VTEI/ 2021/ 1

Hledani vhodnych molekularnich markerd
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SOUHRN

Enterokoky patfi spolu se zastupci druhu Escherichia coli mezi tzv. indikatory
fekalniho znecisténi, které se pouzivaji pfi hodnoceni mikrobiologické kvality
koupacich vod. Jejich stanovenf se Fidi vyhlaskou MZ CR ¢. 238/2011 Sh. a pro-
vadi se kultivacné na selektivnich agarovych médiich. Je zndmo, Ze ne viechny
druhy enterokokd jsou fekdlniho pdvodu a maji tedy pfimou souvislost s fekél-
nim znecisténim vody. Pro spravné hodnoceni kvality koupaci vody by bylo
vhodné znét i plvod téchto bakterif. K trasovani pdvodu mikroorganismd (tzv.
MST, ,microbial source tracking”) se s vyhodou pouzivéd metod molekuldrni bio-
logie. Pomoci PCR metody Ize amplifikaci molekuldrnich marker0 (tj. specific-
kych Usek DNA) odlisit rGzné druhy enterokokd. Publikaci zabyvajici se touto
tématikou je mnoho, nicméné ve vetsiné studif se k druhovému rozliseni pou-
Zivd pouze jeden marker, a to pfi praci s pfirodnimi vzorky nemusi byt vzdy
dostatecné. Pro spolehlivou druhovou identifikaci u pfirodnich vzorkd by bylo
vyhodnéjsi pouzit kombinaci nékolika marker(. Zaroven by bylo vhodné apliko-
vat poznatky ziskané z experimentd s Cistymi kulturami na pfirodni vzorky kou-
pacich vod, a to jak ¢istych, tak fekdlné znecisténych. Pro praxi by byly dulezité
i postupy umoznujici PCR ze smésného pfirodniho vzorku, tedy bez nutnosti
predkultivace na selektivnich médifch, aby se maximalné zkratila doba, za kte-
rou je zndm vysledek.

Cilem tohoto pfispévku je prehledné shrnout publikované molekuldrni mar-
kery pro identifikaci jak enterokokd, tak pfibuznych mikroorganisma, a zhodno-
tit jejich mozné pouziti v mikrobiologii vody pro rychlé zafazenf zastupcd rodu
Enterococcus do druht pfi analyze pfirodnich vzorkd.

CHARAKTERISTICKE ZNAKY ENTEROKOKU

Enterokoky jsou gram pozitivni, kataldza negativni koky usporddané obvykle do
kratkych fetizk(. Jsou to chemoorganotrofové, jejichz hlavnim koncovym pro-
duktem pfi fermentaci cukr( je kyselina mlécna. Ackoliv fenotypické a bioche-
mické odliseni enterokokd od ostatnich bakteridlnich druhU je sloZité, mezi hlavn{
znaky tohoto rodu patfi pfitomnost D antigenu, tolerance k vyssim teplotam (az
45 °C) i schopnost rlistu v pritomnosti 6,5% NaCl. Pfi jejich identifikaci v labora-
tofi se pouzivaji selektivni média, na kterych jsou eliminovany ostatni bakteridln{
druhy (napf. SB médium obsahujici azid sodny pro potlaceni G- tycek).

Taxonomicky patfi mezi Enterococcacae a v soucasné dobé zahrnuje tento
rod 43 druhl [1]. Typickym zastupcem je E. faecalis. Enterokoky se pfirozené
vyskytuji v trdvicim traktu teplokrevnych zivocichd véetné ¢lovéka i v travicim
traktu nékterych bezobratlych (korysi, Sneci) [2, 3] a byly izolovany i z povrcho-
vych sladkych i slanych vod, z pddy ¢i z rostlinné vegetace. Nékteré druhy (napt.
E. faecalis, E. faecium) jsou podminéné patogenni.

Pritomnost enterokokl ve vodé muize mit rlzny pdvod: bud jsou pfiroze-
nou soucasti vodniho ekosystému a vyskytuji se tam volné, nebo mohou byt
asociovany s rostlinnou vegetaci (typicky E. mundtii, E. casseliflavus) [4, 5], nebo
se zooplanktonem [6], pfipadné se mohou do vody dostat z pldy [7]. Dalsim
zdrojem mohou byt odpadni vody ¢i exkrementy Zivocich(, a to jak obratlovcd,
tak bezobratlych. Za typické intestindlni druhy jsou povazovény E. faecalis,
E. faecium, E. durans, E. hirae [8].

Jak je z vySe uvedeného vyctu patrné, ke spravné interpretaci zvysené hla-
diny enterokokd ve vodnim prostfedi by bylo vhodné znat jejich plvod.

Metody, které se pouzivaji k vystopovani plvodu urcitych organism v pro-
stredi, se souhrnné nazyvaji ,microbial source tracking” (MST). Principem téchto
metod je, ze urcité druhy bakterifjsou asociovany s ur¢itymi hostiteli ¢i prostfedim.
U enterokokd jsou napt. druhy E. faecalis, E. faecium povazovany za typické intes-
tindlInf druhy (ackoliv byly izolovany i z jinych ekosystémuU) a naopak E. mundtii,
E. casseliflavus jsou vétsinou spojeny s rostlinami [9, 10]. Jednou z metod MST je
PCR amplifikace urcitych (definovanych) Usekd DNA (tzv. molekuldrnich mar-
kerQ), na jejichz zdkladé je mozné rozlisit enterokoky do jednotlivych druhd.
V tomto sméru existuje zna¢né mnozstvi literatury tykajici se nejen enterokokd,
ale ijinych rodd bakterif, a je mozné z toho pfi hledani vhodnych molekuldrnich
markerd vychazet.

MOLEKULARNI MARKERY PRO MST

Obecna charakteristika molekularnich markert

Vhodny molekuldrni marker pro druhové rozliseni bakterifl by mél splhovat
nékolik kritérif:

1. mél by byt Siroce rozsifen v genomech bakterif,
tj. ve vetsiné bakteril by mél mit ortologni gen,

2. nadruhou stranu také musi obsahovat Useky unikatni
pro dany druh bez mozZnych paralognich gend,

3. jejich velikosti musi byt dostate¢né pro mozna porovnavani,
ale zaroven ne pfilis dlouhé, aby se daly celé sekvenovat,

4. sekvence musf byt dostatecné reprezentativni, aby postihla
spolehlivé charakteristiku genomu daného druhu.
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Tabulka 1. Prehled diskutovanych molekuldrnich markerd
Table 1. Summary of discussed molecular markers

Gen Produkt genu Komentar Reference

Kandidatni geny vzeslé ze studie Zeigler a kol. 2003

vyhodnocen podle in silico analyz jako nejlepsf vhodny molekuldrni marker ~ Zeigler, D.R. 2003

recN recombinacni-opravny protein
u enterokokd analyzovan v souvislosti s tvorbou biofilmu Frank, K.L. 2013
lig DNA ligaza Zeigler, D.R. 2003
dnaX podjednotka DNA polymerazy Ill - vhodny pro odlisenf druht s redukovanym genomem Zeigler, D.R. 2004
neni ortologni gen u rodu Mycobacterium Zeigler, D.R. 2005
glyA serin hydroxymethyltransferase Siea i % i iaation- ifeati
pouzn‘avjakro probaopn mulUpIoex ||9at|oQ,ereQdent p,)ro’be'amphﬁcatlon So-Young Kim a kol. 2016
na odliseni 13 druht patogenl zpUsobujicich alimentérni nédkazy
cysS cysteine tRNA synthase Zeigler, D.R. 2005
thaF GTP-vézajici thiphene oxidaza pouzit pri LATE-PCR assay na detekci 17 bakteridInich patogend spojenych Zglgler, D.R. 2006,
se sepsi Rice, L.M. a kol. 2013
nenf ortologni gen u rodu Chlamidia Zeigler, D.R. 2006
uvrC C podjednotka ABC excisazy
podilf se na rezistenci k UV Ozawa a kol. 1997
ruvB A podjednotka helikazy nenf ortolognf gen u druhu Bacillus antracis Zeigler, D.R. 2006

Geny primarniho metabolismu

Bernhardt a Field 2000, Layton

rGzné ¢asti 165 rRNA k odliseni druhl u Bacteroides a kol. 2006, Haughland 2010,

16SrRNA 16S rRNA Mieszcin 2009
predevsim odliseni Enterococcus od jinych rod

23SrRNA 23S rRNA domena V k odliseni E. faecalis od ostatnich druh( enterokokd Tsiodras, S. a kol. 2000

165-235 intergenova oblast mezi 165 a 23S rozliseni enterokokd do 3 skupin navrzenych Falklamem a Collinsem Tyrella kol ]99.7'

spacer Facklam a Collins 1989

(RNA intergenova oblast mezi tRNA odligeni 9 druht enterokokd Baele a kol. 2000

space geny

ddl D-ala: D-ala ligase odliseni 4 klinicky vyznamnych druh( Dutka-Malen 1995

e o . Harwood a kol. 2004,

specificky primer pro odliSeni E. faecalis Ozawa a kol. 2000

SOdA superoxid dismutaza Mn zavisla odliseni 23 druh@ enterokokd Jackson a kol. 2004,

Layton a kol. 2010
cpn60 chaperonin 60 odlisenf 17 druht enterokokd Goh a kol. 2000
atpA alfa podjednotka ATP syntazy odligenf vétsiny druht enterokok Naser, S. a kol. 2005
RNA polymeraza alfa o . . _

rpoA podjednotka odlisenf vétsiny druhd enterokokd, pouziti spolu s pheS Naser, S. a kol. 2005

phesS phenyl alanin tRNA syntaza odliseni vétsiny druhl enterokok, pouziti spolu s rpoA Naser, S. a kol. 2005

tuf EF-Tu odliseni enterokokd od vétsiny klinicky vyznamnych bakterif Ke, D.1999

Faktory virulence a geny rezistence

esp povrchovy protein vyuZitf jako molekularniho markeru u enterokokd nejednoznacné Shannon M. McQuaig a kol. 2006
asal povrchovy agregujici protein vyuZitf jako molekularniho markeru u enterokokd nejednoznacné Edyta Goliniska a kol. 2013

gelA Zelatinaza vyuZiti jako molekuldrniho markeru u enterokokd nejednoznacné Edyta Goliriska a kol. 2013

vanA D-ala:D-lak ligaza

Evers a kol. 1994,
Navarro a Courvalin 1994

rezistence k vankomycinu, odliSeni pfedevsim rezistentnich vs. citlivych

vanB Klinickych izoltd

D-ala:D-lak ligaza

vanC D-ala:D-ser ligaza
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Markery diskutované v tomto pfispévku jsou shrnuty v tabulce 1. Zeigler
a kolektiv porovndvali ve své préci 44 bakteridlnich genomd, reprezentujicich
16 rodU, za Ucelem hledani takovych genovych oblasti, které by mohly byt pou-
Zity obecné na rozliseni bakteridlnich druhl. Z celkovych analyz nakonec vyply-
nulo 8 rdznych genl (genovych oblasti), které splfovaly vyse uvedend kritéria
[11]. Dana studie nezahrnovala genom enterokokU, avsak pracovala mimo jiné
s genomy 4 druht streptokok(, mezi néz se enterokoky pavodné fadily. Z navr-
zenych 8 kandidatnich gend byly 4 (recN, glyA, thdF, uvrC) zkoumany i u entero-
kokd, a to bud'v souvislosti s tvorbou biofilmu (recN), nebo resistence k UV (uvrC)
[12,13]. Geny glyA a thdF byly pouzity spolu s jinymi geny pro odliseni rliznych
bakteridlnich patogent zpUsobujicich alimentarni infekce [14, 15]. Amplifikace
recN byla pouzita i pro odlieni nékolika druht streptokokd [16]. Tento gen se
tedy nabizi jako jeden z nékolika vhodnych kandidatl téz k detekci enterokokd.

Skupiny gend vhodnych pro MST

GENY KODUJiCi KOMPONENTY TRANSKRIPCNIHO

A TRANSLACNIHO APARATU

Geny, jejichz produkty se podili na expresi genetické informace, tedy na tran-
skripci a translaci, splhuji podminku pfitomnosti ortologt (tj. ve viech mikroor-
ganismech, kde jsou pfitomné, pInf stejnou funkci) a zaroven téz obsahuji Useky
specifické pro dany druh. Proto také 16S a 23S rDNA byly mezi prvnimi kandi-
daty na molekuldrni markery pro MST. Pouzitim rznych oblasti 16S rDNA jako
biologického markeru se zabyvalo mnoho skupin, a to nejen u enterokokd [17],
ale v souvislosti s MST téZ u bakterii rodu Bacteroides [18, 19]. Bacteroides tvori
vyznamnou ¢ast stfevni mikrofléry teplokrevnych zivocichl véetné clovéka,
a proto o nich také bylo uvazovano jako o moznych alternativnich indikdto-
rech fekalniho znecisténi [20, 21]. Na rozdil od E. coli a intestinalnich enterokokd
jsou ale obtizné kultivovatelné. Jejich zastupcijsou druhoveé specifi¢ti pro urcité
hostitele [22], ¢ehoz by bylo mozné s vyhodou vyuzit pravé pro MST. Sekvenace
16S rRNA patfi stdle mezi nejpouzivanéjsi metody pro identifikaci druhd ente-
rokokd, pfestoZze ma svoje limity pfi rozlisenf blizce pfibuznych druhl, zejména
ze skupiny E. faecium [23].

Tsiodras s kolegy analyzoval sekvence genu 23S rDNA kédujiciho RNA velké
podjednotky bakteridlniho ribozomu. Pouzili doménu V 23S rDNA pro odlisenf
E. faecalis od ostatnich druhd enterokokd [24].

Pozdéji si badatelé vsimli, ze zatimco geny pro 16S a 23S rRNA jsou fyloge-
neticky velmi konzervované, intergenové oblasti vykazuji vétsi variabilitu a byly
by tedy pro odlidenf druhd vhodnéjsi. Na zakladé srovnani intergenové oblasti
mezi 23S a 165 rRNA Tyrell a kolektiv mohli rozlisit enterokoky do tff fylogenetic-
kych skupin (I, II, lll, navrzenych dfive Facklamem a Collinsem) [25, 26]. V rdmci
skupiny Il bylo navic i mozné odlisit intestindlni druh E. faecium od typicky pfi-
rodniho druhu E casseliflavus a druhu E. mundtii. Vyhodou tohoto markeru je téz
fakt, Zze pro amplifikaci se pro véechny druhy pouZiva jeden par primerd a jed-
notlivé druhy se lisi velikosti amplifikovaného Useku (Usekd).

Obdobné Baele a kolektiv pouZili intergenovou oblast mezi geny pro tRNA
k odliSenf deviti druhl enterokokd [27]. PFi téchto experimentech pouzili pri-
mery navrzené v krajnich konzervovanych oblastech tRNA gend, pro amplifikaci
oblasti mezi témito geny. To by mohlo umoznit vyuziti této strategie u mnoha
bakteridlnich druhd, ¢emuz nasvédcuje fakt, ze obdobnd genové oblast byla
pouZzita pro druhové rozliseni u streptokokl [28], Acinetobacter spp. [29], Listeria
spp. [30] a stafylokokd [31, 32].

Dalsim slibnym markerem je gen rpoA kodujici a podjednotku RNA polyme-
razy. Bylo ukdzéno, ze pfi pouziti rpoA spolu s dalsim markerem — pheS (gen pro
fenylalanyl-tRNA syntézu) je mozné rozlisit 30 druht enterokokd [33]. Gen rpoA
byl téZ mezi kandidatnimi geny navrzenymi Zeiglerem a kol. nicméné s mensim
skoére nez vyse zminénych vybranych osm kandidatnich gent. Zda se vsak, ze
pro enterokoky by mohl byt na odliseni druht spolehlivé pouzit.
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Podobné Ize gen tuf kédujici elongacni faktor Tu vyuzit pro odliseni entero-
kokl od ostatnich klinicky vyznamnych bakterii [34]. Je tfeba ale podotknout,
Ze navrzené primery se vazaly téZ na sekvence ortolognich genl u nékolika
druh Listeria spp. a zastupcl rodu Abiotrophia.

GENY KODUJICi DALSi PROTEINY PRIMARNIHO METABOLISMU
Poroznost je vénovana i gendim kédujicim proteiny primarnfho metabolismu,
predevsim genlm ddl, sodA, atpA a cpn60.

Gen ddlkéduje D-ala:D-ala ligdzu nezbytnou pfi syntéze peptidoglykanu. Na
rozdil od amplifikace intergenovych oblasti, pfi pouziti genu ddl, byla pouzita
pro rdzné druhy rdzna dvojice primerd. Vysledkem PCR byl potom bud speci-
ficky namnoZeny usek DNA odpovidajici genu daného druhu, nebo zadny pro-
dukt. Nevyhodou této metody je, ze v pfipadé vétsiho mnozstvi druhl zna-
mend identifikace timto zpdsobem velké mnozstvi jednotlivych PCR reakci.
Pouzitim ddl jako markeru bylo mozné rozlisit ctyfi druhy enterokokd (E. faecium,
E. faecalis, E. gallinarum, E. casseliflavus) [35]. Harwood a kolektiv pozdéji identifi-
kovali ddl usek, ktery byl specificky pro odliseni E. faecalis od ostatnich druh(.
Nicméné odliseni druhého typického intestindlniho druhu E. faecium bylo
s timto markerem dost sloZité a ¢asto ani nekorelovalo s vysledky biochemic-
kych testl [36].

Na obdobném principu, tedy navrzeni dvojice primerl specifickych pro
dany druh v rdmci jednoho genu navrhli Jackson a kolektiv 23 parC primer( pro
amplifikaci genu sodA kodujici superoxiddismutazu zavislou na Mn [37]. Tyto
primery byly pak pouzity hromadné v celkem 7 PCR reakcich (multiplex PCR).
Layton a kolektiv navic optimalizovali pozici nékterych primerd, a tim zvysili
jejich druhovou specifitu [38].

Produktem genu atpA je alfa podjednotka ATP syntézy, tedy enzymu zodpo-
védného za syntézu ATP. Bylo zjisténo, Ze timto markerem je mozné rozlisit vét-
sinu druh enterokokd. Pomoci atpA spolu s rpoA a pheS bylo mozné jesté zvy-
sit spolehlivost druhového urceni a navrhnout kombinaci této trojice marker(
spolu s 16S rDNA jako vhodné geny pro typizaci enterokokU [33, 39].

Goh a kolektiv vyuZili degenerovanych primer( k odliseni 17 druhd entero-
kokd na zékladé amplifikace genu pro chaperonin (cpn 60) [40].

GENY PRO FAKTORY VIRULENCE A ANTIBIOTICKE RESISTENCE
Je na misté se domnivat, Ze intestindIni druhy enterokokl se mohou od téch
volné v prirodé Zijicich druh lisit produkcei faktor( virulence veetné produkce
adhesind. Ackoliv se plvodné myslelo, Ze napf. povrchovy protein Esp s funkcf
adhesinu je specificky pro izolaty E. faecalis pochazejicich z intestinalniho traktu
¢lovéka [41], pozdéji byl tento protein nalezen i u izolatl ze zvitat ¢i jinych pfi-
rodnich vzorkd [42, 43].

Pritomnost gend pro jiné faktory virulence jako napf. pro povrchovy agregu-
jici protein (asa 1) ¢i gen pro Zelatindzu (gel £) se lisila i u klinickych izoldtd jed-
noho druhu [44]. Z tohoto ddvodu by mohlo byt pouZitf téchto genl jako mar-
kerd nejednoznacné.

Typicky pfirodni druhy enterokokl (E. casseliflavus a E. gallinarum) jsou, na
rozdil od druhl izolovanych z klinickych vzorkd, obecné citlivé k antibioti-
kiim. Geny rezistence se ¢asto pouzivaji jako markery pro odliseni bakterial-
nich druht i rezistentnich versus citlivych izoldtl predevsim v humdanni medi-
ciné. K nejvétsim soucasnym problémdm antibiotické rezistence u enterokokd
patfi rezistence k vankomycinu, ktery byl dlouho podévan pfi infekcich multire-
zistentnimi kmeny pfedevsim u hospodarfskych zvifat. Vankomycin inhibibuje
syntézu peptidoglykanu, na jehoz syntéze se mimo jinych podili téz vyse dis-
kutovand D-ala:D-ala ligéza (gen ddl). Geny, jejichz produkty jsou zodpovédné
za rezistenci k vankomycinu, vanA, vanB, vanCl, a vanG2 jsou pfibuzné k ddl
[35, 45, 46]. Proti vankomycin rezistentnim enterokokdm se v soucasné dobé
pouziva antibiotikum linezolid inhibujici proteosyntézu. Na resistenci k lineso-
lidu se podili produkty gent cfr kédujici ribozom modifikujici enzymy a optrA,
jehoZ produktem je ABC transporter [47]. Avsak pouZiti gend rezistence pro

21



VTEI/ 2021/ 1

rozlideni huménnich a zvifecich druh@ ma svoje limity — geny rezistence se
mohou v populaci rychle $ifit horizontdInim pfenosem nebo spolu s transpo-
zicnimi elementy a jejich pfenos Uzce souvisi se selek¢nim tlakem v prostredi.
Navic izolaty enterokokd humannfho plvodu mohou vykazovat zna¢né roz-
dily v citlivosti k antibiotikim i v rdmci jednoho druhu a jednoho prostfedi.
Proto pouziti antibiotickych genU jako markerd méa pravdépodobné jen ome-

zené uplatnént.

ZAVER

Prispévek shrnuje testované a publikované molekuldrni markery, které byly
nebo mohou byt pouZity pro druhové rozliSeni enterokokd, coz by mélo
pomoci pfi charakterizaci jejich plvodu v koupacich vodach. Vétsina studif se
zabyva vzdy jednim vhodnym genem, ale to mdze byt pfi analyze pfirodnich
navic znecisténych vzorkl nedostacujici. Pro spolehlivé zafazeni enterokokd
do druhl by bylo tedy lepsi pouzit kombinaci nékolika gend vcetné jednoho
rodove specifického obsahujiciho ¢ast 165 rRNA. Naser navrhl pouzit kombinaci
gend rpoA, pheS atpA a 16S rDNA pro typizaci enterokokd. Svoje vysledky vsak
ovéfoval na ¢istych kulturdch. Bylo by tedy zajimavé prenést tyto poznatky do
praxe a ovefit je i na pfirodnich vzorcich koupacich vod. Kromé toho by z uve-
deného vyctu mohl byt pro typizaci pouzit jesté néktery z genll navrzenych
Zeiglerem a kolektivem jako napt. gen recN pfipadné glyA nebo thdF. Pro tyto
geny by ale bylo nutné udélat jesté podrobnéjsi in silico sekvenacni analyzy. Zda
se, Zze kromé kodujicich oblasti, jsou zajimavé i intergenové oblasti, jako napf.
oblasti mezi geny pro tRNA. Jejich vyhodou je moznost pouziti universélnich
primerd v konzervovanych oblastech i moznost srovnani s jinymi rody, u nichz
byl jiz tento pfistup pouZit.

Vlycet zde prezentovanych kandidatl neni zdaleka Uplny a v literatufe exi-
stuje jesté fada dalsich moznych genovych oblasti, které by bylo mozné pou-
7it jako napt. dalsi geny kodujici proteiny primarniho metabolismu, nebo
naopak repetitivni nic-nekodujici sekvence. Nékteré nebyly uvedeny z praktic-
kého dlvodu, nebot se nehodily pro jednozna¢né odlisenf plvodu znecistén{
nebo k nim nenf v soucasné dobé dostatek dat (nebylo na né odkézano ve vice
studiich). Je zde vsak velky potenciél dalsich moznych kandidatu.

Podékovani

Tento piispévek vznikl v ramci projektu TA CR TJ04000132 Viyuziti metod molekuldrni
biologie k identifikaci zdroji znecisténi v koupacich voddch.
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Enterococci, together with representatives of the species Escherichia coli, belong
to the so-called indicators of faecal pollution, which are used in the evaluation
of the microbiological quality of bathing waters. Their determination is gov-
erned by the Decree of the Ministry of Health No. 238/2011 Coll. and performed
by culture on selective agar media. It is known that not all types of enterococci
are of fecal origin and are therefore directly related to fecal water pollution. To
properly assess the quality of bathing water, it would be useful to know the ori-
gin of these bacteria. For tracing the origin of these microorganisms (so-called
microbial source tracking) the molecular biology methods can be used. Using
PCR method, different types of enterococci can be distinguished by amplifica-
tion of molecular markers (ie specific parts of DNA). There are many publica-
tions dealing with this topic, however, in most studies, only one marker is ana-
lyzed for species differentiation, and this may not always be sufficient when
working with natural samples. For reliable species identification in natural sam-
ples, it would be more advantageous to use a combination of several markers.
At the same time, it would be appropriate to apply the knowledge gained from
experiments with pure cultures to natural samples of bathing water, both pure
and faecally polluted. For practice, it would be also important to use proce-
dures enabling PCR from a mixed natural sample, without the need for pre-cul-
tivation on selective media, in order to minimize the time for which the result
is known.

The aim of this paper is to summarize the published molecular markers
for the identification of both enterococci and related microorganisms, and to
evaluate their possible use in water microbiology for the rapid classification of
Enterococcus species into species during the analysis of natural samples.
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