan ultrapuhtaalla vedella merkkiin. Tal-
I6in saadaan pitoisuudeksi

1 pg/ml.

Seuraavaksi tehdaan sama laimennos uudestaan, jolloin liuoksen lopullinen pi-
toisuus on

0,01 pg/ml.

Lopullista laimennosta lisataan 1,5 ml ja 0,75 ml erillisiin erlenmeyereihin, joissa
on 50 ml analyysihikea. Tall6in saadaan kaksi kontrollinaytetta, joissa hopeapi-

toisuuksiksi saadaan 0,3 ug/l ja 0,15 ug/l.

6. Kun naytteiden liuotus ajanjakso on tullut tayteen, siirretdan erlenmeyreissa ole-
vat liuokset 50 ml:n falconputkiin ja korkit suljetaan. Taman jalkeen nayte- ja
kontrolliputket Iahetetdan laboratorioon.
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Happopesuohje

6.10  Labware - For determination of trace levels of elements, contamination and loss
are of prime consideration. Potential contamination sources include improperly
cleaned laboratory apparatus and general contamination within the laboratory
environment from dust, ete. A clean laboratory work area designated for trace
clement sample handling must be used. Sample containers can introduce positive
and negative errors in the determination of trace elements by (1) contributing
contaminants through surface desorption or leaching, (2) depleting element
concentrations through adsorption processes. All reusable labware (glass, quartz,
polyethylene, PTFE FEP, etc ) should be sufficiently clean for the task ohjectives.
Several procedures found to provide clean labware include soaking overnight and
thoroughly washing with laboratory-grade detergent and water, rinsing with tap
water, and soaking for four hours or more in 209 (V/V) nitric acid or a mixture
of dilute nitric and hydrochlorie acid (1+2+9), followed by rinsing with reagent
grade water and storing clean,

Kuva 19. EPA 200.8 ohje valineiden ja astioiden happopesuun.
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BACKGROUND

BioCote® was required todemansirate the speed at
which our antimicrobisl technology has a significant
imaac an bacterial numbers prasanton surfaces

In arder ta show this, a representative surface was
chasen containing a Binlote®antimicobial additve

A & commmercially relevant concentaton The protacod
us=d was based on a modification of the intermationally
accepted 15022196-11 to Allow for the shorter times of
sxposure (15 minutes and 2 hours).

PROTOCOL

Briefly, surfaces containing BioCowe® antimicrobial
technaology were cut to specific sizes conforming to
15022 195-11, and were subsequently exposed i a
spacdified number of bacteria (e.g., 1.96 x 10° cfu; Inital)
F\'.'l‘.l-.’tlwi.’lg bacterial exposure QC(ﬂTdI!'Ig fa B0 96
11, surfaces were incubated standing at 37°C for either
15 min the end of the incubation
periad 5 ces were removed fram the incubator
and the remaining bacena were enumerated Using
standard approved microtiological methads,

FIGURE 1 Ferrosents raw numbers of hacmwria recovered frama
BsCoted protected surface at dfferent tme intervats.

FIGIURE 7 Deopicts percent reduction of barmria ecpned to a
BloCobeld protected surface at diffenent time intervals.
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CONCLUSIONS

Figure 1 represents raw numbers of bacleria
recaverad from 3 BioCote® pratectad surface at
different time intervals.

Figure 2 depicts parcant raduction of bacteria expased
o a BiCotel protected surface when compared to the
unproteded surface

Results show that there is a significant reduction in
tracterial numbers upon expasure to a BioCoe®
pratected surface for 15 minutes, and an even greater

redduction in bacienial numbers upon exposura 1o the
BiaCote® pratectad surface for 2 hours. (Fip. 1)

After 15 minutes exposure tothe BlaCote® protected
surface, there is 86.04% reduction in bacterial numbears.
Exposurs ta a BloCote® pratected surface for 2

hours resdlts in an even maore pranounced reduction
{96.95%). (Fig- 2}

Reduction kwels are expressad as a pementage

of the initial inoculum [1.96 x 10° <fu)
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