Anvendelse al membranfiltrering til

sterilisering af drikkevand for forsegsdyr, der lever
under kontrollerede forhold

Af Benny Bjerregaard, MILLIPORE Scandinavia
(Kebenhavn, Goteborg, Oslo, Helsingfors)

Et af de grundproblemer, man star
overfor ved pasning af forsegsdyr,
der lever under kontrollerede betin-
gelser, er at kunne forsyne dyrene
med et ukontamineret drikkevand.
Metoder som klorering og syrning
bliver anvendt, men hvor sterilitet
anskes/kreves, bruges som oftest
autoklavering.  Autoklavering er
imidlertid forbundet med en del be-
sveerlige manipulationer, herunder
pafyldning pa flasker og efter selve
autoklaveringen, indslusning 1 det
kontrollerede omrade — eventuelt
ogsa overfersel fra flasker til selve
fodesystemet til dyrene og endelig
dispensering til dyrene. Autoklave-
ring er ogsa dyr bade i forbrug af
arbejdskraft og energi. Steriliserin-
gen ma nedvendigvis foretages por-
tionsvis 1 stedet for »on-line« og
kontinuerligt.

Et lettere og billigere alternativ er
at sterilisere ved hjzlp af membran-
filtrering og iser ved brug af de
sterile klar-til-brug enheder, der
idag er pa markedet. I det folgende
gennemgas principper for og en
reekke lesninger med membranfil-
trering af drikkevandet til dyrene.

Filtertyper:

Filtre kan opdeles i to grupper: dyb-
defiltre og net (screen) filtre i over-
ensstemmelse med deres virkemade.

DYBDEFILTRE bestar af et sam-
menpresset materiale, eksempelvis
fibre eller partikler. Herved danner
materialet nogle tilfeldige passager,
hvorigennem vasken kan lebe. Uren-
heder opfanges i filtermaterialet bl.
a. ved adsorption til dette. Dybde-
tiltre har ifelge sagens natur ikke
nogen porestorrelse, hvorfor man
eksperimentelt ma bestemme en no-
minel tilbageholdelsesgrad for en
given kornsterrelse (under kontrol-
lerede tryk og stremningsforhold).
Dybdefiltrets force ligger deri, at
det har en stor smudskapacitet — dog
kan de tilbageholdte kontaminanter
langsomt blive presset dybere og
dybere ned og til sidst helt igennem
filtermaterialet. Selve filtermateria-
let vil under uheldige omstzndighe-
der kunne losrive sig og overferes til
filtratet.

NETFILTRE fungerer i princip som
en almindelig kekkensi. Det tilbage-
holdte materiale befinder sig pa
overfladen af det sterrelsesmeessige
veldefinerede net.

MEMBRANFILTRET kan karakte-
riseres som en mikropores si. Det
kan porestorrelse-bestemmes og ga-
ranterer herved en 1009/y tilbage-
holdelse af partikler og mikroorga-
nismer sterre end den angivne pore-
storrelse — dette uafhzngigt af tryk
og stremningsforhold. Filtermateria-

61



let er et hele, hvorfor der ikke er
noget, der kan lgsrives og derved
afgives til filtratet. Den homogene
struktur hindrer ogsd, at mikroorga-
nismer vokser igennem. Millipore
membranfiltre er fremstillet af bio-
logisk inaktive cellulose esthere eller
andet polymert materiale, der sik-
rer brugeren forskellig kemisk mod-
standsdygtighed. Membranfilter type
GS (general sterilization) har en po-
restorrelse pa 0,22 my (=* 0,02 my)
og bruges normalt til sterilisering af
vand og vandige oplesninger. Da
den mindste bakterie (tilherende
pseudomonas familien) har en gen-
nemsnitlig minimum-diameter pa
0,8 my, er det altsd nedvendigt at
bruge et filter med mindre porestar-
relse for at sikre en 100 9/ tilbage-
holdelse og dermed sterilitet. Dyb-
defiltre ber ikke anvendes til sterili-
seringsformal, da de ikke kan garan-
tere en 1009/ tilbageholdelse, og
der kan naturligvis ikke tales om et
eks. 98 %/ sterilt vand. Derimod er
dybdefiltre velegnede til beskyttelse
af membranfiltre, idet de wvil for-
leenge levetiden ved at forfiltrere
det meste smuds fra. Normalt an-
vendes et 0,5 my nominelt glasfiber
dybdetilter til beskyttelse af et 0,22
my membranfilter.

Trykkilder

En filtrering kraever naturligvis en
trykdifferens over filtersystemet for
at fa en vaskestrom igennem. Ved
sterilisering af hanevand bruges blot
hanetrykket, men hvor der er tale
om tilberedninger, eksempelvis til-
setning af naringsmidler, bruges
der et reservoir (tryktank), hvorfra
vandet sa presses gennem filtersy-

stemet ved hjalp af overtryk i form
af luft/gas eller pumpe.

Sterre volumina, der eksempelvis har
gennemgdet en renseproces (destilla-
tion, omvendt osmose), kan fremfe-
res til de enskede rum eller afdelin-
ger fra en opsamlingsbeholder ved
hjelp af en pumpe og helst i et re-
cirkulations - kredsleb  (stabiliserer
trykforholdene ved abning og luk-
ning af tappepunkter). Den anvend-
te pumpe ber vere af saniter udfe-
relse, hvilket vil sige let adskillelse
0g rengering.

Dimensionering af system

Ved sammensetning af et filtersy-
stem ma der tages hensyn til bl. a.
felgende forhold: ensket filtrerings-
hastighed, total kapacitet, arbejds-
tryk. Filtreringshastighed og total
kapacitet er direkte proportionelle
med filterarealet. Hastigheden er
ogsa proportional med arbejdstryk-
ket, men aftager i takt med, at fil-
tret tilstopper. Et filter kan anses
for tilstoppet, nar det ikke langere
kan levere det enskede flow med det
givne tryk 1 systemet. Specielt ved
gnotobiologisk arbejde er totalkapa-
citeten vigtig, da et for tidligt til-
stoppet filter vil betyde en afbrydel-
se ved filterskift og med deraf pa-
falgende risiko for kontaminering.
Ved dimensionering af sterre anlag
foretages der gerne en filtrerings-
test, udfra hvilken det sa er muligt
at sammensatte det mest effektive
og skonomiske system.

Sterilitet

Ved sterilfiltrering skal filtersyste-
met selvielgelig ogsd vare sterilt.
Dette opnds enten ved simpelthen at



bruge de navnte klar-til-brug enhe-
der, der er prasteriliserede og som
bortkastes efter brug, eller man ste-
riliserer sit filtersystem rent fysisk,
normalt ved at foretage autoklave-
ring ved 121°C i passende tidsrum.
Sterilisering kan ogsd foregd kemisk
ved hjzlp af ethylen-oxid, formalin
eller natrium-hypochlorit. Senere i
artiklen naevnes nogle eksempler,
hvor pereddikesyre har varet an-
vendt med godt resultat.

Eksempler pa filtersystemer

P& fig. 1 er vist et Duplex arrange-
ment, hvor to sterilfiltre sidder 1 se-
rie — et udenfor og et indenfor iso-
latoren. Dette princip giver den for-
del, at man ved en eventuel tilstop-
ning af ferste filter ikke behover at
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Isolatorer

Duplex filtersystem
a. Tilgangstilter (behever ikke vere
sterilt).
b. Sterilt slutfilter.
xy. Ventiler, der tillader filterskift og
evt. tilledning af kammer-sterilise-
ringsmiddel.

bryde sterilitet og isolation for at
skifte dette.

Millipores Millex (0,22 my), 25 mm
i diameter, engangsfiltre i den nzvn-
te opstilling er velegnede til foedning
af et enkelt dyr, f. eks. mus, for for-
sog 1 en sterrelsesorden af tre ugers
varighed. (Millex sterilfiltrerer ogsé
let ved hjezlp af en sprejte).

Til sterre fodemaengder, eksempel-
vis til isolatorer, med 2—-3 mus eller
en enkelt rotte, er filter og holder i
47 mm passende. Holdere i denne
storrelse leveres ikke presterilise-
rende klar-til-brug, hvorfor man
selv ma foretage sterilisering ad ke-
misk vej eller ved hjalp af auto-
klave. Ved filterskift er det ikke
nodvendigt at sterilisere det yderste
tilter. Eksperimentvarighed 6 uger
eller mere.

Millipore Twin-90 (2 X90 mm 1 dia-
meter) er igen et prasteriliseret en-
gangsfilter-og-holder i et. Det kan
karakteriseres som det maske mest
anvendelige filter til gnotobiologisk
og SPF dyrepasning, idet Twin-90
er passende for en inkubator inde-
holdende eksempelvis 5 lag a 5 mus
ller 2X3 rotter. I nyligt afsluttede
forseg gav Twin-90 sterilt vand
1igennem 14 uger.

Store mangder vand som til central
fedning af SPF-rum, afdelinger, etc.
eller for isolatorer med sterre dyr
kraver et stort flow og derfor sterre
filterovertlader. Her bruges cart-
ridge filtre (patroner), der i forbin-
delse med slutfilter pd de enkelte
tappesteder klarer opgaven — se ven-
ligst fig. 2-8. I Europa er der syste-
mer i brug, der kontinuerligt leve-
rer sterilt vand til SPIF afdelinger
med op til 30.000 dyr og med total
meengde pa over 200.000 m?.



Typisk system til centralforsyning 1 SPF rum
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System Sterilisering

Det simpleste er at anvende engangs-
filter-enhederne, men hvor man af
eskonomiske grunde foretrazkker at
bruge filterholdere (plast eller stal)
og lese filtre — ja, her ma der fore-
tages sterilisering.

ikke-pulserende cyklus. Detaljeret
vejledning felger med filterholderne,
men folgende generelle punkter kan
fremhaeves:

Typisk on-line system for storre dyr
1 tsolation (kalv/gris)
Fig. 8.
a. Forfilter grov (0,8 my)
b. Forfilter fin (0,3 my)
c. Twin-90 sterilfilter
d. Isolatorer
xy. Ventiler, for udskiftning af filtre
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1. Overstig ikke 121°C.

2. Brug ikke hurtig evakuering —
vakuum/damp pulsering vil kun-
ne strackke membranfiltrene og
eventuelt odelaegge dem.

3. Filterholderen spandes »let« for
autoklavering og efterspaendes
fer brugen. Det giver membran-
filtrene mulighed for at arbejde.

4. Dampen ma ikke indeholde aro-
matiske aminer, da disse edelag-
ger cellulose membranerne.

5. Grundig rensning af filterholdere
og efterskylning til fjernelse af
vaskemidler og andre alkaliske
forbindelser fer autoklavering er
vigtig.

6. Tildek ind- og udgange med
kraftpapir, ikke uigennemtreen-
geligt alu-folie el. lign.

In-line dampsterilisering kan kun
foretages med filterholdere af en
speciel konstruktion, der beskytter
membranen.

Kemisk sterilisering

Da det er let og da der i evrigt er
et stigende forbrug af kemiske steri-
liseringsmidler, er der gjort forseg
med at udarbejde optimale metoder
ved brug al pereddikesyre i forbin-
delse med membranfilter-systemer.
Resultaterne har veret helt igennem
tilfredsstillende, og det folgende gi-
ver en summering, der vil kunne
bruges som rettesnor.

a. 49/ pereddikesyre (vandig) op-
losning. Hele filtersystemet fyl-
des op inkl. tilherende slanger
etc. og henstar i 30 minutter.
Herefter skylles med maximalt
flow 1 andre 30 minutter. Bade

pereddikesyre og vand skal vare
filtreret for at beskytte filtret
mod tilstopning.

b. Pereddikesyre damp er nok den
mest effektive made at sterilisere
filtersystemer pa. Hele systemet
inkl. isolatorer kan nemlig in-
line steriliseres, og der findes
automatiske dampgeneratorer pa
markedet, eksempelvis »Sterivap
GL« (Cie Aerovap., 19, Rue de
la Varenne, 94100 Saint Mauer,

rankrig). Der anvendes normalt

en 109 oplesning. Fer selve
fordampningen opvarmes oples-
ningen til 40°C. Bweregassen er
normalt trykluft. Afheengig af
systemets storrelse er kontaktti-
den ca. 2 timer ved damp flow
pa op til 120 lpm. For filtersy-
stemet tages 1 anvendelse anbe-
fales en afgasnings-periode pa
5-6 timer.

c. Pereddikesyre spray.

Normalt er en 2-10 %/ oplesning
velegnet til sterilisering af ud-
vendige overflader pa filterhuse
for introduktion 1 det sterile
milje. Da det vil vere svert at
fa tilstreckkelig kontakt indven-
dig i filterholderne, bruges spray
kun til eksterne overflader, og
her er en kontakttid pa 20-30
minutter tilstraeckkelig.

Vandbehandling
Hvor der enskes en oprensning af
vandforsyningen, bruges normalt

destillation eller eventuelt ionbyt-
ning. Et nyt alternativ er omvendt
osmose, der vil reducere indholdet
af opleste stoffer, ligesom det mi-
krobielle indhold fjernes fra ravan-
det.
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Det er udenfor denne artikels ram-
me at beskrive denne teknik, men
det kan ganske kort nevnes, at der
er tale om en membranteknik, og at
der tilbageholdes organisk materiale,
ioner, mikroorganismer og partikler.
Kun vandmolekylerne passerer, og
»filtratet« opsamles i et reservoir og
/eller bruges. Detaljeret litteratur
kan rekvireres.

Konklusion

Membranfiltrering er — ikke mindst
med tanke pa energi- og arbejds-
kraftbesparelser — et gkonomisk og
sikkert alternativ som metode for
oprensning og sterilisering af drik-
kevand til forsegsdyr, der lever un-
der kontrollerede betingelser.

Som vist kan dette ske on-line og
kontinuerligt direkte til det/de en-
kelte dyr.

SCAND-LAS NYE AUDIOVISUELLE PROGRAMMER
Laboratory Animals: Handling and Basic Techniques

Sl Ll

The Labarotory House
The Laboratory Rat
The Laboratory Rabbit
The Laboratory Cat
The Laboratory Dog

Hvert program bestar af 36 dias og 1 kassetteband med engelsk
kommentar. Manuskript til den engelske tekst medfelger. Pris
pr. program Nkr. 345—; Nkr. 1.550,— for alle fem programmer.
Priserne er excl. forsendelsesomkostninger.

Serien kan bestilles ved at udfylde og indsende nedenstdende
kupon til: Universitetsforlaget, Postbox 7608, Skillebek, N-Oslo 2.

Rlg. programmer enskes tilsendt:
1. The Laboratory Mouse
. The Laboratory Rat
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3. The Laboratory Rabbit
4. The Laboratory Cat
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. The Laboratory Dog
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