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Nanoskalige Kupfer- und
Silberdunnschicht

Filmsysteme zeigen
Unterschiede in den antiviralen
und antibakteriellen
Eigenschaften

Toni Luise Meister5, Jill Fortmann®5, Marina Breisch35, Christina Sengstock3*,
Eike Steinmann®, Manfred Koller3, Stephanie Pfaender**® & Alfred Ludwig>*®

Die derzeitige Pandemie der Coronavirus-Krankheit 19 (COVID-19) hat gezeigt, wie wichtig

einfache und effiziente Priventionsstrategien sind, die schnell umgesetzt werden kénnen, um das
Infektionsrisiko zu verringern. Verschiedene Oberflichen haben seit langem antimikrobielle
Eigenschaften und sind fiir die Vorbeugung von bakteriellen Infektionen gut beschrieben. lhre
Wirkung auf viele Viren ist jedoch noch nicht eingehend untersucht worden. Im Zusammenhang

mit COVID-19 wurden verschiedene Oberflichen, darunter Kupfer- (Cu) und Silber- (Ag)
Beschichtungen, untersucht.

als wirksame antivirale Mafinahmen beschrieben, die leicht zur Verlangsamung der viralen
Ubertragung eingesetzt werden kénnen. In dieser Studie haben wir antivirale Eigenschaften gegen das
Coronavirus-2 des Schweren Akuten Respiratorischen Syndroms (SARS-CoV-2) auf Oberflichen
nachgewiesen, die durch Magnetronsputtern mit Cu als diinne Cu-Schichten beschichtet wurden oder
als ultradiinne bimetallische Cu/Ag-Nanopatches. Es wurde jedoch keine Auswirkung von Ag auf

den Virustiter beobachtet, was in deutlichem Gegensatz zu seinen bekannten antibakteriellen
Eigenschaften steht. Weitere Verbesserung der Ag-lonen-Freisetzung

Kinetik, die auf einem elektrochemischen Opferanodenmechanismus beruht, erhiohte die antivirale
Aktivitit nicht. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass Cu- und Ag-Diinnschichtsysteme erhebliche
Unterschiede in Bezug auf antivirale und antibakterielle Eigenschaften aufweisen, die bei der
Umsetzung beriicksichtigt werden miissen.

Cu und Ag sind seit Jahrhunderten als antimikrobielle Wirkstoffe bekannt, doch im medizinischen Bereich
haben diese Metalle in den letzten Jahren aufgrund des zunehmenden Auftretens von antibiotikaresistenten
Mikroorganismen eine Renaissance erlebt. Neben der Verwendung dieser Metalle in zahlreichen
Verbraucherprodukten werden sie in verschiedenen Biomaterialien oder im Gesundheitswesen eingesetzt, um
die bakterielle Besiedlung von Implantaten und Gerédten zu verhindern oder die Krankenhaushygiene zu
unterstiitzen, um die Zahl der im Krankenhaus erworbenen Infektionen zu verringern. Insbesondere die
pandemische Ausbreitung des Coronavirus-2 des Schweren Akuten Respiratorischen Syndroms (SARS-CoV-
2), das die Coronavirus-Krankheit 19 (COVID-19) verursacht, hat gezeigt, dass wirksame
Interventionsstrategien im Bereich der 6ffentlichen Gesundheit erforderlich sind, um die Ubertragung des
Virus zu kontrollieren. Die Entwicklung antiviraler Oberflaichen, die in der Lage sind, anhaftende
Viruspartikel zu inaktivieren und dadurch die Virusiibertragung von kontaminierten Oberflichen zu
verhindern, ist jedoch aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften von Mikroben im Vergleich zu Viren
eine Herausforderung.

Sowohl Cu als auch Ag Uben eine breite antimikrobielle Aktivitat aus (Bakterien, Pilze und Viren) und
weisen eine geringe Inzidenz der mikrobiellen Resistenz auf, da beide ein breites Spektrum an Zielen in
Mikroorganismen angreifen1-3. Die antibakterielle Aktivitat von Ag héngt stark mit der Freisetzung von Ag-
lonen (Ag+) zusammen, die durch oxidative Auflésung gebildet werden, wéhrend im Gegensatz dazu
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Allgemeinen Schaden an Biomolekilen und nachfolgende zelluldre Dysfunktionen, die schliellich die
bakterielle Vermehrung bis hin zu bakteriziden Wirkungen hemmen. Die antibakterielle Wirksamkeit von Ag
kann durch eine VergrélRerung der Ag+ freisetzenden Oberfliche, z. B. durch Verwendung von Ag-
Nanopartikeln, gesteigert werden9. Daruber hinaus haben wir kirzlich ein Konzept zur Verbesserung der
Ag+-Freisetzungskinetik vorgestellt, das auf einem elektrochemischen Opferanodenmechanismus beruht10-
12. Durch die Kombination von Ag mit einem edleren Metall (Au, Pt,
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thin films sputtered on Si/SiO, pieces nanostructured surfaces with high surface areas - nanopatches
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Abbildung 1. Schematische Darstellung (nicht maf3stabsgetreu) der Herstellung von Cu- und Ag-
Dunnschicht-Nanostrukturen durch Sputter-Deposition. (A) Homogen gesputtertes elementares Cu als
dichter und kontinuierlicher Film mit einer Dicke von 50 nm; (B) 120 s lang gemeinsam gesputterte Cu-
und Ag-Nanoflecken; (C) nacheinander gesputterte Cu- und Ag-Nanoflecken fur jeweils 120 s.
Nanoflecken sind inselartige Nanostrukturen mit einer Nenndicke <5 nm.

Pd oder Ir) in einer elektrolytischen Umgebung (z. B. in biologischen Fliissigkeiten) korrodiert das weniger
edle Ag zugunsten des edleren Teils (es wird "geopfert'). Wir haben gezeigt, dass solche
Opferanodenoberflachen im Vergleich zu reinen Ag-Oberflachen mit viel héherem Gesamt-Ag+ aufgrund der
elektrochemisch bedingten verstérkten Auflésung von Ag eine viel hdhere antibakterielle Wirkung haben.
Obwohl die antibakterielle Wirkung von Ag gut bekannt ist, gibt es nur wenige Studien, die sich mit der
antiviralen Wirkung von Ag beschéftigen, und die meisten von ihnen befassen sich mit Ag-Nanopartikeln13.
Kirzlich wurde Uber die viruzide Wirkung eines gesputterten Ag-Nanocluster/Kieselerde-Komposits auf
Gesichtsmasken berichtet14.

Im Gegensatz zu Ag-Oberflachenmaterialien wurden die viruziden Eigenschaften von Oberflachen aus Cu
und Cu-Legierungen hdufiger untersucht13. Die viruzide Wirkung von Cu hé&ngt auch von der Freisetzung
von lonen ab, und beide Cu-lonenspezies (Cu Il und Cu I) tragen zur bioziden Wirkung beil5-17.

Bemerkenswerterweise gibt es keine vergleichenden Studien zu Cu und Ag, in denen ihre bakteriziden und
viruziden Eigenschaften in denselben Versuchsaufbauten mit gleichen Beschichtungsparametern und gleichen
Metallionenkonzentrationen untersucht wurden, um Abweichungen von den Testbedingungen zu vermeiden.
Die Ergebnisse unserer Studie sind relevant fur das Design von Cu- und Ag-haltigen Oberflachenmaterialien
mit besonderem Augenmerk auf deren viruzide Aktivitaten. Daher wollten wir die antiviralen Eigenschaften
von Oberflachen, die mit Cu oder Ag beschichtet sind, sowie von verschiedenen Ag-basierten
Opferanodenoberflachen, einschlieBlich Kombinationen von Cu und Ag, auf mdgliche Synergieeffekte hin
analysieren und die antivirale mit der antimikrobiellen Leistung vergleichen.

Ergebnisse

Die Ergebnisse wurden mit verschiedenen gesputterten Dunnschichtoberflachen erzielt (Einzelheiten siehe
Experimentelle Methoden):

(1) kontinuierliche und dichte Dunnschichten aus Ag und Cu (Dicke 50 nm) und (Il) nanostrukturierte
Oberflachen mit grofRen Oberflachenbereichen. Die nanostrukturierten Oberflaichen wurden synthetisiert durch
(a) aufeinanderfolgende Abscheidung von Ag auf Pt, Cu auf Ag oder

(b) durch Co-Sputtern von Ag und Pt sowie von Cu und Ag. Die resultierenden Oberflchenstrukturen
nennen wir "Nanopatches”, d. h. Nanoinseln, die von den beiden Metallen gebildet werden. Ein schematischer
Arbeitsablauf ist in Abb. 1 dargestellt. Beim sequenziellen Sputtern (Ag auf Pt, Cu auf Ag) sind die Elemente
tendenziell starker voneinander getrennt als beim Co-Sputtern, bei dem sich die Elemente auf atomarer Ebene
vermischen (Ag & Pt, Cu & Ag) und eher eine Legierung bilden (erzwungene Mischkristallbildung), als bei der
Koexistenz von Elementschichten (Ag auf Pt, Cu auf Ag). Es wird erwartet, dass letztere bessere Eigenschaften
als kinstliche Anoden haben. Wir haben Nanopatches mit zwei verschiedenen Dicken synthetisiert, die
unterschiedliche Materialvolumina (z. B. diinnes Ag/Pt vs. dickes Ag/Pt) fiir die Freisetzung von Metallionen
bieten (Tabelle 1). Beispiele fur rasterelektronenmikroskopische (SEM) und
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transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen der nanoskaligen Filme sind in Abb. 2
dargestellt. Die 50 nm dicken Filme sind durchgéngig und zeigen unterschiedliche nanokristalline
Oberflachenmikrostrukturen: Der Ag-Film ist rauer und zeigt groRere Korner (Abb. 2A) als der Cu-Film
(Abb. 2B). Die REM- und TEM-Aufnahmen (Abb. 2C-F) von Nanopatches (Ag, Ag & Pt, Ag & Cu) zeigen,
dass diese Nanostrukturen diskontinuierlich sind. Sie kénnen als immobilisierte Nanopartikel betrachtet
werden und bieten daher eine gréRere Oberflache als die kontinuierlichen Filme. Eine detaillierte TEM-
Untersuchung der Nanostruktur von Ag-Pt-Nanopatches findet sich in Referenz12.

Um die antimikrobiellen und antiviralen Eigenschaften von gesputterten Ag- und Cu-Oberflachen
qualitativ zu vergleichen, haben wir zundchst die antibakteriellen Eigenschaften von diinnen Ag/Pt- und
Ag/Cu-Opferanoden-Nanopatches untersucht. Bakterielle
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Element(e) Artder Leistung(en) Zeit [s] Nominale Dicke [nm]
Ablagerung [W]

Cu 30 630 50

Ag 30 240 50

Cu&Ag mitabgeschieden | Cu: 12; Ag: 5 60 Cu: 2,4; Ag: 24
Cu&Ag mitabgeschieden | Cu: 12; Ag:5 | 120 Cu: 4,8, Ag: 48
Ag & Pt mitabgeschieden | Ag: 5; Pt: 5 60 Ag: 2,4; Pt: 1.02
Ag & Pt mitabgeschieden | Ag:5; Pt: 5 120 Ag: 4,8; Pt: 2,04
Cu auf Ag sequenziell Cu: 12; Ag: 5 60 Cu: 2,4; Ag: 24
Cu auf Ag sequenziell Cu:12;Ag:5 | 120 Cu:4,8; Ag: 48
Ag auf Pt sequenziell Ag: 5; Pt: 5 60 Ag: 2,4; Pt: 1.02
Ag auf Pt sequenziell Ag: 5;Pt: 5 120 Ag: 4,8; Pt: 2,04
Cu 12 60 24

Cu 12 120 48

Ag 5 60 24

Ag 5 120 48

Tabelle 1. Durch Magnetronsputtern hergestellte Dinnschichtoberflachen.

Die Tests wurden mit Staphylococcus aureus (S. aureus) durchgefihrt, wobei ein tropfenbasierter
Versuchsaufbau verwendet wurde, der die Analyse von planktonischen und anhaftenden Bakterien
ermdoglichte. Planktonische Bakterien innerhalb des Tropfens wurden durch Ausplattieren auf Blutagarplatten
quantifiziert, wahrend anhaftende Bakterien auf der Probenoberflache durch Fluoreszenzmikroskopie sichtbar
gemacht wurden.

Reine Ti-Dinnschichten sowie diinne Nanopatches aus reinem Pt, Ag und Cu dienten als Kontrollen und
wiesen keine signifikante antibakterielle Aktivitdt gegen S. aureus auf (Abb. 3A). Ebenso wurde das
Bakterienwachstum durch gemeinsam abgeschiedene diinne Ag/Pt-Nanopatches nicht beeintrachtigt, was auf
das Fehlen eines Opferanodeneffekts hinweist (Abb. 3B). Im Gegensatz dazu verhinderten sequenziell
abgeschiedene diinne Ag/Pt-Nanopatches sowie diinne Ag/Cu-Nanopatches, die sowohl gemeinsam als auch
sequenziell abgeschieden wurden, das Bakterienwachstum nach 24 Stunden Inkubation (Abb. 3B).

Da allgemein angenommen wird, dass die antibakterielle Aktivitit von Ag und Cu stark mit der
Freisetzung von lonen und deren Interaktion mit zelluldaren Komponenten und Prozessen zusammenhangt,
wurden Ldsungen von Silberacetat (AgAc) und Kupfersulfat (CuSOs ) als ionische Kontrollen fur die
antibakterielle Aktivitat von Ag und Cu gegeniiber dem grampositiven Bakterium S. aureus verwendet13.
Signifikante antibakterielle Effekte wurden fir AgAc bei Konzentrationen > 1,0 pg/mL festgestellt, wahrend
CuSO0s signifikante Effekte ab Konzentrationen >5,0 pg/mL hervorrief (Abb. 4).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die fehlende antibakterielle Wirkung von reinen Ag- und Cu-
Nanopatches auf eine unzureichende lonenfreisetzung aus diesen Strukturen zuriickzufiihren ist, wahrend die
Kombination von Ag und Pt sowie von Ag und Cu zu einer verstérkten antibakteriellen Aktivitat fuhrt, die auf
einer elektrochemisch bedingten verstarkten Auflésung von Ag bzw. Cu beruht (Abb. 3). In der
Vergangenheit haben wir solche Opferanodeneffekte fur nanopartikuldare und nanostrukturierte Ag/Pt-
Systeme nachgewiesen112®®, Im Hinblick auf das Ag/Cu-System konnte neben einem mdglichen
Opferanodeneffekt von Ag auf Cu auch ein Kombinationseffekt der beiden antibakteriellen Metalle in
Betracht gezogen werden10+*2,

Nachdem wir die antibakterielle Wirkung von gesputterten Ag- und Cu-Oberflachen sowie von ionischen Ag-
und Cu-Lésungen in Ubereinstimmung mit frilneren Ergebnissen nachgewiesen hatten, wollten wir in einem
néchsten Schritt die potenzielle antivirale Wirkung dieser Oberflachen gegen SARS-CoV-2 analysieren. Die
virale Kontamination wurde durch Inokulation von SARS-CoV-2 auf den Oberflachen fir 1 h oder 24 h
nachgeahmt, bevor die Virustiter als TCIDso /mL bestimmt wurden (Abb. 5). Eine ausgeprégte antivirale
Wirksamkeit wurde bei diinnen Cu-Filmen, die auf Si/SiO2 gesputtert wurden, nach 1 h und 24 h Inkubation
beobachtet, wobei die Virustiter um 3 logie bzw. 4,5 logio reduziert wurden, wéhrend Ag-Filme die Virustiter
nicht reduzierten (Abb. 5A). Im Gegensatz dazu beeinflussten gesputterte Ag-Oberflachen die Virustiter nach
24-stiindiger Exposition nur geringfligig und nicht signifikant. ICP-MS-Analysen ergaben, dass von diesen
Filmen wahrend 24 Stunden Cu-lonen im Bereich von 10.000-14.200 umol/L freigesetzt werden, was darauf
hindeutet, dass diese Menge fir eine effiziente Inaktivierung von SARS-CoV-2 ausreicht (erganzende Abb. 1).
Wahrend Ag-Nanopatches die virale Infektiositat nicht beeinflussten, verringerten Nanopatches mit einer
dicken Cu-Schicht den Virustiter um 1 logio , wenn sie zusammen mit SARS-CoV-2 24 Stunden lang inkubiert
wurden (Abb. 5B), was zu einer lonenfreisetzung von etwa 720 pmol/L fiihrte (Ergidnzende Abb. 1).
Interessanterweise verstirkten Cu & Ag und Cu auf Ag-Nanopatches die antiviralen Eigenschaften von reinem
Cu, mit einer signifikanten antiviralen Wirkung nach 24 Stunden, obwohl dhnliche Mengen an Cu freigesetzt
wurden (870 pmol/L, ergdnzende Abb. 1). Dies kdnnte mit dem verbesserten elektrochemischen Cu-lonen-
Freisetzungsmechanismus in der Opferanodenstruktur zusammenhdngen, bei dem Cu leicht oxidiert und an
das Medium abgegeben werden kann, da die Cu-lonen aufgrund der Anwesenheit von Ag den
Reduktionsprozess unterstiitzen. Diinne Schichten reduzierten den Virustiter um 2,2 logiwo , wahrend dicke
Schichten die Virusinaktivierung erhéhten, was zu Reduktionsfaktoren von 3,9 logw fuhrte (Abb. 5C). Es
wurde kein Unterschied in der antiviralen Wirkung zwischen co- und sequentiell aufgebrachten Nanopatches

Wissenschaftliche
Berichte |

(2022) 12:7193 | https://doi.org/10.1038/541598-022-11212-W nature portfolio


http://www.nature.com/scientificreports/

www.nature.com/scientificreports/

festgestellt. Dies zeigt, dass reine Cu-Filme die hdchste antivirale Wirkung aufweisen (Abb. 5A), was mit der
hochsten lonenfreisetzung korreliert (13.000 umol/L, ergdnzende Abb. 1). Im Gegensatz dazu verringerten co-
und sequentiell abgeschiedene Ag-Pt-Nanopatches die virale Infektiositat innerhalb von 1 Stunde Inkubation
nicht. Ein leichter, aber nicht signifikanter antiviraler Effekt (1 logiw Reduktion der viralen Titer) wurde nach
24 Stunden Inkubation mit diinnen Ag & Pt und diinnen Ag auf Pt Nanopatches beobachtet (Abb. 5D). Um
die Beobachtung, dass Ag-beschichtete Oberflachen die virale Infektiositit nicht beeinflussen, weiter zu
untersuchen, haben wir Silberacetatldsungen (AgAc) als Referenz verwendet, um die antiviralen Eigenschaften
von Ag bei hdheren lonenkonzentrationen zu testen, verglichen mit dem, was von einer dinnen
Filmoberflache oder einer Nanopatch-Struktur freigesetzt werden kann. Wir haben Konzentrationen von 1
ug/mL bis zu 50 pg/mL Ag verwendet und die Lésung mit SARS-CoV-2-haltigem Uberstand fiir 1 h oder 24 h
beimpft, bevor wir die virale Infektiositat als TCIDso /mL bestimmt haben. Nur Konzentrationen gleich oder
hoéher als 25 pg/mL zeigten antivirale Eigenschaften.
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Abbildung 2. Beispielhafte elektronenmikroskopische Aufnahmen von kontinuierlichen nanoskaligen Filmen
(A, B) und Nanopatches (C-F).
(A) REM-Dachansicht von 50 nm Ag, (B) REM-Dachansicht von 50 nm Cu, (C) REM-Dachansicht von 60 s
lang gesputterten Ag-Nanoflecken, (D) 60 s lang gemeinsam gesputterte Ag- und Pt-Nanoflecken, (E) TEM-
Bild von 60 s lang gemeinsam gesputterten Ag- und Cu-Nanoflecken auf einem TEM-Gitter, (F) 60 s lang
nacheinander gesputterte Cu- auf Ag-Nanoflecken auf einem TEM-Gitter. (E, F) entnommen aus Referenz18.

und hob die Infektiositdt von SARS-CoV-2 vollstdndig auf, allerdings nur bei langerer Inkubation von 24
Stunden (Abb. 5E). Im Gegensatz dazu hatte die Exposition des Virus gegeniiber einer CuSO4 L&sung in einem
&hnlichen Versuchsaufbau keinen Einfluss auf die Virustiter (Abb. 5F). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
wir eine klare antivirale Wirkung von Cu-beschichteten Oberfldchen gegen SARS-CoV-2 innerhalb von 1 Stunde
nachweisen konnten, wahrend Ag-beschichtete Oberflédchen keinen Einfluss auf die virale Infektiositét hatten.

Diskussion

Zur Bek&mpfung von mikrobiellen und viralen Krankheiten sind schnelle und wirksame
PraventionsmaBnahmen dringend erforderlich. Die fomite Ubertragung iiber kontaminierte Oberflachen
wurde fiir eine Vielzahl von Mikroben, einschlieBlich mehrerer Viren, beschrieben und im Zusammenhang
mit COVID-19 diskutiert. Obwohl man davon ausgeht, dass Oberflachen bei der Ausbreitung von SARS-
CoV-2 eine untergeordnete Rolle spielen, stiitzen sich die Interventionsstrategien des Offentlichen
Gesundheitswesens nach wie vor auf Desinfektionsverfahren, um die Virusiibertragung zu verringern. Es
wurden verschiedene Oberflachenbeschichtungen vorgeschlagen, die eine topografisch und/oder chemisch
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induzierte antimikrobielle Aktivitat aufweisen, darunter nanostrukturierte Materialien sowie Materialien, die
antimikrobielle Wirkstoffe (z. B. Antibiotika, antivirale Medikamente, Nanopartikel) enthalten, wie z. B.
handelstibliche antibakterielle/
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Abbildung 3. Antibakterielle Aktivitat gegentiber S. aureus (** CFU/mL) von (A) einer kontinuierlichen Ti-
Dinnschicht (Ti-Kontrolle) sowie von diinnen Pt-, Ag- und Cu-Nanopatches, die auf eine Ti-Dlnnschicht
gesputtert wurden, im Vergleich zu (B) diinnen Ag/Pt- und diinnen Ag/Cu-Nanopatches, die gleichzeitig (d.
h. gemeinsam) oder nacheinander (erst Pt, dann Ag oder erst Ag, dann Cu) gesputtert wurden. Sputterzeit fur
alle Proben 60 s. Obere Abbildungen: reprasentative Fluoreszenzbilder von anhaftenden Bakterien
auf den Probenoberflachen nach 24-stiindiger Inkubation und Farbung mit SYTO-9 (griine Fluoreszenz);
untere Bilder: représentative Blutagarplatten von plattierten planktonischen Bakterien in der Tropfenflissigkeit
nach 24-stiindiger Inkubation auf den verschiedenen Proben (weif3e Bakterienkolonien zeigen lebensféhige
Zellen an).
antivirale Folien, Textilien, Farben und vieles mehr192°. Obwohl die Desinfektion zur Verhinderung der
Ausbreitung von Infektionen wirksam sein kann, kdnnen die biologisch aktiven Wirkstoffe vieler weit
verbreiteter Flachen- und Handedesinfektionsmittel auch gefahrlich fur Mensch und Umwelt sein, insbesondere
bei langerer Anwendung oder Missbrauch. Insbesondere kann es zu Haut- und Augenreizungen sowie zu
Verétzungen der Atemwege kommen. Die Stdrung der normalen Hautflora, die normalerweise eine
Schutzbarriere gegen Schadstoffe darstellt, kann sogar das Infektionsrisiko erhéhen21. In Ubereinstimmung
mit van Doremalen et al. war SARS-CoV-2 auf gesputterten Cu-Oberflachen weniger stabil als auf allen
anderen dunnen Schichten dieser Studiel8. Ein dickerer Film flihrte zu einer ausgeprégteren antiviralen
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Wirkung. Cu-Nanostrukturen hingegen verringerten die antivirale Wirkung, was auf die geringere Menge
freigesetzter Cu-lonen zuriickgefiihrt werden kann. Interessanterweise verstarkte die Kombination von Cu mit
Ag, entweder durch Co-Sputtern oder durch sequentielle Abscheidung von Cu auf Ag, die antivirale Wirkung.
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Abbildung 4. Quantitative Analyse der antibakteriellen Aktivitat von Silberacetat- (AgAc, Tafel A) und
Kupfersulfat- (CuSOs, Tafel B) Losungen gegeniiber S. aureus (verschiedene bakterielle Konzentrationen),
durchgefiihrt mit dem AlamarBlue-Assay. Die Daten sind als Mittelwert £ SD von mindestens drei
unabhangigen Experimenten ausgedriickt und als Prozentsatz der unbehandelten Bakterien (keine
Exposition) angegeben. Sternchen (*) zeigen signifikante Unterschiede (*p <0,05) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle an; Rautezeichen zeigen signifikante Unterschiede (*p <0,05) zwischen AgAc und
CuSQOq an.

Effekte fir die nanoskaligen Strukturen (Cu-Nanopatch im Vergleich zu Ag-Cu-Nanopatch), insbesondere nach
l&ngerer Inkubation von 24 Stunden, wie durch begrenzte Verdiinnungstests uberwacht wurde. Im Gegensatz
dazu zeigten dunne Filme aus reinem Ag oder Ag-basierten Opferanoden-Nanopatches (Ag in Kombination
mit Pt) trotz effizienter Freisetzung von Ag-lonen keine signifikante Fahigkeit zur Inaktivierung von SARS-
CoV-2 (Abb. 5B-D). lonen-Kontrollexperimente zeigten, dass eine Mindestkonzentration von > 25 pg/mL
notwendig ist, um die Virustiter bei einer Inkubationszeit von 24 h signifikant zu reduzieren. Eine
Verringerung der Silberacetat-Konzentration oder der Inkubationszeit hob jegliche antivirale Wirkung
vollstandig auf (Abb. 5E). Dies bedeutet, dass nur sehr hohe Konzentrationen von Ag-lonen eine Wirkung auf
SARS-CoV-2 haben. In der Vergangenheit wurden die meisten Nanopartikel (NPs), die fur Studien tber
antivirale Aktivititen verwendet wurden, aus Ag hergestellt (fir einen Uberblick siehe20?). So wurde
beispielsweise die HIV-1-Infektiositat bei Konzentrationen von 25 pg Ag/mL und dariiber gehemmt192,
Kdurzlich berichteten Jeremiah et al., dass Ag-NP (10 nm) bereits in niedrigeren Konzentrationen wirksam
waren und extrazellulares SARS-CoV-2 bei Konzentrationen zwischen 1 und 10 ug/mL hemmten22. Es ist
jedoch moglich, dass Nanopartikel nach der Bindung einen zusatzlichen Partikeleffekt auf Viren ausiiben, z. B.
eine sterische Hemmung. Auch eine Mischung von Nanopartikeln in Lésung, die Au-NP (1 pg/mL) und Ag-
NP (5 pg/mL) enthielt, war gegen SARS-CoV-2 und Influenzaviren wirksam, allerdings enthielt diese
Mischung auch groRBe Mengen (60 pg/mL) an ZnO-NPs und zusétzlich ClO 2. Generell ist zu bedenken, dass
Studien mit Nanopartikeln nicht direkt mit Studien an dunnen Filmen (oder dinnem Bulk-Material)
vergleichbar sind, was auf mehrere Faktoren zurtickzufiihren ist, wie z. B. die vergréRerte Oberflache, die hohe
lonenfreisetzung, die Aufnahme in Zellen, die elektrostatische Wechselwirkung, die sterische Wechselwirkung
im Falle kleiner Partikel und andere Faktoren. Unsere Ergebnisse zu diinnen Filmoberflachen, Nanopatches
und ionischen Ldsungen zeigen deutlich die Unterschiede zwischen antiviralen und antibakteriellen
Aktivitaten von Ag. Fir die Inaktivierung von SARS-CoV-2 sind etwa zehnfach hohere Konzentrationen von
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Ag-lonen erforderlich als fur eine effiziente antibakterielle Wirkung. Der Grund dafir konnte in der
unterschiedlichen Natur von Viren und Bakterien liegen. Als lebende Organismen bieten Bakterien im
Vergleich zu einem Viruspartikel wesentlich Ag-empfindlichere Stoffwechselprozesse wie Energiegewinnung
oder Zellvermehrung. Dariliber hinaus weisen einige Bakterien wie S. aureus eine erhebliche inhdrente
Toleranz gegentiber dem Wachstum bei hohen Kupferkonzentrationen auf24. Eine Kupfersulfatlésung von bis
zu 50 pg/ml inaktivierte SARS-CoV-2 jedoch nicht (Abb. 5F). In unserer Studie hatten die ionischen Ag- und
Cu-L6sungen &hnliche Konzentrationen bis zu 50 ug Metall/mL, um
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Abbildung 5. Ergebnisse der antiviralen Aktivitét fir (A) Cu- und Ag-Dunnschichten, die auf Si/SiO:
gesputtert wurden, oder (B-D) Nanopatches, die auf Si/SiO2 gesputtert wurden und die mit SARS-CoV-2 fir
die angegebenen Zeitrdume inkubiert wurden. (E-F) Silberacetat- (AgAc) und Kupfersulfat- (CuSOs )
Ldsungen, die als ionische Kontrollen dienten, wurden mit SARS-CoV-2 versetzt und fur &hnliche
Zeitrdume inkubiert. Das verbleibende infektidse Virus wurde durch Berechnung der TCIDso quantifiziert.
Die gepunktete Linie zeigt die untere Grenze der Quantifizierung an. Die Daten sind als Mittelwert + SD
von drei unabhangigen Experimenten angegeben. Sternchen (*) zeigen signifikante Unterschiede (*p < 0,05;
**p < 0,01; und ***p < 0,001) im Vergleich zu MOCK (unbehandelte Kontrolle) oder Si/SiO: an.

direkter Vergleich. Wahrend ionisches Ag bei Konzentrationen von > 1 pg/ml antibakteriell wirkt, sind fir
ionisches Cu viel hdhere Konzentrationen erforderlich, um das Bakterienwachstum zu hemmen (z. B. 10 mM
CuSQa4 ). Mehrere Gruppen beobachteten dhnliche Unterschiede in der antibakteriellen Wirksamkeit zwischen
Ag- und Cu-lonen24-26, allerdings bei niedrigeren Gesamtionenkonzentrationen aufgrund des
Wassertestmediums26. Bei dquimolaren Konzentrationen zeigen Ag-lonen also eine bessere antibakterielle
Wirkung als Cu-lonen. Die Virushemmung durch l6ésliche Cu-lonen erfordert mdglicherweise hohere
Konzentrationen als die in unseren Experimenten verwendeten Maximalwerte (50 pg/ml).

Im Gegensatz zu den ionischen Spezies haben die antibakteriellen und antiviralen Aktivitdten von festen,
gesputterten Ag- und Cu-Oberflachen zu unterschiedlichen Ergebnissen gefuihrt. Nanopatches aus reinem Ag
weisen weder antibakterielle noch antivirale Aktivitaten auf. Offensichtlich ist die Freisetzung von Ag-lonen
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unter diesen experimentellen Bedingungen unzureichend. Um diese begrenzte Freisetzung von Ag-lonen zu
Uberwinden, kdnnen die aktiveren, lonen freisetzenden Opferanodenoberflachen verwendet werden, da sie
eine viel bessere antibakterielle Wirkung aufweisen.

Wissenschaftliche (2022) 12:7193 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-11212-w nature portfolio
Berichte |


http://www.nature.com/scientificreports/

www.nature.com/scientificreports/

Effizienz auch bei einem geringeren Gesamt-Ag-Gehalt11*? , wie auch hier bei den Ag/Pt-Proben beobachtet
wurde (Abb. 3). Allerdings konnten auch diese antibakteriellen Ag/Pt-Proben keine antivirale Wirkung
entfalten, was wiederum darauf hinweist, dass hthere Ag-lonenkonzentrationen erforderlich sind, um eine
antivirale Aktivitét zu erreichen.

Bemerkenswerterweise zeigt unsere Studie, dass festes Cu entweder als dichter Film oder als Nanopatches
antivirale Aktivitdt induzieren kann, nicht aber festes Ag. Die antivirale Wirkung ist abhé&ngig von der
Gesamtmenge an Cu (Dicke des gesputterten Cu und lonenfreisetzung) und von der Dauer der
Probenexposition.

Es wurde berichtet, dass Kupferverbindungen im festen Zustand eine wirksame antivirale Aktivitat aufweisen,
wéhrend die von Ag im festen Zustand deutlich geringer ist27. Insbesondere die Inaktivierung von HA- und
NA-Oberflachenproteinen des Influenzavirus wird durch den Kontakt mit Ag und Cu beeinflusst28. Ag im
festen Zustand ist unter den Versuchsbedingungen weniger anfillig fur die Oberflachenoxidation zur
Freisetzung ionischer Spezies als Cu im festen Zustand29. Es ist bekannt, dass mehrere Stoffwechselprodukte
von Cu wie Kupferoxid (Cuz O), Sulfid (Cuz S) oder Chlorid (CuCl) hohe antivirale Aktivitaten aufweisen und
Cu-Oberflachen ihre antiinfektiosen Eigenschaften auch nach der Oxidbildung beibehalten27:%,

Obwohl es zahlreiche Berichte tber antibakterielle und antivirale Wirkungen von Ag oder Cu und ihren
verwandten Verbindungen gibt, ist ein direkter Vergleich von Ag und Cu, wie er in unserer Studie
durchgefiihrt wurde und der sowohl bakterielle als auch virale Daten umfasst, nur selten zu finden, und die
groRe Variabilitat der berichteten Studienmethoden erschwert einen solchen direkten Vergleich31.

Kurzlich wurde uber die schnelle Hemmung von SARS-CoV-2 auf Kupfer-Silber (Cu-Ag)-Nanohybrid-
Oberflachen berichtet, und die Autoren schrieben die Rolle der primédren SARS-CoV-2-Hemmung dem Cu-
Gehalt zu32. Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Kombination von Cu und Ag (Cu & Ag-Nanopatches) eine
deutlich hohere antivirale Aktivitat aufweist als &hnliche Nanopatches, die nur aus Cu oder Ag bestehen.
Dieser Effekt l&sst sich auf die verstarkte Freisetzung von Cu-lonen bei Cu & Ag-Nanopatches zurtckfuhren,
wéhrend gleichzeitig die Freisetzung von Ag-lonen im Vergleich zu Ag-Nanopatches stark abnimmt. Offenbar
ist das Vorhandensein von Silber dennoch notwendig, um antivirale Wirkungen durch Nanopatches zu
ermdglichen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass elektrochemische Prozesse wie der Effekt einer
Opferanode eine wichtige Rolle spielen kénnten. Die genauen Mechanismen dafiir missen jedoch noch in
weiteren Studien geklart werden.

Zusammengenommen konnten biozide Oberflichen eine konstante antivirale und antibakterielle
Wirksamkeit gegen wiederkehrende Kontaminationen bieten und so die Verbreitung bestimmter
Krankheitserreger einddmmen, da die Oberflache sauber bleibt und nicht verbraucht wird, wahrend die
Oberflachendesinfektion bei jeder Kontamination neu aufgetragen werden muss33. Die antimikrobielle
Aktivitdt von Materialien und Oberflaichen auf Cu-Basis wurde gegen verschiedene Krankheitserreger
nachgewiesen, darunter SARS-CoV-2, MRSA (Meticillin-resistenter S. aureus), VRE (Vancomycin-resistente
Enterokokken) und andere nosokomiale Erreger, wahrend Techniken wie die Kaltbeschichtung oder die Cu-
Imprégnierung einen vollstandigen Austausch der vorhandenen Oberflachen uberflissig machen wiirden34-
36. Allerdings sind Inkubationszeiten von mehr als 1 Stunde fiir viele Verabreichungen nicht anwendbar, und
PraventionsmafRnahmen sollten daher im Hinblick auf den anvisierten Erreger kritisch bewertet werden.

Methoden

Sputterabscheidung von Dinnschichten. Die Dunnschichtproben wurden durch Gleichstrom-
Magnetron-Sputtern in Ar-Atmosphare (0,5 Pa) bei Raumtemperatur auf thermisch oxidierten Si-Substraten
(Si/SiOz , 4,4 mm x 4,4 mm) hergestellt, die auf einer rotierenden Substratplatte platziert waren. Es wurden
Sputtertargets mit einem Durchmesser von 2 Zoll aus Cu (Reinheit 99,99 %, Evo-Chem), Ag (99,99 %, Evo-
Chem) und Pt (99,99 %, ESG Edelmetall Services) verwendet. Die Daten zu allen Schichten sind in Tabelle 1
aufgefiihrt. Die Nenndicke der Schichten wurde aus den vorgegebenen Sputterraten der verwendeten
Elemente und den angegebenen Leistungsstufen berechnet. Beispiele fiir rasterelektronenmikroskopische
(SEM) und transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahmen sind in Abb. 1 dargestellt.

Antibakterielle Tests. Die bakteriellen Tests wurden mit Staphylococcus aureus (S. aureus, DSMZ 1104)
aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig, Deutschland)
durchgefiihrt. Die S. aureus-Kulturen wurden (ber Nacht in Hirn-Herz-Infusionsbriihe (BHI-Bouillon,
bioMerieux, Lyon, Frankreich) bei 37 °C in einem Schuttelwasserbad (JULABO GmbH, Seelbach,
Deutschland) geziichtet und die Bakterienkonzentrationen durch Tribungsmessungen (Densichek-
Tribungsphotometer, bioMerieux) bestimmt. Die Adhésion und Pro- liferation von S. aureus auf den
verschiedenen Nanopatch-Mustern wurde mit einem tropfenbasierten Versuchsaufbau analysiert, wie bereits
berichtet10'*. Kurz gesagt wurden 30 pL einer Bakterienldsung in BHI-Bouillon mit % Zellen pro ml (CFU/
mL) in die Mitte jeder Testprobe gegeben und anschliefend 24 Stunden lang in einer feuchten Kammer
(wassergeséttigte Atmosphdre) unter Zellkulturbedingungen (37 °C, 5 % CO: ) bebritet. AnschlieRend
wurden die Tropfen abgesaugt, seriell verdiinnt (1:1%4) und zur quantitativen Analyse der plankentonischen
Bakterien auf Columbia-Blutagarplatten (bioMerieux) ausgeplattet. Die qualitative Analyse der anhaftenden
Bakterien erfolgte durch SYTO-9-Farbung (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und wurde
durch Fluoreszenzmikroskopie (Mikroskop BX61, Olym- pus, Hamburg, Deutschland) nachgewiesen.
Silberacetat- (AgCz Hs Oz, AgAc) und Kupfersulfat- (CuSOs ) Lésungen wurden als ionische Kontrollen
fir die antimikrobielle Aktivitdt von Ag bzw. Cu verwendet. Jede Ldsung wurde in sterilem Reinstwasser
hergestellt und auf den Gesamtmetallgehalt normiert (d. h. 100 ug/mL AgAc enthélt beispielsweise 100 pg/mL
Aqg). Verschiedene Bakterienkonzentrationen (1%, 1%, 15 CFU/mL) von S. aureus wurden 24 Stunden lang in
BHI mit verschiedenen Konzentrationen von AgAc- und CuSO. -Lésungen (0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10, 25, 50
pg/mL) in 96-Well-Mikroplatten mit einem Gesamtprobenvolumen von 200 pL unter Zellkulturbedingungen
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inkubiert. AnschlieBend wurde die Quantifizierung der lebensfahigen Zellen mit dem AlamarBlue-Assay
durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakteriensuspensionen mit 20 puL des AlamarBlue-Reagenzes (Invitrogen) bis
zum sichtbaren Farbumschlag inkubiert und die Fluoreszenzintensitit bei 590 nm mit einem
Mikroplattenlesegerat (FLUOstar Optima, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) ausgewertet.
Die Daten der behandelten Kulturen (Mittelwert = SD) sind als Prozentsatz der unbehandelten Kontrollen
(Bakterien, die ohne AgAc oder CuSO kultiviert wurdens ) angegeben.

Antivirale Tests. Zur Bewertung der Inaktivierungskapazitat von auf Si/SiO. gesputterten Diinnschichten
(siehe Sputterdeposition von Diinnschichten) wurden 25 pL SARS-CoV-2 (hCoV-19/Germany/BY-Bochum-
1/2020; GISAID accession ID: EPI_ISL_1118929; 8,8 x106 TCIDso /mL) wurden in die Mitte jeder Testprobe
getupft und 1 hlang inkubiert.
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und 24 h bei Raumtemperatur (22 £ 1 °C) und 32 + 1 % Luftfeuchtigkeit. Das Virus wurde durch Zugabe von
225 pL Dul- becco's modified Eagle's medium (DMEM, ergénzt mit 10 % (v/v) fetalem Kélberserum (FCS), 1
% (v/v) nicht-essentiellen Aminosduren, 100 IU/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin und 2 mM L-
Glutamin) gewonnen. AnschlieBend wurden die Virustiter durch einen Endpunktverdiinnungstest an
VeroE6-Zellen (freundlicherweise von C. Drosten und M. Mller zur Verfligung gestellt) bestimmt, die einen
Tag vor der Titration mit 5 x % Zellen/ml in DMEM ausgesat wurden. Die verbleibenden TCIDso wurden
nach Spearman und Kérber berechnet.

Fur die antimikrobiellen Tests wurden Silberacetat- und Kupfersulfatldsungen als ionische Kontrollen
verwendet. Daher wurde SARS-CoV-2 mit verschiedenen Konzentrationen von AgAc- und CuSO4 -L&sungen
(1,0,25, 5,0, 10, 25, 50 pg/mL) versetzt und fir 1 h und 24 h bei Raumtemperatur bebritet. Die verbleibenden
Virustiter wurden wiederum durch einen Endpunkt-Verdiinnungstest mit anschlieBender TCID-Berechnung
quantifiziertso .

Induktiv gekoppelte Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS). Mit ICP-MS wurde die Menge der
lonen bestimmt, die bei Kontakt mit der zu untersuchenden Oberfl&che in das virushaltige Medium freigesetzt
werden. Die Verdinnungen wurden auf einen Kalibrierungsbereich zwischen 1 und 100 ppb eingestellt, was
dem hoheren Konzentrationsteil der linearen Kalibrierungskurve entspricht. In Ubereinstimmung mit den
Kalibrierungsmessungen wurden die Proben mit 2% HNOs angesduert. Um Mehrfachmessungen zu
ermdglichen oder die Verdiinnung derselben Probe weiter anzupassen, wurden 10 mL Probenldsung durch
Zugabe von 300 pL einer ultrareinen 69%igen HNOs (Roth, Supra-Qualitét), grindliches Mischen und
Auffullen auf 10 mL zur Einstellung einer S&urekonzentration von 2% gewonnen. Die Proben wurden mit
einem iCAP RQ-System von Thermo Fisher Scientific im KED-Modus analysiert.

Statistik. Die statistische Analyse der antibakteriellen Wirkungen wurde mittels einseitiger ANOVA mit
Bonferroni-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Die statistische Analyse der antiviralen Wirkungen erfolgte durch
eine Zwei-Wege-ANOVA in einer Mixed-Effects-Analyse mit Dunnet-Mehrfachvergleich. p-Werte < 0,05
wurden als statistisch signifikant angesehen.

Verfigbarkeit von Daten
Alle im Rahmen dieser Studie gewonnenen oder analysierten Daten sind in diesem veroffentlichten Artikel
enthalten.

Eingegangen: 29. Oktober 2021; Angenommen: 12. April 2022
Published online: 03 May 2022
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