DNA-Aggregations-Display zur Prifung
der Dry-Penetration an OP-Textilien

IGF 21187 N

Mehrweg-Operationstextilien (OP-Textlien) haben gegenwartig in
Deutschland einen geringen Marktanteil, trotz ihrer Uberlegenheit
hinsichtlich Qualitat und Tragekomfort gegenuber Einweg-OP-Tex-
tilien. Die Wettbewerbsfahigkeit von Mehrweg-OP-Textilien wird u.a.
durch hohe Aufwendungen fur Prufungen zur Bestatigung der per-
manenten Einhaltungen der in EN 13795 genannten Kriterien fur die
Gebrauchstauglichkeit dieser Medizinprodukte belastet.

Die vorgeschriebenen Prufungen beinhalten unter anderem die
Testung der Barrierewirkung gegenuber Keimpenetration im tro-
ckenen Zustand (Dry Penetration) entsprechend ISO 22612, Die
normative Prufmethode sieht den Einsatz von Bacillus atrophaeus
Sporen vor. Penetrierte Bakteriensporen werden hierbei durch klas-
sische Kultivierungsverfahren nachgewiesen, was eine Prufdauer
von mindestens 4 Tagen bedingt. Die Prufung kann daruber hinaus
nur von spezialisierten mikrobiologischen Laboren durchgefuhrt
werden, was einen entsprechenden Zeit- und Kostenaufwand ver-
ursacht.

Ziel des Projekts war die Entwicklung eines einfachen, innerbe-
trieblich anwendbaren Schnelltests zur Prufung der Dry Penetration
aquivalent zur Prufung nach I1SO 22612. Dazu wurden die norma-
tiv eingesetzten Prufmikroorganismen durch Surrogatpartikel aus
[Polyamin mit vergleichbarem Durchmesser substituiert, penetrierte
Surrogatpartikel sollten mit einem mehrfach einsetzbaren DNA-
Aggregations-Display detektiert werden. Wenn Surrogatpartikel auf
das Display Ubertragen werden, losen sich diese in dem darauf be-
findlichen wassrigen Medium auf. Die positive Ladung der Polyami-
ne bewirkt eine Aggregation der negativ geladenen DNA-Molekule
sowie der daran gekoppelten Aggregations-induzierten Emissions
(AIE)-Fluorophore. Die Aggregation der DNA fuhrt somit zur Bildung
eines Fluoreszenzsignals (turn-on).

Als ein fur Surrogatpartikel geeignetes polykationisches Amin er-
wies sich Spermin. Die durch das Pruftextil penetrierten Partikel soll-
ten auf einem sogenannten Oleogel (hydrophobes Tragermaterial)
aufgefangen und auf das DNA-Aggregations-Display transferiert
werden. Fur die Entwicklung eines Tragermaterials wurden verschie-
dene Oleogele hergestellt und verglichen.

Fortsetzung auf Seite 2
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DNA-aggregation-display for testing dry
penetration on surgical textiles

IGF 21187 N

Reusable surgical textiles (OR textiles) currently have a small mar-
ket share in Germany, despite their superiority in terms of quality
and wearing comfort compared to disposable OR textiles. The
compelitiveness of reusable surgical textiles is burdened, among
other things, by high expenses for tests to confirm permanent
compliance with the criteria for the fitness for use of these medi-
cal devices specified in EN 13795.

The prescribed tests include, among others, the testing of the
barrier properties against germ penetration in the dry state (dry
penetration) according to 1ISO 22612.

The normative test method provides for the use of Bacillus at-
rophaeus spores. [Penetrated bacterial spores are detected by
classical cultivation methods, which requires a test duration of
at least 4 days. Furthermore, the testing can only be carried out
by specialised microbiological laboratories, which causes a cor-
responding expenditure of time and money.

The aim of the project was to develop a simple, in-house applica-
ble rapid test for testing dry penetration equivalent to the test ac
cording to ISO 22612. For this purpose, the normatively used test
microorganisms were substituted by surrogate particles made
of polyamine with a comparable diameter; penetrated surrogate
particles were to be detected with a DNA-aggregation-display
that can be used several times. When surrogate particles are
transferred to the display, they dissolve in the agueous medium
on top. The positive charge of the polyamines causes aggrega-
tion of the negatively charged DNA molecules and the aggrega-
tion-induced emission (AlE)-fluorophores coupled to them. The
aggregation of the DNA thus leads to the formation of a fluores-
cence signal (turn-on).

Spermine proved (o be a suitable polycationic amine for surro-
gate particles. The particles penetrated by the test textile were to
be collected on a so-called oleogel (hydrophobic carrier material)
and transferred to the DNA aggregation display. For the develop-
ment of a carrier material, different oleogels were produced and
compared.
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Oleogele basierend auf Paraffindl und -wachs erwiesen sich
als geeignete Trager zum Auffangen und zum Transfer der Sur-
rogatpartikel. Zur Entwicklung des DNA-Aggregations-Displays
wurde zunachst eine geeignete Methode zur Kopplung von DNA
auf Glasoberflachen identifiziert und in weiteren Versuchen mit
Fluorophor-markierter, einzelstrangiger DNA optimiert. Die fur das
Display benotigte lange, doppelstrangige DNA konnte mittels [Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) synthetisiert werden. Als geeigneter
AlE-Fluorophor erwies sich TPE-Benzaldehyd (4-(1,2,2-Triphenyle-
thenyl)benzaldehyd), welches kovalent an Spermin gekoppelt wur-
de und bei Aggregation der DNA ein deutliches on/off-Verhalten
der emittierten Fluoreszenz zeigte.

Die durch Polyamin ausgeloste Aggregation immobilisierter und mit
6-Carboxyfluorescein funktionalisierter DNA konnte fluoreszenz-
mikroskopisch nachgewiesen werden. Unter Einsatz von AlE-funk-
tionalisierter DNA lief3 sich noch keine fur einen Nachweis mit dem
Auge benotigte Fluoreszenzintensitat generieren. Nach Steigerung
der Fluoreszenzintensitat erlaubt die raumlich begrenzte Bildung
von Fluoreszenzsignalen auf dem DNA-Aggregations-Display die
Quantifizierung der penetrierten Partikel mittels Auge oder automa-
tisiert mittels Kamera und Bildauswertungsverfahren.

Der Entwicklung von einfachen und von den Aufbereitungsbetrie-
ben betriebsintern durchfuhrbaren Schnelltests kommt eine hohe
Bedeutung bei der Qualitatssicherung und der Reduktion der Kos-
ten fur die Qualitatssicherung zu. Betriebsintern durchfuhrbare und
preisgunstige Schnelltests erlauben es textilen Dienstleistungsun-
ternehmen, zusatzliche Prufungen auch jenseits der in Auftrag ge-
gebenen normativen Prufungen durchzufuhren oder kurzfristig zu
prufen, ob ein aufbereitetes Textil mit optisch auffalligen Verande-
rungen noch den Gebrauchsanforderungen entspricht, da solche
Veranderungen nicht zwangslaufig mit einem Verlust der geforder-
ten Funktionalitat korrelieren. Somit kann durch Schnelltests eine
zeitnahe Prufung erfolgen, ob das entsprechend Textil aussortiert
werden muss oder in Verkehr gehalten werden kann.

Der Forschungsbericht ist auf Anfrage beim
wfk - Cleaning Technology Institute erhaltlich.
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Oleogels based on paraffin oil and wax proved to be suitable
carriers for capturing and transferring the surrogate particles.
To develop the DNA aggregation display, a suitable method
for coupling DNA on glass surfaces was first identified and
optimised in further experiments with fluorophore-labelled, sin-
gle-stranded DNA. The long, double-stranded DNA required for
the display could be synthesised using polymerase chain re-
action (PCR). A suitable AlE fluorophore proved to be TIPE-ben-
zaldehyde (4-(1,2,2-triphenylethenyl)benzaldehyde), which was
covalently coupled to spermine and showed a clear on/off be-
haviour of the emitted fluorescence when the DNA was aggre-
gated.

The aggregation of immobilised DNA functionalised with 6-car-
boxyfluorescein triggered by polyamine could be detected by
fluorescence microscopy. Using AlE-functionalised DNA, it was
not yet possible to generate the fluorescence intensity required
for detection by eye. After increasing the fluorescence intensi-
ty, the spatially limited formation of fluorescence signals on the
DNA-aggregation-display allows the quantification of the pen-
etrated particles by eye or automated by means of camera and
image analysis methods.

The development of simple rapid tests that can be performed
in-house by the reprocessing plants is of great importance for
quality assurance and the reduction of quality assurance costs.
In-house, low-cost rapid tests allow textile service providers to
carry out additional tests beyond the normative tests ordered or
to check at short notice whether a processed textile with visually
conspicuous changes slill meets the requirements for use, since
such changes cannot necessarily be correlated with a loss of the
required functionality.

In this way, rapid tests can be used to determine in a timely man-
ner whether the textile in question must be sorted out or can be
keptin circulation.

The research report is available on request from the
wfk - Cleaning Technology Institute
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