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1. Wstêp

Do niedawna identyfikacja bakterii w mieszaninie
mikroorganizmów wymaga³a wielu ¿mudnych i d³ugo-
trwa³ych analiz. Wprowadzenie metody bezpo�rednie-
go liczenia bakterii z u¿yciem filtrów membranowych
i odpowiednich barwników interkaluj¹cych z DNA, jak
np. DAPI (4�,6-diamidino-2-phenyloindol) oraz zasto-
sowanie mikroskopu epifluorescencyjnego, umo¿liwi³o
precyzyjn¹ analizê i rozpoznawanie bardzo ma³ych form
drobnoustrojów [35, 60]. Dziêki zaadoptowaniu tech-
nik komputerowej analizy obrazu przez B j ö r n s e n a
[12] i P s e n n e r a  [61], mo¿liwa sta³a siê szybka
ilo�ciowa ocena morfologiczna bakterii, umo¿liwiaj¹-
ca wgl¹d w strukturê bakteriocenozy. Powy¿sze meto-
dy pozwoli³y na wykazanie, ¿e nie wszystkie bakterie
widoczne pod mikroskopem s¹ zdolne do formowania
kolonii na po¿ywkach. Identyfikacja bakterii z miesza-
niny mikroorganizmów jest bardzo trudna, poniewa¿
po wyhodowaniu na specjalnie dobranych pod³o¿ach
laboratoryjnych nastêpuje ca³kowita zmiana sk³adu po-

pulacji i procesy te trudno jest kontrolowaæ [37, 38].
Okaza³o siê, ¿e zaledwie 0,001�0,1% ogólnej liczby
bakterii jest zdolna do wzrostu in vitro [2]. Obecnie
ocenia siê, ¿e mniej ni¿ 1% wszystkich mikroorganiz-
mów wystêpuj¹cych w naturze zosta³o wyhodowanych
i zbadanych, a zaledwie kilka tysiêcy gatunków bakterii
sklasyfikowano taksonomicznie. Potwierdzi³y siê przy-
puszczenia wielu badaczy, ¿e wiêkszo�æ mikroorganiz-
mów jest niezdolna do wzrostu w czystych kulturach.

Wizualna identyfikacja wiêkszo�ci mikroorganiz-
mów jest niemo¿liwa ze wzglêdu na ograniczenia
wynikaj¹ce z podobieñstwa morfologicznego bakterii.
Klasyczne metody diagnostyczne s¹ czêsto niewystar-
czaj¹ce do w³a�ciwego rozró¿niania bakterii. Tylko
w przypadku dobrze poznanych drobnoustrojów, do
ich identyfikacji wystarczy wykonanie testów opartych
o oznaczanie cech fenotypowych: biochemicznych,
morfologicznych i serologicznych. Jednak¿e diagno-
styka oparta tylko na oznaczeniach cech fenotypo-
wych, ze wzglêdu na du¿¹ zmienno�æ bakterii, mo¿e
prowadziæ do nieprawid³owej identyfikacji. Nawet te
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Current methods for identification of bacteria in aquatic microbial ecology � fluorescence in situ hybridization (FISH)

Abstract: Nowadays using molecular techniques prokaryotic cells can be quickly and directly identified in environmental samples.
Fluorescence in situ hybridization (FISH) with rRNA-targeted oligonucleotide probes has become one of the major techniques in
environmental microbiology allows rapid and reliable quantification of population sizes, as well as distinction of bacterial
morphotypes. The major question in microbial ecology of who is out there can be answered using this method. With the increased
sensitivity of FISH and methodological improvements, as well as combination of FISH with various other techniques, more detailed
account of the activity of a single microbial cell can be also gained. Another approach in microbial ecology is based on comparative
sequence analysis of rRNA genes for the study of diversity and community composition of microbial assemblages. It has been
termed the �full-cycle rRNA analysis� and offers a cultivation-independent alternative technique for the identification of new micro-
organisms. In this procedure the 16S rRNA gene fragments can be selectively amplified from mixed DNA then cloned and sequenced.
The rapidly growing amount of new retrieved sequence allows comparative sequence analysis with the available databases and
design of specific rRNA-targeted DNA probes.

1. Introduction. 2. Bacterial community analysis using PCR and sequencing of rRNA genes. 3. Fluorescence in situ hybridization
(FISH). 4. Enzymatic signal amplification (CARD)-FISH. 5. Current obstacles to general application of FISH method. 6. Summary
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