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6 Adsorptionsfiltration von Viren
mit Seitz-Entkeimungsfiltern

1. Teil
Von-H. Wilke und J. Albrecht
Mit 1 Abbildung

Auf dem Gebiet der Virusfiltration sind in den letzten 30 Jahren viele
interessant- Untersuchungen durchgefiihrt und dabei wichtige Ergebnisse
gewonnen worden In manchen Fillen zeigten sich jedoch gewisse Wider-
spriiche, die vielleicht dadurch zu erklidren sind, dafl bei der Auswertung
der Versuche die Elementarvorginge in den Dbenutzten Filter nicht
immer geniigend beriicksichtigt wurden )

Die ,Filtration“* kleiner Partikel ist bei keinem der bekannten Filter-
medien ausschlieBlich eine Folge der PorengréBe. Selbst in den Filter-
membranen welche die allgemeine Vorstellung von einer ,Siebung‘ der
Teilchen noch am ehesten verwirklichen. treten komplizierte Sorptions-
vorgidnge auf, die in Verbindung mit den meist hinzutretenden Ver-
stopfungserscheinungen zu Fehlschliissen flihren kénnen Membranfilter
sind nur in makroskopischer Sicht zweidimensionale Siebe mit rein
mechanischer Trennwirkung. Deshalb sollten Versuche iiber die GroBen-
bestimmung von Viren auch hier nur unter Berucksichtigung aller phy-
sikalisch-chemischen und kolloidchemischen Filtervorginge ausgewertet
werden.

Noch komplizierter wird die Beeinflussung des Filtervorganges bei
starren Tiefenfiltern, die vorwiegend aus keramischem Material gefertigt
werden. Hierzu rechnen Chamberlandkerzen (Porzellanmasse) Berkefeld-

* In der #lteren mikrobiologischen Literatur spielt der Begriff ,filtrierbar
eine besondere Rolle zur Charakterisierung der Viren. Dieser Begriff sollte
jedoch heute nur noch in der Bedeutung gebraucht werden, die in Uberein-
stimmung mit der allgemein giiltigen Nomenklatur in Wissenschaft und Technik
steht 3. Danach sind Partikel ,filtrierbar“, wenn sie in oder auf einem Filter-
medium abgeschieden werden Die Teilchen, die mit der fliissigen oder gas-
formigen Phase das Filter passieren, diirfen demnach nicht als ,filtrierbar*
bezeichnet werden, wie dies gelegentlich noch geschieht.

B 70243/1 2.0 5~
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filter (gefrittete Kieselgur) und Glasfritten (Schottfilter). Bei diesen Filter-
medien ist ebenfalls weniger die physikalisch bestimmte, mittlere Poren-
grofle fiir den Filtrationseffekt maBgebend als eine Reihe anderer fil-
trationsbeeinflussender Faktoren. Wegen der fiir virologische Arbeiten
meistens gewdéhlten geringen Porenweiten spielt dabei die nie véllig
auszuschaltende Blockierung der Durchginge durch Begleitstoffe und
Verunreinigungen der Substrate sowie durch die Mikroorganismen selbst
eine besondere Rolle.

Besonders uniibersichtlich scheinen jedoch die Verhiltnisse bei der
dritten Gruppe der Entkeimungsfilter, nidmlich bei den Seitz-Filter-
schichten zu liegen. Hier handelt es sich um lockere Tiefenfilter mit nicht
definierter Porenausbildung, bei denen von einer siebartigen Beeinflussung
so kleiner Partikel wie Viren nicht gesprochen werden kann. Wie unten
ausgefiihrt, handelt es sich um teilweise adsorptiv wirkende Filter, die
fir Arbeiten in der Praxis den Vorteil der geringen Neigung zur Ver-
stopfung haben.

Flr jedes dieser drei Filtermcdien bestehen bestimmte Verwendungs-
moglichkeiten. Sollen durch Filtrationsversuche Werte fiir TeilchengréBen
und Teilchenzahlen bestimmt werden, so konnen dazu nur Membranfilter
mit sorgfiltig gestuften Porenradien herangezogen werden 4 5 1. Fiir die
Reindarstellung von Virussuspensionen sind neben Membranen auch ke-
ramische Filter verwendbar, wenn kleine Flussigkeitsmengen vorliegen.
Flir Arbeiten mit grofleren Substratmengen kommen vorwiegend Seitz-
Filter in Frage.

In jedem Fall missen die Auswirkungen der in den Substraten vor-
handenen l8slichen und unléslichen Begleitstoffe auf die Filtration einer
sorgfiltigen Prifung unterzogen werden, bevor iiber die Brauchbarkeit
eines Filterverfahrens fiir einen bestimmten Zweck entschieden wird. In
weitgehendem MagBe erfiillt die Arbeit von Uecker 16 {iber Membranfilter
in der Bakteriophagenfiltration diese Forderung.

Aufbau und Wirkungsweise der Seitz-Filter.

Seitz-Entkeimungsschichten sind 4 bis 6 mm dicke, porése Filterkartons,
die aus einer Mischung von Zellulosefasern mit fein fibrilliertem Asbest
bestehen. Diese bilden ein Geriist mit vorwiegend in einer Ebene aus-
gerichteten Fasern. Auf physikalischem Wege kann man aus Durchflufl-
messungen einen fiktiven mittleren Porendurchmesser bestimmen, der bei
den EKS-Schichten zwischen 1,2 und 1,5 u schwankt. Wenn auch nicht von
definierten Poren gesprochen werden kann, so mufl doch ein Kanalsystem
mit mittleren WandaBstinden in der gemessenen GréB8enordnung vor-
liegen. Da die meisten Viren ein bis zwei Zehnerpotenzen kleiner sind
und da es moglich ist, diese Partikel ohne Verstopfung des Filtermediums
abzufangen, kann ein Siebvorgang zur Erkldrung der Sorption in Seitz-
Schichten nicht herangezogen werden. Vielmehr ist anzunehmen, daf
im wesentlichen Adsorptionsvorgange fiir den Filtereffekt maBgebend
sind 2- % 17,
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Die Adsorptionsfihigkeit der Asbestfaserschichten ist fiir Kolloide sowie
fiir klein- und groBmolekulare Verbindungen nachgewiesen worden. Von
praktischer Bedeutung ist das Adsorptionsvermogen der Seitz-Entkei-
mungsschichten fiir die Entfernung von Pyrogenen aus wiBrigen In-
jektions- und Infusionslésungen 19,

Das Gefiige einer Seitz-Entkeimungsschicht stellt einen Kapillarraum
dar. In ihm werden durch die Faseroberflichen, die das Kanalsystem
begrenzen, adsorptive Bindungen bewirkt. Sclche Bindungen, gleichgiiltig
welcher Natur sie sind, kénnen nur erfolgen, wenn die zu bindenden
Partikel in den Bereich des Kraftraumes der Faseroberflichen gelangen,
also praktisch damit in Beriihrung kommen. Durch die grofle Zahl der
Umleitungen der Fliissigkeitsfidden werden im Fasergeriist derartige Zu-
sammenstife begiinstigt. Sie werden um so hiufiger auftreten, je dichter
die Schichten gepackt sind. Deshalb adsorbieren ESK-II-Schichten meist
besser als die durchldssigeren EKS-Schichten. Andererseits ist auf diese
Weise die merkliche Verminderung der Abscheidung von Teilchen aus
viskosen Dispersionsmedien zu erkldren. Da die Beweglichkeit der Par-
tikel herabgesetzt ist, sind auch die Zahl der ZusammenstoBe mit den
Fasern und damit die Adsorption vermindert.

Dank der Adsorptionswirkung der asbesthaltigen Filterschichten kénnen
also Viren mit diesen verhéaltnisméafig grobporigen Filtern abgefangen
werden. Das hat den Vorteil, dafi relativ groBe Filtriergeschwindigkeiten
im Vergleich zu Siebfiltern erreicht werden und gleichzeitig cine geringe
Neigung zur Verstopfung den Filtrationsverlauf begiinstigt.

Filtertechnische Aufgaben und filtrationsbeeinflussende Faktoren

Die Durchlassigkeit der Seitz-Filterschichten fiir Mikroorganismen der
GréBenordnung unter 0,1 ¢« wird in der Literatur unterschiedlich be-
urteilt & 2 10. 13, 17 Tatsachlich ist es mdglich, zu erreichen,

a) daB Viren in den Asbestfaserschichten zurtickgehalten werden, so daf}
man ein virusfreies bzw. virusarmes Filtrat erhalt;

b) daf} Viren, nicht aber griéBere Partikel (z. B. Bakterien) die Schichten
passieren. Das Resultat ist eine bakterienfreie, virushaltige Suspension.

Entsprechende Filteraufgaben, deren Effekte im Gegensatz zueinander
stehen, werden heute von der Praxis gestellt. Die Aufgabe der Virus-
eliminierung ergibt sich zum Beispiel bei der Gewinnung von Trink-
wasser aus Oberflichenwaéssern, die in beachtlichem Maf durch menschen-
pathogene Viren kontaminiert sein kénnen 7 '2. Die Losung dieser Auf-
gabe ist besonders schwierig, weil grofie Mengenleistungen erforderlich
sind. Auf der anderen Seite steht das — etwa fiir die Produktion von
Virusimpfstoffen bedeutende — Problem, reine Virussuspensionen még-
lichst ohne Titerverlust zu gewinnen, die frei von Bakterien und Gewebe-
resten sind. Wihrend frihere Untersuchungen sich vornehmlich auf die
Filtration kleiner Substratmengen (bis 100 ml) beschridnkten, ist den oben
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genannten Aufgaben die Forderung nach wesentlich gréferen Filtrat-
mengen gemeinsam.

Hinweise zur Beeinflussung der Adsorption in den Filtern geben die
allgemein giiltigen Regeln, die in der Tabelle 1 auf die Verhiltnisse der
Seitz-Filtration {ibertragen wurden. Diese keineswegs vollstandige Auf-
stellung 148t erkennen, wie groB die Anzahl der Parameter ist, die den
Vorgang der Adsorptionsfiltration bestimmen koénnen. Jede Adsorption
fuhrt friher oder spater zur Einstellung eines Gleichgewichtes, das im
wesentlichen durch die Konzentration des zu adsorbierenden Stoffes (Ad-
sorptiv) und die Menge des Adsorbens bestimmt wird. Da das Adsorbens
im vorliegenden Fall die Filterschichten sind, ist es sinnvoll, alle Ver-
suche auf die Einheit der Filterfliche zu beziehen. Da ferner die meist
unbekannte Konzentration des Adsorptivs zwangsldufig mit der Flissig-
keitsmenge gekuppelt ist, dient die pro Flicheneinheit durchgesetzte
Flussigkeitsmenge, die man als Filterbelastung bezeichnet, zur filter-
technischen Kennzeichnung des Adsorptionsvorganges, wenn ihr ent-
sprechende Durchbruchswerte zugeordnet werden.

Zur Durchfihrung der friher erwidhnten Aufgaben ist somit folgendes
anzustreben:

a) Fiir die Trinkwasserfiltration muf3 die urspriingliche Adsorptionskraft
der Filterschichten mdoglichst lange erhallen bleiben. Das Adsorptions-
gleichgewicht soll erst nach groBer Filterbelastung erreicht werden.

b) Fiir die Reindarstellung von Virussuspensionen muf3 durch adsorptions-
verhindernde Zusitze das Adsorptionsgleichgewicht so weit wie mog-
lich an den Anfang des Filtrationsprozesses verschoben werden. Die
Inaktivierung der Filterschichten sollte derart erfolgen, daBl zwar noch
alle Bakterien und Fremdstoffe zuriickgehalten werden, Viren aber
schon nach geringer Filterbelastung passieren.

Pralctische Erfahrungen bei der Gewinnung bakterienfreier
Virussuspensionen mittels Seitz-Filtration

Einer der ersten, die sich der Seitz-Filter bedienten, um Bakterien von
Viren zu trennen, war Waldmann (zit. 8) bei der Gewinnung der Maul-
und Klauenseuche-(MKS-)Vakzine. Da das Verfahren auch heute noch
praktisch unverindert gelibt wird, sollen an seinem Beispicl die Grund-
lagen der Reindarstellung einer Virussuspension in gréBerem Malstab
beschrieben werden.

Der zentrifugierte wWilirige Auszug eincs aphthds verinderten Zungenepithels
(7,5kg'1001) wird zunichst durch Seitz-Kldrschichten , K 7* vorfiltriert, um grob-
und kolloiddisperse Triibungsstoffe zu entfernen. Hierbei ist der Virusverlust
nur gering, sofern die K 7-Schichten nicht Uberlastet und dabei verstopft
werden. Man filtriert deshalb meist nicht mehr als 175 I'm? in der Klarstufc.
Nach ordnungsgemifier Vorkldrung erfolgt die Filtration durch Seitz-EKS-
Schichten, deren Normalbelastung hierbei 127.51 pro m? Filterfliche betragt.
Auch nach dem Passieren der EKS-Schichten sind in den meisten Fraktionen
des Filtrats die gleichen Virustiter wic 1in der Ausgangssuspension festzustellen.
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Tabelle 1: Adsorptionsbeeinflussende Faktoren

Adsorpt.

Partner allgcmeine Faktoien Scitz-Entkeimungsfilter Filtrationseinfliug
Adsorptionsmaterial Zellstott-Asbest 1n unter- A. abhidngig von Schichten-
{Adsorbens) schiedlichern Mischungs- sorte: Je hoher der Asbest-

verhalinis gehalt, um so starker die
Adsorption, die 1in der
Reihenfolge EK-EKS-EKS-1
-EKS-II zunimmt.

Vertellungszustand Faden-Kapiilattaum 1n A. um so groBer, je dichter

(spezifische Oberflache) 4—6 mm dicker Schicht. die ,Packung*® der Fasern.
Fiktiver mattletcr Porein-

2 durchr. der EKS 1,2—1,5 u.

2 Innere Oberfldche jc m?

5 EKS-Filterfiiche ca. 5000 m®

B Menge .es Adsorbens Lei allen Seitz-EK-Schich- A, abhdngig von Fldchen-
< im Verhaltnis zur ten ca. 1200 g/m? Filter- belastung, d.i. 1 Fllssig-

Flussigkeltsmenge fliche keit/m* Filterfidche.

Vorbeladung des Blocklerung der Adsorp- Verstopfung der Schicht.

Adsorbens tionszentren durch Fremd- Einflul der Vorfiltration
siotte des Substrates.

Kontakteeit Abhingig von Stromungs- Einstellung des A.-Gleich-
geschwindigkeit. Bei EKS- gewlchtes um so rascher, je
Schichien u. Filtrnierge- niedriger Filtriergeschwin-
schwindigkeit 350 I/m-h ca. digkeit; damit abhingig
60~ Verwellzerl vom Druck.

Konzentiation Mol/l-Teillchenzahl/l Je hoher die Konzen-
tration, um so groBer die
adsorbierte Menge und
um so rascher Einstellung

— des A.-Gleichgewichtes

z Molekilgtofle, Tecilchen »1—2 4 werden Grollere Molekiile werden
> TellchengroBe auf Filteroberfliche ge- 1m allgemeinen leichter ad-
EQ" siebt, Teilchen zw. 0,1—1 x sorbiert als kleine. Fur
39 kennen z.T. 1m Filteige-  kolloiddisperse Partikel
S8 fuige mechanisch u. Teil- gelten Adsorptionsisother-
< o chen ~<. 0,1 nur aisorptiv men n:cht immer.

E acbuncen wetden,

Grenzflachenladung Filterschichten in wéaBri- Bessere A. von positiv ge-
gem Medium normalor- ladenen Partikein und
welse negatiy geladen Molekiilen mit basischen

Gruppen.

pH-Wert pH-Wert bestimm( Grenz- In saurem Medium im all-
flichen adung des Fllter- gemeinen besser Filtr. als
materials und des Adsorp- im alkalischen. Je gi1dBer
tivs. Steigender pH bedeu- Differenz der Grenzflachen-
ltet slergende negative ladung zw. Filter u. Teil-
Ladunt, chen, um so groBer A.

Grenzflachenaktive Ladungsanderuiigen bereits Gienzflachenaktive Stoffe

£ = Begleitsubstanzen durch niediige Konzen- kdnnen A. verhindern und
BN trationen, Umladung zu Adsorbate eluicren.

g.‘:. positiven Grenzflichen

EE moglict,

§§ A1t des Dispersions- Beeinflussung des Schich- In apolaren Loésungsmitteln
o2 mittels tengefuges durch polare haben EKS-Schichten nahe-
29 und apolare Ldsungsmittel. zu doppeit so grofle Poren-
9= Losungen mit Hydroxyl- durchmesser als in H,O.
gg gruppen quellen Cellulose.

Viskositat

Stromungsgeschwindigkeit
in Filterschichten umge-
kehrt porport. der Viskosi-
tdt. Fiele Weglange der
Partikel (Brownsche Be-
wegung) umgekehrt pro-
port, der Viskositat.

Feindisperse Partikel lassen
sich um so schwieriger ab-
scheiden, je hbher die
Viskositat, Porenwandnahe
Schichten stagnierent
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Abb. 1. Verlauf der

Diese Verhélinisse sind durch die ausgezogene Kurve in Abb.1 wicdergegeben
(nach Ausfithrungen von Ubertini'%). Die Kurve zeigt, daB die ersten 3,5 bis
4 Liter, die einen m?* einer Seitz-EKS-Schicht passieren, virusfrei sind und
etwa nach Durchgang von 151 m? der urspriingliche Virustiter von 10% erreicht
wird. Entsprechend verhidlt sich das ITaemoglobin, das bei der Extraktion des
Zungenepithels in das Substrat gelangt. Bis zu 3.51 m® lauft e¢in farbloses Filtrat
ab, Mit steigendem Virustiter nimmt auch die Rotfarbung des Filtrates bis zur
Ausgangskonzentration zu, so dafl man den Farbstoffdurchbruch als Indikator
[iir die Beendigung des Durchlaufes der virusfreien Fraktion benutzen kann.
Der relativ geringe Virusverlust bel einwandfreiem Filtrationsverlauf beruht
zweifellos auf dem Gehalt der Virussuspension an Proteinen und Mucinen.

Dic Abb.1 gibt ferner ein Beispiel fur eine Filtrationsstorung bei der MKS-
Vakzine-Herstellung wieder (gestricheltc Kurve). Hierbei war insgesamt we-
niger Filtrat gewonnen worden mit nur einem Bruchteil der Virusmenge, die
normalerweise erreicht wurde., Aus einem unbekannten Grund hatte man auf
cine cinwandfreie Vorfiltration verzichtet Dadurch gelangten mit dem Virus
kolloiddisperse Trubungsstoffc in die Entkeimungsfilterschichten, was zunichst
zu einer verstirkten Sorption fihrte. Schon bevor der Gleichgewichtszustand
erreicht wurde, war eine Verstopfung des Filtergefiiges eingetreten, erkenntlich
durch Minderung der Filterleistung. Dabei nahm die Viruskonzentration rasch
ab. was im Zusammcenhang mit der reduzierten Filtriergeschwindigkeit nur
durch eine weitgehende Porenverengung zu crkléren ist, so dafl rein mechanisch

Viren nicht mehr hindurchgelassen werden.

Die Erfahrungen bei der Gewinnung der MKS-Vakzine lassen er-
kennen, dafl kleine Filterbelastungen Anlafi zu Fehlschlissen iuber dic
Wirksamkeil der Filterschichten geben koénnen. Zur Bewertung cines
Filterverfahrens sollten Uberlastungsversuche mit moglichst groBen
Flussigkeitsdurchsitzen pro Filterflicheneinheit durchgefithrt werden.
Ferner ist es wichtig, dafl die zu filtrierenden Virussubstrate durch Vor-
filtration geklart werden.

Auch bei der Poliomyelitis-Impfstof{fherstellung kommt den Filtrations-
prozessen eine grofie Bedeutung flir die Gewinnung unschidlicher und
hochwirksamer Vakzinen zu. Anstelle der urspriinglich von Salk be-
nutzten Glasfrittenfilter finden heute hédufig Asbestfaserschichten Vei-
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wendung ®. Um einen Impfstoff mit moglichst hohem Antigengehalt zu
gewinnen, hat es nicht an Versuchen gefehlt, die Virusverluste bei der
Filtration herabzusetzen. Hierzu hat man sich verschiedener Methoden
bedient, von denen folgende genannt sein sollen:

a) Wirksame Vorklirung durch wenig adsorbierende Spezialschichten.

b) Wahl einer mdoglichst kleinen Filterfliche. Lamy und Mitarb.? geben
eine Fliachenbelastung von 1500 1/m? als optimalian, was zweifellos im
Hinblick auf die Adsorptionsverluste glinstig gewahlt ist.

¢) Vorsplilen der Filterschichten mit Hartley-Bouillon. Die ,Inaktivie-
rung“ von Filtermedien mit proteinhaltigen Ldsungen ist aus den
Arbeiten liber Membranfilter und Filterkerzen schon seit etwa 30 Jahren
bekannt + 5 6 1 Fir Seitz-Filter hat man diese Methode in Form
einer Vorbehandlung mit einer Bouillonart verwendet.

d) Erhohung der Menge an Aminosiuren im Substrat 9.

e) Zusatz grenzflichenaktiver Stoffe (z. B. Tween 80). Die adsorptions-
vermindernde Wirkung grenzfldchenaktiver Stoffe fiir Seitz-Filter be-
schreiben erstmalig Lamy und Mitarb.9, die mit 0,006 °/siger Tween-80-
Losung Polioviren aus belasteten Schichten auch wieder eluiert haben.

f) Verwendung calciumfreier Filterschichten. Calciumionen kommen in
Spuren als Verunreinigung in den Schichten vor!8. IThre Wirkung wird
so erkldrt, dall Ca’ mit dem Phosphat des Virussubstrats zu Calcium-
phosphat reagiert, welchen ein grofles Adsorptionsvermigen gegen-
liber Viren zugeschrieben wird. Versuche mit calciumfrei gewaschenen
Schichten haben im Falle der Polio-Impfstoffherstellung diese An-
nahme nicht bestitigen konnen.

Die erwahnten filtrationsbeeinflussenden Faktoren wurden von uns bei
der Filtration groBerer Fliissigkeitsmengen, in denen Coli-T 3-Phagen sus-
pendiert waren, untersucht. Die Versuchsergebnisse werden in einer wei-
teren Mitteilung verdffentlicht werden.

Zusammenfassung

Nach einer Ubersicht iiber Aufbau und Funktion der Seitz-Filter werden
Aufgaben besprochen, die heute an die Virusfiltration gestellt werden. Einer-
seits sind Flissigkeiten durch Filtration von Mikroorganismen einschlief3lich
der Viren zu befreien. Andererseits wird die Gewinnung von Virussuspensionen
moglichst ohne Virusverlust gefordert, wobei alle grofieren Partikel, vor allem
Bakterien, eliminiert sein sollen. Héufig wird die rasche Filterung grofler
Flussigkeitsmengen verlangt. Das Studium der Wirkungsweise sowie praktische
Frfahrungen zeigen Moglichkeiten auf, um die genannten Forderungen zu
erfiillen.

Summary

After a survey of the structure and function of Seitz filters, current problems
arising in connection with virus filtration are discussed: In filtering liquids
the purpose may either be the elimination of all microorganisms, including
viruses, or the removal of just the larger particles, especially bacteria, from
a virus suspension without loss of virus. Furthermore, thers is frequently the
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need for a means of rapid filtration of large quantities of liquid. On the basis
of an investigation of filter function, as well as practical experience, possi-
bilities are pointed out how to meet the above requirements.

Résumé

Aprés un coup d'oeil sur la construction et la fonction du filtre Seitz on
discute des tiches qui s’imposent aujourd’hui en ce qui concerne la filiration
des virus. D’un c6té, il faut débarrasser des liquides par filtration des micro-
organismes y compris des virus. De l'autre c6té, on veut obtenir des suspensions
de virus si possible sans perte de virus, tandis que les particules plus grosses,
surtout les bactéries, doivent étre éliminées. Souvent, on demande le filtrage
rapide de grandes quantités de liquides. L’étude du fonctionnement ainsi que
les expéricnces pratigues montrent des possibilités de satisfaire a ces demandes.
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2. Teil
Adsorptionsfiltration von Viren mit Seitz-Entkeimungsfiltern

Im 1. Teil dieser Arbeit haben wir auf die praktische Bedeutung sowohl
der Reindarstellung von Virussuspensionen als auch der Abscheidung von
Viren aus Fliissigkeiten hingewiesen (8). Im Folgenden sind Versuche mit
Coli-T,;-Phagen als Virusmodell und Seitz-Entkeimungsschichten als Filter-
material beschrieben, die angestellt wurden, um den Einflu verschiedener
Faktoren auf die Filtration grofler Mengen virushaltiger Flissigkeiten zu
untersuchen.

Verstuchsanordnung:

Als Filter benutzten wir eine Apparatekombination in Edelstahlausfiih-
rung, bestehend aus einem Druckbehilter (Seitz-Einschichtenfilter Gr. 22
mit 10 Liter Fassungsvermdgen) und einem darunter mittels Schraubver-
schluB und Dichtung befestigten Laborfilter von 6 cm Durchmesser (siehe
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Abb. 1). Das Laborfilter diente zur Aufnahme der Entkeimungsschicht, die
eine Filterfliche von 20 cm?® hatte. Mit dieser Apparatur wurden jeweils
ohne Unterbrechung Filterbelastungen von 10 000 ml/20cm? (= 5000 1/m?)
erzielt. Im allgemeinen sind bei einer entkeimenden Filtration hohere Stri-
mungsgeschwindigkeiten als 350 I/m?h nicht iiblich, die bei nicht verstopften
Schichten etwa bei einem Druck von 0,5 atii erreicht werden. Da unter die<en
Verhiltnissen die Filtration einer Menge von 10 Liter durch eine Filterfliche
von 20 cm? ca. 30 Stunden gedauert hiitte, haben wir die meisten unserer
Versuche mit einem Druck von 2 atii durchgefiihrt, um zu Filtrationszeiten
innerhalb von 6—8 Stunden zu kommen. Bei einigen Versuchen wurde der
Einfluf der vom Druck abhingigen Filtriergeschwindigkeit auf den Ab-
scheidungseffekt untersucht und dabei nennenswerte Differenzen der Ab-
scheidung bei 0,8 atii und bei 2 atii nicht gefunden (siehe Tab. 1).

Es sei jedoch darauf hingewiesen, daf} fiir
praktische Arbeiten Stréomungsgeschwindig-
keiten von mehr als 350 I/m®h nicht empfohien
werden kdnnen.

Alle Versuche wurden mit der Filterschich-
tensorte Seitz-EKS durchgefiihrt, die von den
drei Seitz-Entkeimungsschichten die gréfite
Durchlissigkeit besitzt (7). Mit Hilfe der dich-
teren Schichten EKS-I und EKS-II 1ift sich
zwar eine starkere Adsorption erzielen; da je-
doch unsere Versuche auf die Filtration grofser
Flissigkeitsmengen abgestellt waren, haben
wir Schichten mit moglichst hoher Filterlei-
stung gewahlt. Fiir die meisten Versuche wur-
den Schichten benutzt, die nebeneinander aus
einer groflen Fliche herausgeschnitten waren,
um auf diese Weise die GleichmiafBligkeit des
Filtermaterials zu gewihrleisten. Als Virusmo-
dell dienten Coli-T;-Phagen, die nach Willigms
und Fraser (9) einen sechskantigen Kopf von
ca. 50 mp Durchmesser und einen kurzen
Stummelschwanz von 10 mu Lange haben. Thre
Vermehrung erfolgte in iiblicher Weise in Bouillonkulturen der Wirts-Coli-
bakterien. Zur Trennung der Phagen von den Colibakterien bzw. den Bak-
terienzellresten wurde die Suspension durch groBflichige Seitz-AS-Schichten
geleitet. Es resultierte eine bakterienfreie phagenhaltige Bouillon, die fiir
die Filterversuche mit destilliertem Wasser im Verhiltnis 1:1000 verdiinnt
wurde. Diese Fliissigkeit enthielt 10% bis 10¢ Phagen pro ml (siehe Tab. 1)
und einen aus der Nihrbouillon stammenden Eiweilgehalt von 1bis 2mg®/o.

Abb. 1. Seitz-Filterapparatur
mit grofem Aufguffiraum und
kleiner Filterflache.

Der Nachweis der Phagen erfolgte in derWeise, daB8 die zu priifende Pha-
gensuspension je nach zu erwartender Phagenzahl unverdiinnt blieb oder im
Verhiltnis 1:10, 1:100 usw. bis 1:107 verdiinnt wurde. Aus mindestens 3



10 H. Wilke und ]. Albrecht

Abb. 2. Colibakterienrasen mit Phagen-
lochern (Coli-T,-Phagen).

Verdiinnungsstufen wurden je 0,1 ml auf eine Nihragarplatte gegeben und
auf deren Oberfliche gleichmifBig verteilt, nachdem die Agaroberfliche vor-
her mit den empfindlichen Colibakterien beimpft worden war. Nach 24-
stiindiger Bebriitung wurden die im Colibakterienrasen entstandenen ,Pla-
ques” gezahlt. Als sogenannte Grofllochphagen bilden T,-Phagen Plaques
von solcher Gestalt, daf eine Zahlung leicht moglich ist (siehe Abb. 2). In
der Annahme, daf8 ein ,Plaque” im Bakterienrasen durch einen Phag her-
vorgerufen ist, wurde durch Auszdhlen der Phagenldcher auf den Agarplat-
ten, die mit der Phagensuspension in verschiedener Verdunnung beimpft
war, die Anzahl der in der Suspension vorhandenen Phagen berechnet.

Entsprechend der Verwendung von maximal 0,1 mi der zu priifenden
Suspension lag die Nachweisbarkeitsgrenze bei 10 Phagen pro ml.

In Vorversuchen haben wir die Streubreite unserer Zahlmethode ermit-
telt. Bei mehrmaligen, gleichzeitigen Bestimmungen des Phagengehaltes der
gleichen Suspension nach der beschriebenen Weise ergaben sich Streuungen
um den Mittelwert (doppelte Standardabweichung) zwischen 50 und 60%0.

Die Zahl der Phagen im Unfiltrat wurde bestimmt durch Zihlung sowohl
vor Beginn als auch nach Beendigung eines jeden Versuches, in letzterem
Fall im Rest der im Druckbehilter zuriickgebliebenen Fliissigkeit. Je nach
Durchlaufgeschwindigkeit lagen zwischen den beiden Bestimmungen Zeiten
zwischen 21/2 und 6'{2 Stunden. Eine Anderung des Phagengehaltes, insbe-
sondere eine Abnahme durch den Aufenthalt im Druckbehilter, wurde nicht
beobachtet; Differenzen der Mef3werte lagen innerhalb der Streubreite der
Methode. Das Mittel aus den beiden Werten ergab die Zahl der Phagen im
Unfiltrat.

Die Bestimmung der Phagenzahl im Filtrat erfolgte jeweils in dem ersten
Millititer der durch das Filter gelangenden Fliissigkeit sowie nach Filtration
bestimmter Mengen Phagensuspension.
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Versuchsergehnisse
a) Filtration grofer Mengen eiweilarmer Flussigkeit

8—10 Liter der 1:1000 verdiinnten Phagenbouillon (pH 6,8, Eiweilgehalt
cz 2 mg®/o) wurden in mehreren Versuchen durch 20 cm? Seitz-EKS-Schicht
filtriert. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 aufgezeichnet, wobei die angegebene
Menge filtrierte Fliissigkeit auf einen Quadratmeter Filterfliche bezogen ist.
Die mittlere prozentuale Durchlassigkeit ist aus Tab. 3, 1. Spalte und Abb. 3
und 4, Kurve A ersichtlich. Der erste Phagendurchbruch erfolgt bei einer
Belastung zwischen 1500 und 2000 1/m? Filterfliche. Mit steigender Filter-
belastung nimmt der Phagendurchgang relativ langsam zu; nach Durchgang
von 5000 l/m? Filterfliche waren im Filtrat in der Gré8enordnung 10% der
im Unfiltrat ermittelten Phagenzahl nachzuweisen. Eine Steigerung des Fil-
trationsdruckes von 0,8 auf 2 atii ergab keine Anderung der Durchla8-
quoten.

Die Durchlaufzeiten waren druckabhingig; sie betrugen im Mittel bei
einer Filterbelastung von 3000 |/m? 2%/2 h (0,8 atii) bzw. 1 h 25 min (2 atii),
bei einer Filterbelastung von 5000 1/m? und einem Filtrationsdruck von 2 atit
2 h 36 min.

Mit den Versuchen Nr. 9—11 sollte nachgepriift werden, ob im Filter vor-
handene Kalziumionen einen Einfluf8 auf die Phagenfiltration ausiiben. Die
Seitz-Entkeimungsschichten enthalten pro m? etwa 0,4—1,0 g Kalzium, das
bei der Herstellung nicht restlos aus Zellstoffen und Asbest entfernt werden
kann. Um die Schichten kalziumfrei zu machen (7), wurden sie angefeuchtet,
5 min. lang mit */50 Salzsiure durchtrinkt und anschlieBend mit 500 ml
dest. Wasser nachgewaschen. Wie die in Tab. 1 aufgezeichneten Werte zei-
gen, verhielten sich die kalziumfreien Schichten im Hinblick auf den Phagen-
durchla8 ebenso wie die unbehandelten Schichten.

b) Filtration eiweiBarmer Phagensuspensionen durch peptonvorbehan-
delte Schichten.

In den folgenden Versuchen (Nr. 12—21) wurden die Seitz-EKS-Schichten
vor der Phagenfiltration mit peptonhaltigen Fliissigkeiten vorgespiilt. Zu
diesem Zweck haben wir unter einem Druck von 2 atii in steigenden Men-
gen (100 bis 500 ml/20 cm®> = 50 bis 250 I/m?) 0,1 bzw. 0,2%ige wilrige
vorfiltrierte Peptonldsung (pH zwischen 7,0 und 7,2, Pepton der Fa. Witte)
und unmittelbar anschlieend, ohne Nachspiilung, bis zu 5000 1/m?® Filter-
fliche 1:1000 verdiinnte Phagenbouillon durch die Schichten filtriert. Die
Ergebnisse sind in Tab. 2 aufgezeichnet, wobei der Phagendurchbruch in /s
der Phagen vor dem Filter angegeben ist. Die Resultate der Versuche
Nr. 14 und 15 sowie 20 und 21 sind in Abb. 3 graphisch dargestellt (Kurven
B—E). Nach Vorbehandlung mit 50 I Peptonlésung pro m? Filterfliche unter-
scheiden sich die MeBwerte (Phagendurchbruch, Durchlaufzeiten) nicht we-
sentlich von denen, die ohne Vorbehandlung der Schichten ermittelt wurden
(Tab. 3, 1. Spalte). Mit zunehmender Intensitat der Peptonvorspiilung sind



Tabelle 1

Ergebnis der Seitz-Filtration phagenhaltiger, eiweiSarmer Fliissigkeit

Anzahl Phagen pro ml

V;rrs - D;g;k Su;}::(ri\isuironns— Vggg&ﬁﬁgigg Unfiltrat Filterbelastung (I/m? Filterfliche = ml/cm?)
’ 0,5 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
1:1000

1 08 verd. Bouillon ohne 820000 ¢ ¢ @ - ¢ - 300 X

2 0,8 ” ohne 707 500 @ 0] 0] — 10 — 1010 — 7900 X

3 0,8 . ohne 855000 O ) o - 220 1450 6480 — 28000 X

4 0,8 . ohne 1490000 ¢ ) ) — 0] 80 810 — 8640 X

5 0,8 y ohne 1110000 @ ¢ o) — (Z) ) ) o 160 X

6 2,0 . ohne 939000 O o) ) — 30 - 70 - 640 — 3150

7 20 " ohne 587500 ¢ @ o - 60 — 4470 — 24970 — 81500

8 20 " ohne 861000 @ ) ® - 0) - 190 — 3150 — 15350

HCl gewaschen,
Aquadest.

9 2,0 " nachgespiilt 236000 ) @ o 125 — 1850 ~— 7150 — 13550
10 2,0 ” " 367000 @ 0 ) 20 610 — 585 — 4300 — 151000
11 2,0 " " 146 500 O ») 0 ) 120 — 1733 — 3050 — 28430

Zeichenerklirung

: ¢» = < 10 Phagen/ml
— = nicht gemessen
= Versuch beendet

X

(4
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1000 2000 3000 4000 5000

A Filter ohne Vorbehandlung

B Vorspiilung mit 1001 0,1%sigem Pepton/m?
C Vorspiilung mit 2501 0,1%igem Pepton/m?
D Vorspiilung mit 1001 0,2%igem Pepton/m?
E Vorspiilung mit 2501 0,2%0igem Pepton/m*

Abb. 3. EinfluB der Vorbehandlung der Seitz-Entkeimungsschichten mit Peptonldsungen
auf die Phagenabscheidung.

ein verstarkter Phagendurchbrudt und verliangerte Durchlaufzeiten zu ver-
zeichnen.Die Vorbehandlung mit 250 | einer 0,2%vigen Peptonlésung pro
m? Filterfliche hatte zur Folge, daf} bereits in den ersten Tropfen des Filtrats
Phagen nachzuweisen waren, deren Anzahl nach einem Durchsatz von
250 I/m? auf 1% der Phagen im Unfiltrat anstieg. Aus zeitlichen Griinden
wurden die Versuche mit Vorspillung von 200 1 bzw. 250 1 0,2%6 Pepton
pro m? Filterfliche nach 6 h 20 min. (Filterbelastung 4000 I/'m?) bzw. 6 h
(Filterbelastung 2500 1/m?) abgebrochen.

c) Filtration eiweiShaltiger und viskoser Phagensuspensionen.

Der 1:1000 verdiinnten Phagenbouillon wurden verschiedene Substanzen
in folgenden Mengen zugesetzt: 0,1 bzw. 0,290 Pepton (Fa. Witte), 0,2%b
Laktalbumin (Fa. Difco) und 0,01% Agar-Agar (Fa. Difco). Das pH der
FiweiRlosungen lag bei 7,0, das pH der Agar-Agar-Losung bei 7,5. Diese
Fliissigkeiten haben wir in gleicher Weise wie vorher beschrieben bei einem
Druck von 2 atii durch Seitz-EKS-Schichten filtriert. In den Spalten 2—5 der
Tab. 3 ist die mittlere prozentuale Phagendurchlissigkeit von je 4 Versuchen
(mit Agar 3 Versuche) aufgezeichnet; in Abb. 4 sind die Werte graphisch
aufgetragen und mit der Kurve des Phagendurchbruches bei Verwendung
der 1:1000 verdiinnten Bouillon ohne Zusatze verglichen. Wihrend bei Fil-
tration der 1:1000 verdiinnten Bouillon der Phagendurchbruch relativ spat
begann und dann nur langsam zunahm (Kurve A), wurde nach Zusatz von
0,2%¢ Laktalbumin zum Dispersionsmittel das Adsorptionsvermogen der
Filterschichten schnell herabgesetzt (Kurve D). Nach einer Filterbelastung
von 500 1/m? war ein Durchbruch von ca. 10%0 zu verzeichnen, der in dieser
Grofenordnung bei Belastung bis zu 5000 1/m? erhalten blieb. Das Mittel
der Durchlaufzeit fiir 5000 I/m* war von 2'/2 h auf 3 h leicht erhéht.
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A 1:1000 verdiinnte Bouillon ohne Zusdtze

B 1:1000 verdiinnte Bouillon + 0,1%6 Pepton

C 1:1000 verdiinnte Bouillon -+ 0,2%/¢ Pepton

D 1:1000 verdiinnte Bouillon + 0,2°/0 Laktalbumin
E 1:1000 verdiinnte Bouillon + 0,01%s Agar-Agar

Abb. 4. Einfluf proteinhaltiger und viskoser Dispersionsmedien auf die Phagenab-
scheidung in Seitz-Entkeimungsschichten.

Auch wihrend der Filterung der peptonhaltigen Losungen war ein rela-
tiv friih einsetzender und rasch zunehmender Phagendurchbruch zu beob-
achten (Kurven B und C). Mit steigender Filterbelastung nahmen die Durch-
laufzeiten deutlich zu, so dafl die Versuche nach etwa 6 Stunden bei
1750 1/m? (0,1%0 Pepton) bzw. 1000 1/m? (0,2% Pepton) abgebrochen wur-
den. Es ist zu vermuten, da8 der Durchsatz der Losungen durch eine einset-
zende Verstopfung der Filterschichten erschwert war.

Hinsichtlich der Aufhebung der Phagenadsorption am wirksamsten er-
wies sich die 0,01%0ige Agar-Agar-Lésung (Kurve E). Bereits nach einem
Durchsatz von 100 1/m? waren im Filtrat 60% der im Unfiltrat vorhandenen
Fhagen nachzuwecisen. Mit steigender Filterbelastung nahm die Phagenzahl
im Filtrat ab, gleichzeitig war die Durchlaufzeit stark verldngert. Dies 14t
auf eine zunehmend stirker werdende Verstopfung des Filtergefiiges mit
mechanischer Retention der Phagen schliefen.

Diskussion der Versuchsergebnisse

Bei einer Erdrterung der Filtrationsmechanismen in Zellulose-Asbest-
faser-Schichten ist zu beriicksichtigen, daB viele Faktoren auf den Filtra-
tionsvorgang einzuwirken vermdgen. Da fiir den Filtereffekt im wesent-
lichen Adsorptionsvorginge maBigebend sind (8), sollten sich Untersuchun-
gen hieriiber nicht nur auf Einfliisse des Filters selbst (z. B. Porenweite)
oder der zu filternden Teilchen (z. B. Teilchengrofle), sondern vor allem auch
auf den Einflu8 des Mediums erstrecken, das als Dispersionsmittel fiir die
zu filternden Teilchen dient. Unterschiedliche Zusammensetzungen der Ad-
sorptionsmedien fiithren innerhalb des adsorbierenden Systems zu kolloid-



Tabelle 2
Phagendurchbruch nach Vorbehandlung der Seitz-Filterschichten mit eiweiflhaltigen L&sungen

Phagendurchbruch in %

Versuch-  Suspensions- Vorbehandlung der

. Schichten pro m? bei Filterbelastung (I/m? Filterfliche = ml/10 cm?)
Nr. medium Filterfliach
Hterflache 0,5 250 500 1000 2000 2500 3000 4000 5000
1:1000 501
— - 15 1,2 1,5
12 Bouillon 0,1%p Pepton ® o 0,02 0, 23
1:1000 501
( _ — 4,41
13 Bouillon 0,2%0 Pepton @ ¢ ¢ 0,006 0,28 0.82
14 1:1000 1001 @ _ @ ¢ o047 - 119 25 81
Bouillon 0,1%0 Pepton - A > ’ ! !
1:1000 1001
) - 5 _ 18,2
15 Bouillon 0,20 Pepton ® 0.05 0,72 3.72 1.8 17,5
1:1000 1501
. — , 0,34 4,05 — 45,0 39,0 43,4
16 Bouillon 0,1% Pepton @ 0,09
1:1000 1501
. 0,34 0,28 2,36 9,2 - 7,2 11,8 19,3
17 Bouillon 0,2%0 Pepton ¢
1:1000 2001
. — , 1,7 17,3 12,9 83,6
18 Bouillon 0,1%/0 Pepton ¢ 0,044 025
1:1000 2001
. 1,2 , 3,4 5,1 — 16,4 17,3 X
19 Bouillon 0,20 Pepton ® 3 099
1:1000 2501
) - 035 0,046 1,9 — 4,7 8,4 6,0
20 Bouillon 0,1% Pepton ® 0,03 g
1:1000 2501
21 . 0,005 1,5 , 4,5 3,8 22,1 X
Bouillon 0,2%0 Pepton 00 ° 27

Zeichenerklirung: siehe Tabelle 1
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Tabelle 3 =
Phagendurchbruch bei Seitzfiltration eiweihaltiger und viskoser Medien
) Phagendurchbruch in %
Suspensions- Mittel
medium aus Ver- bei Filterbelastung (I'm Filterfliche — ml/10 em?)
suchen oo 140 200 250 300 400 500 600 750 1000 1250 1500 1750 2000 2500 3000 3500 4000 5000
1:1000 Bouillon 11 7 - - - = = - = 7 - 00008 -- 002 007 02 — 13 90 -
=
) =
1:1000 Bouillon 4 ) v =
+ 0,1% Pepton - — _— 02 — — 32 — 181 44,3 44,0 84,0 23,5 X £
Pl
1:1000 Bouillon <
. 4 - — — — _ 5 ]
0,250 Pepton 0,0004 2,0 21,7 53,0 100 X s
1:1000 Bouillon
+ 0,2%0 Lact- 4 N - - - - = 89 - — 163 - - - 212 — 270 — 355 56,0
albumin
1:1000 Bouillon
+ 0,01%0 Agar- 3 Z 59,5 44,7 — 31,544,7 6,3 08 X

Agar

Zeichenerkldrung: siehe Tabelle 1
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chemischen Verdnderungen, die sowohl die Teilchen als auch die innere
Oberfliche der Filterschicht betreffen.

Bei den vorliegenden Versuchen blieben von den Adsorptionspartnern
Adsorbens und Adsorptiv weitgehend konstant, wihrend die Zusammen-
setzung des Adsorptionsmediums Verdnderungen erfuhr.

Fiir Partikel in der Art und Groe der Coli-T5-Phagen zeigten die Seitz-
Entkeimungsschichten ein starkes Adsorptionsvermogen, wenn wifrige
Medien ohne Zusitze als Dispensionsfliissigkeit dienten und die Schichten
nicht vorbehandelt waren. Aus technischen Griinden war es nicht moglich,
eine vollig eiweififreie Phagensuspension herzustellen. Abgesehen von den
Phagen selber enthielt die 1:1000 verdiinnte Bouillon ca. 2 mg®o Eiweif3-
substanzen. Im Verlauf der steigenden Filterbelastung wurden diese und
evtl. andere, im vorfiltrierten Dispensionsmittel in geringer Menge geldste
Substanzen im Filter angereichert, wodurch die langsame Abnahme der Ad-
sorptionsfihigkeit der Schichten und der Filtrier-Geschwindigkeit erklirt
werden kann.

Eine Vorspiilung der Schichten mit Peptonldsungen bewirkte eine deut-
liche Verminderung der Adsorptionskraft des Filters. Je mehr Pepton zur
Vorbehandlung verwendet wurde, um so stirker war der beobachtete Pha-
gendurchbruch. In dhnlicher Weise war eine rasche Abnahme der Adsorp-
tionsfahigkeit der Filter fiir Phagen zu verzeichnen, wenn die Eiweif3sub-
stanzen dem Dispersionsmedium zugesetzt waren. Im Vergleich zu den Kur-
ven, die nach Filtervorbehandlung erzielt wurden, waren die Durchbruchs-
kurven jetzt steiler; schon bei geringer Filterbelastung erfolgte der Phagen-
durchbruch in verstarktem Mafe. Bei Filterung der in den Peptonlésungen
suspendierten Phagen zeigte sich ferner eine Abnahme der Filtriergeschwin-’
digkeit (= Zunahme der Durchlaufzeit), wodurch nach Erreichen eines ma-
ximalen Phagendurchbruchs der Filtrationsvorgang schlieflich sistierte. Die-
ses Ereignis wird auf eine zunehmende Verstopfung des Filtergefiiges zu-
rliickgefiihrt; es fand sich in weit geringerem MaB, wenn statt des Peptons
Lactalbumin als Zusatz zur Filterfliissigkeit gewahlt wurde (siehe Abb. 4,
Kurven B und D).

Um nihere Aufschliisse iiber die Natur der Vorginge im Filtergefiige bei
Anwesenheit von Proteinen zu erhalten, haben wir an EKS-Filterschichten
dynamische Adsorptions- und Desorptionsmessungen fiir 0,1 und 0,2%
Pepton und 0,1 und 1% SerumeiweifSlosungen durchgefiihrt. Abhiingig von
der Menge der filtrierten Fliissigkeit und der EiweiSkonzentration resultie-
ren Sorptionskurven, von denen in Abb. 5 diejenige fiir 500 1/m? Spiilung
mit 0,290 Pepton wiedergegeben ist. Es wurde gefunden, dal beim Durch-
spiilen einer 0,1%sigen Peptonlosung mit einer Filtriergeschwindigkeit von
1000—2000 1/m? h bis zu 14,3 g Pepton pro m? Filterfliche, aus einer
0,2%igen Peptonldsung bis zu 24,2 g Pepton pro m?® Filterfliche von den
Schichten sorbiert wurden. Das Adsorptionsgleichgewicht trat bei 0,1%oiger
Peptonlosung nach etwa 350 I/m?, bei 0,2%iger Peptonlosung nach etwa
200 I/m? ein. Durch Auswaschen mit destilliertem Wasser konnte der grofte
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Teil des Adsorptivs wieder eluiert werden. Schon nach Durchgang von 50
l/m?2 waren 70—80%0 der desorbierbaren Menge herausgeldst. Nach 200 1/m?
lieB sich im Waschwasser Pepton nicht mehr nachweisen, gleichgiiltig wie
hoch die EiweiBbelegung urspriinglich war. Wir stellten aber fest, daf} eine
nicht auswaschbare Resteiweifimenge an den Fasern der Schichten gebunden
blieb. Auch nach Auswaschen mit 1000 1 Wasser pro m? Filterfliche konnte
mittels der Murexidprobe noch Eiweif in den Schichten nachgewiesen wer-
den. Die fixierte Restmenge ld3t sich aus den Adsorptions- und Desorptions-
kurven fiir die mit 0,2%0 Pepton gespiilten Filter zu 6,2 g/m? und fiir die mit
0,1%0 Pepton gespiilten Schichten zu 3,05 g/m? errechnen.

Aus den Ergebnissen unserer Versuche schliefen wir, da der Durchbruch
von Phagen bei Gegenwart von Eiwei3-Substanzen in Seitz-Filterschichten
vorwiegend Folge einer Adsorptionsverdrangung ist. Durch Adsorption der
CiweiBmolekiile, die etwa um den Faktor 100 kleiner sind als die Phagen,
werden die Adsorptionszentren im Zellstoff-Asbestfaser-System mit einer
fest-haftenden Eiweiflschicht belegt, so daf8 ihre Fahigkeit zur adsorptiven
Bindung von Phagenpartikeln teilweise oder ganz verloren geht. Inwieweit
bei diesem Vorgang weitere filtrationsbeeinflussende Faktoren eine Rolle
spielen, ist noch nicht bekannt. Es ist moglich, dal auch eine Schutzkolloid-
wirkung der Eiweif-Stoffe, Anderungen der elektrischen Ladungsverhailt-
nisse an den Grenzfillen sowie eine Steigerung der Viskositdt des Suspen-
sionsmediums das Adsorptionsvermdgen der Schichten herabsetzen. Diese
Vermutung wird durch die Feststellung verschiedener Untersucher gestiitzt,
wonach neben EiweiBsubstanzen (z. B. Serumeiweif8 [1,6], Bouilloneiweifs
[1, 3], Gelatine [5]) auch Polysaccharide (z. B. Alginate [2]) und oberfla-
chenaktive Substanzen (z. B. Tween 80 [4]) die Adsorptionsfahigkeit der
Seitz-Filterschichten fiir Viruspartikel verringern. Unsere Versuche mit
Agar-Agar-Losungen haben gezeigt, daf8 Polysaccharide in besonderem
MaR zu Filtrationsanomalien neigen. Wir konnten einen starken Phagen-
durchbruch bei geringer Filterbelastung sowie gleichzeitig eine deutliche
Reduzierung der Filtratleistung — wahrscheinlich infolge rasch zunehmen-
der Verstopfung des Porengefiiges — beobachten (sieche Abb. 4, Kurve E).
Weitere Untersuchungen, besonders mit geringeren Agar-Konzentrationen.
~wverden AufschluB dariiber geben, inwieweit diese Vorgidnge auf eine aus-
nehmend starke Blodderung der Adsorptionszentren, auf die deutlich er-
hhte Viskositiat (0,01%0 Agarlosung 1,7 cP) oder auf andere, frither (8)
genannte filtrationsbeeinflussende Faktoren zuriickzufiihren sind.

Von der Praxis werden ‘der Virusfiltrationstechnik heute hauptsachlich 2 ver-
schiedene Aufgaben gestellt, deren Ziele im Gegensatz zueinander stehen;
namlich:

a) Herstellung virusfreier bzw. virusarmer Filtrate, etwa zur Gewinnung
von Trinkwasser aus Oberflichenwissern, wobei grofe Mengenleistungen
erforderlich sind,

b) Gewinnung von Virussuspensionen moglichst ohne Virusverlust, die frei
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von Bakterien, Gewebsresten und anderen korpuskuliren Bestandteilen
sind, zu. B. bei der Herstellung von Virusimpfstoffen.

Auf Grund der in der Literatur wiedergegebenen und unserer eigenen Erfah-
rungen empfehlen wir, bei der Verwendung von Seitz-EKS-Schichten fiir
diese Aufgaben folgende Regeln zu beachten:

zu a) Zur Herstellung eines virusfreien Filtrats sollten kleine Fliissigkeits-
mengen durch grofe Filterflichen filtriert werden. Das Suspensionsmedium
darf nur geringe Mengen an hochmolekularen Stoffen (besonders Pro-
teine und Polysaccharide) und an oberflichenaktiven Substanzen enthalten.
Die Entkeimungsschichten sind nicht mit triibstoffreichen Fliissigkeiten zu
belasten, was durch ausreichende Vorfiltration erreicht werden kann.

zu b) Bei der Gewinnung bakterienfreier Suspensionen mit moglichst ho-
hem Virusgehalt sollten kleine Filterflichen fiir grofe Fliissigkeitsmengen
Verwendung finden. Die Viruskonzentration vor dem Filter ist mdglichst
hoch zu wihlen. Das Suspensionsmedium sollte hochmolekulare Substan-
zen enthalten, die eine Adsorptionsverdringung der Viren bewirken, oder
die Filterschichten sollten mit solchen Substanzen vorgespiilt werden. Hier-
bei wird man insbesondere bei der Vakzineherstellung den Polysacchariden
vor den EiweiBstoffen wegen der antigenen Wirksamkeit der letzteren meist:
den Vorzug geben. ‘

Wir weisen darauf hin, dag diese Filtrationsregeln keine Gesetzmifig-
keiten darstellen. Die komplizierten Vorginge bei der Adsorptionsfiltration
sind noch zu wenig untersucht worden, als daff man bereits Gesetze auf-
stellen konnte, die eine Vorausberechnung der Filtrationsvorginge gestat-
ten.

Zusammenfassung

Mit Coli-T 3-Phagen als Virusmodell wurden Filtrationsversuche bei Belastun-
gen von Seitz-Entkeimungs-Schichten bis zu 5000 I/m? durchgefithrt. Das Suspen-
sionsmedium fiir die Phagen war teils begleitstoffarm, teils waren ihm Pepton,
Lactalbumin oder Agar-Agar zugesetzt, oder die Schichten waren mit Pepton vor-
gespiilt. Das gute Adsorptionsvermdgen der Zellstoff-Asbestfaser-Schichten fiir
Phagen in begleitstoffarmen Medien war durch Proteine und Polysaccharide deut-
lich herabgesetzt. Die Ursachen hierfiir werden diskutiert. Regeln zur Durchfiih-
rung der von der Praxis gestellten Virusfiltrationsaufgaben werden aufgestellt.
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Summary

Filtration experiments with Seitz bacterial filters at stresses up to 5000 1/m?
were conducted with coli phage Ts as a virus model. The medium in which the
phages were suspended contained partly only low concentrations of foreign
material, partly peptone, lactalbumine or agar-agar were added, or the layers
were pre-rinsed with peptone. The good adsorptive capacity of the cellulose-
asbestos layers for phages suspended in media poor in foreign material is clearly
decreased by proteins and polysaccharides. The causes for this phenomenon are
discussed and rules set up for handling problems of virus filtration.

Résumé

On procéde a des essais de filtrage avec des T3-coli-phages comme type de
virus et avec des couches de stérilisation Seitz chargées jusqu’ad 5000 1/m2. Le
milieu de suspension des coli-phages était tantot sans addition, tant6t avec addi-
tion de peptones, de lactoalbumine ou d’agar-agar, ou bien on avait rincé les
couches de stérilisation aux peptones. La haute puissance d’adsorption des couches
de cellulose et de fibres d amiante pour coli-phages en milieu sans addition était
fortement diminuée par les protéines et les poly-saccharides. On discute les causes
de ce phénoméne. On fixe des régles pour les filtrages de virus qui sont nécessaires
dans la pratique.
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