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ATIVIDADE PRATICA

Procedimentos e calculos

e Preparar o Agar MRS

e Verificar a quantidade definida pelo fabricante (63,79 por L) e calcular por regra de trés a quantidade
necessaria para preparar 150 mL.

e Diluir em &gua destilada sob aquecimento até total diluicéo.

e Para cada placa utiliza-se em média 20 mL de meio por placa.

e Agua peptonadaa 0,1%

e Verificar a quantidade definida pelo fabricante e calcular por regra de trés a quantidade necessaria
para 225 mL (para a diluigdo 10~*) e 9 ml em 10 tubos (para outras dilui¢des) totalizando 315 mL.

Esterilizacdo dos materiais
Embalar as vidrarias, colocar na autoclave por 15 minutos a 121°C, materiais limpos, (para materiais
considerados “sujos” ou contaminados, colocar na autoclave por 20 minutos a 121°C, ¢ necessario ter um
cuidado maior para que ndo ocorra a contaminacao da autoclave).
Bico de Bunsen
Para maior seguranca da amostra e dos materiais estéreis & fundamental manter a uma distancia
maxima de 15 cm do bico de bunsen, evita a contaminagdo dos materiais e da amostra.
Diluicdes
e Pipetar 9 ml de 4gua peptonada em cada tubo, adicionar 25 ml da amostra na diluicéo (10~1) para as
seguintes diluigdes:

e Retirar 1 ml da diluicdo (1071), colocar no tubo (1072), agitar e retirar 1 ml do tubo (10~2) e colocar

no tubo (10~3) conforme a figura, e assim por diante até 1078:
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Flagueamento diferencial - 1mi

Plagqueamento

Utilizar as 3 dltimas dilui¢Bes, colocar 1 mL da amostra nas placas e colocar o 20 mL Agar realizar

movimentos em forma de oito.

Deixar esfriar o Agar préximo ao bico de bunsen, com a placa aberta.

Encubar

Fechar as placas colocar na estufa invertidas em uma temperatura de 30 °C, por 24 a 48 horas.

Contagem

e Apos este periodo retirar da estufa e realizar a contagem das placas.

e Esta contagem é realizada pelo nimero de coldnias conforme a diluicdo da placa.

e NUmero de colbnias em cada placa da mesma diluigdo dividida pelo nimero de placas, multiplicadas
pela diluicdo.



