Filtro microbiano protegido *
Accién centrifuga sobre pequeiios voliimenes

POR LOS DOCTORES

J. J. MONTEVERDE** vy A. L. DURLACH ***

En el estudio de Virales, la filtracién es una operacién rutinaria y en
el laboratorio muchas veces es necesario, para propdsitos diversos, pro-
ceder a la filtracién de pequenos volimenes de liquidos apropiados con-
teniendo virus

Varios modelos de filtros se utilizan para tales fines. EEn nuestra expe-
riencia, durante anos hemos utilizado el filtro Boerner, que permite
filtrar pequenos volimenes de liquido, con minima retencién. Mediante
la fuerza centrifuga, obtenida con una centrifuga comin, que gire alre-
dedor de 2.000 r. p. m., en escasos minutos fue posible obtener filtrados,
dado que estos filtros se adaptan a los receptaculos para tubos de cen-
trifugas comunes. El filtro Boerner result6 un elemento ttil en el labo-
ratorio, en razén de prestar sefalados servicios; sin embargo notamos
algunos inconvenientes, como por ejemplo: las repetidas esterilizaciones
alteran la goma en la que el filtro se adapta al tubo receptéculo; la falta
de tapa en el recepticulo superior que recibe el volumen a filtrar obliga
a obturar con algodén o de otra manera, y este procedimiento, a pesar
de las precauciones que suelen adoptarse, no asegura que algunos tapones
de algod6n puedan tomar contacto con el liquido, o salten si se usa otro
tipo de cierre, con la ulterior posibilidad de circulacién de microgotas

* Nota técnica de la Catedra de Microbiologia. Escuela Veterinaria. Fac. Agr. y Vet.
Buenos Aires, 1960.

** y *** Profesor Titular y Jefe de Trabajos Préacticos, respectivamente de la Ca-

tedra mencionada en la llamada anterior.
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en el Ambito que rodea la centriguga; la rotura del tubo de vidrio que
recibe el filtrado y, por ende, la contaminacién de la centrifuga.

Es sabido que, durante las maniobras con algunas Virales, el empleo
de la fuerza centrifuga requiere cuidados especiales a fin de evitar con-
taminaciones del ambiente, a veces con peligro para las personas, por-
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A. — Tapa (aluminio)

B. — Tubo superior de carga y ajuste
(acero inoxidable)

C. — Disco filtrante (Seitz o similar)

D. — Disco cribado (acero inoxidable)

E. — Embudo (acero inoxidable)

F. — Tubo soporte (acero inoxidable)

ﬂ G. — Receptaculo inferior (latén) con

el tubo receptor de vidrio.

Fig. 1

que facilitan contaminaciones de medios de cultivo, de materiales de
vidrio o de cultivos que se trata de conservar en pureza.

Para abreviar algunos de estos inconvenientes, disenamos un modelo
de filtro protegido, (fig. 1) que est& basado en el filtro Boerner. Nuestros
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disenos y esquemas fueron entregados para su construcciéon ! y después
de una serie de estudios y trabajos se prepararon dos unidades que son
las Gnicas que existen hasta ahora. Posteriormente y con el propdsito
de completar la presentacion de esta simple nota, resultd necesario pre-
parar una serie de planos ? y finalmente tomar algunas fotografias .
Los autores desean dejar expresa constancia de su agradecimiento a

todas las personas que han colaborado en esta tarea.

Descripcion del nuevo filtro.

Kl filtro que presentamos tiene los detalles que se destacan a conti-
nuacion:

a. — El tubo superior, de carga y ajuste, destinado a recibir el liquido
a filtrar (Fig. 1-B) lleva una tapa de aluminio (Fig. 1-A) que se
ajusta mediante una rosca; esta tapa tiene un pequefio receptaculo
cuyo fondo permite comunicacién con el interior, pero que al
mismo tiempo impide que el tapén de algoddén, que se coloca en
el citado receptaculo, pueda ponerse en contacto directo con el
liquido o requiera algin tipo especial de contencién (Fig. 2).
El tubo superior (Fig. 1-B), por medio de otra rosca, produce el
ajuste del disco filtrante (Fig. 1-C) dejando una superficie libre
de 1 cm. de didmetro; en este aspecto la superficie que comprime
todo el borde del disco es lo suficientemente ancha y pulida para
asegurarlo (como se comprenderd, este aspecto es importante
para el buen funcionamiento).

b. — El tubo soporte (Fig. 1-F) también presenta algunos detalles espe-
ciales, entre ellos un amplio apoyo para la cara inferior de la criba
(Fig. 1-D) y un bien calculado paso para el embudo (Fig. 1-E).

¢. — La criba o disco cribado-acanalado (Fig. 1-D) presenta en su cara
superior, que contacta con el disco filtrante, ademéas de perfora-
ciones, canales circulares para facilitar el rapido paso del liquido
filtrado hacia el embudo (Fig. 3).

L Al Sr. A. Fuster corresponde el mérito de haber realizado la construccién de los 2
primeros filtros protegidos, poniendo en la tarea especial dedicacién y competencia.

2 Kl Sr. Prof. Ing. Agr. A. E. Foglia tom6 a su cargo la tarea de preparar los diversos
planos y ajustarlos a una serie de requisitos que permitiran disponer de todos los
detalles necesarios para ulteriores reproducciones.

3 El Sr. A. Da Fonseca presté su colaboracién en la parte fotografica.
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TAPA

Tapa. — Parte inferior. Rosca y criba
del receptaculo para el tapén
de algodén.

Tapa — Parte superior. En el centro

parte hueca para alojar el ta-
pén de algodén.

: FILTRO MICROBIANO PROTEGIDO
DISCO CRIBADO

Cara superior de la criba con sus canales
circulares.
Sobre esta cara apoya el disco filtrante.

Cara inferior”de la criba que apoya en
el tubo intermediario.
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d. — El receptéculo inferior (Fig. 1-G), que contiene el tubo de vidrio
colector del liquido filtrado, va atornillado al tubo intermediario-
y, en caso de rotura de éste, impide la contaminacién de la centri-
fuga y su dmbito.

e. — Puede asegurarse ain méas la proteccién aplicando tela adhesiva,
previa impregnacion con un desinfectante adecuado, en las uniones
entre tubo soporte y los tubos superior y receptaculo inferior.

f. — EI peso total de cada dispositivo es de 118 gramos. ¥n nuevas
construcciones este peso tenderd a reducirse.

g. — El filtro puede librarse de materiales peligrosos por esterilizacién
en autoclave, por ebullicion, por llameado o por inmersién en so-
luciones microbicidas.

h. — El largo total del filtro armado es de 11,5 em. y su diametro externo
mayor es de 2 cm.

Recomendaciones para su uso.

Como clarificanle puede funcionar adaptando sobre la criba un pequeiio
disco, que puede recortarse a partir de una placa clarificante de las que
se expenden en el comercio.

Como eslerilizanle puede funcionar adaptando sobre la criba un pe-
queiio disco esterilizante (tipo EK Seitz o similares). El disco debe ser
bien circular y al presionarlo, atornillando las piezas metélicas sobre
él, las mismas deben dejar una marca que demuestre el ajuste que evite
escape de liquido por los bordes. *

Preparacion y empleo.

Teniendo todas las partes metélicas bien limpias y separadas se pro-
cede a introducir en el tubo soporte el embudo y sobre él la criba, te-
niendo la precaucién que la parte acanalada se encuentre hacia arriba.
Sobre ésta se aplicard el disco filtrante elegido, bien circular y de un
didmetro que entre muy justo por el tubo; el ajuste sobre la criba queda
favorecido atornillando el tubo recepticulo superior, el cual presiona
sobre los bordes del material filtrante. Se desatornilla ahora el tubo
receptaculo superior (Fig. 1-B) y se observa si el disco filtrante esté
bien colocado y si el «sello» que ha dejado por la periferia del mismo
el espesor del tubo superior asegura continuidad, a fin de evitar escape

* Mientras este filtro se ensayaba, el Dr. C. Hobohm, del Instituto de Fiebre
Aftosa, INTA, lo prob6é con membranas filtrantes de tipo «Gradocol» prepara-
das por él mismo, y observé que se obtenian con el filtro resultados dei todo
comparables con los que se obtienen al aplicar presion.
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del liquido; estando esto bien, se vuelve a ajustar «a fondo» el tubo re-
ceptéaculo superior. Luego se atornilla la tapa y en el receptaculo de ésta
se introduce algod6n para obturarla. Se coloca ahora el tubo .colector
de vidrio, perfectamente limpio, en el recepticulo metalico inferior
y, antes de atornillar éste al tubo intermedio, se asegura que la parte
inferior del embudo penetre en el interior del tubo de vidrio.

s importante que las piezas que corresponden a cada filtro tengan
una marca, asi cada filtro completo tendrd el mismo peso; por lo tanto
se Tevisara si todas las partes metalicas corresponden al filiro que se usa.

Luego se envuelve en papel, se lleva a 120° C durante 20 6 30 minutos
y posteriormente se lleva a un horno para su secado. En esta forma se
lo tiene listo para su uso. Llegado el momento se rompe el papel que en-
vuelve el filtro y se procede a atornillar nuevamente «a fondo», insis-
tiendo en la unidon del tubo receptéculo superior contra el material fil-
trante y en la del tubo receptéculo inferior con el tubo soporte. Se retira
la tapa y se agrega con las precauciones necesarias el liquido a filtrar
en el receptaculo superior (pueden agregarse volimenes tan pequenos
como 0,2 ml; lo habitual es agregar de 0.5 ml a 2 ml). Finalmente se
atornilla la tapa, provista de un pequeno tapén de algoddn.

Habitualmente, en cada operacion de filtrado, se usan dos filtros de-
bidamente equilibrados en su peso, pero también es Gtil buscarse otro
contrapeso adecuado si se desea usar un solo filtro.

Teniendo en cuenta que el peso de cada punto del filtro, al girar en
un campo centrifugo, es proporcional al cuadrado de su distancia del eje
de revolucion de la centrifuga, se comprenderd que no se lo puede
equilibrar, en el vaso opuesto, con municiones o trozos metélicos, sino que
debe usarse otro filtro, cargado con igual cantidad del liquido de sus-
pencion usado o, en todo caso, un trozo de cano de hierro de tamafo vy
peso’ similar.

Los dos filtros se adaptan ahora, en oposicion, en los receptaculos me-
talicos de una centrifuga —nosotros empleamos una centrifuga de an-
gulo— y a una velocidad de aproximadamente de 1.000 a 1.200 r. p. m.
se obtiene el paso del liquido, a través del material filtrante, en breve
lapso (generalmente 1 a 3 minutos, si el liquido es limpido y acuoso).

El liquido a filtrar es forzado a través del elemento filtrante por la
fuerza centrifuga (FCR.) que es proporcional al cuadrado del ndmero
de revoluciones (N), a la distancia (r) del elemento filtrante del eje de
revolucion de la centrifuga, a la altura (h) de la columna de liquido sobre
el elemento filtrante y a la densidad (w) del liquido a filtrar.

FCR=KrN2wh
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Si K = 0,00001117, FCR queda expresado en gramos por cm? y se
puede entonces calcular la fuerza que actta sobre el elemento filtrante
y homolograrla a la presién con que se suele filtrar, cuando se usa el
filtro Seitz usual.

Para una columna de agua (w = 1) de 1 em. de altura (h = 1), y el
elemento filtrante a 10 cm. del eje de revolucién de la centrifuga, se
obtienen los siguientes valores:

r.piam: g/em? Atmosferas (aproximado)
1.200 161 0,16
2.000 446,8 0,45
3.000 1005,6 1,000

Una vez detenida la centrifuga, se procede a retirar el filtro de ésta.
En esta operacién se aconsejan las siguientes precauciones, sobre todo
cuando se trata de materiales muy peligrosos: empleo de guantes, tapa
boca, careta protectora, inmersion rapida del filtro en soluciones viru-
licidas-germicidas, etc. Teniendo cerca una olla conteniendo agua ca-
liente (80° aproximadamente) se desatornilla el tubo protector inferior
que contiene el tubo; antes de separar las partes se destapa la olla y con
suaves movimientos se sumerge el filtro, excepto el receptéculo inferior
que contiene el tubo con el filtrado. Prestamente el tubo de vidrio, sin
sacarlo del recepticulo metalico, es llameado y con pipeta estéril se re-
tira el liquido obtenido, que se pasa con todas las precauciones a un tubo
estéril. Hecho esto el receptéculo metélico, con el tubo de vidrio, es sua-
vemente sumergido en el agua caliente que contiene la clla y la pipeta
empleada también se introduce en el agua caliente o en un recipiente
«ad hoc». Se adapta la tapa a la olla y todo se hierve durante 15 a 20
minutos. Posteriormente se desarma el filtro, se limpian sus piezas cui-
dadosamente y luego se vuelve a preparar para nuevas filtraciones.

NOTA: Por razones de espacio en el presente trabajo no se publican los 8 planos pre-
parados por el Ing. Agr. A. Foglia. Para quienes estén interesados en ellos los mis-
mos figuran en el original existente en la Biblioteca de la Fac. de Agr. y Vet. de
Buenos Aires.

RESUMEN

Se describe un pequerio filtro metélico para uso microbiologico. Apro-
vechando la fuerza centrifuga, pueden filtrarse pequenos volimenes
(de 0.5 a 2 ml) a través de un disco de Seitz, o similar, de 1 cm. de dia-
metro. El filtro es colocado en una centrifuga comin de laboratorio y se
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lo hace girar a unas 1.000 r. p. m. obteniéndose asi sobre el disco una
presion que equivale a aproximadamente 0.2 atm. El filtro ha sido cons-
truido de manera tal que (a) todas las partes que toman contacto con
el liquido son de acero inoxidable o de vidrio; y (b) constituye un sistema
aceptablemente cerrado, que evita la posibilidad de que microgotas
contaminen el Ambito, aun si se llegara a romper el tubo de vidrio que
recibe el filtrado.

SUMMARY

PROTECTED MICROBIOLOGICAL FILTER, FOR SMALL VOLUMES
ACTED UPON BY CENTRIFUGAL FORCE

A small, all-metal microbiological filter has been designed. Small
quantities of fluid (0,5 to 2 ml) can be forced through a filter disc (Seitz
or simular) with a diameter of 1 cm. using centrigufal force. The filter
is placed in an ordinary laboratory centrifuge and run at about 1.000
r. p. m. At this speed a pressure of approximately 0,2 atmospheres (about
3 pounds per square inch) is exerted on the filter disc. The filter is cons-
tructed so that (a) all parts coming into contact with the filtered fluid
are of stainless steel or glass and (b) it constitutes a perfectly closed
system, so that no danger of spilling exists, even if the glass tube, which
is to receive the filtrate, should break by accident.

ZUSAMMENFASSUNG

KLEINER BAKTERIOLOGISCHER ZENTRIFUGENFILTER

Es wird ein kleiner Metalfilterhalter beschrieben. Kleine Mengen
(0,5 bis 2 ml) Fliissigkeit konnen durch Zentrifugalkraft durch eine Seittz-
schicht, mit 1 em Durchmesser, geschleudert werden. Zu diesem Zwecke
wird der Filterhalter in eine gewdohnliche Laboratoriums- Zentrifuge
eingesetzt, und mit 1000 U. p. M. gedreht; dadurch wird auf die Filter
schicht ein Druck von ungefihr 0,2 atii a 1sgeiibt. Der Filterhalter ist
so gebaut dass (a) alle Teile die mit der Fliissigkeit in Beriihrung kom-
men aus rostfreiem Stahl oder Glass sind, und (b ) er ein ganz geschlossenes
System bildet, sodass die Gefahr einer Ausschleuderung von Tropfchen
vollig ausgeschlossen ist, auch wenn das untere Glassrohrchen brechen
sollte.



