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RESUME

L'étude de la flore microbiologique dans la matrice oeuf entier liquide a été menée a partir d’échantillons fournis par trois indus-
triels, au cours de trois saisons (I'hiver, 'été et I'automne]). Cette méme matrice a été analysée a I'état cru, aprés pasteurisation
et apres stockage pendant 14 ou 49 jours a une température de 2 °C.

Lidentification et le comportement des bactéries d’altération et de quelques bactéries pathogénes, a savoir Bacillus cereus et les
staphylocoques, ont été effectués en fonction de caractéristiques physico-chimiques et environnementales de cette matrice.

Outre l'effet “industriel” trés important, il a été mis en évidence des effets “saison” et “destination du produit (14 ou 49 jours)".
Une trés grande variabilité de la contamination de I'entier cru est notée. La flore de 'ovoproduit pasteurisé est globalement plus
forte en été surtout avec une augmentation de Pseudomonas et de la flore psychrotrophe, plus faible en automne ; en hiver, le
groupe Enterococcus-Streptococcus domine.

Enfin, a partir de cette cartographie détaillée, différentes hypothéses ont été formulées afin de maitriser au mieux la qualité
microbiologique de I'entier liquide.

ABSTRACT
The microbiological flora of whole eqq product has been studied on samples collected from three processing plants at three per-

lods of year [winter, summer, autumn). The samples have been analysed before and after pasteurization, after storage for 14 or
49days at 2C.

The identification and the microbiological changes of spoilage bacteria and of some pathogenic bacteria have been done accor-
aing to the physicochemical and environmental characteristics of the samples.

Beside a very important ‘eqg-breaking plant”effect, “season”and ‘product shelflife [ 14 or 49 days)’ effects have been charac-
terised. The contamination of raw liguid whole eqg is very variable. The development of the flora of pasteurized eqg-product is
globally more important in summer, mainly due to increase of Pseudomonas and psychrophilic flora, less important in autumn;
In winter, éEnterococcus and Streptococcus are dominant.

Finally, from this detailed cartography, several different hypotheses have been formulated in order to get a better control of the
microbiological quality of liquid eqggs.



1. INTRODUCTION

Le développement de la commercialisa-
tion des ovoproduits, notamment a I'ex-
portation, passe par l'obtention de dates
limites d’utilisation optimale de ces pro-
duits plus longues. La maitrise des dates
limites de conservation, tant du point de
vue de l'altération que de la sécurité des
produits, est une condition indispensable
a laccroissement de ce marché et
requiert une connaissance accrue de
I'écologie microbienne de ces produits qui
n'a que trés peu été étudiée.

En effet, la qualité sanitaire de I'ovopro-
duit dépend essentiellement de celle de
ceuf en coquille mais aussi de celle de
I'environnement dans lequel il a été pro-
duit. Le contenu de I'ceuf pondu par une
poule saine est rarement contaminé et
peut le rester trés longtemps si la coquille
est d’excellente qualité sanitaire et phy-
sique, tant la cuticule que la coquille pro-
prement dite (épaisseur, structure, rigi-
dité) et les membranes coquillieres
(Mayes et Takeballi, 1983, Protais et Colin,
1996 ; Jones et a/, 2004). Par ailleurs, le
contenu de I'ceuf en coquille est efficace-
ment protégé par I'albumen et la mem-
brane vitelline, en revanche le vitellus est
un excellent milieu de culture pour les
micro-organismes.

La charge bactérienne plus ou moins
importante présente sur la coquille
dépend, des l'oviposition, de nombreux
facteurs que sont la poule, l'environnement
de I'ceuf (poulailler, salle de stockage, ...)
et les différentes manipulations qu’il va
subir (Florian et Trussel, 1957 ; Mayes et
Takeballi, 1983 ; Stadelman et Cotterill,
1986 ; De Reu et a/, 2005). La flore d’al-
tération des ovoproduits peu décrite
récemment (Baker, 1974 ; Stadelman et
Cotterill, 1986 ; Protais et a/, 1991), est
en général déduite de celle de I'ceuf entier,
qui a fait I'objet d’études de prévalence et
surtout d’identification des micro-orga-
nismes présents sur la coquille (Board,
1966 ; Board et Tranter, 1986) et plus rare-
ment de quantification (Musgrove et a/,
2005). Aux micro-organismes les plus fré-
quemment cités (flore aérobie mésophile
totale, énterobacteriacea, Pseudomonas,
...}, ilfaut ajouter les levures et les moisis-
sures (Musgrove et a/, 2005) qui persis-
tent au cours du stockage (Jones et o,

2004). La flore pathogene, plus particu-
lierement Sa/monella, présente sur la
coquille et/ou dans le contenu de I'ceuf, a
fait 'objet de nombreuses études ; la pré-
sence éventuelle de Lampylobacteret de
Listeria monocytogenes reste plus rare et
a ce jour, n'a pas été impliquée dans des
toxi-infections alimentaires par ovopro-
duits. Lagent principal responsable des
T.ILA.C. est essentiellement Sa/monella
(107/119 cas), Staphylococcus aureus
plus occasionnellement (5/119), les ceufs
et les préparations a base d’ceufs crus ou
peu cuits étant I'aliment le plus fréquem-
ment mis en cause (Haeghebaert et al,
2002). En revanche Bacillus cereus, plus
rarement isolé dans les ovoproduits pas-
teurisés que dans les crus (Wood et
Waites, 1988), est susceptible de survivre
dans les ovoproduits traités thermique-
ment sous sa forme sporulée qui peut s’y
développer ultérieurement.

Lobjectif de I'étude a été d’établir la car-
tographie microbiologique de 'ceuf entier
liquide cru et de 'ceuf pasteurisé au cours
de sa conservation en dénombrant et en
identifiant les bactéries d’altération et
quelques bactéries pathogénes : Bacillus
cereus et les staphylocoques, en fonction
de caractéristiques physico-chimiques et
environnementales de cette matrice.

2. MATERIEL ET
METHODES

L'étude de la flore microbiologique a été
effectuée a partir d’échantillons produits
par 3 industriels, au cours de 3 périodes
de prélévement différentes correspon-
dant 3 3 saisons distinctes : I'hiver, 'été
etl'automne. Le méme plan d’expérience
a été appliqué pour chaque entreprise et
chaque saison. Un plan fractionnaire 25!
en 16 essais de résolution V (Benoist D.
et a/, 1994), a été construit a partir de

5 facteurs de production influant a priori

sur cette qualité et ayant chacun 2 moda-

lités, a savoir :

e ['age du troupeau dont proviennent les
ceufs de consommation, fixé a 4-6 mois
de ponte (début et milieu de ponte] ou
9-12 mois (fin de ponte] ;

e |a durée de stockage de ces ceufs en
coquille dans l'usine dans un local appro-
prié a température constante avant leur
transformation en ovoproduit (soit infé-

rieure ou égale a 3 jours, soit supérieure
ou égale a 8-10 jours) ;

* [e moment de production de I'entier
liquide dans la journée (lundi matin ou
soir correspondant a un début ou une
fin de production) ;

* |a durée de stockage de 800 kg d’ovo-
produit entier aprés mélange et filtra-
tion et avant traitement thermique, dans
un container a 4 °C pendant un temps
court (2h = 1) oulong (5h = 1);

e et enfin la destination de I'entier en
terme de DLC fixée a 14 jours (DLC1) ou
49jours (DLC2). Aces DLC, ont été asso-
ciés respectivement 2 couples temps-
température (C1 ou C2] restés confi-
dentiels au niveau de chaque industriel
qui les a maintenus tout au long de
I'étude.

Le nombre total de facteurs du plan est 7

(5 facteurs de production, saison et entre-

prise]. 16 séries ont été prélevées dans

chaque usine et a chaque période. Deux
traitements ont été réalisés pour chaque
série : cru et apres pasteurisation ; les
analyses pour chaque série ont été effec-
tuées sur le produit frais deux jours apres
sa production (J+2] et pour les produits
pasteurisés a J+2 et a la date limite de
conservation (DLC). Le nombre total d’es-

sais s'est élevé a 144 (3 industriels x 3

saisons x 16 combinaisons de facteurs de

production), le nombre total de mesures

3432 (144 x 3 états). Les échantillons

ont été maintenus a 2 °C = 1 lors de leur

transport aux laboratoires et au cours de
leur conservation.

La flore microbiologique de I'ovoproduit
entier liquide retenue dans cette étude a
été déterminée essentiellement par les
industriels au regard de leurs expériences
(SNIPQ, 1998) et de leurs diverses préoc-
cupations actuelles et futures. Elle a porté
tout d’abord sur les indices de contami-
nation fécale, a savoir les entérobactéries
parmi lesquelles Escherichia coli, les
streptocoques et les (lostridium sulfito-
réducteurs d’'une part, sur les staphylo-
coques d’autre part. Les espéces de bac-
téries lactiques, responsables de
laltération de la qualité marchande et non
de la qualité hygiénique du produit, qui
ont été recherchées, comprennent les
streptocoques, les entérocoques et la
flore lactique. Enfin I'étude de la flore psy-
chrotrophe qui se développe au cours de
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la conservation de 'ovoproduit, a porté
plus particulierement sur Pseudomonas,
Brochothrix thermosphacta, Bacillus, les
streptocoques, les levures et les moisis-
sures.

La flore microbiologique de I'ovoproduit

entier a donc fait l'objet de diverses

recherches dont les méthodes, suivies de
la confirmation des bactéries identifiées,
sont citées ci-apres.

Les flores d’altération :

* |a flore aérobie mésophile totale (FA.M.] :
selon les normes NF-V08-100 et NF-VO8-
051 (gélose PCA incubée 48 heures =
2ha30°C] effectuées par 2 laboratoires ;

* Pseudomonas : selon les normes NF-
V08-100 ou NF-ISQ 13720, (milieu gélosé
a la cétrimide, fucidine et céphaloridine
(CFC) incubé 48 heures = 2h a25°C);

* Brochothrix thermosphacta : selon les
normes NF-V08-100 et NF-ISO 13722,
(milieu gélosé au sulfate de streptomy-
cine de thallium et actidione (STAA)
incubé 48 heures = 2ha25°C);

e les levures et les moisissures : sur
milieux Potato Dextrose Agar et
M2Levure additionnés de streptomy-
cine etincubés 96 heuresa 25°C;

* Bacillus :le dénombrement des spores
de Bacillus mésophiles a été réalisé sur
milieu gélosé glucosé au pourpre de bro-
mocrésol incubé 48 heures a 30°C, le
dénombrement des spores de Bacillus
cereus sur milieu de Mossel incubé
48 heures a 37 °C, puis confirmation par
la suite de B cereus;

¢ |a flore lactique : selon la norme NF-V04-
503 (gélose Man Rogosa et Sharpe
(MRS) incubée 48 heures = 2h 337 °C
+1°C);

¢ |a flore psychrotrophe : selon les normes
NF-V08-100 et NF-V08-051 (gélose PCA
incubée 8 jours 2 8°C).

Les flores associées :

¢ |es staphylocoques : selon la norme NF-
V08-057 1 (gélose Baird-Parker incubée
48 heures = 2ha37°C = 1°CJ;

e llostridium : le dénombrement des
spores de {lostridium totaux a été réa-
lisé en inclusion en milieu RCM supplé-
menté en cyclosérine et incubé
48 heuresa 37 °C;

* les entérobactéries : selon la norme NF-
V08-054 (gélose a la bile, au cristal vio-
let et au glucose (VRBG) incubée
24 heures = 2ha30°C);

* les entérocoques : sur m-Enterococcus
agarincubé a 42 °C pendant 48 heures
+2h;

¢ les streptocoques : en inclusion en
milieu D-Coccossel incubé 48 heures a
37°C;

e Escherichia coli: selon la norme V 08-
053 (gélose TBX incubée a 44 °C pen-
dant 24 heures).

Simultanément les analyses physico-chi-
miques suivantes, a savoir la matiere
séche, lateneur en protéines et l'activité
dulyzozyme (référence : ANAPR. 215.01
du Laboratoire Nutrinov]), ont été déter-
minées sur tous les échantillons crus et
pasteurisés a J+2. Un contréle de la tem-
pérature des échantillons des réception
au laboratoire et au cours de la conserva-
tion a été effectué.

Tous les dénombrements ont été trans-
formés en données logarithmiques. Pour
les ovoproduits pasteurisés, la valeur
moyenne n'a pu étre déterminée pour
tous les micro-organismes cités ci-des-
sus, étant donné I'absence de certains
d’entre eux. Dans ce cas, la prévalence a
été calculée ainsi que la moyenne pour
ces valeurs. Une analyse multidimension-
nelle a porté sur 'ensemble des données
obtenues successivement sur l'entier cru,
I'entier pasteurisé a J+2 et I'entier a DLC
apres conservation a 2 °C pendant les
3 saisons.

3. RESULTATS

Une premiére approche a consisté en une
étude sous forme graphique des résultats
en fonction des industriels, des types
d’ovoproduits et des saisons pour obser-
ver I'évolution générale de cette flore.
Dans ces conditions, seuls les moyennes,
les écarts-types et les effectifs obtenus
pour chaque micro-organisme en fonction
des entiers crus et pasteurisés a J+2 et
a DLC d'une part, des saisons d’autre part,
sont donnés dans les tableaux 2, 3 et 4
pour les échantillons présentant ces
flores. Lévolution des teneurs en matiéere
séche, en protéines et en lysozyme en
fonction de ces mémes critéres est don-
née dans les tableaux 1a, 1bet 1c.

Les traitements statistiques ont révélé
un effet “industriel” trés important en
terme de niveau global de contamination,
pouvant masquer des résultats communs

aux 3 industriels. Aussi une seconde
approche a-t-elle porté sur 3 analyses
multidimensionnelles séparées pour
chaque type de produit (crus, pasteuri-
sés a J+2 et a DLC) pour mettre en évi-
dence des facteurs significatifs sur I'en-
semble des flores simultanément. Afin
d’éliminer I'effet “niveau de contamina-
tion” propre a chaque entreprise dans les
traitements multidimensionnels, les don-
nées concernant les résultats microbio-
logiques ont été centrées par industriel.
Les traitements de ces données ont été
faits par analyses en composantes prin-
cipales (ACP), suivies d’analyses de
variance sur ces facteurs. Dans cette der-
niere phase, ne sont retenus que les fac-
teurs pour lesquels la probabilité critique
estinférieure a 1 %.

Les variables continues actives retenues
pour 'ACP sont : Bacillus, les entéro-
coques, les entérobactéries, & coli, les
levures, les moisissures, la flore lactique,
Pseudomonas, les streptocoques, la flore
psychrotrophe, Brochothrix. Les variables
continues illustratives sont : la flore aéro-
bie mésophile (FA.M.), Bacillus cereus, e
lysozyme et les protéines. Les variables
nominales illustratives sont les facteurs
du plan d’expérience et les données du
questionnaire pour lesquels les effets
sont testés : entreprise, saison, age du
troupeau, durée de stockage des ceufs et
de l'entier, moment du prélevement, “DLC”,
ceufs triés, calibrés, félés. Les interactions
de ces facteurs sont également intro-
duites dans I'analyse.

Il convient de signaler que 'évolution des
températures des échantillons mesurées
aleur arrivée aux laboratoires, met en évi-
dence un effet “industriel”, les échan-
tillons provenant de l'industriel 2 présen-
tant régulierement une température plus
élevée que celles relevées pour les deux
autres surtout lors de deux saisons.

3.1. LES ANALYSES CHIMIQUES

Lincidence des facteurs “industriel, sai-
son et destination de 'entier en terme de
DLC” sur les teneurs en matiére séche, en
protéines et en lysozyme de l'entier cru
et pasteurisé est mise en évidence
(Tableaux 1a, 1bet 1c).

La teneur en protéines des entiers crus
et pasteurisés destinés a une DLC de



Tableau 1a - Evolution des teneurs en matiére séche, en protéines et en lysozyme dans I'entier cru
et pasteurisé en fonction de la saison.

Entier Entier Entier Entier Entier Entier

Teneur en cru pasteurisé cru pasteurisé cru pasteurisé
aJ+2 al+2 alJ+2 alJ+2 al+2 al+2
Matiére Séche (%) 22,08° 22,62 22,48 22,68 22,37 22,62
+1,05° =+0,50 + 0,88 + 0,69 + 0,85 + 0,81
Protéines (%) 11,84 11,96 11,50 11,80 11,58 11,65
+ 1,00 + 0,74 =+ 1,07 + 0,65 + 1,00 =+ 0,96

88956 16335 96886 22629 76118 45391

Lysozyme
TV ENC Il = 11969 =+ 14246 £ 30668 = 17697 = 21585 = 16037

a:moyenne b:écart-type

Tableau 1b - Evolution des teneurs en matiére séche, en protéines et en lysozyme dans I'entier cru
et pasteurisé en fonction de la DLC (14 ou 49 jours).

DLC (14j)

Entier Entier Entier Entier
Teneuren cru pasteurisé cru pasteurisé

al+2 alJ+2 alJ+2 alJ+2
Matiére Seche (%) 22,342 22,63 22,28 22,65

+0,91° + 0,66 +0,98 +0,70
Protéines (% 11,96 12,06 11,35 11,57

+0,43 +0,50 +1,30 +0,93
Lysozyme 87737 24254 86903 31986
(unités enzymatiques/ml) + 24760 + 17982 + 23683 +21778

a:moyenne b:écart-type

Tableau 1c - Résultats de I'analyse de variance (tests Fet seuils de signification 7).

| Etiercu | Entierpasteuriss

Matiére | Protéines
Séche

sozyme | Matiére | Protéines |Lysozyme
Seche

F(saison) 3,70 2,58 10,50 <1 2,15 62,90
0,027 0,079 <0,001 N.S. 0,120 < 0,001
Hiver= N.S. Hiver=été N.S. Hiver=été
P(saison) automne Fautomne Fautomne
Eté=automne
hiver#été
F(DLC) <1 22,76 <1 <1 20,26 12,06
P(DLC) N.S. < 0,001 N.S. N.S. < 0,001 0,001

14 jours est supérieure a celle des entiers
destinés a une DLC de 49 jours ; la teneur
en lysozyme de l'entier pasteurisé des-
tiné a une DLC longue est supérieure.

Lateneur en matiere séche semble |ége-
rement plus élevée dans l'entier cru en
été. En revanche, en automne, la teneur
en lysozyme apparait différente de celles
obtenues en hiver et en été: elle estinfé-
rieure pour I'entier cru et supérieure pour
le pasteurisé.

Par ailleurs, la teneur en lysozyme est
plus élevée dans les entiers crus prove-
nant d’ceufs pondus par des poules agées
(9-12 mois]) (95205 = 23 647 unités
enzymatiques/ml versus 79435 =+
22 115 unités enzymatiques/ml ; F :
20.46 ; P< 0.0001).

3.2. LA FLORE D’ALTERATION ET
ASSOCIEE DES PRODUITS
CRUS

Au regard des tableaux 2 a 4, les genres
ou familles bactériennes dominants dans
I'entier cru sont les entérobactéries, les
streptocoques, les entérocoques,
Escherichia coli et Pseudomonas. Les
levures et les moisissures, 5. thermo-
sphacta et Bacillus sont présents mais
en plus faible quantité. Il faut remarquer
dans tous les entiers crus I'absence de
staphylocoques et la trés faible contami-
nation par {lostridium (1 échantillon/48).

Les représentations des individus et des
variables continues actives et illustratives
sont données respectivement sur les
figures 1 et 2; elles montrent un pourcen-
tage d’inertie sur les deux premiers axes

de 50,56 %. Un effet taille apparait : le prin-

cipal facteur de variabilité oppose les

échantillons trés contaminés (a gauche

de la figure 1) a ceux qui le sont peu (a

droite de la figure). Sur les deux premiers

axes, trois groupes de variables se dessi-
nent:

e groupe 1: & colj, Brochothrix, les enté-
rocoques, les entérobactéries ;

e groupe 2 : la flore psychrotrophe,
Pseudomonas, les streptocoques, les
moisissures, Bacillus ;

* groupe 3: la flore lactique et les levures.

La flore aérobie mésophile (FAM], dénom-
brée par deux laboratoires différents, a
été insérée en variables illustratives
(Figure 2). Létude des résultats montre que
le FAM dénombrée par un des laboratoires
semble plutdt associée au dénombre-
ment des streptocoques (MAF1] alors que
pour l'autre laboratoire, celle-ci semble
plutdt associée au dénombrement de la
flore psychrotrophe (MAF2).

Une analyse de variance sur les facteurs
1 et 2 de 'ACP confirme les principaux
effets listés précédemment : |a saison
(surle facteur 1, F: 32,21 ; P-< 0,001 -
surle facteur 2,F: 2,94 ; £-0,056) et la
DLC (surle facteur 2, F: 17,51 ; P:< 0.001).

La contamination des échantillons,
notamment par les groupes 1 et 2, est
plus forte en été et moindre en hiver
(Figure 1). Les entiers crus sont en automne
plus contaminés par & coli, Bacillus et les
levures mais plus faiblement par la flore
lactique, en été par les levures et enfin en
hiver par Baci/lus. Cet effet saison est
accentué dans 'entreprise 3. Lentreprise
2 présente un comportement particulier:
en hiver, le niveau de contamination est
plus élevé que ce qui était attendu. Cette
différence pourrait s’expliquer par la tem-
pérature des échantillons provenant de
I'entreprise 2 au cours de la premiére
période de prélevement hiver], qui était,
lors de la réception des ovoproduits par
les laboratoires, nettement supérieure a
celle recommandée.

Il est également mis en évidence que la
contamination des entiers crus destinés
aune DLC de 14 jours est associée a une
flore lactique plus importante et des
levures plus nombreuses, les ovoproduits
destinés a une DLC de 49 jours présen-
tant en revanche davantage d’& coli.
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B Figure 1:Résultats de 'ACP sur les entiers frais, représentation des individus

(axes 1 et 2) et des effets “saison” et “DLC”

B Figure 2: Résultats de 'ACP sur les entiers frais, représentation des variables

continues (actives et illustratives)

Leffet “destination de I'entier” (“DLC”) est
essentiellement associé a 'entreprise 2
pour laquelle une DLC courte de 14 jours
est liée aux échantillons fortement conta-
minés en flore lactique et levures alors
que la DLC longue de 49 jours y est oppo-
sée.

Rappelons que I'on parle ici de produits
crus. La DLC est a interpréter en terme de
destination des produits (pour une DLC
courte ou une DLC longue), car aucune
pasteurisation n'a été réalisée a cette
étape.

3.3. LA FLORE D’ALTERATION ET
ASSOCIEE DES PRODUITS
PASTEURISES

Aprés pasteurisation (Tableaux 2 2 4), les
micro-organismes présents dans I'ovo-
produit sont retrouvés en plus faible quan-
tité ; les streptocoques et les entéro-
coques persistent dans l'entier pasteurisé
en nombre plus important que
Pseudomonas, mais de fagon plus spora-
dique en automne. Il faut remarquer I'ab-
sence de staphylocoques, de & co//et de
Brochothrix thermosphacta et la trés
faible quantité de (lostridium, de flore lac-
tique et de levures dans quelques échan-
tillons (respectivement 2, 1 et 8 échan-
tillons pour I'ensemble des 3 saisons).

Au vu des résultats des tableaux 2 a 4, l'ef-
fet “traitement thermique” a été trés net.
La structuration des échantillons appa-
rait nettement différente de celle obte-
nue avec des produits crus. Elle se traduit
sur la figure 3 par un regroupement des
échantillons autour de l'origine. Cette

men ES

méme remarque est confirmée par la
figure 4 représentant les variables conti-
nues actives et illustratives. La représen-
tation des individus met en évidence un
pourcentage d’inertie sur les deux pre-
miers axes de 36,80 %. Laxe 1 oppose les
échantillons trés contaminés en entéro-
coques et streptocoques aux échantillons
peu contaminés pour ces deux flores.
L’axe 2 oppose les échantillons trés conta-
minés en Pseudomonas et en flore psy-
chrotrophe a ceux qui le sont peu.

La saison (sur le facteur 1 de I'ACP, F :
5,67 ; P:0,004 —surle facteur 2,F: 11,49;
P< 0,001) et la destination de I'entier
“DLC” (sur le facteur 1, F: 10,97 ; P:
< 0,001 - surle facteur 2, F: 3,14 ; P:
< 0,079) sont les effets principaux asso-
ciés aux variations entre échantillons.
Ainsi, les entérocoques et streptocoques
sont moins nombreux en automne que
pendant les deux autres saisons.
Concernant Pseudomonas et la flore psy-
chrotrophe, la contamination est plus forte
en été et moindre en hiver. De méme que
pour les produits crus, 'effet “saison” est
fortement accentué dans I'entreprise 3 et
le comportement particulier de I'entre-
prise 2 est mis en évidence. La méme
explication que celle émise pour les pro-
duits crus est plausible.

Leffet “destination de I'entier” est la
encore associé principalement a l'entre-
prise 2. Chaque entreprise a son propre
baréme de pasteurisation (un couple
temps/température) différent en relation
avec la DLC de 14 ou 49 jours. Les diffé-
rences des barémes de pasteurisation

a -
i -

selon I'entreprise peuvent expliquer I'in-
teraction d’'une entreprise particuliere
avec la DLC. Leffet “DLC 14 jours” est asso-
cié aux échantillons fortement contami-
nés en entérocoques et streptocoques,
excepté pour I'entreprise 1 pour laquelle
cest plutot la “DLC 49 jours” quiy est liée.

3.4. LA FLORE D’ALTERATION ET
ASSOCIEE DES PRODUITS A
DLC

Aprés 14 ou 49 jours de conservation des
ovoproduits, 'absence de staphylocoques,
de & coli, de Brochothrix thermosphacta
et de flore lactique est a noter (Tableaux 2
a4). Par ailleurs le développement dans
I'entier pasteurisé au cours du stockage,
de la flore psychrotrophe et plus particu-
lierement de Pseudomonas est bien
décrit; les entérocoques présents a J+2
se retrouvent a DLC ; les Bacillus et les
streptocoques, les levures et les moisis-
sures présentent un développement plus
faible.

La structuration des individus (Figure 5) se
rapproche de celle des produits pasteuri-
sés (Figure 3). Le pourcentage d’inertie sur
les deux premiers axes est de 30,88 %.
L'étude des variables continues montre a
nouveau les deux facteurs de variabilité
notés précédemment, mais sur des axes
différents (Figure 6). Laxe 1 oppose les
échantillons trés contaminés en
Pseudomonas et flore psychrotrophe a
ceux qui le sont peu, I'axe 2 oppose les
échantillons trés contaminés en strepto-
coques et entérocoques a ceux quine le
sont pas ou peu.



B Figure 3: Résultats de 'ACP sur les entiers pasteurisés, représentation des

individus (axes 1 et 2)
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H Figure 4: Résultats de 'ACP sur les entiers pasteurisés, représentation des

variables continues (actives et illustratives)
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Comme précédemment, la saison (surle
facteur 2 de 'ACP,F:9,22; P: < 0,001] et
la DLC (sur le facteur 1 de 'ACP, F: 2,89 ;
P:0,091) sont les facteurs principaux
associés aux variations entre échantillons.
Ainsi, les entérocoques et streptocoques
sont plus nombreux en hiver et le sont
moins en automne. Lété est la saison
accentuant [égerement la quantification
de Pseudomonas et de la flore psychro-
trophe. Leffet “saison” est |a encore par-
ticulier pour l'entreprise 3, mais différem-
ment des deux autres analyses. En effet,
pour les échantillons prélevés en hiver,
les quantifications des flores sont signi-
ficativement plus élevées comparative-
ment a celles des deux autres entreprises.

Leffet “DLC” revétici un caractere [égére-
ment différent de précédemment. Les
échantillons trés contaminés en
Pseudomonas et flore psychrotrophe le

sont plutot quand leur DLC est de 14 jours
pour les 3 entreprises. Notons que |a
encore cet effet est accentué dans l'en-
treprise 2.

En ce qui concerne les streptocoques et
les entérocoques, 'effet “DLC” n'est signi-
ficatif que s’il est associé a la saison. En
effet, pour les échantillons prélevés 'été
et destinés a une DLC courte (14 jours),
le niveau de contamination par ces deux
flores a tendance a augmenter, alors qu'il
est plus faible pour les échantillons pré-
levés I'été et destinés a une DLC de
49 jours.

4. DiSCUSSION

Lanalyse globale de ces données ne pou-
vait s’envisager que par analyses multi-
factorielles afin d’en ressortir des conclu-
sions générales. Au regard de ces
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résultats, il convient de rappeler I'effet
“industriel” hautement significatif ; cette
grande variabilité obtenue dans notre
expérience montre limportance de mener
de telles études descriptives dans plu-
sieurs entreprises avant de porter des
conclusions sur I'évolution de la qualité
microbiologique d’'une denrée alimentaire.
Par ailleurs, cette analyse mérite d’étre
complétée par des tableaux récapitulatifs
comportant les valeurs moyennes obte-
nues ainsi que les effectifs pour chaque
bactérie. Ces données seront utiles pour
une éventuelle modélisation de I'évolu-
tion temporelle de ces flores.

De cette étude, il est constaté que les pro-
fils de contamination sont différents selon
le type d'ovoproduits : les crus présentent
un niveau de contamination plus ou moins
élevé, les pasteurisés a J+2 oua DLC une
structuration des flores : Pseudomonas et

B Figure 5: Résultats de ACP surles entiers pasteurisés a DLC, représentation

des individus (axes 1 et 2)
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B Figure 6: Résultats de 'ACP sur les entiers pasteurisés a DLC, représentation

des variables continues (actives etillustratives)
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Tableau 2 - Contamination des ovoproduits en fonction des types d’entier en hiver.

Entier Entier Entier Entier Entier Entier Entier Entier
cru cru cru pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé
alJ+2 pour pour aJ+2 aJ+2 alJ+2 a14j a49j
DLC 14j DLC 49j pour DLC 14j | pour DLC 49j
5,69° 5,70 5,68 2,38 2,42 2,35 3,61 4,72
=+ 0,94° + 1,00 + 0,90 + 0,76 + 0,78 + 0,75 +2,06 +2,29
(48/48) (24/24) (24/24) (47/48)¢ (24/24) (23/24) (24/24) (24/24)
5,70 5,83 5,58 1,24 1,24 5,64 7,70
Pseudomonas + 0,97 + 1,02 + 0,92 + 0,34 + 0,34 + 1,75 + 1,02
(48/48) (24/24) (24/24) (2/48) (2/724) (0/24) (9/24) (6/24)
2,09 1,86 2,43
Brochothrix thermosphacta + 0,84 + 0,74 + 0,91
(22/48) (13/24) (9/724) (0/48) (0/724) (0/24) (0724) (0/24)
1,82 1,84 1,80 1,15 1,15 1,33
Levures + 0,58 + 0,55 + 0,64 + 0,66 + 0,66 + 0,14
(41/41) (24/24) (17/17) (3748) (0724) (3/724) (2/724) (0/724)
1,41 1,52 1,27 0,69 0,63 0,77 0,95 0,76
+0,61 + 0,66 + 0,53 + 0,47 + 0,41 + 0,56 + 0,63 + 0,59
(42/42) (24/24) (18/18) (31/48) (19/24) (12/24) (23/24) (20/24)
0,63 0,78 0,42 0,48 0,65 0,32 0,63 0,27
Bacillus + 0,49 +0,53 + 0,37 + 0,48 + 0,59 + 0,29 +0,59 +0,30
(28/48) (16/24) (12/24) (28/48) (13/24) (15/24) (16/24) (7/724)
0,47 0,62 0,15 0,25 0,16 0,39 0,00 0,27
Bacillus cereus + 0,53 =+ 0,56 + 0,30 + 0,24 + 0,28 +0,13 =+ 0,00¢ + 0,32
(13/48) (9/24) (4/724) (5/48) (3/724) (2/724) (3/724) (4/724)
2,47 2,57 2,39
Flore lactique + 0,93 + 1,17 + 0,71
(41/48) (18/24) (23/24) (0/48) (0724) (0/24) (0/24) (0/24)
5,12 5,28 4,96 1,65 1,60 1,70 5,13 6,55
Flore psychrotrophe + 1,05 + 1,11 + 0,98 + 0,07 +2,13 +2,20
(48/48) (24/24) (24/24) (2/48) (1/724) (1/24) (13/724) (12/24)
Staphylocoques
(0/48) (0724) (0/724) (0/48) (0724) (0/24) (0724) (0/724)
1,00 1,00 1,00
Clostridium + 0,00¢ + 0,00
(0/48) (0/24) (0/24) (2/48) (2/24) (0/24) (1/724) (0/24)
3,30 3,63 2,96 2,09 2,10 2,08 1,90 1,45
Streptocoques +0,92 +1,01 + 0,69 + 0,77 =+ 0,66 +0,95 + 0,96 + 0,64
(48/48) (24/24) (24/24) (13/48) (7724) (6/24) (5/24) (2/724)
4,25 4,30 4,20 0,60 0,60 1,78
Entérobactéries =+ 0,95 =+ 0,97 =+ 0,94 =+ 1,40
(48/48) (24/24) (24/24) (1/48) (1/724) (0/24) (3/24) (0/24)
2,49 255 2,44 1,99 1,90 2,10 2,37 2,96
Entérocoques + 1,07 + 1,18 + 0,98 + 0,77 + 0,75 + 0,83 + 1,17 +1,54
(38/48) (18/24) (20/24) (16/48) (9/24) (er24) (5/24) (14/24)
2,32 2,29 2,36
£ coli + 1,04 + 1,03 + 1,08
(44/48) (23/24) (21/24) (0/48) (0724) (0/24) (0724) (0/24)

:moyenne (log cfu/ml sauf pour Bacillus : log cfu/10ml, pour les levures et moisissures : /5ml)

: écart-type

:nombre d’échantillons pour lesquels un dénombrement a été possible/nombre total d’échantillons analysés
: 3 échantillons positifs sur 24, tous les 3 présentant le méme dénombrement

:cf. d pour 2 échantillons

a
b
c
d
e

flore psychrotrophe d’une part, strepto-
coques et entérocoques d’autre part. La
qualité microbiologique des ovoproduits
pasteurisés destinés a l'alimentation
humaine, pour les critéres retenus dans
cette étude staphylocoques, entérobac-

duits satisfaisant aux critéres de sécurité
des denrées alimentaires et aux criteres
d’hygiene des procédés de ce reglement,
ainsiqu'a ceux de l'arrété du 11 mars 1998

désormais abrogé (FAM: m < 104; absence

L . R de staphyl ues ; énterobacteriaceae :
téries), répond au réglement CE e staphylocoques ; &nterobacteriaceae

2073/2005. Dans ce cadre, les industriels
appliquent des couples temps x tempéra-
ture qui permettent de fournir des ovopro-

m < 10 cfu par g ou ml). La pasteurisation
a réduit significativement 'ensemble des
flores présentes dans I'entier, notamment

la FAM de 3 a 4 log selon la saison.

Ces entiers, méme a 'état cru, ne contien-
nent a J+2 ni staphylocoques, ni
Brochothrix thermosphacta et trés acci-
dentellement C/ostridium. Aprés 14 ou
49 jours de conservation a 2 °C, le déve-
loppement de ces micro-organismes est
pratiquement inexistant. En revanche, les
entérobactéries, & co/i, les levures et la
flore lactique présents dans le cru sont



Tableau 3 - Contamination des ovoproduits en fonction des types d’entiers en été.

Entier
cru
aJ+2

6,24
+0,79°
(48/48)

6,06
+0,88
(48/48)

2,49
+0,81
(34/48)

1,80
+0,42
(44/47)

1,88
+0,36
(47/47)

1,18
+ 0,66
(44/47)

1.20
+0.51
(41/47)

3,34
+1,27
(47/48)

5,95
+0,98
(42/42)

Pseudomonas
Brochothrix thermosphacta

Levures

Bacillus cereus
Flore lactique

Flore psychrotrophe

Staphylocoques

Streptocoques

(0/42)
1,00

(1/48)
3,94
+0,78
(48/48)
4,88
+0,76
(48/48)
3,22
+0,82
(48/48)
3,44
+0,97
(42/48)

Entérobactéries

: écart-type

oo oo

retrouvés apres traitement thermique, en
trés faible quantité dans quelques échan-
tillons a J+2 ou a DLC. Les moisissures,
Bacillus et B. cereus ne sont que trés par-
tiellement détruits par la pasteurisation.
Lapplication de traitements thermiques
éventuellement associés a des produits
chimiques pourrait limiter le développe-
ment de ces formes végétatives, comme
I'ont montré Collado et o/ (2006]) sur

Entier Entier Entier Entier Entier Entier Entier
cru cru pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé
pour pour alJ+2 aJ+2 aJ+2 aJ+14 aJ+49

DLC1 DLC2 pour DLC1 pour DLC2
6,30 6,17 2,30 2,71 1,93 4,92 5,79

+0,92 + 0,64 +0,82 +0,94 + 0,46 +2,25 +2,25

(24/24) (24/24) (46/48)c (22/24) (24/24) (22/24) (21/24)
6,07 6,05 1,67 1,63 1,71 7,14 7,66

+ 0,86 +0,91 + 0,55 +0,61 +0,61 + 1,66 + 1,17

(24/24) (24/24) (6/48) (3/24) (3724) (10/24) (5/24)
2,35 2,60

+0,91 +0,76

(15/24) (19/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (0/24)
1,85 1,76 0,36 0,36 0,30

+ 0,47 +0,37 +0,39 +0,39

(20/23) (24/24) (3/48) (3724) (0/24) (1/24) (0r24)
1,91 1,86 0,86 0,83 0,89 1,08 1,11

+0,39 +0,33 +0,53 + 0,47 +0,59 +0,39 +0,44

(23/23) (24/24) (48/48) (24/24) (24/24) (22/24) (23/24)
1,16 1,20 1,14 1,34 0,96 1,32 1,03

+ 0,66 +0,69 +0,72 +0,34 +0,75 +0,66 +0,63

(21/23) (23/24) (41/48) (20/24) (21/24) (21/24) (21/24)
1,24 1,16 0.97 1,09 0,84 1,29 0,78

+0,49 =+ 0,55 +0.59 +0,48 + 0,68 +2,28 =+ 0,80

(21/23) (20/24) (41/48) (21/24) (20/24) (16/24) (19/24)
3,69 2,99

+1,32 + 1,15

(23/24) (24/24) (0/48) (0/24) (0724) (0/24) (0/24)
6,10 5,84 1,29 1,35 1,00 4,81 6,22

+ 1,03 +0,95 +0,43 + 0,45 + 0,00¢ +2,87 +2,18

(18/18) (24/24) (11/42) (9/18) (2/24) (13/24) (11/24)

(0/18) (0/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (0/24)

1,00 1,30

(0/24) (1/24) (0/48) (0724) (0/24) (1/24) (0724)
3,93 3,95 1,83 2,17 1,08 2,19

+ 0,86 +0,71 +0,63 + 0,42 +0,15 +0,95

(24/24) (24/24) (13/48) (9724) (4/24) (9/724) (0724)
4,54 5,23 4,85 1,42

+0,70 =+ 0,65 +2,47 +0,20

(24/24) (24/24) (0/48) (0/24) (0724) (3/24) (4/24)
3,06 3,38 2,50 2,35 1,30 2,24 1,93

+0,76 +0,86 +0,60 +0,42 +0,51 +0,27

(24/24) (24/24) (9/48) (8/24) (1/24) (8/24) (5/24)
3,22 3,63

+0,99 +0,94

(20/24) (22/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (0/24)

:moyenne (log cfu/ml sauf pour Bacillus : log cfu/10ml, pour les levures et moisissures : /5ml)

:nombre d’échantillons pour lesquels un dénombrement a été possible/nombre total d’échantillons analysés
: 2 échantillons positifs sur 24, tous les 2 présentant le méme dénombrement

Bacillus. La flore psychrotrophe et
Pseudomonas qui constituent la flore d’al-
tération, se développent a basse tempé-
rature, par conséquent au cours de la
conservation. Les entérocoques et les
streptocoques persistent dans l'entier
pasteurisé a un niveau plus faible et par-
fois aprés conservation, le plus souvent
en hiver.

De tous les facteurs étudiés dans le plan

d’'expérience, outre I'entreprise, seules la
saison et la destination de I'ovoproduit
lors de sa fabrication interviennent signi-
ficativement sur la qualité microbiologique
de l'entier.

Globalement, 'effet “saison” est le facteur
le plus important, quel que soit le type
d’échantillon analysé (cru, pasteurisé a
J+2 oua DLC). Linteraction “période de pré-

» o«

levement”-“entreprise” est significative
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Tableau 4 - Contamination des ovoproduits en fonction des types d’entiers en automne.

12

Entier Entier Entier Entier Entier Entier Entier Entier
cru cru cru pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé | pasteurisé
aJ+2 pour pour alJ+2 aJ+2 aJ+2 aJ+14 aJ+49
DLC1 DLC2 pour DLC1 pour DLC2
5,682 5,76 5,59 2,08 2,42 1,74 4,30 3,27
+0,81° + 0,94 =+ 0,66 =+ 1,04 + 1,28 =+ 0,57 +2,50 +2,04
(48/48) (24/24) (24/24) (46/48)¢ (23/24) (23/24) (24/24) (23/24)
5,52 5,56 5,48 1,39 1,39 7,42 5,18
Pseudomonas =+ 0,80 + 0,87 +=0,7/5 =+ 0,55 =+ 0,55 + 1,32
(48/48) (24/24) (24/24) (2/48) (2/24) (0/24) (9/24) (1/24)
2,51 2,56 2,48
Brochothrix thermosphacta + 0,65 + 0,67 + 0,66
(29/48) (13/24) (16/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (0/24)
1,87 2,17 1,55 0,00 0,00 0,00 1,60
Levures =+ 0,56 + 0,39 + 0,55 =+ 0,00¢ + 0,54
(45/47) (23/23) (22/24) (2/48) (1/24) (1/24) (4/24) (0/24)
1,93 1,98 1,89 0,78 0,57 1,00 0,70 1,03
+ 0,51 =+ 0,56 + 0,47 + 0,59 + 0,42 =+ 0,66 + 0,82 +0,87
(48/48) (24/24) (24/24) (40/48) (20/24) (20/24) (18/24) (21/24)
0,98 0,95 1,00 0,80 0,94 0,68 1,13 0,93
Bacillus =+ 0,56 =+ 0,68 + 0,44 =+ 0,59 =+ 0,56 +0,61 +0,62 +0,50
(38/48) (18/24) (20/24) (38/48) (18/24) (20/24) (18/24) (16/24)
0.76 0,79 0,73 0.69 0,52 0,93 0,47 0,80
Bacillus cereus +0.52 + 0,40 =+ 0,60 +0.48 +0,42 + 0,49 +0,43 =+ 0,50
(30/48) (13/24) (17/24) (29/48) (17/24) (12/24) (12/24) (7/24)
2,71 3,01 2,32 3,70 3,70
Flore lactique + 1,17 + 1,42 + 0,55
(41/48) (23/24) (18/24) (1/48) (1/24) (0/24) (0/24) (0/24)
5,44 5,77 5,30 1,27 1,00 1,54 5,32 4,14
Flore psychrotrophe + 0,82 + 0,89 + 0,73 + 0,32 + 0,00 + 0,09 +2,59 + 1,85
(48/48) (24/24) (24/24) (4/48) (2/24) (2/24) (16/24) (12/24)
1,96
Staphylocoques
(0/48) (0/24) (0/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (1/24)
Clostridium
(0/48) (0/24) (0/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (0/24)
3,19 3,19 3,19 3,54 3,54
Streptocoques + 0,76 +0,88 +0,63
(47/48) (23/24) (24/24) (1/48) (1/24) (0/24) (0/24) (0/24)
4,41 4,27 4,54 2,50
Entérobactéries + 0,73 + 0,71 +0,73 + 0,31
(48/48) (24/24) (24/24) (0/48) (0/24) (0/24) (2/24) (0/24)
3,02 2,79 3,26 1,15 1,15 1,16 1,98
Entérocoques + 0,78 + 0,84 + 0,34 + 0,17 +0,17 + 0,28 + 0,28
(47/48) (24/24) (23/24) (4/48) (4/24) (0/24) (3/24) (2/24)
2,94 2,68 3,16
& colf =+ 0,95 + 0,67 + 1,10
(45/48) (21/24) (24/24) (0/48) (0/24) (0/24) (0/24) (0/24)
~ a: moyenne (log cfu/ml sauf pour Baci/lus : log cfu/10ml, pour les levures et moisissures : /5ml)
0 b: écart-type
ZI ¢ :nombre d’échantillons pour lesquels un dénombrement a été possible/nombre total d'échantillons analysés
8 d: 2 échantillons positifs sur 48, tous les 2 présentant le méme dénombrement
Q
L
§ dans cette étude. En été, la contamination (1986, Alaboudi et o/ (1988), Anand et plus propices a leur développement.
< de I'entier cru est plus importante et plus o/ (1993), Hutchinson et @/ (2003)] et effet destination en terme de DLC est le
ig’ variée. Celle de 'ovoproduit pasteurisé est  persistent au cours du stockage (Joneset  deuxieme facteur significatif, plus parti-
Z globalement plus forte en été surtoutavec o/, 2004). Lorigine de cette contamination  cylierement net dans 'une des trois entre-
[%2]
q?’r une augmentation de Pseudomonas et de p|US élevée en été par ces micro-orga- prises’ que ce soit dans les produits crus,
£ la flore psychrotrophe, plus faible en  nismes peut étre multiple, liée a leurmul-  pasteurisés ou a DLC. Pour les produits
(s}
2 automne; en hiver, le groupe énterococcus-  tiplication plus importante dans certains  crus, un tri des ceufs (volontaire ou
g Streptococcus domine. La plupart de ces  élevages de pondeuses d'ceufs de consom-  autre...) selon la destination des produits
§ micro-organismes sont isolés sur la  mation,dans lenvironnement enindustries  n'est pas a exclure. Pour les deux autres,
& coquille [Board (1966), Board et Tranter  mais aussi a des températures ambiantes  la contamination est plus forte & J+2 pour



les entiers destinés a une DLC de 14 jours.
Ceci peut étre expliqué par le bareme de
pasteurisation a prior/moins fort, avec une
utilisation particuliere dans une entreprise.
Les entiers destinés a une DLC de 14 jours
présente un niveau de contamination plus
élevé que ceux destinés a une DLC longue,
surtout pour Pseudomonas et la flore psy-
chrotrophe, a un moindre degré pour les
entérobactéries et Bac/llus (Figures 4 et 6).

Il apparait intéressant, pour les indus-
triels, outre de controler au mieux la qua-
lité microbiologique de leur matiére pre-
miére, de tester d’autres barémes de
pasteurisation afin de réduire le dévelop-
pement de Pseuvdomonas, des entérobac-
téries, de Bacillus et de la flore psychro-
trophe dans le cadre de production
d’ovoproduits destinés a des DLC courtes
en été. Ces nouveaux baremes de pasteu-
risation appliqués en été permettraient
ainsi de lutter contre une contamination
globale plus importante. lls pourraient
simultanément agir sur la présence éven-
tuelle de certaines souches de strepto-
coques décrites résistantes a la pasteu-

risation par Payne et Gooch (1980).

Par ailleurs, I'installation progressive de
biofilms dans les tuyauteries... pourrait
étre a l'origine du développement des
entérocoques et streptocoques dont le
relargage en automne et surtout en hiver
serait possible. La destruction de ces bio-
films exige des procédures de nettoyage
et de désinfection plus drastiques comme
I'ont décrit par exemple Joseph et a/
(2001). En conséquence, I'application de
ces procédures dans les différents cir-
cuits de production de 'ovoproduit doit
étre vérifiée et l'efficacité régulierement
contrdlée ; une vigilance toute particu-
liere s’impose, surtout en été ou en
période chaude, avec une mise en place
éventuelle de moyens complémentaires
afin de limiter la contamination par ces
flores ultérieurement.

5. CONCLUSION

Au cours de cette étude, une cartographie
détaillée de la flore bactérienne présente
dans la matrice entier liquide tant a I'état

cru que pasteurisé puis conservée a 2 °C
pendant 14 et 49 jours, a été établie et
devrait permettre aux industriels de mieux
maitriser la qualité des ovoproduits pas-
teurisés, en apportant d’éventuelles
actions correctives, plus particulierement
en fonction de la saison et de I'application
des bonnes pratiques d’hygiene dans
leurs entreprises. Elle devrait également
conduire ultérieurement a I'élaboration
de modéles pertinents permettant la pré-
vision de I'évolution de la contamination
des ovoproduits lors de leur commercia-
lisation et de leur utilisation par le client.
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