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Avant-propos 

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de 
normalisation (comités membres de l'ISO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée 
aux comités techniques de l'ISO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du 
comité technique créé à cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non 
gouvernementales, en liaison avec l'ISO participent également aux travaux. L'ISO collabore étroitement avec 
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique. 

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux règles données dans les Directives ISO/CEI, 
Partie 2. 

La tâche principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes 
internationales adoptés par les comités techniques sont soumis aux comités membres pour vote. Leur 
publication comme Normes internationales requiert l'approbation de 75 % au moins des comités membres 
votants. 

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent document peuvent faire l'objet de 
droits de propriété intellectuelle ou de droits analogues. L'ISO ne saurait être tenue pour responsable de ne 
pas avoir identifié de tels droits de propriété et averti de leur existence. 

L'ISO 16649-3 a été élaborée par le comité technique ISO/TC 34, Produits alimentaires, sous-comité SC 9, 
Microbiologie. 

L'ISO 16649 comprend les parties suivantes, présentées sous le titre général Microbiologie des aliments — 
Dénombrement des Escherichia coli ß-glucuronidase-positive : 

 Partie 1 : Technique de comptage des colonies à 44 °C au moyen de membranes et de 5-bromo-4-
chloro- 3-indolyl ß-D-glucuronate 

 Partie 2 : Technique de comptage des colonies à 44 °C au moyen de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl ß-D-
glucuronate 

 Partie 3: Détection et technique du nombre le plus probable au moyen de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl ß-D-
glucuronate 
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Introduction 

En raison de la grande diversité des aliments destinés à la consommation humaine ou animale, la présente 
méthode horizontale peut ne pas convenir pour certains produits. Dans ce cas, différentes méthodes 
spécifiques de ces produits peuvent être utilisées lorsque cela s'avère absolument nécessaire pour des 
raisons techniques justifiées. Néanmoins, la méthode horizontale devra être appliquée aussi souvent que 
possible. 

Lors de la prochaine révision de la présente Norme internationale, il sera tenu compte de toutes les 
informations indiquant dans quelle mesure cette méthode horizontale a été suivie, ainsi que des raisons des 
dérogations dans le cas de produits particuliers. 

L'harmonisation de toutes les méthodes d'essai ne peut être réalisée de façon immédiate ; de ce fait, il peut 
déjà exister des normes internationales et/ou nationales pour certains groupes de produits, qui ne concordent 
pas avec cette méthode horizontale. Lors de la prochaine révision de ces normes, il serait souhaitable de les 
aligner avec la présente norme internationale de sorte que les seules divergences éventuelles restantes 
soient celles nécessaires pour des raisons techniques bien établies. 
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Microbiologie des aliments — Dénombrement des Escherichia 
coli ß-glucuronidase-positive — Partie 3: Détection et technique 
du nombre le plus probable au moyen de 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl ß-D-glucuronate 

1 Domaine d'application 

La présente Norme internationale spécifie une méthode horizontale pour la détection et le dénombrement des 
Escherichia coli -glucuronidase positive par la technique de mise en culture en milieu liquide et par le calcul 
du nombre le plus probable (NPP) après incubation à 37 °C, puis à 44 °C. La présente Norme internationale 
est applicable : 

 aux produits alimentaires destinés à la consommation humaine ou à l'alimentation des animaux ; et 

 aux échantillons environnementaux dans la zone de production et de manutention des produits 
alimentaires. 

Cette méthode convient pour le dénombrement des cellules d'Escherichia coli qui ont pu souffrir de 
déshydratation, de congélation, d'exposition à un environnement salin (marin par exemple) ou avoir été 
endommagées par des désinfectants, par exemple des produits contenant du chlore. 

L'applicabilité de la présente Norme internationale est limitée par le fait que la méthode est sujette à une 
importante variabilité. Il convient d'appliquer la méthode et d'interpréter les résultats à la lumière des 
informations fournies à l'Article 11. 

Cette méthode n'a pas fait l'objet d'une évaluation complète pour toutes les matrices, par exemple pour le lait 
et les produits laitiers, pour lesquels il convient d'utiliser l'ISO 7251. 

AVERTISSEMENT — La méthode décrite dans la présente Norme internationale ne permet pas de 
détecter les souches d'Escherichia coli qui ne se développent pas à 44 °C et, en particulier, celles qui 
sont -glucuronidase négative, comme Escherichia coli O157 et quelques autres souches d'E. coli 
pathogènes. 

2 Références normatives 

Les documents de référence suivants sont indispensables pour l'application du présent document. Pour les 
références datées, seule l'édition citée s'applique. Pour les références non datées, la dernière édition du 
document de référence s'applique (y compris les éventuels amendements). 

ISO 6887-1, Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mère et des 
dilutions décimales en vue de l'examen microbiologique — Partie 1 : Règles générales pour la préparation de 
la suspension mère et des dilutions décimales. 

ISO 6887-2, Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mère et des 
dilutions décimales en vue de l'examen microbiologique — Partie 2 : Règles spécifiques pour la préparation 
des viandes et produits à base de viande. 
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ISO 6887-3, Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mère et des 
dilutions décimales en vue de l'examen microbiologique — Partie 3 : Règles spécifiques pour la préparation 
des produits de la pêche. 

ISO 6887-4, Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mère et des 
dilutions décimales en vue de l'examen microbiologique — Partie 4 : Règles spécifiques pour la préparation 
de produits autres que les produits laitiers, les produits carnés et les produits de la pêche. 

ISO 6887-5, Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la suspension mère et des 
dilutions décimales en vue de l’examen microbiologique — Partie 5 : Règles spécifiques pour la préparation 
du lait et des produits laitiers. 

ISO 7251, Microbiologie des aliments — Méthode horizontale pour la recherche et le dénombrement 
d'Escherichia coli présumés — Technique du nombre le plus probable. 

ISO 7218, Microbiologie des aliments — Exigences générales et recommandations. 

ISO TS 11133-1, Microbiologie des aliments — Lignes directrices pour la préparation et la production des 
milieux de culture — Partie 1 : Lignes directrices générales d'assurance qualité pour la préparation des 
milieux de culture en laboratoire. 

ISO TS 11133-2, Microbiologie des aliments — Guide pour la préparation et la production des milieux de 
culture — Partie 2 : Guide général pour les essais de performance des milieux de culture. 

3 Termes et définitions 

Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s'appliquent. 

3.1 
Escherichia coli -glucuronidase positive 
bactéries qui, à 44 °C, forment des colonies bleues ou bleues-vertes caractéristiques sur le milieu tryptone-
bile-glucuronate dans les conditions spécifiées dans la présente partie de l'ISO 16649 

3.2 
dénombrement des Escherichia coli -glucuronidase positive 
détermination du nombre le plus probable d'Escherichia coli -glucuronidase positive, par millilitre ou par 
gramme d'échantillon, lorsque l'essai est effectué selon la méthode spécifiée dans la présente partie de 
l'ISO 16649 

4 Principe 

4.1 Méthode de détection 

4.1.1 Ensemencement d'un milieu sélectif liquide d'enrichissement avec une quantité déterminée de 
l'échantillon pour essai si le produit à examiner est liquide, ou avec une quantité déterminée de suspension 
mère dans le cas d'autres produits.  

4.1.2 Incubation du tube à 37 °C pendant 24 h. Examen du tube pour déceler une éventuelle production 
d'acide, signifiant une fermentation du lactose. 

4.1.3 Si le tube présente une production d'acide, mettre en subculture sur gélose tryptone-bile-
glucuronate [5.2.2]. 
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4.1.4 Incubation de la gélose tryptone-bile-glucuronate [5.2.2] à 44 °C pendant 20 h à 24 h. Examen de la 
gélose tryptone-bile-glucuronate [5.2.2] pour déceler la présence éventuelle de colonies bleues ou bleues-
vertes, signifiant la présence d'Escherichia coli β-glucuronidase positive. 

4.1.5 Le résultat est exprimé sous forme de “présence” ou “absence” de présomption d'Escherichia coli 
dans x g ou x ml de produit.  

4.2 Méthode de dénombrement 

4.2.1 Ensemencement de trois ou cinq tubes 1) de milieu sélectif liquide d'enrichissement double 
concentration [5.2.1.1 a] avec une quantité déterminée de l'échantillon pour essai si le produit à examiner est 
liquide, ou avec une quantité déterminée de suspension mère dans le cas d'autres produits. 

4.2.2 Ensemencement de trois ou cinq tubes de milieu liquide d'enrichissement simple 
concentration [5.2.1.1 b] avec une quantité déterminée de l'échantillon pour essai si le produit à examiner est 
liquide, ou avec une quantité déterminée de suspension mère dans le cas d'autres produits. 

Puis, dans les mêmes conditions, ensemencement du milieu avec des dilutions décimales de l'échantillon 
pour essai ou de la suspension mère. 

4.2.3 Incubation des tubes de milieu double ou simple concentration à (37 ± 1) °C pendant 24 h. Examen 
des tubes pour déceler une éventuelle production d'acide, signifiant une fermentation du lactose. 

4.2.4 Pour chaque tube de milieu 5.2.1 présentant une production d'acide, mettre en subculture sur 
gélose tryptone-bile-glucuronate [5.2.2]. 

4.2.5 Incubation de la gélose tryptone-bile-glucuronate [5.2.2] à (44 ± 1) °C pendant 20 h à 24 h. Examen 
de la gélose tryptone-bile-glucuronate [5.2.2] pour déceler la présence éventuelle de colonies bleues ou 
bleues-vertes, signifiant la présence d'Escherichia coli-glucuronidase positive . 

4.2.6 Détermination du nombre le plus probable d'Escherichia coli -glucuronidase positive 
(voir l'ISO 7218), en fonction du nombre de tubes de milieu [5.2.1] dont les subcultures ont produit des 
colonies bleues ou bleues-vertes sur gélose tryptone-bile-glucuronate. 

5 Diluants et milieux de culture 

Pour la pratique courante en laboratoire, voir l’ISO 7218. 

5.1 Diluants 

Voir l'ISO 6887. 

                                                      
1 ) Pour les coquillages bivalves vivants ou autres produits spéciaux, et/ou lorsqu'une plus grande exactitude est requise, 
il est nécessaire d'ensemencer une série de cinq tubes. 
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