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Abstract

The acetic acid bacteria (AAB) are a group of microorganisms that are enormously important in both food
industry and biotechnological applications. Taxonomy of AAB has been changed over the years. Though, only two
genera were previously known as Acetobacter and Gluconobacter in AAB, 19 genera are descriped in this group with
developing identification methods at the present time. They are represented by the following genera: Acetobacter,
Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Bombella, Commensalibacter, Endobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter,
Granulibacter, Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia, Neokomagataea, Nguyenibacter, Saccharibacter,
Swaminathania, Swingsia and Tanticharoenia. There are a number of media used for the isolation of AAB that are
widely found in nature, and isolated bacteria by means of these media can be defined based on modern taxonomic
principles. The unculturable species included in this group has been caused to identification difficulties over many
years. However, in recent years, these restrictions could be removed to some extent with the use of culture-indipendent
methods. In this review study, information on the current taxonomy of AAB is presented together with the interpretation
of new isolation and identification methods of the group.
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Asetik asit bakterilerinin izolasyonu, tammmlamasi ve giincel taksonomisi

Ozet

Asetik asit bakterileri, hem gida endiistirisinde hem de biyoteknolojik bazi uygulamalarda Snemli bir
mikroorganizma grubudur. Asetik asit bakterilerinin taksonomisi yillar icerisinde biiyiikk bir degisim gostermistir.
Onceleri Acetobacter ve Gluconobacter olarak sadece iki cins bilinmesine karsin, gelisen tammlama ydntemleri ile
birlikte su an tanimlanmig toplam 19 AAB’si cinsi bulunmaktadir. Bu grup igerisinde yer alan cinsler Acetobacter,
Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Bombella, Commensalibacter, Endobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter,
Granulibacter, Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia, Neokomagataea, Nguyenibacter, Saccharibacter,
Swaminathania, Swingsia ve Tanticharoenia olarak adlandirilmigtir. Dogada yaygin sekilde bulunan AAB’lerinin
izolasyonunda kullanilan birgok besi ortami bulunmakta, bu ortamlar sayesinde izole edilen bakteriler modern
taksonomik prensiplere dayali olarak tanimlanabilmektedir. Bu grup igerisinde yer alan birgok tiiriin kiiltiire edilemeyen
ozellikte olmasi, uzun yillar boyunca AAB’lerinin ¢ogu tiiriiniin tanimlanamamasina neden olmus, ancak son yillarda
gelistirilen kiiltire dayali olmayan yontemlerin kullanimi ile birlikte bu kisitlamalar belli &lglide ortadan
kaldirilabilmigtir. Bu derleme ¢aligmasinda AAB’lerinin giincel siniflandirmasima iligkin bilgiler, yeni izolasyon ve
tanimlama yontemleri ile birlikte degerlendirilerek sunulmustur.

Anahtar kelimeler: asetik asit bakterileri, Acetobacter, Gluconobacter, taksonomi, molekiiler tanimlama
1. Giris

Asetik asit bakterileri (AAB) dogada, seker ve alkol orami yiiksek ortamlarda yaygin olarak bulunan
mikroorganizmalardir. Ozellikle sicak ve nemli iklimlerde, farkl tiir meyve ve gigeklerde bulunan bu grup, boceklerle
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simbiyotik iligki kurmakta ve bitkilerle temas halinde bulunan bocekler tarafindan ¢evreye yayilmaktadir. AAB’lerinin
taksonomisi son yillarda kullanilan tekniklerin gelisimine bagli olarak Onemli derecede degisim gostermistir.
Giinlimiizde Acetobacter ve Gluconobacter cinsleri basta olmak tizere toplam 19 cins tanimlanmis durumdadir (Sengun,
2015).

AAB’leri gida, tekstil, medikal ve ingaat endiistrisinde bazi 6zel iiriinlerin iiretiminde yer almaktadir
(Mamlouk ve Gullo, 2013; Valera vd., 2015). Bu bakteri grubu oksijen varliginda etanol, seker ve seker alkollerini,
asetik asit, glukonik asit ve indol-3-asetik asit gibi organik asitlere oksitler ve bu nedenle de sirke tiretiminden sorumlu
grup olarak bilinirler (Wang vd., 2015). Sirke, etanolden AAB’leri tarafindan iiretilen ve ortamdaki asetik asitin
biyolojik formunun ilk kez arastirildig1 sulu asetik asit ¢cozeltidir. Onceki arastirmacilar sirke iiretimi sirasinda yiizeyde
toplanan ve canli mikroorganizmalardan olusan tabakay: ‘sirke anasi’ olarak tanimlamislardir. AAB’leri sirke disinda
hurma sarabi, kakao tozu ve kombucha gibi gidalarin iiretiminde de yer almaktadirlar. AAB’lerini endiistriyel agidan
degerli kilan diger 6zellikleri ise dihidroksi aseton, glukonik asit, sorboz ve seliilloz tiretebilme yetenekleridir. AAB’leri
farkli irtinlerin iiretiminden sorumlu grup olarak bilinmelerine karsin ayni zamanda sarap, bira, meyve suyu gibi bazi
gidalarda bozulmalara neden olabilmektedirler (Bartowsky ve Henschke, 2008). Son yillarda bakteriyel tanimlama
amaclh gelistirilen yontemlerin kullanimi ile birlikte AAB’lerinin taksonomisinde biiylik bir degisiklik meydana
gelmigtir. Bu derleme ¢alismasinin amaci, yeni tanimlanan tiirlerle icerigi tamamen degisen AAB’leri ile ilgili genel
ozellikler, izolasyon ortamlari, klasik/molekiiler tanimlama yontemleri ve giincel siniflandirmaya yonelik bilgileri
degerlendirmektir.

2. Asetik asit bakterileri
2.1. Asetik asit bakterilerinin genel dzellikleri ve siniflandirmasi

AAB’leri Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, aerobik, spor olusturmayan, elipsoidal ve gubuk
seklinde, hareketli (Acetobacter tiirlerinde peritrik flagella, Gluconobacter tiirlerinde polar flagella bulunur) veya
hareketsiz, hiicreleri tekli, ¢ift ya da zincir seklinde olan mikroorganizmalardir. AAB’lerinde hiicreler 0,4-1,0 mm
genigliginde ve 0,8-4,5 mm uzunlugundadir. Bu grubun gelisme sicakliklari 5-45 °C arasinda, optimum gelisme
sicakligi ise 25-30 °C arasinda degisim gosterirken, bazi tiirleri termotolerant 6zellik de gosterebilmektedir. AAB’leri
pH 5,0-6,5 degerlerinde optimum gelisim gosterirler, ancak diisiik pH (3-4) degerinde de geligebilmektedirler (Sengun
ve Karabiyikli, 2011). Bu gruba ait genel 6zellikler Tablo 1’de 6zetlenmistir.

AAB?’ lerinin bazi tiirleri nitrojen tutucu 6zellik gosterebilmekte olup bu tiirler seker kamisi, kahve, piring, cay,
ananas ve mango meyvesi bitkilerinde, muz bitkisinin kokiinde ve tahillarda simbiyotik olarak bulunmaktadirlar.
AAB’leri farkli ortamlara hizlica adapte olabilen ve diger mikroorganizmalarla basarili bir sekilde rekabet edebilen
mikroorganizmalardir. AAB’lerinin yiiksek rekabet giicii su 6zelliklere dayandirilmaktadir;

a) Sekerden asit tiretimi,

b) Diisiik pH degerine karsi direng,
€) Hiicre dis1 polisakkarit {iretimi,

d) Kiiltiire edilemeyen formda olmasi
e)

Diisiik pH degerine direng ve asit {iretimi, mikroorganizmalarda bulunan nadir 6zelliklerdendir. AAB’lerinin
en iyi bilinen {iriinii olan asetik asitin % 0,5’lik konsantrasyonu, rekabet¢i mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal
etki gosterirken, AAB’leri bu konsantrasyondaki asitlik degerlerinde canliliklarin1 devam ettirirler (Conner ve Kotrola,
1995; Trcek ve Barja, 2015).

Baz1 AAB tiirleri ananasta renkli bozulmaya (pink disease), elma ve armutlarda ¢ilirlimeye neden olmaktadir.
Bunun disinda AAB’leri i¢ecek sektoriinde, ozellikle hijyenik uygulamalar dogru yapilmadiginda iiriinlerde sirkemsi
kot tat, bulamiklilik ve yapigkanlik olusumuna neden olmaktadirlar. Uygun sicaklik ve oksijen varliinda
mikrokonsantrasyonlarda etanoliin oksitlenmesiyle bozulma prosesi baglayabilir. AAB’ lerinin Acetobacter ve
Gluconobacter cinsleri sarap ve bira gibi iiriinlerde de bozulma etmeni olarak rol almaktadir (Raspor ve Goranovic,
2008). Bunun disinda bazi AAB’lerinin insanlarda firsat¢i patojen olarak bulunabilecegi bildirilmektedir (Alauzet vd.,
2010).

2.2 Asetik asit bakterilerinin siniflandirmasi

AAB’leri Acetobacteriaceae familyasina ait olup, bu grupta tanimlanmis toplam 19 cins bulunmaktadir: Acetobacter,
Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Bombella, Commensalibacter, Endobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter,
Granulibacter, Komagataeibacter, Kozakia, Neoasaia, Neokomagataea, Nguyenibacter, Saccharibacter,
Swaminathania, Swingsia ve Tanticharoenia (Sengun, 2015; Tréek ve Barja, 2015). Son yillarda AAB’nin
taksonomisinde onemli degisiklikler olmus, Acetobacter ve Gluconobacter cinsinde yer alan baz tiirler farkli cinslerde
yer alacak sekilde yeniden siniflandirilmistir (Tablo 2).
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Tablo 1. Asetik asit bakterilerinin ayirt edici 6zellikleri

Karakteristik ~ A. Ac. Am. As. B. C. E G. Ga. Gr. K Ko. N Ne Ng. S Sa. Sw. T.
Asit tiretimi:

L.arabinoz d + te + te te te + d te te + + te te te + + te
D-arabinoz - d te + - - te + - te te d z te te z2- - te d
D-ksiloz d + te + - + + + d - te + + + te z + d d
L-rhamnoz - - te d te - te - - te te - z te te te - - te
D-glukoz d + te + + + te + + z te + + te te + + + te
D-galaktoz d + te + + - te + + te + + te te d + + te
D-mannoz d + te + z - te + d te te + + te te z+ o+ + te
D-fruktoz - - te + + te te + + te te - + + te z d d te
L-sorboz - te te + - te te + d te te - - - te - - te te
Melibioz - d te + - - te + - te te + + d te + + te te
Sakkaroz - - - + + + - + - - te d + + te zZ+ o+ te d
Rafinoz - - te - - te te - - + te - + - z z - te z
D-mannitol d - - d + te te + I+ - - - z - - + + - -
D-sorbitol - - - d - te te + - - - - + - - z2l- - + -
Dulsitol - - - d te - - - - - te - z - - z2l- - z -
Gliserol d d z + - + + + + zZl-  te + + - - - - + +
Etanol + + + - - te te + + + + + + - - - - + +
Asetat’in CO,  + + + 7+ - te - - + z + z - - + - - z -
ve H,O’ya ok.

Laktat’1 CO, + 72- 2z I+ - te - - d + + z - - - - z z -
ve H,O‘ya ok.

Gelisme:

%0,35 asetik + + + - te te te te + + + + + - z - + - +
asitte

%1 KNO3’da - + - - te te te - - te + - - - - + te + -
Metanolde z + z - te te - - - + te - - te te te - - -
Mannitol d z + + te + + + d z + + + + + + - + d
agarda

%30’luk D- d d - + + te te d d te te - + + z + + te +
glukozda

Urettigi maddeler:

EtOH’den + + + - - te  + + + z + + + - - i+ z + d
asetik asit

Seliiloz - - te - te te te - d te d - te te te te - te te
Levan benzeri d - - - te te te - - te - + - - + - - te -
mukoza

Kahverengi - - - - - - te d d te - - - - + + - + +
pigment (s.¢)

Gliserolden d 72- 2z z/-  te te te + d zl-  + + z - - + - + +
ketogenez

Hareketlilik- Hs/ Hs/  po/ Hs/ Hs Hs po Hs/ Hs/ Hs Hs Hs Hs Hs per Hs Hs per Hs
flagella per per per  per po  per

Major Q- Q- Q- Q te e Q- Q@ Q Q& Qo Q Q Qo Q Qo QO Q Q-
ubikinon 9 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
GC igerigi 52- 62- 66.0 59- 594 37 603 54- 56- 59 625 56- 631 568 694 46- 52- 57- 656
(%) 64 63 61 64 67 57 47 53 60

A.: Acetobacter, Ac.: Acidomonas, Am.: Ameyamaea, As.: Asaia, B.: Bombella, C.: Commensalibacter, E.: Endobacter, Ga.: Gluconacetobacter, Gr.:
Granulibacter, G.: Gluconobacter, Ko.: Kozakia, K.: Komagataeibacter, N.: Neoasaia, Ne.: Neokomagataea, Ng.: Nguyenibacter, Sa.:
Saccharibacter , S. Swingsia, Sw. Swaminathania, T. Tanticharoenia, d: degisken, te: tespit edilmemistir, z: zayif, Hs: hareketsiz, per: peritrik, po:
polar, Hs/per: Harekesiz veya perikrik flagella, +: pozitif, -: negatif, ok.: oksidasyon, s.¢.: suda ¢oziinen. Tablonun hazirlanmasinda Sengun ve
Karabiyikli (2011) ve Mamlouk ve Gullo (2013) temel olarak alinmis ve Roh vd., 2008 (Commersalibacter), Yamada vd., 2012b (Komagateibacter),
Malimast vd., 2013 (Swingsia), Ramirez-Bahena vd., 2013 (Endobacter), Vu vd., 2013 (Nguyenibacter), Li vd., 2015 (Bombella),’den yararlanilarak
gelistirlmistir.

Bununla birlikte AAB’lerinin mevcut taksonomik durumunun degismeye devam edecegi diisiiniilmektedir. Bu
grup igerisinde en fazla tiire sahip cins, 26 tiir ile Acetobacter cinsinde bulunmaktadir. EMBL/GenBank/DDBJ gibi veri
tabanlarina bakildiginda, ¢ok sayida AAB tiirliniin kiiltiire edilemeyen 6zellikte oldugu goériilmektedir. Bununla birlikte
izolasyon ve tamimlama tekniklerinin her gegen giin hizla gelismesi, yeni AAB tiirlerinin tanimlanmasina imkan
saglamaktadir (Tréek ve Barja, 2015). Modern taksonomik prensiplerle tanimlanmis ilk AAB’si, 16S rRNA gen dizisine
gore tamimlanmistir. 1992 yilindan giiniimiize kadar gegen siirecte 70’den fazla AAB tiirii tanimlanmis, bunlardan 25
adedi Gluconoacetobacter cinsine ait tiirler olarak belirlenmis, ancak daha sonra bu cinse ait 14 adet tiiriin, flagella, 2,5-

Ilkin YOCEL SENGUN et al., Isolation, identification and current taxonomy of acetic acid bacteria



Biological Diversity and Conservation — 9/ 1 (2016) 157

diketo-D-glukoz ve suda ¢6ziilebilir kahverengi pigment icermedigi, ayrica y-pyrone bilesigi iirettigi belirlenmis ve bu
fenotipik ozelliklere sahip tlirler Komagataibacter grubu iginde yeniden simiflandirilmigtir (Yamada vd., 2012a, b).
1998 yilindan itibaren her yil (2003 harig¢) en az bir yeni AAB tiirii tanimlanmistir. Bu veriler Jean P. Euzeby tarafindan
http://www.bacterio.net adresinde “List of Prokaryotic Names” adi altinda toplanmustir. AAB’ lerinin giincel
taksonomisini i¢eren bu siteler 6nemli kaynaklardir (Tréek ve Barja, 2015 ).

Tablo 2. Asetik asit bakterilerine ait giincel siniflandirma (*Tablonun hazirlanmasinda Sengun ve Karabiyikli (2011) ve Tréek ve Barja
(2015) ile birlikte linovd., 2012a (A. okinawensis, A. papayae, A. persici, Ga. kakiaceti), linovd., 2012b (Ga. kakiaceti), Tazato vd., 2012
(Ga. asukensis, Ga. tumulicola), Nishijimavd., 2013 (Ga. aggeris, Ga. takamatsuzukensis, Ga. tumulisoli), Spitaels vd., 2014 (A. lambici),
Pitiwittayakul vd., 2015 (A. thailandicus), Vu vd., 2015 (T. aidae)’den yararlanilmistir.)

Cins Adlar1 Tiir Adlar

Acetobacter A. aceti, A. cerevisiae, A. cibinongensis, A. estunensis, A.fabarum, A.
farinalis, A. ghanensis, A. indonesiensis, A. lambici, A. lovaniensis, A.
malorum, A. nitrogenifigens, A. oeni, A. okinawensis, A. orientalis, A.
orleanensis, A. papayae, A. pasteurianus, A. peroxydans, A. persici, A.
pomorum, A.senegalensis, A.sicerae, A. syzygii, A. tropicalis, A.
thailandicus

Acidomonas Ac. methanolica

Ameyamaea Am. chiangmaiensis

Asaia As. astilbis, As. bogorensis, As. krungthepensis, As. lannaensis, As.
siamensis, As. spathodeae, As. platycodi, As. prunellae

Bombella B. intestini

Commensalibacter C. intestini

Endobacter

Gluconacetobacter

Gluconobacter

Granulibacter

Komagataeibacter

Kozakia
Neoasaia
Neokomagataea
Nguyenibacter
Saccharibacter
Swaminathania
Swingsia

Tanticharoenia

E. medicaginis

Ga. aggeris, Ga. asukensis, Ga. azotocaptans, Ga. diazotrophicus, Ga.
entanii, Ga. johannae, Ga. liquefaciens, Ga.  sacchari,
Ga. takamatsuzukensis, Ga. tumulicola, Ga. tumulisoli

G. albidus, G. cerevisiae, G. cerinus, G. frateurii, G. japonicus,
G. kanchanaburiensis, G. kondonii, G. nephelii, G. oxydans, G. roseus, G.
sphaericus, G. thailandicus, G. uchimurae , G. wancherniae

Gr. bethesdensis

K. europaeus, K. hansenii, K. intermedius, K. kakiaceti, K. kombuchae, K.
maltaceti, K. medellinensis, K. nataicola, K. oboediens, K. rhaeticus,
K. saccharivorans, K. sucrofermentans , K. swingsii, K. xylinus

Ko. baliensis

N. chiangmaiensis

Ne. tanensis, Ne. thailandica
Ng. vanlangensis

Sa. floricola

Sw. salitolerans

S. samuiensis

T. sakaeratensis, T. aidae
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2.3. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmast

AAB’leri baz1 biyoteknolojik proseslerde ve endiistriyel iiriinlerin iiretiminde yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Yararlt uygulamalarin yan1 sira AAB’leri sarap, bira, meyve suyu gibi iiriinlerde bozulmalara neden olabilmektedir
(Moore vd., 2002; Timke vd., 2004; Bartowsky ve Henschke, 2008; Kregiel, 2013). Dolayisiyla endiistriyel proseslerin
mikrobiyolojik takibi ve bu islemlerin hizli metotlar kullanilarak yiiriitiilmesi biiyiik 6nem tagimakta ve bu nedenle de
AAB tiirleri i¢in dogru ve ayni zamanda da hizli tanimlama yapabilmek adina yeni yontemler gelistirilmektedir
(Alauzet vd., 2010; Tréek ve Barja, 2015). Baena-Ruano ve arkadaslar1 (2006) tarafindan toplam canli ve cansiz
AAB’lerini belirlemek iizere hem Neubauer lamina hem de epiflorasans boyama teknigi ile uygulanan direk sayim
yontemine alternatif olabilecek hizli bir metod gelistirilmistir. Bu metotlarin avantajlart su sekilde rapor edilmistir;

i)  Gilivenilir ve hizlidir,

if) Ornek hazirh@1 kolaydir,

iii) Canli bakteriler yesil renkte 6lii bakteriler kirmizi renkte goriindiiklerinden kolayca ayirt edilebilirler,

iv) BackLight boyama zeminde florasan olusumuna neden olmaz (Sengun ve Karabiyikli, 2011).
AAB’lerinin izolasyonu amaciyla gelistirilen bir ¢ok besiyeri bulunmasina ragmen, bu ortamlar tiim tiirlerin gelisimine
imkan saglayamamaktadir (Gullo vd., 2006). Icerik acisindan karsilastirildiklarinda bu besiyerlerinin benzer ancak
farkli oranlarda etken madde icerdikleri goriilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. AAB’lerinin izolasyonunda kullanilan besiyerleri ve icerikleri

Besiyeri Igerik Kaynak

Bromcresol Purple Agar % 1 glukoz, % 1 maya ekstrakti, % 5 (% 0,04’1lik) bromkresol ~ Fu vd., 2013
moru, % 4 etanol, %2 agar

Calcium Carbonate Agar % 1 glukoz, %1 maya ekstrakti, % 2 CaCOs, Fuvd., 2013
% 3 etanol, % 1,8 agar

Fermentation Broth % 1 glukoz, %1 maya ekstrakti, % 0,05 KH2POs, Fuvd., 2013

Glucose Yeast Agar (GY)

Glucose Yeast Extract
CaCO3 Medium (GYC)

Glucose Yeast Extract
CaCO3 Medium (GYC)

Glucose Yeast Extract
CaCO3 Medium (GYC)

Glucose Yeast Extract
CaCO3 Medium (GYC)

Glucose Yeast Extract
CaCO3 Medium (GYC)

Glucose Yeast Medium(GY)
Mannitol Yeast Extract Agar
(MYP)

Malt Extract Agar (MYA)

Proliferation Broth

Reinforced AE-Medium
(RAE)

Simpler AE-Medium

Yeast Extract Calcium
Carbonate Mannitol Agar
(YCM)

Yeast Extract Peptone
Mannitol Medium (YPM)

% 0,05 MgSOs, % 6 etanol
% 1 maya ekstrakti, % 5 glukoz, % 2 agar

% 5 D-glukoz, % 1 maya ekstrakti, % 1 etanol,
% 0,05 bromkresol moru, % 1 CaCOs, % 2 agar

% 3 glukoz, % 0,5 maya ekstrakti,
% 1 CaCOs, % 3 etanol, % 1,5 agar

% 5 glukoz, % 1 maya ekstrakti, % 3 CaCOg3 % 2 agar

% 10 glukoz, % 1 maya ekstrakti, % 2 CaCOs3

% 10 D-glukoz, % 0,5 maya ekstrakti,
% 0,3 pepton, % 0,12 CaCO3, % 0,12 agar

% 10 glukoz, % 1 maya ekstrakti
% 1 mannitol, % 1 maya ekstrakti, % 0,3 pepton, % 2 agar

% 1,5 arpa ekstrakti, % 0,5 maya ekstrakti, % 1,5 agar,

60 ml etanol

% 1 glukoz, % 1 maya ekstrakti, % 0,5 (% 0,02’ 1ik) kristal
viyole ¢dzeltisi , Smg/ml Nysfungin (5x10° u), % 3 etanol

% 4 D-glukoz, % 1 maya ekstrakti, % 1 pepton, % 0,15 sitrik
asit, %2 etanol, % 0,38 NazHPQO,, % 1 ml glasiyal AcOH,

% 1,5 agar

% 0,5 glukoz, % 0,3 maya, % 0,4 pepton, % 0,9 agar,
3 ml etanol, 3ml glasiyal AcOH

% 2,5 mannitol, % 0,5 maya ekstrakti,
% 1 CaCOs, % 3 etanol, % 1,5 agar

% 2,5 mannitol, % 0,5, maya ekstrakti, %0,3 pepton,
% 1,2 agar

Mateo vd., 2014

Yetiman ve Kesmen,
2015
Lee vd., 2015

Mateo vd., 2014

Hidalgo vd., 2013

Carr ve Passmore,
1979

Hidalgo vd.,2013

Yetiman ve Kesmen,
2015
Gullo vd., 2006

Fu vd., 2013

Zahoor vd., 2006

Sokollek vd., 1998

Lee vd., 2015

Gullo ve Giudici,
2008

Ilkin YOCEL SENGUN et al., Isolation, identification and current taxonomy of acetic acid bacteria



Biological Diversity and Conservation — 9/ 1 (2016) 159

Ekim yapilan petrilerde AAB’leri 30 °C’de 3-10 giin igerisinde gelisim gdstererek tipik koloni olustururlar ve
genel olarak AAB’ lerinin metabolik aktiviteleri kati besiyerinde koloni ¢evresinde halkasal temiz zon olusumu
seklinde gozlemlenmektedir (Cleenwerck ve de Vos, 2008).

Uygun besi ortami segiminde, izolasyon yapilacak ortam biiyiik énem tasimaktadir. Ornegin, elma ve sarap
sirkesinden izole edilecek AAB’leri i¢in Reinforced AE-Medium (RAE Medium) uygun bir gelisme ortami saglarken
daha yiiksek oranda asetik asit igeren sirke ¢esitlerinden (spirit vinegar) elde edilen izolatlar i¢in AE Medium’ un daha
uygun oldugu bildirilmektedir (Sokollek vd., 1998). Ayrica, balsamik sirke 6rneklerinden AAB’lerinin izolasyonu i¢in
Glucose Yeast Extract CaCO3; Medium (GYC), AE, YPM Medium ve MYP Medium’un kullanimi onerilmektedir
(Gullo vd., 2006; Mamlouk and Gullo, 2013).

izolasyon amaci ile kullamlan besiyerleri canli ancak kiiltiire edilemeyen (VNBC) tiirlerin belirlenmesinde
yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte ID32C, API 20 NE (bioMerieux) ve RapID NH (Remel) gibi minyatiirize edilmis
fenotipik sistemler de AAB tamimlamasinda kullanilmig ancak ¢ok basarili olmamistir (Cleenwerck ve de Vos, 2008).
Dolayistyla AAB’lerinin kiiltiire edilebilme ve tanimlanmalarindaki bu zorluklarin {istesinden gelebilmek tizere son

yillarda agirlikli olarak molekiiler yaklasimlardan yararlanilmaya baslanmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Farkli kaynaklardan izole edilen AAB’lerinin tanimlamasinda kullanilan molekiiler ydontemler

Tanimlama Yo6ntemi Tanimlanan AAB’leri Izole Edildigi Kaynak Kaynak
PCR (16S rDNA) T. aidae Seker kamisi Vuvd., 2015
(Vietnam)
PCR (16S rDNA) A. aceti, A. pasteurianus Geleneksel Kore sirkesi Lee vd., 2015
(Kore)
PCR (16S rDNA) Ga. europaeus*, Ga. saccharivorans* Kefir Ozdemir vd.,
(Tiirkiye) 2015
PCR (16S rDNA) A. pasteurianus Hurma sarab1 Konate vd.,
(Fildisi sahili) 2014
PCR (16S rDNA) A. estunensis, A. orleonensis, Kuru kayist sirkesi Fuvd., 2013
A. pasteurianus, A. pomorum, A. syzygii  (Cin)
PCR (16S RNA gene,  A. malorum, Am. chiangmaiensis Uziim Mateo vd.,
16S-23S RNA) As. lannaensis, As. siamensis, G. albidus, (Gliney Avustralya) 2014
G. cerinus, G. frateurii, G. oxydans
PCR ((GTG)5-PCR A. aceti, A. cibinongensis, Geleneksel siit tirtinleri Haghshenas
fingerprint), 16S A. indonesiensis, A. syzygii (iran) vd., 2015
rDNA
PCR/DGGE A. aceti, A. polyoxogenes, G.oxydans, Fermente i¢ecekler Mamlouk and
Ga. europaeus* (Hindistan) Gullo, 2013
PCR-DGGE (28S Ga. intermedius* Geleneksel kombucha Nguyen vd.,
rRNA ve 16S rRNA) (Vietnam) 2015
PCR-DGGE (16S A. cerivisiae, A. nitrogenifigens, Kakao ¢ekirdegi Hamdouche
rRNA ve 26S rRNA) A. lovaniensis, G. xylinum* fermantasyonu vd., 2015
(Fransa)
PCR-DGGE A. indonesiensis, A. ghanensis, Geleneksel Tiirk sirkesi Yetiman ve

(GTG)5-rep-PCR
(16S rRNA, 16S-23S
rRNA)
(GTG)5-rep-PCR
fingerprinting
ERIC-PCR ve
(GTG)5-PCR

A. okinawensis, A. persici, A. tropicals,
A. syzygii, As. krungthepensis

K. europaeus, K. intermedius,

K. hansenii, K. nataicola, K. oboediens,
K. saccharivorans, K. xylinus

A. cerevisiae, A. malorum,

A. pasterianus, A. pomorum

(Tirkiye)

Yaban mersini garabi
(Ispanya)

Kesmen, 2015

Hidalgo vd.,
2013
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Tablo 4. (devam ediyor)

LP-PCR (16SrRNA),  A. aceti, A. cerevisiae, A. malorum, Cilek sirkesi biyofilmi Valera vd.,
PCR-DGGE A. pasteurianus, Am. chiangmaiensis, As.  (Ispanya) 2015
(TagMan-MGB ile) bogorensis, As. krungthepensis,

RT-PCR Ga. asukensis, Ga. azotocaptans,

Ga. diazotrophicus, Ga. johannae,

Ga. liquefaciens, G. oxydans,

Ga. sacchari, K. europaeus, K. hansenii,
K. nataicola, K. xylinus, T. sakaeratensis

Rep-PCR (16S ve 26S  A. pasteurianus, A. lovaniensis, Kakao ¢ekirdegi Visintin vd.,
rRNA) A. syzygii, Ga. saccharvorans* fermantasyonu 2015
(Afrika)

*Yeni siniflandirmada Komagataeibacter cinsine dahil edilmistir.

Genel olarak AAB’lerinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi amaci ile en yaygin sekilde kullanilan yontemler

DNA-rRNA hibridizasyonu, DNA-DNA hibridizasyonu ve ribosomal RNA gen dizisidir (5S rRNA, 16S rRNA ve 23S
rRNA). Bununla birlikte DGGE-PCR (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), TTGE-PCR (Temporal Temperature
Gradient Gel Electrophoresis), RFLP-PCR 16S rRNA ve 16S-23S ITS (Restriction Fragment Length Polymorphism of
the 16S rRNA ve 16S-23S ITS regions), ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR), SS-PCR
(Species-Specific-PCR), REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic-PCR) ve (GTG) 5-PCR gibi kiiltiire dayali ve
kiiltire dayali olmayan tekniklerin de AAB’lerinin genetik cesitliligini yiiksek seviyede c¢oziimleyebildigi
kanitlanmistir. Son yillarda alternatif molekiiler tiplendirme metodlarindan biri olan Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), AAB’lerinin tanimlamasinda yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Bunun disinda AAB’lerinin farkli 6rneklerdeki seviyesini belirlemek amaciyla FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization), RT-PCR (Epi-fluorescence, Real-Time PCR), EMA-gPCR (Ethidium Monoazide
in combination with quantitative PCR) gibi yontemlerden de yararlanilmaktadir (Sengun, 2015).
Sonug olarak her ne kadar kiiltiire dayali olmayan yontemler tiir bazinda en dogru bilgiyi sagliyor olsa da, klasik
yontemlerle kiiltiirlerin izolasyon ve siirekliliginin saglanmasi biiyilk onem tagimakta ve bu nedenle AAB’lerinin
tanimlamasinda fenotipik, kemotaksonomik ve genetik yontemlerin bir arada kullaniminin en dogru yaklasim oldugu
diisiiniilmektedir. Bu tip polifazik yaklagimlar sayesinde, dnceki yillarda sinirli sayida tiire sahip oldugu bilinen AAB’si
grubunun, ¢ok daha genis bir ¢esitlilige sahip oldugu ortaya konulabilmistir
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