Hvordan staber man agar i
petriskale.

Denne lille tekst kan fungere som inspiration til
undervisere i udskolingen eller gymnasiet, og
skal ses som en lille 'how to’ i forhold til
stabning af agar i petriskale..

Indledning og lidt teori: Der er mange
forskellige typer agar. Nogle er selektive agar
hvorpa helt bestemte typer af bakterier eller
svampe kan dyrkes og andre er mere ’all round’
agar. Inden man veelger agar, kan det veere en
god ide at undersgge hvilken type der passer
bedst til de mikroorganismer, man gnsker at
dyrke.

De to mest benyttede "all round’ agar er
kedpeptonagar og PCA agar (PCA star for
Plate Count Agar). Begge disse er uselektive
agar, og man kan langt hen af vejen dyrke "alle’
bakterier, der ikke er anserobe (bakterier der
gror i iltfrie miljoer) eller virkelig specielle, pa
dem.

Mange er lidt overveeldet hvis de selv skal
blande agar og/eller stabe den og kaber derfor
forstebte petriskale eller agarpalser ,hvor man
selv skal skeere en skive agar af og ligge i en
petriskal. Begge produkter er udmaerkede
lasninger i en handevending og har den fordel
at de er hurtige at ga til.

Der er dog penge at spare ved at stgbe sine
egne agar i petriskale og det kan veere en fin
gvelse for elever at prove teknikken.

Nedfalds kontaminering: Det store problem
ved at stgbe agar selv er nedfalds
kontaminering — dvs. bakterier fra luften der
falder ned pa agaren mens man stgber den og
senere giver utilsigtet vaekst. | industrien staber
man agar i sterilkamre med overtryk eller i
lukkede systemer, men det har de fleste
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undervisningsinstitutioner ikke, s herunder er
der beskrevet et effektivt og nemt alternativ.

Materialer:

016610 Petriskale @90 mm, / 016590 @60 mm
eller andet.

800940 PCA agar / 800738 Kadpepton agar i
flasker

049610 Metal spatel

005210 Spritbreender.

086074 Engangshandsker

052005 Balje

059010 Termometer

Et rengjort bord i et tomt lokale hvor vinduerne
er lukkede

Hvis man i stedet for agar i flasker onsker at
bruge agarpulver skal man selv blande pulveret
op med dem. vand som der stér i opskriften og
komme pa flasker der kan autoklaveres. Hertil
kan anvendes:

800918 PCA agarpulver eller 800718
Kadpepton agarpulver

054830 Standflaske 500 mL - autoklaverbar.

Forberedelse. Tag en handske pa og stil de
lukkede petriskale, der skal stebes agar i, op sa
teet pa bordets kant sa muligt. Petriskalene skal
sta med laget op i en

reekke langs /
bordkanten. Det ger :
det nemt at tage
laget af og pa, og
nemt at heelde
agaren i. Bagved
hver 5-6 petriskal
seetter man en
spritbreender (har
man ikke
spritbreendere, kan
fyrfadslys anvendes).




Smelt agaren: Der er generelt to made agaren
kan smeltes p3; i vandbad eller i
mikrobglgeovn.

e Vandbad. Start ud med at lasne laget
pa agarflasken en hel omgang — dette
geres sa luften inde i flasken kan slippe
ud néar den udvides under
opvarmningen. Seet flaskerne i en gryde
eller et vandbad med vand, og varm
vandet op. Vandet skal ga til lige under
halsens ansats eller der hvor flaskens
massefylde stadig er hgjere end
vandets massefylde, sa flaskerne ikke
veelter.

Vandet varmes op til mellem 65 - 85
°C. Flaskerne tages op en gang imellem
og vaesken svivles rundt. Luk ikke laget
op og ryst ikke flasken.

Man bliver ved med at opvarme till
agaren er helt smeltet og klar til at
heelde i petriskale. Agaren er helt
smeltet nar veesken er fuldsteendig klar,
og der ikke ved bevaegelse af flasken
ses tage eller klumper i veesken.

e Mikrobglgeovn. Fjern metallaget og
lagringen med en tang. Der ma IKKE
komme metal i mikrobglgeovnen. Tag
den rene og gerne afsprittede
metalspatel og stik den ned i agaren.
Kar spatlen rundt i agaren sa den
hakkes i mindre stykker. Dette gares for
at fremme varmefordelingen og
forhindre stadkogning.

Seet nu flaskerne i mikrobglgeovnen og
teend for den pa hgjeste effekt. Giv
flaskerne ca. 90 sek. Tag dem ud og
svivel indholdet rundt. Stil flaskerne
tilbage i mikrobglgeovnen og giv dem
60 sek, hvorefter de igen tages ud og
veesken svivles rundt.

Man bliver ved med dette indtil agaren
er helt smeltet og klar til at heelde i
petriskale. Agaren er helt smeltet nar
veesken er fuldsteendig klar og der ikke
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ved beveegelse af flasken ses tage eller
klumper i veesken.

Afkealing. S& snart agaren er helt smeltet skal
den kale ned til 60 °C. Det skal den fordi en
alt for varm agar kan adeleegge petriskalen.
Afkglingen foregar lettest i en balje fyldt med
kold vandhanevand hvor flaskerne seettes i.
Inden man szetter agarflaskerne til afkeling i
vandbadet, skal man skrue laget fast eller pa
igen, alt efter hvilken opvarmningsmetode
man han brugt.

Det gar forholdsvis hurtigt med at kele agaren
til de 60 °C. Tjek temperaturen i flaskerne
med et afsprittet termometer. Nar
temperaturen er 60°C. skal man skynde sig
med at komme agaren pa petriskalene inden
den starkner op igen. Hvis det sker kan man
gensmelte agaren.

Taend spritbraenderne.

Stebning. Skru laget af agarflasken og tag
den med over til reekken af petriskale der er
gjort klar. Loft laget af den forste petriskal i
reekken, hold det i den ene hand, og heeld
agar i petriskalen med den anden. P4 mange
petriskale er der en markering hvortil man
fylder skalen med agar.

En flaske agar pa 250 ml. giver normalt 10
fyldte petriskale. Er det udskolingselever der
skal arbejde med agaren kan det veere en ide
at lave den lidt tykkere, da der ellers kan ske
en del uheld med podenale, spatler og
lighende hvor der stikkes hul i agaren, fordi
elevernes finmotorik ikke er helt i top.

En god fingerregel er at haelde agar i
petriskalen indtil bunden er daekket og sa ga
videre til neeste skal.

Stadt laget pa kanten. Sa snart man har
heeldt agar i petriskdlens bund leegger man
laget bagved bunden, men s3 lagets kant lige
netop hviler pa bundens kant. P4 den made er



det hurtigt at leegge laget pa nar agaren er
stivnet og kalet af.

Grunden til at man ikke leegger laget helt pa
petriskal med
varm agar, er
at det giver
en masse
kondens i
skalen, og det
er ikke idealt
nar der
senere skal
podes
bakterier pa
agaren.

Man fortseetter nu hen af reekken med
petriskale til man har fyldt de petriskale man
skal bruge (plus et par ekstra). Herefter lader
man det hele sta til agaren er stivnet.

Spritbraenderene skal forblive teendt under
hele processen. Varmen fra forbraendingen
skaber en zone med opstigende varm luft.
Den opstigende luft forhindre nedfald af
bakterier pa de abne petriskale og kan stort
set holde agaren kontaminations fri. Det er let
og effektivt.

Laeg laget naesten pa. Nar agaren er stivnes
leegges laget naesten pa petriskalen. Man
lade lige laget hvile
pa den modsatte
kant af bunden, sa
skalen nu er
nzesten lukket. Den
lille abning tillader
fordampning af den
sidste kondens og
formindsker agar
kontaminering.
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Opbevaring. Nar agaren er kolet ned til
stuetemperatur lukkes petriskadlene helt.
Skalene stables
og kan med god
held kommes i
den pose de
tomme petriskale
var i. Posen
lukkes med lidt
tape, og der
skrives dato pa.
Rullerne med
stabte agar kan
enten anvendes ,
med det samme eller opbevares i koleskabet.
Alt opbevaring og senere inkubation i
varmeskab eller andet foregar generelt med
bunden i vejret — igen for at forhindre
kondensvand pa argaren. Undtagelser for at
opbevare stgbt agar med bunden i vejret er
antibiotikaresistensforsag, hvor der er
antibiotikatabletter pa agaren - tabletterne vil
falde af agaren hvis de ikke star med bunden
ned.

Stebt agar kan holde
en 10-14 dages tid i
kaleskabet fra
produktionsdatoen.
Hvis der pa det tidspunkt ikke er
kontaminering pa agaren kan man stadig
anvende den.




