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OZET

Fliioresan in situ hibridizasyon (FISH), rRNA yt hedef alan problar kullanarak kiiltiir yontemlerine basvurmaksizin
direkt drneklerden karigik durumdaki mikroorganizmalarin epifliioresan mikroskop, konfokal lazer taramali
mikroskop veya flow sitometri ile filogenetik tamimlanmasina izin veren molekiiler bir yontemdir. Prenatal tani,
sitogenetik, biyoteknoloji, molekiiler ekoloji ve tibbi mikrobiyoloji alanlarinda kullanilan FISH yénteminin
duyarlilik ve 6zgiilliigii oldukca yiiksektir. FISH yénteminin uygulamasi kolay ve pratik, hasta basina maliyeti
PCR ve konvansiyonel kiiltiir yontemlerine gore daha ucuz ve tammlama siiresi (yaklasik 2-3 saat) oldukca kisadir.
Bu derlemede mikroorganizmalarin hizli tanmimlanmasina olanak saglayan klasik FISH yontemi (prensip, avantaj
ve dezavantajlari) ve klinik mikrobiyolojideki kullanimindan bahsedilmistir.

Anahtar Kelimeler: FISH, mikrobiyoloji, tanimlama

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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GIRIS

Son yillarda, cesitli 6rneklerdeki mikroorganiz-
malarin tanimlanmasinda kiiltiir yontemlerine
bagvurmadan molekiiler tekniklere dayali yon-
temlerin kullanilmasi genis uygulama alani bul-
mustur. Molekiiler yontemler, bilimin bircok
alaninda oldugu gibi enfeksiyon hastaliklarinin
erken tanisi, mikroorganizmalarin tiir ve alt tiir
diizeyinde ayrimlarinin yapilmasi, antibiyotiklere
direncin saptanmasi, viriilans genlerinin arasti-
rilmasi, epidemilerin belirlenmesi ve izlenmesi
gibi ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Kiiltiir gibi klasik yontemler "altin standart"
olarak 6nemini eskisi gibi korumakla birlikte,
bircok enfeksiyon etkeninin tanimlanmasinda
yetersiz kalmaktadir. Coklu direncli mikroorga-
nizmalarla olusan enfeksiyonlarda, etken mik-
roorganizmanin hizla belirlenip, antibiyotiklere
duyarliligin saptanarak tedavinin erken donemde
baglamas1 hayati énem tasimakta; ancak klasik
yontemlerle bu siire¢ uzun zaman almaktadir.
Molekiiler yontemler bu siireci kisaltmakta ve
ayrica Mycobacterium tuberculosis, Legionalle
pneumophila, Chlamydia pneumoinae ve
Chlamydia trachomatis gibi 6zellikle kiiltiirlerde
tiremeyen, lretilmesi giic ve ge¢ olan mikroor-
ganizmalarin tanimlanmasinda da 6nem tasi-
maktadir (1-3).

Fliioresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi,
rRNA’y1 hedef alan fliioresan isaretli problar ile
hedefin isaretlenmesi ve fliioresan mikrosko-
bunda goriintiilenmesi prensibine dayanan mo-
lekiiler bir yontemdir. FISH yontemi ile kiiltiir
ve fenotipik Ozelliklerin belirlenmesine gerek
kalmadan mikroorganizmalarin kisa siirede ta-
nis1 yapilabilmektedir. Duyarlilik ve ozgiilliigii
yiiksek olan bu yontemin ucuz, pratik ve kolay
olmas1 ve yaklasik 2-2.5 saat gibi kisa siirede
tiir diizeyinde tanimlamaya olanak saglamasi
yoniinden avantajlar1 bulunmaktadir (4-6).
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FISH yontemi, tibbi genetik, biyoteknoloji ve
molekiiler ekoloji alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Onkoloji ve prenatal tanida,
hasta basina maliyetinin yiiksek olmasi ve tant
siiresinin daha uzun olmasina ragmen rutinde
tercih edilen bir yontemdir (6,7-11). Mikrobiyoloji
alaninda ise kullanilan problarin ucuz olmasi,
tanimlama siiresinin kisa olmasi, duyarlilik ve
ozgiilligiiniin yiiksek olmasi, yontemin kolay
olmasi, pahali alet ve cihazlar gerektirmemesi
gibi avantajlar1 bulunmasina ragmen iilkemizde
klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genis yer
bulamamustir (3,4,6).

FISH YONTEMININ MIKROBIYOLOJIDE
KULLANIM ALANI

Direkt klinik drneklerden veya kiiltiirlerdeki
iiremelerden aile, cins ve tiir diizeyinde mikro-
organizmalarin hizli tanimlanmasinda ve mikro-
organizmalarin filogenetik analizlerinde kullanim
alan1 bulmustur (9,12,13).

FISH YONTEMININ PRENSIBI

FISH yontemi rRNA y1 hedef alan problar
kullanarak kiiltiir yontemlerine bagvurmaksizin
direkt klinik o6rneklerden karisik ortamdaki
mikroorganizmalarin epifliioresan mikroskop,
konfokal lazer taramali mikroskop (Confocal
laser scannig microscopy; CLSM) veya flow
sitometri ile filogenetik tanimlanmasina izin
verir. FISH yontemi 6rneklerin fikse edilmesinden
sonra (Etanol/paraformaldehid: ETOH/PFA)
rRNA’y1 hedef alan fliioresan isaretli prob kul-
lanilarak, prob ile hedef genin hibridize olmasi
ve hibridizasyondan sonra fliioresan mikrosko-
bunda parlak 151k sacan mikroorganizmalarin
goriintiilenmesi esasina dayanir (3,4,9,12).
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FISH YONTEMINDE ASAMALAR

Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan
FISH yontemi fiksasyon, preparatlarin hazirlan-
mas1 ve dehidratasyon, hibridizasyon, yikama
ve goriintlileme asamalardan olugmaktadir.

Fiksasyon asamasi

Mikroorganizmalarin ¢cogu aldehitler (formalin,
paraformaldehid [PFA], gluteraldehid) ve alkoller
(metanol, etanol) ile fikse edilerek oligoniikleotid
ve poliniikleotid problar icin gecirgen hale
getirilirler. Fiksasyon hiicrelerin morfolojisini
korumak, niikleik asit kaybin1 6nlemek ve probun
hiicre i¢ine girisini kolaylastirmak icin yapil-
maktadir. Standart fiksasyon soliisyonu olarak
%4’liik PFA kullanilmaktadir. Gram pozitif ve
gram negatif bakteriler icin fiksasyon protokolii
farklilik gostermektedir. Gram negatif bakterilere
%4’liik PFA yeterliyken, gram pozitif bakteri-
lerde lizozim, lizostafin veya proteinaz K ile
fiksasyon sonrasi iglemlere gereksinim duyul-
maktadir (4,5,14).

Preparatlarin hazirlanmasi ve dehidratasyon
asamasl

Bu asama, fikse edilmis 6rneklerin teflon lam
izerindeki kuyucuklara belirli miktarlarda
(genellikle 1-10 pl) ilave edilmesini, preparatlarin
kurutulmasini ve dehidratasyonu kapsar. Fiksas-
yon ile morfolojisi korunan ve niikleik asit kaybi
onlenen hiicrelere prob girisini kolaylastirmak
icin preparatlar, %50, %80 veya %96’lik etil
alkolde iicer dakika bekletilerek dehidrate
edilirler (4,15).

Hibridizasyon asamasi

Hibridizasyona baglamadan 6énce mikroorganiz-
malarin cins ve tiir diizeyinde tanimlamasini
yapmak icin uygun problarin secilmesi gerekir.
Hedef DNA/RNA molekiiliine komplementer
olarak isaretli niikleik asitin, yani probun
kullanilmas1 bu yontemin en 6nemli agamasidir.
Hibridizasyonun giivenilir ve duyarli olmasinda

kullanilan probun amaca yonelik olmasi, uzun-
lugu, kalitesi, hedef bolgeye dzgiinliigii biiyiik
onem tagimaktadir.

1- FISH yonteminde kullanilan problar: FISH
yonteminde rRNA molekiilleri niikleik asit

problart i¢in ideal hedeflerdir. rRNA’nin filoge-
netik marker olarak kullanilmasi ve aktif lireyen
her hiicrede yaklasik 1200 kopya bulunmasi
dolayisiyla hedef olarak kullanilan en uygun
molekiildiir (13). Prokaryotlarda 16S rRNA
veya 23S rRNA, okaryotlarda ise 18S rRNA
genellikle hedef molekiil olarak kullanilmaktadir.
16S rRNA Kkiiltiir yapilmaksizin tibbi ve cevre
orneklerinden rRNA dizilerinin elde edilmesinde
ve mikroorganizmalarin filogenetik analizlerinde
gliniimiizde en yaygin kullanilan molekiildiir
(16). FISH yonteminde giiniimiizde kullanilan
prob cesitleri asagida agiklanmustir.

a- Oligoniikleotid problar: Oligoniikleotidler
ideal hibridizasyon problaridir ve FISH tekniginde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. rRNA’y1 hedef
alan oligoniikleotid problar kimyasal olarak
sentez edilen, tek sarmalli, kisa (genellikle 15-
25 nukleotid uzunlugunda) DNA molekiilleri
olup, ticari olarak kolaylikla satin alinabilen en
ucuz problardir (13,16).

b- Poliniikleotid problar: Oligoniikleotid prob-
lara alternatif olarak kullanilan poliniikleotid
problar FISH tekniginin gelistirilmesi amaciyla
kullanima girmistir. Poliniikleotid problar oligo-
niikleotid problara goére 26 kez daha fazla
fliloresans verirler. Bu problar diisiik ribozom
icerigi olan ve zayif sinyal olusturan hiicreler
icin onerilmektedir. Poliniikleotid problar ticari
olarak satilmamakta ve arastiricilar tarafindan
laboratuvarda sentez edilmektedir. Poliniikleotid
problar polynucleotide (Poly)-FISH ve RING
(Recognition of Individual Genes)-FISH gibi
yeni FISH tekniklerinde kullanilmaktadir.
Polintikleotid problar Euryarchaeota, Bacteria
gibi uzak taksonlar1 ayirt etmek i¢in kolaylikla
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kullanilabilir, ancak bakterileri tiir ve cins diize-
yinde ayirt etmek i¢in kullanimlari zordur. Ayrica
oligoniikleotid problara gore enzimlere daha
hassastirlar, kolaylikla bozulabilirler (17-19).

c- Peptid niikleik asit (PNA) ve locked niikleik
asit (LNA) problar: PNA ve LNA problar FISH
yontemini gelistirmek icin son yillarda kullani-
lan yeni problardir. PNA ve LNA problarin her
ikisi de komplementer niikleik asitlere yiiksek
affinite gosterirler. PNA problar standart oligo-
niikleotid problarin bir modifikasyonudur ve
DNA veya RNA’ya hibridize olabilen sentetik
DNA polimeridir. LNA ise RNA tiirevidir ve
riboz halkas1 4° karbon ve 2’oksijen arasindaki
metilen bagi ile C3’ i¢ yapisina eklenmistir. Her
ikisi de yiiksek affinitelerinden dolayi hedef
olmayan hiicrelere baglanmazlar. Ancak LNA
ve PNA problarin en Onemli dezavantaji
maliyetinin yiiksek olmasidir (19).

d- Diger problar: FISH yonteminde bunlardan
baska plazmidler ile genomik DNA’y1 hedef
alan problar, helper problar ve tek hedef organiz-
ma i¢in ¢coklu problar da kullanilmaktadir (9).

2- Problarin secimi, isaretlenmesi ve saklanmasi:

FISH uygulamalarinda daha onceden aile, cins
ve tiir diizeyinde tanimlanmis ve yayinlanmig
problarin kullanilmasi biiyiik kolaylik saglar.
FISH i¢in kullanilan problarin listesi http:
//www.microbial-ecology.net/probebase/defa-
ult.asp?mode=search internet sitesinden elde
edilebilir (20). Bakteriler (Bacteria), arkebakte-
riler (Archaea), ve dkaryotlar1 (Eukarya) kapsa-
yan listeden prob sentezinde ve calismada kul-
lanilacak bilgileri elde etmek miimkiindiir (Prob
ismi, hedef organizma, hedef molekiil, gen dizi-
si, formamid konsantrasyonu, referans vs.).
Problarin 6zgiilliigii ¢esitli veri tabanlari
(16S/18S rRNA-SILVA, 23S/28S rRNA-SILVA,
16S rRNA-RDP II gibi) ile kontrol edilebilir
(21, 22).
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FISH uygulamalarinda oligoniikleotidler fliioresan
boyalar, biotin, digoxigenin veya enzimler ile
isaretlenirler. Mikroorganizmalarin cins veya
tiir diizeyinde tanimlanmasina olanak saglayan
hedef dizi belirlendikten sonra, isaretlenmesi is-
tenilen fliloresan boya veya enzim secilerek
problar ticari olarak cesitli firmalara sentez etti-
rilebilir (Microsynth, Switzerland; Biomers,
Germany; vb.) veya hazir kit olarak satin alina-
bilirler (Izinta, Hungary; AdvanDx, Denmark
/USA). Ancak hazir kitler klasik FISH yontemine
gore daha pahalidir. Isaretlemede kullanilan
fliioresan boyalarin mikroskopta bulunan filtrelere
uyumlu olmasi gerekir (4,23-26).

Liyofilize olarak sentez ettirilen problar steril
distile su ile sulandirildiktan sonra stok veya ¢a-
lisma soliisyon olmak tizere iki sekilde saklana-
bilirler. Stok hazirlanan problar kiiciik porsiyon-
lar seklinde; calisma soliisyonlar1 da Cy3 ve
CyS5 i¢in 30 ng, fliioresan boyalar i¢inde 50 ng
prob olacak sekilde hazirlanarak -20°C de sak-
lanirlar. Hibridizasyonda her ornek i¢in calisma
soliisyonundan 1 pl tiir veya cinse 6zgii prob +
9 pl hibridizasyon soliisyonu olarak uygulanir
(15). Tablo 1’de FISH yontemi ile tanimlanabi-
len bazi mikroorganizmalar ve problar icin oOr-
nekler verilmistir.

Hibridizasyonda 15-20 niikleotid uzunlugundaki
fliioresan isaretli prob ile hedef organizma uygun
NaCl ve formamid konsantrasyonu iceren
soliisyon ile bir araya getirilerek hibrid olustu-
rulur. Probun 6zgiilliigii, 6rnekteki bakterinin
permeabilizasyonu, hibridizasyon 1s1s1 hibridi-
zasyonu etkileyen faktorlerdir. Uygun konsant-
rasyonda (50 ng veya 30ng) hazirlanan belirli
miktardaki probla ile hibridizasyon solusyonun
(5 M NaClI, 1 M Tris/HCI pH 8.0, %10 SDS,
formamid, dH,0) (1 pl prob + 9 pl hibridizasyon
tamponu) belirli 1s1 derecesinde (genellikle 46°C)
nemli bir ortamda 1-1.5 saat enkiibe edilmesiyle
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Tablol1. FISH yontemi ile tanimlanabilen bazi mikroorganizmalar ve problar icin rnekler

Prob kisaismi | Prob |Hedef molekiil | Hedef mikroorganizma Hedef dizi (5'-3") Kaynak
cinsi (rRNA)

EUB338 Oligo 16S Pek ¢ok bakteri GCT GCC TCC CGT AGG AGT 27
UNIV1390 Oligo 16S Tiim organizmalar GAC GGG CGG TGT GTA CAA 28
ACA652 Oligo 16S Acinetobacter ATC CTC TCC CAT ACT CTA 29
ALBO34a Oligo 238 Acinetobacter Bordetella spp. CGT GCC TTC AAC CTG GCC 30
Alc-476 Oligo 16S Alcaligenes faecalis CTG CAG ATA CCG TCA GCAGT 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 TAATCT 34
LEGPNE1 Oligo 16S Legionella pneumophila ATC TGA CCG TCC CAG GTT 35
Chis150 Oligo 16S Clostridium histolyticum grup TTATGC GGT ATT AAT CTY CCTTT 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 TAAGGT CCT 37
Ct-0623 Oligo 16S Chlamydia trachomatis ATT AGA TGC CGA CTC GGG 37
EBAC1790 Oligo 238 Enterobacteriaceae CGT GTT TGC ACA GTG CTG

C- CGT GTT TGC AGA GTG CTG 38
ECO1167 Oligo 23S Escherichia coli GCATAA GCG TCG CTG CCG 39
Kpn Oligo 238 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 GCAAGCTTCTCGTCCG 5
Str Oligo 16S Streptococcus spp. TCC TCC ATATCT CTG CGC 41
Spn Oligo 16S Streptococcus pneumoniae GTG ATG CAA GTG CAC CTT 5
Saga Oligo 16S Streptococcus agalactiae GTAAAC ACCAAA CMT CAG CG 41
Spy Oligo 16S Streptococcus pyogenes TTC CAAAGC GTA CAT TGG TT 41
Enc Oligo 16S Enterococcus spp. CCCTCT GAT GGG TAG GTT 5
Efs Oligo 16S Enterococcus faecalis CCC CTT CTG ATG GGC AGG 6
Haeinf Oligo 16S Haemophilus influenzae CCG CACTTT CAT CTT CCG 32
ClaWT Oligo 238 Klaritromisine duyarlt Helicobacter pylori CGG GGT CTT TCC GTCTT 42
ClaR3 Oligo 238 Klaritromisine direngli Helicobacter pylori | CGG GGT CTT GCC GTCTT 42
Catherm Oligo 238 Termotolerant Campylobacter spp. GCC CTAAGC GTC CTT CCA 43
Cajej Oligo 238 Campylobacter jejuni AGC TAA CCA CAC CTT ATA CCG 43
PF2 Oligo 18S Tiim mayalar CTCTGG CTT CACCCTATTC 5
Caal Oligo 18S Candida albicans GCC AAG GCT TATACTCGC T 5
Cagl Oligo 18S Candida glabrata CCG CCAAGC CACAAGGACT 5
Capara651 Oligo 18S Candida parapsilosis CCT GGT TCG CCAAAAAGGC 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 TTATCC ATG TAA GTAAAG 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 Mpycobacterium leprae CATCCTGCACCGCAAAAAGCTT 50
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hedef organizma ile cDNA’nin (tek iplikli probun)
hibridizasyonu saglanir. Hibridizasyon soliisyonu
icindeki kimyasal maddeler (NaCI, TRIS, SDS,
formamid) uygun 1s1 derecesinde bazlarin dogru
eslesmesini kolaylastirir. Ortamda bulunan
formamid diisiik 1s1da hibridizasyonu saglar.
Hibridizasyonun sikilig1 (stringency) 1s1 ile
ayarlanabilir. Hibridizasyon 1s1s1 oligoniikle-
otidlerin ¢6ziilme 1s1sina (dissociation temperature,
Td) baglidir ve bu deneysel olarak optimize edi-
lebilir. 15-25 arasi nukleotid uzunlugundaki
problar icin hibridizasyon 1s1s1 37-55°C arasinda
degisir. Yiiksek 1s1 fikse edilen hiicrelere zarar
verebilir. Hibridizasyonda en sik kullanilan 1s1
derecesi 46°C’dir (4,15,51). Tablo 2’de forma-
mid konsantrasyonuna (%) gore hazirlanan hib-
ridizasyon tampon soliisyonu i¢in kullanilan
kimyasallar ve miktarlar1 verilmistir (15).

Yikama asamasi

Hedef diziye baglanmamis veya non-spesifik
baglanmig problarin ortamdan uzaklastirilmasi
icin uygulanir. Yikama islemi preparatlarin yika-
ma soliisyonu (TRIS HCI, %10 SDS, 0.5 M
EDTA, 5M Na(l, Distile su) icerisinde belirli
1s1 derecesinde (genellikle su banyosunda 48°C)
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10-20 dakika uygulanmasini kapsar. Tablo 3’de
formamid konsantrasyonuna gére hazirlanan yi-
kama soliisyonundaki kimyasallar ve miktarlart
verilmistir. Yikama isleminden sonra preparatlar
distile su ile yikanir ve havada kurutulur. Bu
asamadan sonra her bir kuyucuga %0.001’lik
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)’den 10
pl eklenerek, 7-10 dakika karanlikta bekletilir
ve sonra preparatlar distile su ile yikanip, hava-
da kurutulur (4, 15, 52). DAPI DNA’ya bagla-
nan fliioresan bir boyadir ve hem canli hem de
fikse ornekleri boyamada kullanilir. DAPI ile
boyama sonucu Ornekte bulunan toplam hiicre
sayisi (bakteri/mantar) belirlenebilmektedir
(13).

Goriintiileme agsamasi

Yikama igleminden sonra havada kurutulan pre-
paratlarin iizerindeki kuyucuklara 6zel bir so-
liilsyon (citifluor veya antifade soliisyon) dam-
latilarak (genellikle 1-5 pl) lamel kapatilir ve
fliioresan mikroskopta incelenir. Citifluor veya
antifade soliisyon kullanilan fliioresan boyalarin
solmasini 6nlemek icin kullanilmaktadir (4,15).
Goriintiileme icin isaretlemede kullanilan flii-
oresan boyaya uygun filtre secilmesi gerekir.

Tablo 2. Hibridizasyon tamponu i¢in formamid konsantrasyonuna gore hazirlanan kimyasallar ve miktarlar

Formamid Konsantrasyonu (%)
Soliisyonlar 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70
SM NaClI (ul) 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360 360
IM Tris/HCI (ul) 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40
Formamid (pl) 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 | 1300
Steril distile su (ul) 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 300
%10 SDS (pl) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Tablo 3. Yikama soliisyonu i¢in formamid konsantrasyonuna gore hazirlanan kimyasallar ve miktarlar

Formamid Konsantrasyonu (%)
Soliisyonlar 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 70
0.5M EDTA (ul) 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
IM Tris/HCI (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 | 1000
SM NaClI (ul) 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 (pl) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
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Tek prob kullanilmasi durumunda tekli filtreler,
birden fazla farkl fliioresanla isaretlenmis
problarin kullanilmast durumunda ise ikili (dual
filter set) veya li¢lii (triple filter set) filtreler
kullanilarak elde edilen goriintiiler analiz sis-
temlerince 6zel bir software ve bilgisayar yardi-
miyla kayit edilebilir (4,13).

FISH YONTEMINDE KULLANILAN
FLOROFOR MIKROSKOP ve FILTRELER

FISH yonteminde rRNA’y1 hedef alan problar
radyoaktif izotoplarla isaretlenebildigi gibi,
radyoaktif olmayan 6zel fliioresan boyalarla da
isaretlenebilirler. Ancak radyoaktif elementlerin
yart Omriiniin kisa olmasi ve sagliga zararh
etkilerinden dolay1 daha ¢ok FISH uygulamalarin-
da non-radyoaktif elementler kullanilmaktadir
(13,16). Giinlimiizde en ¢ok kullanilan boyalar
fliiorofor (fluorophore) olarak isimlendirilen
boyalardir. Fluorescein isothiocyanate (FITC)
en yaygin kullanilan fliioroforlardan biridir.
Cyanine (CY)’lerden CY3, CYS5 ise duyarhilik
seviyelerinin yiiksek olmasi ve fliioresan 6zel-
liklerini uzun siire koruma kapasiteleri nedeniyle
tercih edilen fliioroforlardir (13). CY boyalarina
alternatif Alexa Fluor ve DyLight gibi yeni je-
nerasyon fliioroforlar ise genellikle 1518a karsi
daha stabil, daha parlak ve pH sensitivitesi daha
az olan boyalardir, ancak diger boyalara gore

Tablo 4. FISH tekniginde kullanilan isaretleyiciler

1. Radyoaktif elementler

2. Non-radyoaktif elementler

a. Fliioresan boyalar
Fluorescein
Tetramethylrhodamine
Texas red
CY3,CY5

b. Non-fliloresan isaretleyiciler
Biotin

Digoxigenin

Enzimler (Alkaline phosphatase, horse-radish peroxidase)

daha pahalidirlar (53,54). Bazi FISH uygulama-
larinda ise problar alkalen fosfataz veya horse-
radish peroksidaz gibi enzimlerle isaretlenmek-
tedir (55). Tablo 4’de FISH tekniginde kullani-
lan isaretleyiciler verilmistir.

Tablo 5’de bazi floroforlar ve 6zellikleri veril-
mistir (15,56). Tabloda floroforlar i¢in absorbsi-
yon ve emisyon dalga boylar1 Zeiss (Germany)
marka mikroskop i¢in verilmistir. Florofor rengi
ve absorbsiyon ve emisyon dalga boyu mikros-
koplara gore farklilik gosterebilmektedir.

FISH yonteminde kullanilan florofor maddeler
araciligiyla sinyalin goriintiilenmesi i¢in epiflii-
oresan mikroskop, flow sitometri veya konfokal
lazer taramali mikroskoptan yararlanilmaktadir
(4,9,12,57). Epifliioresan mikroskopta goriintii
alabilmek i¢in kullanilan fliioresan boyalara uy-
gun filtrelerin bulunmasi gereklidir. DAPI,
FITC ve TRICH en sik kullanilan filtrelerdir.
Secilen fliioresan boyalara gore filtreler tekli
(DAPI, FITC, TRICH), ikili DAPI+FITC veya
TRICH+FITC) ve ii¢lii setler (DAPI+FITC
+TRICH veya DAPI+FITC+Texas-red) seklinde
kullanilabilir. Birden fazla farkli florofor ile isa-
retli prob kullanarak es zamanli goriintiiler elde
edilebilir (58). Ancak amaca uygun prob ve filt-
relerin dogru se¢cimi oldukca 6nemlidir, aksi
halde hatali sonuglar alinabilir.

Giiniimiizde goriintii analiz sistemlerinin kulla-
nima girmesiyle 6zel yazilim programlari ve
bilgisayar aracilifiyla goriintiilerin daha net ola-
rak alinmasi ve kaydedilmesi saglanmaktadir.
Son yillarda konfokal lazer taramali mikrosko-
bun gelistirilmesiyle FISH yonteminde karsila-
stlan onemli sorunlardan biri olan otofliioresan
olay1 ¢oziimlenmistir. Konfokal lazer taramali
mikroskop; yiiksek lazer parlakligi, uzaysal dii-
zenliligi, minimum 151n sapma ozelligi, diisiik
giiriiltii ve minimum dalgalanma 6zellikleri ne-
deniyle de yiiksek coziiniirliik saglamakta ve el-
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Tablo 5. FISH yonteminde sik kullanilan bazi fliioresan boyalarin 6zellikleri

Fliioresan boya Max. eksitasyon (nm) Max. emisyon (nm) Renk
5-Fluorescein (FITC) 495 520 Yesil
5-Carboxyfluorescein (FAM) 495 520 Yesil
6-Carboxyfluorescein (FAM) 495 520 Yesil
Alexa Fluor 488 495 519 Yesil
5(6)-Carboxytetramethylrhodamine 546 576 Sari-turuncu
(TAMRA)

6-Carboxytetramethylrhodamine 544 576 Sari-turuncu
(TAMRA)

Texas Red-X 583 603 Turuncu
Alexa Fluor 568 578 603 Turuncu
Alexa Fluor 430 434 541 Sar1
Cy3 552 570 Sar1
AMCA-X (Coumarin) 353 442 Mavi
DAPI 359 461 Mavi
Cy5 643 667 Kirmizi
Cy5.5 675 694 Kirmizi
Alexa Fluor 633 632 647 Kirmizi
TRICH 550 580 Kirmizi-turuncu

de edilen goriintii konvansiyonel fliioresan 151k
mikroskoplarina kiyasla ¢cok daha net olmakta-
dir. Odak alan1 icindeki 151k gecirildiginden sa-
dece goriintii alan1 netlesmekte ve odak disi
yansiyan 1s1k goriintiilenmemektedir. Konfokal
lazer taramali mikroskop hiicrelerin biitiinligii
bozulmadan seri kesitler alabilme 6zelligi saye-
sinde canli hiicrelerle calisirken de biiyiik ola-
naklar saglamakta, 6zellikle kalin kesitlerden
kaliteli goriintiiler elde edilebilmektedir. Konfo-
kal lazer taramali mikroskobun son yillarda ¢ok
popiiler hale gelmesine neden olan diger 6zelli-
gi ise 3 boyutlu goriintii saglamasidir (3, 59).

FISH YONTEMININ AVANTAJLARI

Karigik ortamdaki mikroorganizmalarin dogal
ortamlarinda identifikasyonuna izin verir. Kiil-
tiir yapilmasina gerek kalmadan mikroorganiz-
malarin tiir diizeyinde identifikasyonunu saglar.
Kiiltiirii yapilamayan veya yavag iireyen mikro-
organizmalarin tanimlanmasina olanak saglar.
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Miks enfeksiyonlarin tanimlanmasinda diger
yontemlere gore iistiinliikleri vardir. Duyarlilig1
ve ozgiilliigii yiiksektir. Yontemin tiim asamala-
11 oda 1s1sinda yapilmaktadir. Orneklerin saflas-
tirllmasina gerek yoktur. Uygulanmasi kolay,
basit ve ucuz bir yontemdir. identifikasyon sii-
resi kisadir. Manual yontemin diginda kit ile ¢a-
lismak miimkiindiir (5,6,12,25,35,36).

FISH YONTEMININ DEZAVANTAJLARI

Oto-fliioresans nedeniyle gercek pozitifligin
saptanamamasi

Siyanobakteriler ve mayalar gibi baz1 mikroor-
ganizmalarin kendileri otofliioresans verirler.
Ayrica ortamda bulunan artefaktlar ve boya ka-
lintilar1 da gercek pozitifligin ayiriminda sorun
yaratabilir. FISH ¢alismalarinda pozitif (Eub338)
ve negatif kontroller (Non-Eub338) ile prob
kullanilmadan sadece hibridizasyon soliisyonu
ile muamele edilmis orneklerin ¢alisilmasi da
otofliioresans sorununu ¢dzmede yardimci ola-
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bilir. Ancak tiim bakterileri kapsayan ve pozitif
kontrol olarak kullanilan Eub338 bazi bakterile-
ri icermeyebilir. Bu durumda ise komplementer
problar (Eub338-11, Eub338-III gibi,) tercih
edilmelidir. Bundan bagka otofliioresans sorunu
konfokal lazer taramali mikroskop kullanimiyla
da giderilebilir (3,13,19).

Hiicre ve sinyalin olmamasi

FISH yontemindeki énemli problemlerden biri
de ornekte hiicre ve sinyalin goriilmemesidir.
FISH yonteminin 6rnekteki hiicreleri belirleme
siir1 10° CFU/ml’dir. Dolayisiyla 6rnekte az
saylda bulunan mikroorganizmalarin tanimlan-
mas1 zor olabilir ve buna bagl olarak hiicre ve
sinyal goriilmeyebilir. Ornekteki hiicre konsant-
rasyonu diisiik oldugunda 6rnekler santrifuj edi-
lerek veya membran filtrasyon ile konsantre
edilerek calisilabilir (15).

Diisiik sinyal olusumu

FISH yo6nteminin diger 6nemli dezavantajlarindan
biride diigiik sinyal yogunlugudur. Diisiik sinyal
iki nedenle olabilir. Birincisi probun hiicre i¢gine
girisini Onleyen hiicrenin permeabilitesi yetersiz
olabilir. Bu durum c¢esitli kimyasal maddeler ve
enzimler (lizozim, proteinaz K, lizostafin) kul-
lanarak, probun hiicre igine girisi kolaylastirilarak
coziimlenebilir. Ancak hiicre kaybina kars1 den-
geyi iyi ayarlamak gerekmektedir. Klasik FISH
yonteminde zayif sinyal olusumunun ikinci esas
nedeni hedef organizmada diisiik rRNA icerigi-
dir ki diisiik ribozom icerigi ornekte metabolik
olarak inaktif hiicreler veya yavas lireyen hiicre-
lerde olugsmaktadir. Klasik FISH yontemindeki
bu sorunlar nedeniyle bu yontemin duyarliligini
artirmak i¢in yeni yaklagimlar ve yontemler
geligtirilmektedir (9,12).

Problarin sinirhilig:

Bazi problarin familya ve cins diizeyinde tanim-
lamaya olanak saglamasina ragmen tiim bakte-

riler icin tiir diizeyinde tanimlayacak problarin
olmamas1 ve bazi problarin spesifitesinin yeter-
siz olmasi yeni problara ihtiya¢ duyulmasina
neden olmaktadir (19).

SONUC

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikro-
organizmalarin identifikasyonu ve tanimlanma-
sinda kullanilan konvansiyonel kiiltiir yontem-
leri ile identifikasyon siiresi uzun olmakta ve
bazi tiirler ile miks infeksiyonlarin tanimlanma-
sinda bu yontem yetersiz kalmaktadir. PCR
yontemlerinin ise rutinde kullanilabilmesi i¢in
hala sorunlar bulunmaktadir. FISH yontemi ile
kiiltiir yontemlerine gerek duyulmadan direk
klinik orneklerden kisa siirede mikroorganizma-
larin tiir diizeyinde identifikasyonu yapilabil-
mektedir. Uygulamasi kolay, diger yontemlere
gore ucuz ve duyarlilig yiiksek olan bu yontem
ozellikle sepsis, menenjit gibi hayati 6nem tagi-
yan enfeksiyon hastaliklarinin erken tani ve te-
davisine olanak taniyarak mortalite ve morbidi-
tenin azalmasina katki saglayabilir. Son yillarda
klasik FISH yontemindeki sikintilar arastirma-
cilar1 bu yontemin duyarligini gelistirmeye yo-
nelik yeni tekniklerin arayiglarina yoneltmistir.
Tibbi genetik, molekiiler ekoloji ve tibbi mikro-
biyoloji alanlarinda kullanilmak tizere 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 ¢ok yeni FISH teknikleri
gelistirilmigtir (12). Yakin bir gelecekte ileri
FISH teknikleri ile birlikte bu yontem rutin kul-
lanimda biiyiik kolaylik saglayarak iilkemizde
de klinik mikrobiyoloji laboratuvarindaki yerini
alacaktir.
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