Fluorescenční hybridizace in situ (FISH) 





Metoda využívá oligonukleotidových sond značených fluorescenčním barvivem Cy3 a cílených na 16S rRNA a 23S rRNA bakteriálních buněk. Použitá metoda byla detailně popsána v práci Pernthalera et al. (2001).
1. Bakteriální filtry se zfiltrovanými podvzorky byly nařezány na části a vloženy na podložní sklo.
2. Na části filtrů byl nanesen roztok sondy a hybridizačního pufru (s 35% formamidu pro všechny sondy) a podložní sklo bylo vloženo do polyethylenové tuby, která byla inkubována při 46°C po dobu 2 - 3 hodin. Poté byly části filtrů rychle přemístěny do předehřátého pracího pufru, inkubovány 15 min při 48°C, vyprány ve sterilní destilované vodě a vysušeny na vzduchu.
3. Na části filtrů bylo naneseno 50 (l pracovního roztoku DAPI a následovala 15 min inkubace v lednici, po které byly filtry vyprány ve sterilní destilované vodě a 80% ethanolu a dokonale vysušeny.
4. Části filtrů byly umístěny na podložní skla do mounting médií (Citifluor a Vecta Shield, 4:1) a analyzovány na epifluorescenčním mikroskopu (Olympus AX 90) vybaveném optimální sadou filtrů (UV-2A pro DAPI, excitace 360-370 nm, emise více než 420 nm, a HQ:CY3 pro CY3, excitace 510-550 nm, emise více než 590 nm) tak, aby celkový počet spočtených buněk byl alespoň 200 - 300.    
