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MVINISTERO DELLA SANITA debbono  cssere sottoposie w subcobiure in brodo
lattosato-bile verde brillante daincubare 0 37°C = 1° per

, ‘ 48h + 2hed a 44°C = 0.5° per 4%h = 2h. Dalle colture
DECRETO 13 gennaio 1993, L onee R = i e T = i s e
LR IR P ss e T positive procedere Zh ed a 447°C = 0.3° per 48h = 2h.

Mectogi di analisi per la valutazione delle caratteristiche

microbiologiche e di composizione delie acque minerali naturali e

modalita per i relativi prelevamenti dei campioni.

IL MINISTRO DELLA SANITA

Visto il decreto Tegistativo 23 gennaio 1992, n. 103,
recante  dispostzioni per Patwazione  della direttiva
n. 80,777 'CEE rclativa alla utilizzazione ¢ alla commer-
cializzazione delle acque mincruli naturali,

Visto in particolure Vart. 2, terzo comma. del citato
decreto n. 105, che. ai fini del riconoscimento delie acque
minerali naturali, prevede I'emanazione di norme
concernenti 1 metodi di analisi per la valutazione delle
caratteristiche microbiologiche e di composizione delle
acque minerali stesse ¢ e modalitd per 1 relativi
prelevamentit di campioni.

Visto Tart. 34 del regior decreto 28 scltembre 1919,
n. 1924,

Visto Iart. 6, lettera ¢), della legge 23 dicembre 1978,
n. 833.

Visti gl articoli 1T ¢ 3 del D.C.G. 7 novembre 1939,
n. 1856.

Sentito il parere del Consiglio superiore di sanitd in
data 24 giugno 1992,

Decreta:
Caro |

METODI DI ANALIST PER LA VALUTAZIONE
DELLE CARATTERISTICHE MICROBIOLOGI-
CHE E DI COMPOSIZIONE DELLE ACQUE
MINERALI NATURALL

Art. 1.

Al fint del riconoscimento delle acque minerali naturali,
le analist microbiologiche debbono essere eseguite
secondo le seguenti modalita:

1) Carica microbica.

Seminare in Plate Count Agar (tecnica agar germi)
aliquote da 1 mi del campione in quattro piastre di Petri.
Incubare due piastre a 37°C + 1° per 24h 4+ 2h e due
piastre a 20 °C + 1° per 72h + 2h. Procedere alla conta
delle colonic.

2) Coliformi in 250 ml:

A) Mctodo con terreno liquido. Seminare due beute
provviste di campanula, contenenti ml 125 di brodo
lattosato a tripla concentrazione, rispettivamente con
ml 250 del campione. Incubare a 37 °C + 1° per 48h +
2h. Lc beute positive (torbidita e presenza di gas)

Dalle colture positive procedere allisolamento su agar
Mace Conkex ¢ alle prove biochimiche di conferma (H2S,
indolo, ornitina decarbossilasi).,

B/ Mctodo con membrane Oitanti. Filtrare due
aliquote di 230 ml ciascuna di campione aitraverso
membrane filtranu (0.43u). Porre le due membrane,
rispettivamente. su piastre di «agar lattosato al tergi-
tolo 7» daincubarc a 36 °C = 7 per 24h — Zhedi «agar
lattosato al tergitolo 7 + cloruro di trifenifietrazolio» da
incubarc a4 °C = 0.3 per 24h = 2h. Prelevare le colonie
gialle su AT7 ¢ quelle dal giallo al rosso su AT7 + TTCe
seminaric in brodo lattosato-bile verde brillante da
incubare rispettivamente a 36 °C = 1° per 48h = 2hea
44°C + 0.5 per 48h = 2h. Dalle colture positive
procedere alle prove di conferma come per i metodo in
terreno liquido,

3) Swreptococehi fecali in 250 mb:

A) Metodo con terreno liguido. Seminare 2 beute
contenenti ml 125 di brodo glucosio-azide a tripla
concentrazione rispettivamente con ml 230 del campione.
Incubare 2 37 °C + 1° per 48h = 2h. Le beute positive
(intorbidamento del terreno) debbono essere sottoposte
alle, prove di conferma medignte striscio mntagar bile
csculina-azide. Inbubare a 44 °C + 0.5° per 44h = 4h.
Considerare positive le colonic nere catalasi negative.

B) Mctodo con membrane filtranti. Filtrare due
aliqguote di 250 ml ciascuna del campione attraverso
membrane fil{ranti. Porre le due membrane, rispettiva-
mente, su due piastre di «KP streptococcus wgar» da
incubarc a 37 °C = 1° per 44h = 4h. Sottoporre le colonie
sospette, rosse o rosa, alle prove di conferma come per il
metodo in terreno liquido.

4) Spore di clostridi solfito-ridutiori in 50 ml.

Riscaldare mi 50 del camptone a 80 °C per 10 minuti.
Raffreddare rapidamente ¢ filtrare per membrana. Porre
fa membrana su agar SPS ricoprendo con«itri 10 ml di
SPS a45°C. Incubare a 37 °C + 1° per 24h + Thin giare
per anaerobiosi. La prova viene considerata positiva
quando si sviluppano colonie nere.

Identificazione presuntiva di Cl. perfrigens.

Prelevare fc colonie sospette (nere) e seminarle in tubi
contenenti brodo tioglicollato previamente riscaldato a
100 °C per 10 minuti e rapidamente raffreddato. Incu-
bare a 37°C £+ 1° per 24h + 2h ed eseguire
subcolture in:

agar nutritivo a becco di clarino, da incubare a 37 °C
+ 1°per 24h + 2h in giare per anaerobiosi, per verificare
fa negativita della catalisi;
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provette di fatte tornaseolato ricoperto con ml 2 di

vaselina, da incubare a 37°C = 1* per 24-48h, per

verificare Pacidilicazione ¢ la formazione di coagulo
frammentato.

Sy Pscudomoenas acrueinoya i 25 ml.

Filtrare ml 230 del campione ¢ porre fa membrana su
agar-cetrimide. Incubare a 37°C + 1° per 48h + 2h.
Prelevare fe colonie sospetie (verdi-bluastre ¢ o fluore-
scenti agh UV) ¢ trasferivle su nutrient agar a becco di
clarino. Incubare o 12°C - 0.5 per d3h = 20, Dalla

vting procedore: N

atlarvertfica della positivita detba ossadast saocartne

il himeud- p-fenilendiamina:

allic identificazione mediante  «aallerian dr test
biochimict (APL 20 NIo o cquivilenti),

Nei casi dubbi eseguire anche:

Fevidenziazione della produzione di piocianina a
30°C i terreno di King A

la prova di crescita in Nutrient bioth in b.m, a 42 °C
{ripetuta e vohe):

i test di ossidazione del glucosio a 37 °C (Terreno al
blu di bromoumolo).
6) Stuphilococcus aurens in 230 ml

Filtrare ml 230 del campione ¢ porre [a membrana su

Baird-Parker agar. Incubare a 37 °C = 1V per 24h + 2h.
Prelevare le colonie sospette (nere, generalmente con
alone) ¢ seminarle in Brain-Heart imnfusion  broth.
Incubare a 37°C = 1 per 24h = 2h. Dalla brodocoltura
eseguire:

preparato nicroscopico previa colorazione di Gram:

semina in profonditd in provetta di agar di Mossel e
Martin per evidenziare 1l tipo respiratorio;

test delta coagulasi.

v, -
AL

Ai o del rriconoscimento delle acque minerali naturali.
le analist chimiche ¢ fisico chimiclie debbono essere
eseguite secondo ioscaucnti metcdr diomisura:
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