1. 樣本稀釋：在無菌操作台內進行，欲放入操作台內的東西都必需先用70%的酒精殺菌。

a. 酒精燈烤過鑷子，夾取微離心管放在架子上。注意不要碰到管口，並且各動作盡量接近火源，若要塗上10-7濃度的菌液，則取6支微離心管。

b. 在各微離心管內加入0.9ml的磷酸緩衝液(phosphate buffer；PB)，蓋上蓋子，標示-1至-6。另外，打開PB的瓶蓋時要一邊旋開一邊過火殺菌。

c. 將樣本搖勻，取出0.1ml，加入標示-1的微離心管。

d. 自標示為-1的管中取0.1ml至-2的管中，則完成10-2濃度的稀釋，以此類推至-6，標示–6的管內便含有10-6濃度的菌液1ml。

2. 培養基配製：MRS broth及0.05%的半胱胺酸(cysteine)。

a. 以500ml血清瓶裝400ml的水，加入28g的MRS(在2至8度下保存)，攪拌至MRS完全溶解。

b. 瓶子上蓋略為鬆開，套上鋁箔紙，貼上滅菌帶，拿至高溫高壓滅菌釜內進行滅菌(上插栓，旋緊門及噴氣口，加水至快滿出來的狀態，時間調至約30min。)

c. 在滅菌期間配製半胱胺酸溶液；將0.2g之半胱胺酸溶於5ml的水。

d. 滅菌過程結束後，拿出MRS放置冷卻，至50度左右時可加入半胱胺酸溶液，加入後攪拌均勻。

e. 400ml的培養基可分20盤，倒入培養皿之後等待凝固及水蒸氣散去，裝袋完成。

3. 培養基塗布：準備L型的玻棒，浸在95%酒精內，所使用的培養基是MRS-cysteine。在三溫培養箱的中間層進行培養。

a. 欲培養10-7濃度的菌，需要自10-6濃度的菌液中取0.1ml，滴在培養基上。

b. 取出玻棒，以火燒去酒精，經過5~7秒冷卻，可在培養皿上蓋測試冷卻狀況。

c. 玻棒前端平貼在培養基上，將菌液塗布均勻（塗至菌液乾掉為止），蓋上培養皿蓋，玻棒浸回95%酒精。

d. 培養皿置入厭氧缸，在37度下培養兩天左右即有菌落出現。

· 厭氧缸操作：上蓋把手以逆時針旋開，內架放上培養皿，取一片指示劑；指示劑在有氧時是紅色，無氧狀態下是白色的。打開厭氧產氣包，加入10ml的水，與指示劑一同放入厭氧缸，上蓋鎖緊，放入培養箱。

4. 四區畫線塗菌：準備白金鉺和酒精燈。四區劃線的目的是自佈滿各種菌的培養皿上取出單一菌種來培養，達到分離的效果。

a. 將欲取菌及欲塗菌的培養皿倒置，以防汙染。

b. 用酒精燈把白金鉺燒紅，金屬柄的部分也要過火殺菌。

c. 燒紅後可在酒精燈旁冷卻，也可以培養基冷卻之。

d. 挖起適合培養的菌落，在新的培養基上四區畫線，注意要在正要取菌或是塗菌時才將培養皿拿起，正置過久會有雜菌汙染。

5. 螢光顯微鏡觀察：所使用的染劑為Acridine orange 20ppm（染DNA的螢光染劑，要避光，會致癌），載玻片浸在95%酒精內。

a. 自酒精內以鑷子取出載玻片，可用火燒去酒精，或是以擦手紙吸去酒精。

b. 自袋底輕推出無菌棉棒，注意不要碰到袋口。以棉棒沾取菌落，塗布在載玻片上。

c. 以微量吸管取5μl的染劑(Acridine orange 20ppm)，滴在塗均勻的菌上，蓋上蓋玻片。平常以鋁箔紙或是紙巾包裏，以防光照使染劑失效。

d. 在顯微鏡下先以低倍鏡找到較佳的菌群，另外因為螢光光源要打開需一段時間，故對焦前先打開開關。欲觀察螢光，先按下”start”按鈕，切換螢光光源，則可觀察螢光染色的菌群。

e. 欲觀察1000X的倍數(物鏡為100X)，則要使用油鏡油，油先滴在玻片上，轉換物鏡即可觀察。觀察結束後要清理鏡頭，先直接以紙擦扺，再以水、酒精洗，最後以紙擦乾。

6. 格蘭式染色法：所用染劑為結晶紫(crystal violet)、格蘭式碘液、沙番紅 (safranin O)，另外準備95%的酒精及二次去離子水。

a. 以無菌棉棒將菌塗布於載玻片上，先將結晶紫滴上，染色1分鐘後以水洗去。

b. 再滴上格蘭式碘液染色3分鐘，以95%酒精沖洗，到沒有紫色流出即可停止，不要洗太久。之後以水洗去酒精

c. 滴上沙番紅，染色1分鐘，之後以水洗去多餘染劑。

d. 最後用紙巾從旁吸乾水，拿至顯微鏡下觀察染色結果，若是陽性則呈藍紫色，若是陰性則呈紅色。

