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ABSTRAKT

Intestinalni enterokoky jsou v ,nové“ legislativé pitné vody jeden ze dvou klicovych
mikrobiologickych indikatord, které by mély ukazovat na fekalni znecisténi. Museji se
stanovovat vzdy, a to i vkraceném ¢i orientaénim rozboru pitné vody. Celkem bylo
z provoznich vzorkt upravenych, tj. pitnych vod (nikoli v§ak z neupravovanych studen a vrta,
U nichZ se predpoklada vyssi riziko fekalniho zneéisténi) vySetieno 134 kmenu enterokokil
(Enterococcus spp.) a 93 kment, které byly identifikovany jako doprovodna mikroflora, resp.
potencialné¢ fale$né pozitivni kmeny. Nejcastéji zachycenym druhem enterokoka byl E.
casseliflavus (31 %), nasledovany E. faecium (25 %). Absolutné nejéastéjSim druhem, ktery
nepatii mezi intestinalni enterokoky, byl shledan Aerococcus viridans (n = 80), a to jesté
zdaleka ne vSechny ziskané kmeny ptezily prvni pasaz. Nejmensi citlivost (tj. nejvetsi
rezistence) k volnému chloru byla zjisténa u druhu E. hirae a také u jiz zminovaného A.
viridans. Vsechny kmeny byly dale testovany na konfirma¢nim zlu¢-eskulin-azidovem agaru
(ZEA test) po dvou, &étyfech a 24 hodinach inkubace a na aktivitu B-D-glukosidazy (GLD)
v selektivnim prostfedi (médium Enterolert DW, IDEXX). Fale$né negativni ZEA test po dvou
hodinach inkubace byl zaznamenan u 10 % enterokokd, falesné negativni vysledek u testl na
GLD vykazovalo pouze 1 % kment enterokoku, ale dalSich sedm kment (5,3 %) vykazovalo
reakci slabou. Falesné pozitivni ZEA test po dvou hodinach inkubace byl zaznamenan u 8 %
kment doprovodné mikroflory, falesné pozitivni test na GLD vykazovalo 14 % kment. Metoda
dle normy CSN EN ISO 7899-2 plné vyhovuje na stanoveni intestinalnich enterokokt v pitnych
vodach. Pouziti alternativnich metod zaloZzenych na detekci aktivity enzymu p-D-glukosidazy
neni zcela vhodné, protoze Se rozsifuje skupina ,intestinalnich enterokoku“ na cely rod
Enterococcus spp., a nalez tak nemusi jednoznacné ukazovat na fekalni znecisténi.

UVvoD

Stanoveni intestinalnich enterokokl se zda byt na prvni pohled jednoduché, ale i tak ma svoje
uskali. Na jedné stran¢ jsou intestinalni enterokoky v ,,nové* legislativé pitné vody jeden ze
dvou kli¢ovych mikrobiologickych ukazateld, které by mély ukazovat na fekalni znecisténi
S nejvyssi mezni hodnotou (NMH), na druhé stran€ se o svoje ,,prava‘“ hlasi alternativni metody
zalozené na detekci enterokokd na zaklad¢ aktivity B-D-glukosidazy, kdy se cilova skupina
roz§ifuje na vSechny druhy enterokoka, tj. Enterococcus spp. O ekologii enterokokii zejmeéna
v pitnych vodach se zatim vi velmi malo, coz komplikuje interpretaci dosazenych vysledkd.
Proto byla provedena tato studie a vysledky byly prezentovany na konferenci VVodarenska
biologie 2025 [1]. Zde je publikovana upravena a doplnéna verze.

PREHLED PROBLEMATIKY

Intestinalni (stfevni) enterokoky jsou grampozitivni kulovité nebo vej¢ité bakterie usporadané
do part nebo fetizk a patii do rodu Enterococcus (fad Lactobacillales, kmen Firmicutes). Diky



molekularné genetickym metodam v taxonomii se pocet popsanych druhii enterokokti neustale
zvySuje, napt. v roce 1995 bylo zndmo jen 19 druhii, v soucasné dobé je platné popsano 60
druhu [2]. Diky jiz celkem rozsifené metodé¢ MALDI-TOF Ize jednotlivé druhy identifikovat a
pokusit se podrobnéji interpretovat ziskané vysledky. Napt. ze 101 izolatd z rtznych
povrchovych, technologickych a pitnych vod byly identifikovany druhy E. faecalis (26,7 %),
E. hirae 20,8 %, E. faecium (18,8 %), E. casseliflavus (15,8 %), E. durans (11,8 %), E. mundtii
a E. moraviensis (oba 2,3 %) [3].

Intestinalni enterokoky jsou povazovany za indikatory fekalniho znecisténi a jejich vyznam se
Vv poslednich letech zvysil — podle nové legislativy [4, 5] jde spole¢né s Escherichia coli o
klicovy ukazatel a musi se stanovovat v kazdém typu rozboru (krdceném i Gplném). Stim
souvisi nejen vyssi pocet analyzovanych vzorki, ale 1 pocet pozitivnich zachyti, které je tfeba
dobfe interpretovat.

Frekvence zéachytu v pitnych vodéch za poslednich pét let v Ceské republice (CR) dle dat SZU
(Zprava o kvalité pitné vody) [6] jsou uvedeny vtab. 1. V soucasné dobé se enterokoky
stanovuji i v ramci kraceného rozboru pitné vody, pocet analyz, a tudiz i pocet pozitivnich
zachytu tak stoupa (v tab. 1 je vidét pfedevsim vyrazny rozdil mezi lety 2023 a 2024). Vyssi
pocty zachycenych enterokokt souviseji zejména s vyssim poctem provedenych testd. Jelikoz
se vSak stale jedna o relativné mala ¢isla, bude dobreé tuto situaci nadale sledovat.

Tab. 1. Zdachyt intestindlnich enterokokii v pitnych vodach v CR (kategorie: >5 000
zasobovanych obyvatel, < 5 000 zasobovanych obyvatel, celkovy pocet analyzovanych vzorkaii,
pocet pozitivnich vzorkii, aritmeticky priumér ze vsech vysledkii a maximdlni hodnota) v letech

2020-2024 (KTJ = kolonie tvorici jednotky)

Tab. 1. Detection of intestinal enterococci in drinking water in the Czech Republic
(categories: >5 000 supplied inhabitants, < 5 000 supplied inhabitants, total number of
samples analysed, number of positive samples, mean and maximal value) in 2020-2024 (KTJ
= CFU = colony forming units)

Rok > 5 000 z&sobovanych obyvatel < 5000 z&sobovanych obyvatel

Pocet Pocet Ar. Max Pocet Pocet Ar. pramér Max

vzorki | pozitivnich priamér (KTJ/100 | vzorkd | pozitivnich (KTJ/100 (KTJ/100
vzorki (KTJ/100 ml) vzorki ml) ml)
ml)

2020 | 4079 6 0,009 20 9169 198 0,300 100
2021 | 4377 5 0,009 25 9 605 170 0,236 >150
2022 | 4356 15 0,013 12 9978 222 0,212 >100
2023 | 5778 10 0,024 >100 10 242 216 0,312 >100
2024 | 11582 57 0,053 >80 22 340 359 0,211 >100

Odborné literatury na téma intestinalni enterokoky je opravdu mnoho, jde vsak ptevazné o
studie popisujici, odkud (z jakého zdroje) byly konkrétni druhy izolovany, nebo o popis a
charakteristiku novych druhti. Pokud existuji environmentalni studie, jsou zaméfeny predev§im
na povrchové a koupaci vody a déle na kaly ¢i sedimenty. Vyzkumy zabyvajici se hlub$im
pruzkumem enterokokt izolovanych z pitnych vod chybégji. PrestoZe tedy existuje fada studii
[7, 8] na téma ,,kdo, kdy a odkud izoloval jakého enterokoka®, o vlastni ekologii se mnoho nevi
— a to zejmena v souvislosti s pitnou vodou, Gpravou pitné vody, pfezivanim/mnozenim se
v biofilmech apod.



I kdyz se vSechny bézné identifikované druhy enterokokti vyskytuji ve stfevech Clovéka ¢i
teplokrevnych Zivocicht, jsou vy¢lenény druhy typicky fekalni (E. faecium, E. faecalis, E.
hirae, E. durans) a pak druhy, které byvaji spojovany s moznym pomnozenim na rostlinném
materidlu (E. mundtii, E. casseliflavus) [3]. Enterokoky jsou také ¢asto pouzivanym ukazatelem
pfi trasovani mikrobialniho znecisténi (microbial source tracking — MST) a jsou popsany rtizné
zpusoby jejich eliminace z vodniho prostiedi. Také jsou povazovany za vyznamné pienasece
antibiotické rezistence (vankomycin, ampicilin). V prostfedi se ¢asto vyskytuji v nevirulentni
formé VBNC (viable but not culturable) kment.

Ke stanoveni intestindlnich enterokokti v pitnych vodach se pouziva jiz 1éta osvéd¢ena metoda
dle CSN EN ISO 7899-2 [9], ktera zahrnuje membranovou filtraci vzorke, kultivaci 48 hodin
pii 36 °C na agaru dle Slanetze a Bartleyové a konfirmaci dvé hodiny pii 44 °C na Zluc-
eskulinovém agaru s azidem sodnym (dale ZEA). Za intestinalni enterokoky se povazuji
cervené az vinové zbarvené kolonie (obr. 1), jeZ po pieockovani na konfirmaéni médium
vykazuji zEernani média pod kolonii. Tato metoda by méla zachytit pievazné druhy enterokok
fekéalniho pavodu (E. faecalis, E. faecium, E. durans a E. hirae). S tim také souvisi zkraceni
doby konfirmace ze ¢tyt na dvé hodiny v roce 2001, kdy se piedpokladalo, ze typické fekalni
enterokoky maji rychlej$i a intenzivn&ji aktivitu ZEA testu. Novéjsi metody, které maji ambici
stat se alternativnimi, jsou Casto zalozeny na aktivité enzymu B-D-glukosidazy, coz zahrnuje
detekci v8ech druhi enterokokd (Enterococcus spp.) [10]. To se nezda byt vhodné zejména
proto, ze nejde o indikatorovy, nybrz kli¢ovy ukazatel s limitni hodnotou typu NMH. Naopak
cesta pro lepsi/podrobnéjsi interpretaci vysledkli stanoveni enterokokli by méla jit zcela
opaénym smérem, tedy k identifikaci jednotlivych druha.

METODIKA

Do této studie byly zahrnuty kmeny, které byly izolovany z upravenych pitnych vod (nikoli
vsak studni), ziskané béhem dvou let z provoznich hydroanalytickych laboratofi. Kmeny byly
precistény, identifikovany metodou MALDI-TOF (s aplikaci kyseliny mravenci) a zopakovan
byl konfirmacni test s tim, ze vysledky byly ode¢itany po dvou, ¢tyfech a 24 hodinach. Navic
byly kmeny testovany na aktivitu -D-glukosidazy v selektivnim prostiedi (médium Enterolert
DW firmy IDEXX, nové téz dle ISO 7899-3 [11]).

V neposledni fadé byli zastupci nejcastéji izolovanych druhii testovani na citlivost k volnému
chloru metodou, upravenou dle Piilohy 4 vyhlasky 409/2005 Sh. [12]. Do odméieného objemu
(1 000 ml) odstaté vodovodni vody o laboratorni teploté byl pfidan roztok chlornanu sodného
tak, aby se obsah volného chloru pohyboval v rozmezi 0,15-0,17 mg/l. Poté se roztok uméle
kontaminoval testovanymi kmeny rodu Enterococcus. Vychozi pocet KTJ testovaciho kmene
ma dosahovat hodnoty fadové 10° KTJ/ml. Pted vlastni zkouskou byla kontaminovana voda
dokonale promichana (napi. protiepanim), aby se dosahlo stejnomérného rozptyleni
mikroorganismi. Ve zkusebnich intervalech 1, 5 a 30 minut se 0,5 ml takto pfipraveného
vzorku roztoku naockovalo na povrch pevného kultivaéniho média a po kultivaci po dobu 48
hodin pfi teploté (36 & 2) °C se spocitaly kolonie, jez vyrostly na jeho povrchu. Béhem zkusebni
doby se zkusebni roztok v bafce neustale promichaval. Zaroven byla naockovana ptvodni
suspenze, aby se ziskal vychozi pocet enterokokti. My jsme provedli stanoveni ve vsSech
uvedenych Casovych intervalech, ale hodnotili jsme pouze vysledky po 1 minuté (po 5 a 30
minutach byly jiz vysledky ptevazné negativni). Vzdy byl u kazdého druhu paralelné testovan
kmen izolovany z upravené pitné vody a kmen izolovany z volného prostiedi (koupaci voda) a



vSe bylo ockovano duplicitné. Po inkubaci byl spocitan relativni ubytek testovaného druhu
kmenu) po 1 minuté pasobeni volného chloru oproti kontrolnimu stanoveni.
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Obr. 1a, b. Vlevo: detekce intestindlnich enterokoku; vpravo: Aerococcus viridans, tvorici
velmi drobné (vétsinou necernajici) kolonie

Fig. 1a, b. Left: detection of intestinal enterococci, right: Aerococcus viridans, forming very
small (mostly non-blackening) colonies

VYSLEDKY A DISKUZE
Identifikace druha

Celkem bylo zpracovano 227 kmenti izolovanych v péti vodohospodaiskych laboratofich
z pitnych (upravenych) vod s tim, ze 134 bylo nasledné identifikovano jako druhy patfici do
rodu Enterococcus (celkem 10 druhti) a 93 nalezelo mezi dal$i rody (s naprostou pievahou
druhu Aerococcus viridans).

Druhové slozeni enterokokt a jejich pomérné rozdéleni je uvedeno na obr. 2. Nejcastéji
identifikovanym druhem byl E. casseliflavus (31 %), nasledoval E. faecium (25 %), E. hirae
(13 %), E. faecalis (10 %) a E. mundtii (9 %). Druhy enterokokd, které jsou dle CSN EN ISO
7899-2 [9] povazovany za fekalni (faecalis, faecium, hirae, durans), celkem tvotily pouze 54
%. Pro srovnani — naSe diivéjsi nepublikované vysledky identifikace 612 enterokoki
z koupacich vod ukazaly, Ze nejcastéj$im identifikovanym druhem byl E. faecium (25,2 %),
nasledoval E. faecalis (21,1 %), E. durans (17,3 %) a E. casseliflavus (14,4 %). Takové soubory
Ize samoziejmé srovnavat jen omezené, nicméné jak je z toho patrné, jind matrice dava jiné
vysledky (bohuzel literatura citovana v Uvodu [3] analyzovala enterokoky ze ,,smési matric®).
Ze jde v piipadé koupaci vody 0 zcela jinou matrici, je patrné i z typu doprovodné mikroflory.
Nejcastéj$im druhem, ktery rusil stanoveni intestinalnich enterokokt v koupacich vodach, byl
podle nasich diivéjsich vysledki a téZ v citované literatute [3] druh Lactobacillus plantarum,
zatimco v pitnych vodach byl nejrozsifenéjsim druhem doprovodné mikrofléry Aerococcus
viridans.



Nejvyssi vyskyt druhu E. casseliflavus v pitné vodé zatim neumime dobie interpretovat, je vSak
nutno zminit, ze nebylo izolovano ,,hodné kmenu z jednoho vzorku®, jak tomu byva ¢asto u
vod koupacich, ale vétsinou $lo o prabézny vyskyt. | v diive uvedenych publikacich se tento
druh mnohdy spojuje s moZznym pomnoZenim na rostlinném materialu. V pitné vodé jde
predevsim o to, jak se ,,chovad“ napt. v biofilmech ¢i na piskovych filtrech (coz nevime). Avsak
na rozdil od vzorku koupacich vod, kdy miize dojit k pomnozeni tohoto druhu tfeba na rakosi,
a membranovy filtr je pak plny téchto (spiSe drobngjsich) kolonii, zde se vétsinou o pierostlé
filtry nejednalo. Pokud byl membranovy filtr plny drobnych kolonii, §lo vyhradné o A.

viridans).
= E. avium = E. gallinarum E. casseliflavus E. durans
= E. faecalis = E. faecium = E. haemoperoxidus w E. hirae
= E. moraviensis = E. mundtii

Obr. 2. Zastoupeni jednotlivych druht intestinalnich enterokoku izolovanych z pitnych vod

Fig. 2. Occurrence of individual species of intestinal enterococci isolated from drinking waters

Konfirma¢ni a dopliujici testy

V tab. 2 jsou uvedeny vysledky stanoveni konfirmaénich a dopliikovych testt u jednotlivych
druhii. Kromé absolutniho poctu pozitivnich reakei u kmenta jednotlivych druhti je uveden
relativni podil falesné pozitivnich (u doprovodné mikrofléry) a falesné negativnich testt (u
enterokokii).

Tab. 2. Vysledky doplitkovych testit u kmenii jednotlivych druhii; je uveden pocet vysetrenych
kmenii (), pozitivni vysledky ZEA testu po dvou, ¢tyfech a 24 hodinach, pozitivni vysledky u
testu na S-D-glukosidazu (GLD). Zvidst jsou uvedeny falesné vysledky (falesné pozitivni u
doprovodné mikrofléry ¢i falesné negativni u enterokokii) u testit ZEA po dvou hodinach a GLD
v %

Tab. 2. Results of additional tests for strains of individual species; the number of strains
examined (N), positive results of the BEA test after 2, 4 and 24 hours, positive results of the [5-
D-glucosidase (GLD) test. False results (false positive for background microflora or false
negative for enterococci) for ZEA tests after 2 hours and GLD in % are given separately
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n | ZEA | Falesné | ZEA | ZEA | GLD | Fale$né
2h |vysledky [4h | 24h vysledky
ZEA2h GLD
[%] [%]

Aerococcus viridans 80 7 9 % 8 5 12 15 %
Carnobacterium | maltarum 2 0 0% 0 0 0 0%
Enterococcus avium 1 1 0% 1 1 1 0%
Enterococcus gallinarum 3 1 67 % 1 1 2 33 %
Enterococcus casseliflavus 41 34 17 % 34 41 41 0%
Enterococcus durans 8 6 25 % 8 8 8 0%
Enterococcus faecalis 14 14 0% 14 14 14 0%
Enterococcus faecium 33 30 9 % 33 33 33 0%
Enterococcus haemoperoxidus | 1 1 0% 1 1 1 0 %
Enterococcus hirae 18 18 0 % 18 18 18 0%
Enterococcus moraviensis 3 3 0% 3 3 3 0%
Enterococcus mundtii 12 12 0 % 12 12 12 0%
Lactobacillus lactis 1 0 0% 0 0 1 100 %
Lactobacillus plantarum 1 0 0% 0 0 0 0 %
Staphylococcus | pasteuri 1 0 0% 0 0 0 0%
Staphylococcus | saprophyticus 5 0 0% 0 0 0 0 %
Staphylococcus | warneri 2 0 0% 0 0 0 0%
Streptococcus infantarius 1 0 0% 0 0 0 0 %

Doba provadéni ZEA testu je podle stavajici verze normy CSN EN ISO 7899-2 [9] dvé hodiny,
coz bylo také brano jako referenéni €as. Dalsi Casy (puvodné pouzivané ¢tyii h a 24 h) byly
testovany pro piipadnou diskuzi vysledkd. Rozdil mezi dvéma a ¢tyfmi hodinami byl vSak
minimalni. Falesné negativni ZEA test (tedy po dvou hodinach inkubace) byl zaznamenan u 10
% enterokokd, nejvice u druhi E. gallinarum, E. casseliflavus a E. durans. Fale$né negativni
vysledek u testl na B-D-glukosiddzu vykazovalo pouze 1 % kment enterokoktl, ale dalSich
sedm kment (5,3 %) vykazovalo reakci slabou. Neni bohuzel pfesné znamo, jak ma pozitivni
test na GLD vypadat, protoze u Enterolert DW testu neni dostupny zadny komparéator. Falesné
pozitivni ZEA test (po dvou hodinach inkubace) byl zaznamenan u 8 % kmenti doprovodné
mikroflory, u nékterych kment A. viridans pozitivni reakce béhem naslednych 20 hodin
,vybledla®“. Falesn€ pozitivni test na -D-glukosidazu vykazovalo 14 % kment.

Citlivost enterokoku k volnému chloru

Nejcastéji izolované druhy enterokoku a nejcastéjsi doprovodny druh A. viridans byly vybrany
k testovani na citlivost k volnému chloru. Traduje se, Ze enterokoky jsou méné citlivé
k ptisobeni volného chloru nez tfeba koliformni bakterie, a i vysledky naseho provozniho
testovani dezinfekénich ¢inidel to potvrzuji (komeréni, nepublikované vysledky). Vzdy byly
testovany dva kmeny od jednoho druhu (u E. faecalis tti kmeny) s tim, Ze jeden kmen byl vzdy
izolovan z upravené pitné vody (a da se pfedpokladat, ze se mohl s volnym chlorem setkat) a
druhy z typicky piirodniho prostiedi (koupaci vody). Legislativné [12] jsou dany pozadavky,
aby pocty enterokoku byly snizeny minimalné o tfi fady, a to v koncentraci volného chloru 0,3
mg/l [12]. Nase studované kmeny toto viceméné splnily i pii polovi¢ni koncentraci volného
chloru (0,15 mg/l). Vysledky jsou demonstrovany na obr. 3. Nejméné citlivé druhy byly E.



hirae, A. viridans a kmen E. mundtii, ktery byl izolovan z pitné (nikoli z koupaci) vody. Naopak
nejcitlivéjsi druh byl E. durans. U 25 % kment druhu E. durans byla zaznamenana zpozdéna
reakce ZEA testu (tab. 2), coZ by mohlo byt zptisobeno stresem kmentl z upravené vody. Ur¢ita
rezistence k volnému chloru u druhu E. hirae mohla zptsobit, Ze se tento druh vyhoupl na tieti
misto mezi identifikovanymi kmeny, a taktéz urcita rezistence druhu A. viridans muze vysvétlit
jeho Casty vyskyt ve formé doprovodné mikroflory. Nejvice rezistentni kmen E. hirae je rovnéz
predepsan pro testovani baktericidnich vlastnosti dezinfekénich prosttedkt [13]. Az do
posledniho provedeného experimentu se zdalo, Ze piirodni kmeny maji vyssi citlivost
Kk ptisobeni volného chloru (nejsou stresované?) nez kmeny izolované z pitné vody, coz se vSak
absolutn¢ nepotvrdilo u druhu E. mundtii, kde to bylo piesné naopak.
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Obr. 3. Citlivost raznych druhi enterokokt K volnému chloru; kmen oznaceny (P) pochazi
z ptirodniho prostiedi

Fig. 3. Sensitivity of different enterococci species to free chlorine; the strain marked (P) comes
from the natural environment

ZAVER

Ackoli ,,sbér enterokokii* trval minimaln€ dva roky, pocet ziskanych kmeni neni nikterak
vysoky (enterokoky = 134 + doprovodna mikroflora = 93). | tak ale byly ziskany cenné Gdaje.
Nejcastéji izolovanym druhem z pitnych vod byl E. casseliflavus, jenz byva v piirodnich
vodach zastoupen méné a spiSe narazové. Tento vyskyt zatim neumime zcela interpretovat,
nabizi se mozZnost jeho schopnosti piezivani v biofilmu (?). Tento druh byva také spojovan s
moznosti pomnozeni na rostlinném materialu. Z doprovodné mikroflory byl nejcastéji
identifikovan druh A. viridans, ktery ma spolu s E. hirae zaroven nejmensi citlivost k volnému
chloru. Metoda dle normy CSN EN ISO 7899-2 plné vyhovuje na stanoveni intestinalnich
enterokokil v pitnych vodach. Pouzivani alternativnich metod zalozenych na stanoveni aktivity
enzymu GLD neni zcela vhodné, jelikoz rozsifuje skupinu ,,intestinalnich enterokokd* na
stanoveni Enterococcus spp., ¢imz rozsifuje detekovanou skupinu i o druhy s ne zcela jasnym



fekalnim ptivodem. Navic k hodnoceni vysledkt enterokoku se vice hodi zcela opa¢ny trend —
identifikace kmenti a interpretace jejich vyskytu v prostfedi. Kromé toho nejcastéji detekovany
A. viridans druh, jenz patii mezi doprovodnou mikrofloru, vykazuje fale$né pozitivni vysledky
GLD v 15 %. Vzhledem Kk tomu, Ze jde o kli¢ovy ukazatel s nejvy$si mezni hodnotou (NMH),
by takové rozsifeni ,,skupiny* mohlo zpiisobit komplikace.

Podékovani

Vznik této publikace byl podporen v ramci MZ CR — RVO (Statni zdravotni tstav — SZU, IC
75010330). Zvlastni podéekovani patri pracovnikiim laboratori provozovatelii vodovodu, kteri
mi zaslali kmeny ke studiu.
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Intestinal enterococci are one of the two “core™ microbiological parameters in the "new"
drinking water legislation that should indicate faecal contamination. They must be detected in
all analyses of drinking water. A total of 134 strains of enterococci (Enterococcus spp.) and 93
strains that were identified as background microflora, or potentially false-positive strains, were
examined from operational samples of treated, i.e. drinking water (but not from untreated wells
and boreholes, which are expected to have a higher risk of faecal contamination). The most
frequently detected Enterococcus species was E. casseliflavus (31 %), followed by E. faecium
(25 %). The absolutely most frequent species that does not belong to intestinal enterococci was
found to be Aerococcus viridans (n = 80), but not all obtained strains survived the first passage.
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The least sensitivity to free chlorine was found in the species E. hirae and also in the already
mentioned A. viridans. All strains were further tested at bile esculin azide confirmation medium
(BEA test) after 2, 4 and 24 hours of incubation and for f-D-glucosidase (GLD) activity in a
selective medium (Enterolert DW medium, IDEXX). A false-negative BEA test after 2 hours
of incubation was recorded in 10 % of enterococci, most often in the species E. gallinarum, E.
casseliflavus and E. durans. Only 1 % of Enterococcus strains showed a false negative results
in GLD, but another 7 strains (5.3 %) showed a weak reaction. A false positive BEA test after
2 hours of incubation was recorded in 8 % of the background microflora strains, a false positive
test for GLD was shown by 14 % of the strains. The method according to the EN ISO 7899-2
standard is fully suitable for the detection of intestinal enterococci in drinking water. The
suitability of using alternative methods based on the determination of the activity of the enzyme
B-D-glucosidase is not entirely appropriate, because it expands the group of “intestinal
enterococci” to determine the entire Enterococcus genus and the detection may not clearly
indicate fecal contamination.



