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ÖZET
Flüoresan in situ hibridizasyon (FISH), rRNA y› hedef alan problar kullanarak kültür yöntemlerine baflvurmaks›z›n
direkt örneklerden kar›fl›k durumdaki mikroorganizmalar›n epiflüoresan mikroskop, konfokal lazer taramal›
mikroskop veya flow sitometri ile filogenetik tan›mlanmas›na izin veren moleküler bir yöntemdir. Prenatal tan›,
sitogenetik, biyoteknoloji, moleküler ekoloji ve t›bbi mikrobiyoloji alanlar›nda kullan›lan FISH yönteminin
duyarl›l›k ve özgüllü¤ü oldukça yüksektir. FISH yönteminin uygulamas› kolay ve pratik, hasta bafl›na maliyeti
PCR ve konvansiyonel kültür yöntemlerine göre daha ucuz ve tan›mlama süresi (yaklafl›k 2-3 saat) oldukça k›sad›r.
Bu derlemede mikroorganizmalar›n h›zl› tan›mlanmas›na olanak sa¤layan klasik FISH yöntemi (prensip, avantaj
ve dezavantajlar›) ve klinik mikrobiyolojideki kullan›m›ndan bahsedilmifltir.

Anahtar Kelimeler: FISH, mikrobiyoloji, tan›mlama

SUMMARY
The fluorescence in situ hybridization (FISH) which is a molecular method that allows phylogenetic identification
of microorganisms in mixed assemblages from direct samples without prior cultivation, is based on the use of
rRNA-targeted probes and works by means of epifluorescence, confocal laser scanning microscopy or flow
cytometry. The sensitivity and specificity of FISH method are very high in prenatal diagnosis, cytogenetics,
biotechnology, molecular ecology and medical microbiology. The application of FISH method is easy and practical,
the cost per patient is less than PCR and conventional culture methods and the identification time is shorter
(approximately 2 and 3 hours). This review is focused on classical FISH method that is applied for the rapid
identification of microorganisms and its use (principle, method, advantage and disadvantages) in clinical
microbiology.
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G‹R‹fi

Son y›llarda, çeflitli örneklerdeki mikroorganiz-
malar›n tan›mlanmas›nda kültür yöntemlerine
baflvurmadan moleküler tekniklere dayal› yön-
temlerin kullan›lmas› genifl uygulama alan› bul-
mufltur. Moleküler yöntemler, bilimin birçok
alan›nda oldu¤u gibi enfeksiyon hastal›klar›n›n
erken tan›s›, mikroorganizmalar›n tür ve alt tür
düzeyinde ayr›mlar›n›n yap›lmas›, antibiyotiklere
direncin saptanmas›, virülans genlerinin araflt›-
r›lmas›, epidemilerin belirlenmesi ve izlenmesi
gibi çeflitli alanlarda yayg›n olarak kullan›lmakta-
d›r. Kültür gibi klasik yöntemler "alt›n standart"
olarak önemini eskisi gibi korumakla birlikte,
birçok enfeksiyon etkeninin tan›mlanmas›nda
yetersiz kalmaktad›r. Çoklu dirençli mikroorga-
nizmalarla oluflan enfeksiyonlarda, etken mik-
roorganizman›n h›zla belirlenip, antibiyotiklere
duyarl›l›¤›n saptanarak tedavinin erken dönemde
bafllamas› hayati önem tafl›makta; ancak klasik
yöntemlerle bu süreç uzun zaman almaktad›r.
Moleküler yöntemler bu süreci k›saltmakta ve
ayr›ca Mycobacterium tuberculosis, Legionalle
pneumophila, Chlamydia pneumoinae ve
Chlamydia trachomatis gibi özellikle kültürlerde
üremeyen, üretilmesi güç ve geç olan mikroor-
ganizmalar›n tan›mlanmas›nda da önem tafl›-
maktad›r (1-3).

Flüoresan in situ hibridizasyon (FISH) yöntemi,
rRNA’y› hedef alan flüoresan iflaretli problar ile
hedefin iflaretlenmesi ve flüoresan mikrosko-
bunda görüntülenmesi prensibine dayanan mo-
leküler bir yöntemdir. FISH yöntemi ile kültür
ve fenotipik özelliklerin belirlenmesine gerek
kalmadan mikroorganizmalar›n k›sa sürede ta-
n›s› yap›labilmektedir. Duyarl›l›k ve özgüllü¤ü
yüksek olan bu yöntemin ucuz, pratik ve kolay
olmas› ve yaklafl›k 2-2.5 saat gibi k›sa sürede
tür düzeyinde tan›mlamaya olanak sa¤lamas›
yönünden avantajlar› bulunmaktad›r (4-6).

FISH yöntemi, t›bbi genetik, biyoteknoloji ve
moleküler ekoloji alanlar›nda yayg›n olarak
kullan›lmaktad›r. Onkoloji ve prenatal tan›da,
hasta bafl›na maliyetinin yüksek olmas› ve tan›
süresinin daha uzun olmas›na ra¤men rutinde
tercih edilen bir yöntemdir (6,7-11). Mikrobiyoloji
alan›nda ise kullan›lan problar›n ucuz olmas›,
tan›mlama süresinin k›sa olmas›, duyarl›l›k ve
özgüllü¤ünün yüksek olmas›, yöntemin kolay
olmas›, pahal› alet ve cihazlar gerektirmemesi
gibi avantajlar› bulunmas›na ra¤men ülkemizde
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar›nda genifl yer
bulamam›flt›r (3,4,6).

FISH YÖNTEM‹N‹N M‹KROB‹YOLOJ‹DE

KULLANIM ALANI

Direkt klinik örneklerden veya kültürlerdeki
üremelerden aile, cins ve tür düzeyinde mikro-
organizmalar›n h›zl› tan›mlanmas›nda ve mikro-
organizmalar›n filogenetik analizlerinde kullan›m
alan› bulmufltur (9,12,13).

FISH YÖNTEM‹N‹N PRENS‹B‹

FISH  yöntemi  rRNA y›  hedef  alan  problar
kullanarak kültür yöntemlerine baflvurmaks›z›n
direkt klinik örneklerden kar›fl›k ortamdaki
mikroorganizmalar›n epiflüoresan mikroskop,
konfokal lazer taramal› mikroskop (Confocal
laser scannig microscopy; CLSM) veya flow
sitometri ile filogenetik tan›mlanmas›na izin
verir. FISH yöntemi örneklerin fikse edilmesinden
sonra  (Etanol/paraformaldehid:  ETOH/PFA)
rRNA’y› hedef alan flüoresan iflaretli prob kul-
lan›larak, prob ile hedef genin hibridize olmas›
ve hibridizasyondan sonra flüoresan mikrosko-
bunda parlak ›fl›k saçan mikroorganizmalar›n
görüntülenmesi esas›na dayan›r (3,4,9,12).
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FISH YÖNTEM‹NDE AfiAMALAR

Mikroorganizmalar›n tan›mlanmas›nda kullan›lan
FISH yöntemi fiksasyon, preparatlar›n haz›rlan-
mas› ve dehidratasyon, hibridizasyon, y›kama
ve görüntüleme aflamalardan oluflmaktad›r.

Fiksasyon aflamas›

Mikroorganizmalar›n ço¤u aldehitler (formalin,
paraformaldehid [PFA], gluteraldehid) ve alkoller
(metanol, etanol) ile fikse edilerek oligonükleotid
ve  polinükleotid  problar  için  geçirgen  hale
getirilirler. Fiksasyon hücrelerin morfolojisini
korumak, nükleik asit kayb›n› önlemek ve probun
hücre içine giriflini kolaylaflt›rmak için yap›l-
maktad›r. Standart fiksasyon solüsyonu olarak
%4’lük PFA kullan›lmaktad›r. Gram pozitif ve
gram negatif bakteriler için fiksasyon protokolü
farkl›l›k göstermektedir. Gram negatif bakterilere
%4’lük PFA yeterliyken, gram pozitif bakteri-
lerde lizozim, lizostafin veya proteinaz K ile
fiksasyon sonras› ifllemlere gereksinim duyul-
maktad›r (4,5,14).

Preparatlar›n haz›rlanmas› ve dehidratasyon

aflamas›

Bu aflama, fikse edilmifl örneklerin teflon lam
üzerindeki  kuyucuklara  belirli  miktarlarda
(genellikle 1-10 µl) ilave edilmesini, preparatlar›n
kurutulmas›n› ve dehidratasyonu kapsar. Fiksas-
yon ile morfolojisi korunan ve nükleik asit kayb›
önlenen hücrelere prob giriflini kolaylaflt›rmak
için preparatlar, %50, %80 veya %96’l›k etil
alkolde  üçer  dakika  bekletilerek  dehidrate
edilirler (4,15).

Hibridizasyon aflamas›

Hibridizasyona bafllamadan önce mikroorganiz-
malar›n cins ve tür düzeyinde tan›mlamas›n›
yapmak için uygun problar›n seçilmesi gerekir.
Hedef DNA/RNA molekülüne komplementer
olarak  iflaretli  nükleik  asitin,  yani  probun
kullan›lmas› bu yöntemin en önemli aflamas›d›r.
Hibridizasyonun güvenilir ve duyarl› olmas›nda

kullan›lan probun amaca yönelik olmas›, uzun-
lu¤u, kalitesi, hedef bölgeye özgünlü¤ü büyük
önem tafl›maktad›r.

1- FISH yönteminde kullan›lan problar: FISH
yönteminde rRNA molekülleri nükleik asit
problar› için ideal hedeflerdir. rRNA’n›n filoge-
netik marker olarak kullan›lmas› ve aktif üreyen
her  hücrede  yaklafl›k  1200  kopya  bulunmas›
dolay›s›yla hedef olarak kullan›lan en uygun
moleküldür (13). Prokaryotlarda 16S rRNA
veya 23S rRNA, ökaryotlarda ise 18S rRNA
genellikle hedef molekül olarak kullan›lmaktad›r.
16S rRNA kültür yap›lmaks›z›n t›bbi ve çevre
örneklerinden rRNA dizilerinin elde edilmesinde
ve mikroorganizmalar›n filogenetik analizlerinde
günümüzde en yayg›n kullan›lan moleküldür
(16). FISH yönteminde günümüzde kullan›lan
prob çeflitleri afla¤›da aç›klanm›flt›r.

a- Oligonükleotid problar: Oligonükleotidler
ideal hibridizasyon problar›d›r ve FISH tekni¤inde
yayg›n olarak kullan›lmaktad›rlar. rRNA’y› hedef
alan oligonükleotid problar kimyasal olarak
sentez edilen, tek sarmall›, k›sa (genellikle 15-
25 nukleotid uzunlu¤unda) DNA molekülleri
olup, ticari olarak kolayl›kla sat›n al›nabilen en
ucuz problard›r (13,16).

b- Polinükleotid problar: Oligonükleotid prob-
lara alternatif olarak kullan›lan polinükleotid
problar FISH tekni¤inin gelifltirilmesi amac›yla
kullan›ma girmifltir. Polinükleotid problar oligo-
nükleotid  problara  göre  26  kez  daha  fazla
flüoresans verirler. Bu problar düflük ribozom
içeri¤i olan ve zay›f sinyal oluflturan hücreler
için önerilmektedir. Polinükleotid problar ticari
olarak sat›lmamakta ve araflt›r›c›lar taraf›ndan
laboratuvarda sentez edilmektedir. Polinükleotid
problar polynucleotide (Poly)-FISH ve RING
(Recognition of Individual Genes)-FISH gibi
yeni  FISH  tekniklerinde  kullan›lmaktad›r.
Polinükleotid problar Euryarchaeota, Bacteria
gibi uzak taksonlar› ay›rt etmek için kolayl›kla
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kullan›labilir, ancak bakterileri tür ve cins düze-
yinde ay›rt etmek için kullan›mlar› zordur. Ayr›ca
oligonükleotid problara göre enzimlere daha
hassast›rlar, kolayl›kla bozulabilirler (17-19).

c- Peptid nükleik asit (PNA) ve locked nükleik
asit (LNA) problar: PNA ve LNA problar FISH
yöntemini gelifltirmek için son y›llarda kullan›-
lan yeni problard›r. PNA ve LNA problar›n her
ikisi de komplementer nükleik asitlere yüksek
affinite gösterirler. PNA problar standart oligo-
nükleotid problar›n bir modifikasyonudur ve
DNA veya RNA’ya hibridize olabilen sentetik
DNA polimeridir. LNA ise RNA türevidir ve
riboz halkas› 4’ karbon ve 2’oksijen aras›ndaki
metilen ba¤› ile C3’ iç yap›s›na eklenmifltir. Her
ikisi de yüksek affinitelerinden dolay› hedef
olmayan hücrelere ba¤lanmazlar. Ancak LNA
ve  PNA problar›n  en  önemli  dezavantaj›
maliyetinin yüksek olmas›d›r (19).

d- Di¤er problar: FISH yönteminde bunlardan
baflka plazmidler ile genomik DNA’y› hedef
alan problar, helper problar ve tek hedef organiz-
ma için çoklu problar da kullan›lmaktad›r (9).

2- Problar›n seçimi, iflaretlenmesi ve saklanmas›:
FISH uygulamalar›nda daha önceden aile, cins
ve tür düzeyinde tan›mlanm›fl ve yay›nlanm›fl
problar›n kullan›lmas› büyük kolayl›k sa¤lar.
FISH için kullan›lan problar›n listesi http:
//www.microbial-ecology.net/probebase/defa-
ult.asp?mode=search internet sitesinden elde
edilebilir (20). Bakteriler (Bacteria), arkebakte-
riler (Archaea), ve ökaryotlar› (Eukarya) kapsa-
yan listeden prob sentezinde ve çal›flmada kul-
lan›lacak bilgileri elde etmek mümkündür (Prob
ismi, hedef organizma, hedef molekül, gen dizi-
si, formamid konsantrasyonu, referans vs.).
Problar›n özgüllü¤ü çeflitli veri tabanlar›
(16S/18S rRNA-SILVA, 23S/28S rRNA-SILVA,
16S rRNA-RDP II gibi) ile kontrol edilebilir
(21, 22).

FISH uygulamalar›nda oligonükleotidler flüoresan
boyalar, biotin, digoxigenin veya enzimler ile
iflaretlenirler. Mikroorganizmalar›n cins veya
tür düzeyinde tan›mlanmas›na olanak sa¤layan
hedef dizi belirlendikten sonra, iflaretlenmesi is-
tenilen flüoresan boya veya enzim seçilerek
problar ticari olarak çeflitli firmalara sentez etti-
rilebilir (Microsynth, Switzerland; Biomers,
Germany; vb.) veya haz›r kit olarak sat›n al›na-
bilirler (Izinta, Hungary; AdvanDx, Denmark
/USA). Ancak haz›r kitler klasik FISH yöntemine
göre  daha  pahal›d›r.  ‹flaretlemede  kullan›lan
flüoresan boyalar›n mikroskopta bulunan filtrelere
uyumlu olmas› gerekir (4,23-26).

Liyofilize olarak sentez ettirilen problar steril
distile su ile suland›r›ld›ktan sonra stok veya ça-
l›flma solüsyon olmak üzere iki flekilde saklana-
bilirler. Stok haz›rlanan problar küçük porsiyon-
lar fleklinde; çal›flma solüsyonlar› da Cy3 ve
Cy5 için 30 ng, flüoresan boyalar içinde 50 ng
prob olacak flekilde haz›rlanarak -20°C de sak-
lan›rlar. Hibridizasyonda her örnek için çal›flma
solüsyonundan 1 µl tür veya cinse özgü prob +
9 µl hibridizasyon solüsyonu olarak uygulan›r
(15). Tablo 1’de FISH yöntemi ile tan›mlanabi-
len baz› mikroorganizmalar ve problar için ör-
nekler verilmifltir.

Hibridizasyonda 15-20 nükleotid uzunlu¤undaki
flüoresan iflaretli prob ile hedef organizma uygun
NaCl  ve  formamid  konsantrasyonu  içeren
solüsyon ile bir araya getirilerek hibrid olufltu-
rulur. Probun özgüllü¤ü, örnekteki bakterinin
permeabilizasyonu, hibridizasyon ›s›s› hibridi-
zasyonu etkileyen faktörlerdir. Uygun konsant-
rasyonda (50 ng veya 30ng) haz›rlanan belirli
miktardaki probla ile hibridizasyon solusyonun
(5 M NaCI, 1 M Tris/HCl pH 8.0, %10 SDS,
formamid, dH2O) (1 µl prob + 9 µl hibridizasyon
tamponu) belirli ›s› derecesinde (genellikle 46°C)
nemli bir ortamda 1-1.5 saat enkübe edilmesiyle
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Tablo1. FISH yöntemi ile tan›mlanabilen baz› mikroorganizmalar ve problar için örnekler

Prob k›sa ismi Prob Hedef molekül Hedef mikroorganizma Hedef dizi (5'-3') Kaynak
cinsi (rRNA)

EUB338 Oligo 16S Pek çok bakteri GCT GCC TCC CGT AGG AGT 27

UNIV1390 Oligo 16S Tüm organizmalar GAC GGG CGG TGT GTA CAA 28

ACA652 Oligo 16S Acinetobacter ATC CTC TCC CAT ACT CTA 29

ALBO34a Oligo 23S Acinetobacter Bordetella spp. CGT GCC TTC AAC CTG GCC 30

Alc-476 Oligo 16S Alcaligenes faecalis CTG CAG ATA CCG TCA GCA GT 31

Burkho Oligo 16S Burkholderia spp. ACC CTC TGT TCC GAC CAT 32

Burcep Oligo 16S Burkholderia cepacia CTG TGC GCC GGT TCT CTT 32

AERO1244 Oligo 16S Aeromonadaceae GCT TGC AGC CCT CTG TAC GCG 33

LEG226 Oligo 16S Legionellaceae TCG GAC GCA GGC TAA TCT 34

LEGPNE1 Oligo 16S Legionella pneumophila ATC TGA CCG TCC CAG GTT 35

Chis150 Oligo 16S Clostridium histolyticum grup TTA TGC GGT ATT AAT CTY CCT TT 36

Chla-0232 Oligo 16S Chlamydia TAG CTG ATA TCA CAT AGA 37

Cn-0974 Oligo 16S Chlamydia pneumoniae AAG TCC AGG TAA GGT CCT

C-AAA CCC AGG TAA GGT CCT 37

Ct-0623 Oligo 16S Chlamydia trachomatis ATT AGA TGC CGA CTC GGG 37

EBAC1790 Oligo 23S Enterobacteriaceae CGT GTT TGC ACA GTG CTG

C- CGT GTT TGC AGA GTG CTG 38

ECO1167 Oligo 23S Escherichia coli GCA TAA GCG TCG CTG CCG 39

Kpn Oligo 23S Klebsiella pneumoniae CCT ACA CAC CAG CGT GCC 5

Pae997 Oligo 16S Pseudomonas spp TCT GGA AAG TTC TCA GCA 40

PseaerA Oligo 23S Pseudomonas aeruginosa TCT CGG CCT TGA AAC CCC 32

Sta Oligo 16S Staphylococcus spp. TCT CGG CCT TGA AAC CCC 5

Sau Oligo 16S Staphylococcus aureus GAA GCA AGC TTC TCG TCC G 5

Str Oligo 16S Streptococcus spp. TCC TCC ATA TCT CTG CGC 41

Spn Oligo 16S Streptococcus pneumoniae GTG ATG CAA GTG CAC CTT 5

Saga Oligo 16S Streptococcus agalactiae GTA AAC ACC AAA CMT CAG CG 41

Spy Oligo 16S Streptococcus pyogenes TTC CAA AGC GTA CAT TGG TT 41

Enc Oligo 16S Enterococcus spp. CCC TCT GAT GGG TAG GTT 5

Efs Oligo 16S Enterococcus faecalis CCC CTT CTG ATG GGC AGG 6

Haeinf Oligo 16S Haemophilus influenzae CCG CAC TTT CAT CTT CCG 32

ClaWT Oligo 23S Klaritromisine duyarl› Helicobacter pylori CGG GGT CTT TCC GTC TT 42

ClaR3 Oligo 23S Klaritromisine dirençli Helicobacter pylori CGG GGT CTT GCC GTC TT 42

Catherm Oligo 23S Termotolerant Campylobacter spp. GCC CTA AGC GTC CTT CCA 43

Cajej Oligo 23S Campylobacter jejuni AGC TAA CCA CAC CTT ATA CCG 43

PF2 Oligo 18S Tüm mayalar CTC TGG CTT CAC CCT ATT C 5

Caal Oligo 18S Candida albicans GCC AAG GCT TAT ACT CGC T 5

Cagl Oligo 18S Candida glabrata CCG CCA AGC CAC AAG GAC T 5

Capara651 Oligo 18S Candida parapsilosis CCT GGT TCG CCA AAA AGG C 5

Ckrus Oligo 18S Candida krusei GAT TCT CGG CCC CAT GGG 5

- PNA 16S Candida dubliniensis TAGCCAGAAGAAAGG 44

Giar-4 Oligo 16S Giardia intestinalis CGG CGG GGG GCC AAC 45

Giar-6 Oligo 16S Giardia intestinalis CGG GGC TGC CGC GGC GCG 45

CRY-1 Oligo 18S Cryptosporidium CGG TTA TCC ATG TAA GTA AAG 46

- Oligo 16S Pneumocystis carini TTCGGAGGACCAGGCAACCAATCCCT 47

Bru-996 Oligo 16S Brucella spp. CCA CTA ACC GCG ACCGGG ATG 48

MTC PNA 16S Mycobacterium tuberculosis kompleks NH2-CTT AGG AAT-TTT CGG-Lys-Flu-H 49

NTM PNA 16S Non tuberculosis Mycobacteria NH2-CGG TCG CCC ATT ACG-Ala-Ala-Flu-H 49

- Oligo 16S Mycobacterium leprae CATCCTGCACCGCAAAAAGCTT 50
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hedef organizma ile cDNA’n›n (tek iplikli probun)
hibridizasyonu sa¤lan›r. Hibridizasyon solüsyonu
içindeki kimyasal maddeler (NaCI, TRIS, SDS,
formamid) uygun ›s› derecesinde bazlar›n do¤ru
eflleflmesini  kolaylaflt›r›r.  Ortamda  bulunan
formamid düflük ›s›da hibridizasyonu sa¤lar.
Hibridizasyonun s›k›l›¤› (stringency) ›s› ile
ayarlanabilir. Hibridizasyon ›s›s› oligonükle-
otidlerin çözülme ›s›s›na (dissociation temperature,
Td) ba¤l›d›r ve bu deneysel olarak optimize edi-
lebilir. 15-25 aras› nukleotid uzunlu¤undaki
problar için hibridizasyon ›s›s› 37-55°C aras›nda
de¤iflir. Yüksek ›s› fikse edilen hücrelere zarar
verebilir. Hibridizasyonda en s›k kullan›lan ›s›
derecesi 46°C’dir (4,15,51). Tablo 2’de forma-
mid konsantrasyonuna (%) göre haz›rlanan hib-
ridizasyon tampon solüsyonu için kullan›lan
kimyasallar ve miktarlar› verilmifltir (15).

Y›kama aflamas›

Hedef diziye ba¤lanmam›fl veya non-spesifik
ba¤lanm›fl problar›n ortamdan uzaklaflt›r›lmas›
için uygulan›r. Y›kama ifllemi preparatlar›n y›ka-
ma solüsyonu (TRIS HCI, %10 SDS, 0.5 M
EDTA, 5M NaCI, Distile su) içerisinde belirli
›s› derecesinde (genellikle su banyosunda 48°C)

10-20 dakika uygulanmas›n› kapsar. Tablo 3’de
formamid konsantrasyonuna göre haz›rlanan y›-
kama solüsyonundaki kimyasallar ve miktarlar›
verilmifltir. Y›kama iflleminden sonra preparatlar
distile su ile y›kan›r ve havada kurutulur. Bu
aflamadan sonra her bir kuyucu¤a %0.001’lik
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)’den 10
µl eklenerek, 7-10 dakika karanl›kta bekletilir
ve sonra preparatlar distile su ile y›kan›p, hava-
da kurutulur (4, 15, 52). DAPI DNA’ya ba¤la-
nan flüoresan bir boyad›r ve hem canl› hem de
fikse örnekleri boyamada kullan›l›r. DAPI ile
boyama sonucu örnekte bulunan toplam hücre
say›s› (bakteri/mantar) belirlenebilmektedir
(13).

Görüntüleme aflamas›

Y›kama iflleminden sonra havada kurutulan pre-
paratlar›n üzerindeki kuyucuklara özel bir so-
lüsyon  (citifluor veya antifade solüsyon) dam-
lat›larak (genellikle 1-5 µl) lamel kapat›l›r ve
flüoresan mikroskopta incelenir. Citifluor veya
antifade solüsyon kullan›lan flüoresan boyalar›n
solmas›n› önlemek için kullan›lmaktad›r (4,15).
Görüntüleme için iflaretlemede kullan›lan flü-
oresan boyaya uygun filtre seçilmesi gerekir.

Tablo 2. Hibridizasyon tamponu için formamid konsantrasyonuna göre haz›rlanan kimyasallar ve miktarlar›

Formamid Konsantrasyonu (%)

Solüsyonlar 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70

5M NaCI (µl) 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360

1M Tris/HCI (µl) 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Formamid (µl) 0  100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1300

Steril distile su (µl) 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 300

%10 SDS (µl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Tablo 3. Y›kama solüsyonu için formamid konsantrasyonuna göre haz›rlanan kimyasallar ve miktarlar›

Formamid Konsantrasyonu (%)

Solüsyonlar 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70

0.5M EDTA (µl) 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

1M Tris/HCI (µl) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

5M NaCI (µl) 9000 6300 4500 3180 2150 1490 1020 700 460 180 100 40 0

Steril distile su (ml) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

%10 SDS (µl) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
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Tek prob kullan›lmas› durumunda tekli filtreler,
birden fazla farkl› flüoresanla iflaretlenmifl
problar›n kullan›lmas› durumunda ise ikili (dual
filter set) veya üçlü (triple filter set) filtreler
kullan›larak elde edilen görüntüler analiz sis-
temlerince özel bir software ve bilgisayar yard›-
m›yla kay›t edilebilir (4,13).

FISH  YÖNTEM‹NDE  KULLANILAN

FLOROFOR M‹KROSKOP ve F‹LTRELER

FISH yönteminde rRNA’y› hedef alan problar
radyoaktif izotoplarla iflaretlenebildi¤i gibi,
radyoaktif olmayan özel flüoresan boyalarla da
iflaretlenebilirler. Ancak radyoaktif elementlerin
yar›  ömrünün  k›sa  olmas›  ve  sa¤l›¤a  zararl›
etkilerinden dolay› daha çok FISH uygulamalar›n-
da non-radyoaktif elementler kullan›lmaktad›r
(13,16). Günümüzde en çok kullan›lan boyalar
flüorofor (fluorophore) olarak isimlendirilen
boyalard›r. Fluorescein isothiocyanate (FITC)
en yayg›n kullan›lan flüoroforlardan biridir.
Cyanine (CY)’lerden CY3, CY5 ise duyarl›l›k
seviyelerinin yüksek olmas› ve flüoresan özel-
liklerini uzun süre koruma kapasiteleri nedeniyle
tercih edilen flüoroforlard›r (13). CY boyalar›na
alternatif Alexa Fluor ve DyLight gibi yeni je-
nerasyon flüoroforlar ise genellikle ›fl›¤a karfl›
daha stabil, daha parlak ve pH sensitivitesi daha
az olan boyalard›r, ancak di¤er boyalara göre

daha pahal›d›rlar (53,54). Baz› FISH uygulama-
lar›nda ise problar alkalen fosfataz veya horse-
radish peroksidaz gibi enzimlerle iflaretlenmek-
tedir (55). Tablo 4’de FISH tekni¤inde kullan›-
lan iflaretleyiciler verilmifltir.

Tablo 5’de baz› floroforlar ve özellikleri veril-
mifltir (15,56). Tabloda floroforlar için absorbsi-
yon ve emisyon dalga boylar› Zeiss (Germany)
marka mikroskop için verilmifltir. Florofor rengi
ve absorbsiyon ve emisyon dalga boyu mikros-
koplara göre farkl›l›k gösterebilmektedir. 

FISH yönteminde kullan›lan florofor maddeler
arac›l›¤›yla sinyalin görüntülenmesi için epiflü-
oresan mikroskop, flow sitometri veya konfokal
lazer taramal› mikroskoptan yararlan›lmaktad›r
(4,9,12,57). Epiflüoresan mikroskopta görüntü
alabilmek için kullan›lan flüoresan boyalara uy-
gun filtrelerin bulunmas› gereklidir. DAPI,
FITC ve TRICH en s›k kullan›lan filtrelerdir.
Seçilen flüoresan boyalara göre filtreler tekli
(DAPI, FITC, TRICH), ikili DAPI+FITC veya
TRICH+FITC) ve üçlü setler (DAPI+FITC
+TRICH veya DAPI+FITC+Texas-red) fleklinde
kullan›labilir. Birden fazla farkl› florofor ile ifla-
retli prob kullanarak efl zamanl› görüntüler elde
edilebilir (58). Ancak amaca uygun prob ve filt-
relerin do¤ru seçimi oldukça önemlidir, aksi
halde hatal› sonuçlar al›nabilir. 

Günümüzde görüntü analiz sistemlerinin kulla-
n›ma girmesiyle özel yaz›l›m programlar› ve
bilgisayar arac›l›¤›yla görüntülerin daha net ola-
rak al›nmas› ve kaydedilmesi sa¤lanmaktad›r.
Son y›llarda konfokal lazer taramal› mikrosko-
bun gelifltirilmesiyle FISH yönteminde karfl›la-
fl›lan önemli sorunlardan biri olan otoflüoresan
olay› çözümlenmifltir. Konfokal lazer taramal›
mikroskop; yüksek lazer parlakl›¤›, uzaysal dü-
zenlili¤i, minimum ›fl›n sapma özelli¤i, düflük
gürültü ve minimum dalgalanma özellikleri ne-
deniyle de yüksek çözünürlük sa¤lamakta ve el-

Tablo 4. FISH tekni¤inde kullan›lan iflaretleyiciler

1. Radyoaktif elementler

2. Non-radyoaktif elementler

a. Flüoresan boyalar

Fluorescein 

Tetramethylrhodamine 

Texas red 

CY3, CY5

b. Non-flüoresan iflaretleyiciler

Biotin

Digoxigenin

Enzimler (Alkaline phosphatase, horse-radish peroxidase)
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de edilen görüntü konvansiyonel flüoresan ›fl›k
mikroskoplar›na k›yasla çok daha net olmakta-
d›r. Odak alan› içindeki ›fl›k geçirildi¤inden sa-
dece görüntü alan› netleflmekte ve odak d›fl›
yans›yan ›fl›k görüntülenmemektedir. Konfokal
lazer taramal› mikroskop hücrelerin bütünlü¤ü
bozulmadan seri kesitler alabilme özelli¤i saye-
sinde canl› hücrelerle çal›fl›rken de büyük ola-
naklar sa¤lamakta, özellikle kal›n kesitlerden
kaliteli görüntüler elde edilebilmektedir. Konfo-
kal lazer taramal› mikroskobun son y›llarda çok
popüler hale gelmesine neden olan di¤er özelli-
¤i ise 3 boyutlu görüntü sa¤lamas›d›r (3, 59).

FISH YÖNTEM‹N‹N AVANTAJLARI

Kar›fl›k ortamdaki mikroorganizmalar›n do¤al
ortamlar›nda identifikasyonuna izin verir. Kül-
tür yap›lmas›na gerek kalmadan mikroorganiz-
malar›n tür düzeyinde identifikasyonunu sa¤lar.
Kültürü yap›lamayan veya yavafl üreyen mikro-
organizmalar›n tan›mlanmas›na olanak sa¤lar.

Miks enfeksiyonlar›n tan›mlanmas›nda di¤er
yöntemlere göre üstünlükleri vard›r. Duyarl›l›¤›
ve özgüllü¤ü yüksektir. Yöntemin tüm aflamala-
r› oda ›s›s›nda yap›lmaktad›r. Örneklerin saflafl-
t›r›lmas›na gerek yoktur. Uygulanmas› kolay,
basit ve ucuz bir yöntemdir. ‹dentifikasyon sü-
resi k›sad›r. Manual yöntemin d›fl›nda kit ile ça-
l›flmak mümkündür (5,6,12,25,35,36).

FISH YÖNTEM‹N‹N DEZAVANTAJLARI

Oto-flüoresans nedeniyle gerçek pozitifli¤in

saptanamamas›

Siyanobakteriler ve mayalar gibi baz› mikroor-
ganizmalar›n kendileri otoflüoresans verirler.
Ayr›ca ortamda bulunan artefaktlar ve boya ka-
l›nt›lar› da gerçek pozitifli¤in ay›r›m›nda sorun
yaratabilir. FISH çal›flmalar›nda pozitif (Eub338)
ve negatif kontroller (Non-Eub338) ile prob
kullan›lmadan sadece hibridizasyon solüsyonu
ile muamele edilmifl örneklerin çal›fl›lmas› da
otoflüoresans sorununu çözmede yard›mc› ola-

Tablo 5. FISH yönteminde s›k kullan›lan baz› flüoresan boyalar›n özellikleri

Flüoresan boya Max. eksitasyon (nm) Max. emisyon (nm) Renk

5-Fluorescein (FITC) 495 520 Yeflil  

5-Carboxyfluorescein (FAM) 495 520 Yeflil  

6-Carboxyfluorescein (FAM) 495 520 Yeflil  

Alexa Fluor 488 495 519 Yeflil

5(6)-Carboxytetramethylrhodamine 546 576 Sar›-turuncu

(TAMRA)

6-Carboxytetramethylrhodamine 544 576 Sar›-turuncu

(TAMRA)

Texas Red-X 583 603 Turuncu

Alexa Fluor 568 578 603 Turuncu

Alexa Fluor 430 434 541 Sar›

Cy3 552 570 Sar›

AMCA-X (Coumarin) 353 442 Mavi

DAPI 359 461 Mavi

Cy5 643 667 K›rm›z›

Cy5.5 675 694 K›rm›z›

Alexa Fluor 633 632 647 K›rm›z›

TRICH 550 580 K›rm›z›-turuncu
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bilir. Ancak tüm bakterileri kapsayan ve pozitif
kontrol olarak kullan›lan Eub338 baz› bakterile-
ri içermeyebilir. Bu durumda ise komplementer
problar (Eub338-II, Eub338-III gibi,) tercih
edilmelidir. Bundan baflka otoflüoresans sorunu
konfokal lazer taramal› mikroskop kullan›m›yla
da giderilebilir (3,13,19).

Hücre ve sinyalin olmamas›

FISH yöntemindeki önemli problemlerden biri
de örnekte hücre ve sinyalin görülmemesidir.
FISH yönteminin örnekteki hücreleri belirleme
s›n›r› 103 CFU/ml’dir. Dolay›s›yla örnekte az
say›da bulunan mikroorganizmalar›n tan›mlan-
mas› zor olabilir ve buna ba¤l› olarak hücre ve
sinyal görülmeyebilir. Örnekteki hücre konsant-
rasyonu düflük oldu¤unda örnekler santrifuj edi-
lerek veya membran filtrasyon ile konsantre
edilerek çal›fl›labilir (15).

Düflük sinyal oluflumu

FISH yönteminin di¤er önemli dezavantajlar›ndan
biride düflük sinyal yo¤unlu¤udur. Düflük sinyal
iki nedenle olabilir. Birincisi probun hücre içine
giriflini önleyen hücrenin permeabilitesi yetersiz
olabilir. Bu durum çeflitli kimyasal maddeler ve
enzimler (lizozim, proteinaz K, lizostafin) kul-
lanarak, probun hücre içine girifli kolaylaflt›r›larak
çözümlenebilir. Ancak hücre kayb›na karfl› den-
geyi iyi ayarlamak gerekmektedir. Klasik FISH
yönteminde zay›f sinyal oluflumunun ikinci esas
nedeni hedef organizmada düflük rRNA içeri¤i-
dir ki düflük ribozom içeri¤i örnekte metabolik
olarak inaktif hücreler veya yavafl üreyen hücre-
lerde oluflmaktad›r. Klasik FISH yöntemindeki
bu sorunlar nedeniyle bu yöntemin duyarl›l›¤›n›
art›rmak için yeni yaklafl›mlar ve yöntemler
gelifltirilmektedir (9,12). 

Problar›n s›n›rl›l›¤›

Baz› problar›n familya ve cins düzeyinde tan›m-
lamaya olanak sa¤lamas›na ra¤men tüm bakte-

riler için tür düzeyinde tan›mlayacak problar›n
olmamas› ve baz› problar›n spesifitesinin yeter-
siz olmas› yeni problara ihtiyaç duyulmas›na
neden olmaktad›r (19).

SONUÇ

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlar›nda mikro-
organizmalar›n identifikasyonu ve tan›mlanma-
s›nda kullan›lan konvansiyonel kültür yöntem-
leri ile identifikasyon süresi uzun olmakta ve
baz› türler ile miks infeksiyonlar›n tan›mlanma-
s›nda bu yöntem yetersiz kalmaktad›r. PCR
yöntemlerinin ise rutinde kullan›labilmesi için
hala sorunlar bulunmaktad›r. FISH yöntemi ile
kültür yöntemlerine gerek duyulmadan direk
klinik örneklerden k›sa sürede mikroorganizma-
lar›n tür düzeyinde identifikasyonu yap›labil-
mektedir. Uygulamas› kolay, di¤er yöntemlere
göre ucuz ve duyarl›l›¤› yüksek olan bu yöntem
özellikle sepsis, menenjit gibi hayati önem tafl›-
yan enfeksiyon hastal›klar›n›n erken tan› ve te-
davisine olanak tan›yarak mortalite ve morbidi-
tenin azalmas›na katk› sa¤layabilir. Son y›llarda
klasik FISH yöntemindeki s›k›nt›lar araflt›rma-
c›lar› bu yöntemin duyarl›¤›n› gelifltirmeye yö-
nelik yeni tekniklerin aray›fllar›na yöneltmifltir.
T›bbi genetik, moleküler ekoloji ve t›bbi mikro-
biyoloji alanlar›nda kullan›lmak üzere PNA
FISH, LNA-FISH, RNA-FISH, RING FISH,
POLY-FISH, CARD-FISH, MICRO-CARD-
FISH, ACM-FISH, catFISH, COBRA-FISH,
COD-FISH, COMBO-FISH, Comet-FISH, Fi-
ber-FISH, Q-FISH, Raman-FISH, SIMS-FISH,
FISH-MAR gibi pek çok yeni FISH teknikleri
gelifltirilmifltir (12). Yak›n bir gelecekte ileri
FISH teknikleri ile birlikte bu yöntem rutin kul-
lan›mda büyük kolayl›k sa¤layarak ülkemizde
de klinik mikrobiyoloji laboratuvar›ndaki yerini
alacakt›r.
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