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Résumé

La présence fortuite d’allergénes dans 'alimentation peut provoquer des réactions parfois séveres chez
des individus sensibilisés. La détection de ces allergénes masqués dépend de la méthodologie
développée, du marqueur protéique choisi et de la matrice alimentaire analysée. Différentes
méthodologies ont été évaluées pour leur capacité a détecter des allergénes du lait et de I'arachide
dans des matrices alimentaires complexes. Les conditions d’extraction ainsi que les tests ELISA
appliqués influencent le dosage de I'arachide dans les différentes matrices alimentaires analysées. De
nouvelles approches, autant en termes de méthodologies d’extraction protéique que de définition des
réactifs de test ELISA, ont été investiguées pour améliorer la détection de I'arachide. En paralléle, des
outils immunologiques originaux ont été développés pour détecter la présence de traces de lait de
chevre dans des aliments, sans aucune interaction avec le lait de vache. Ce test ELISA pourrait
contribuer a évaluer le potentiel allergique des aliments dans le cas de I'allergie particuliere aux laits de
chévre et de brebis chez des patients tolérant le lait de vache.

Mots-clés : Allergie alimentaire, Arachide, Lait, Allergénes, ELISA, Détection, Contamination,
Aliments, Extraction protéique.

Abstract: Masked allergens in food. Extraction and immunodetection of peanut and milk
proteins.

The presence of masked allergens in processed food can be dangerous to allergic individuals.
Detection of these undeclared allergens widely depends on the dedicated methodology, analyzed food
matrix and chosen target. Inmunochemical methods of commercial kits and home laboratory have been
assessed for the detection of peanut and milk proteins in complex food matrices. Peanut and milk
allergens can be detected by the different methods. However, recovery of allergens varied greatly
depending on the food matrix, the protein extraction protocol and the immunoassay used. New methods
for protein extraction protocols and ELISA test are suggested to improve detection of peanut in food. In
parallel, an original immunochemical tool have been developed to detect caprine and ovine proteins in
bovine dairy products. This last easy and rapid ELISA would allow a better food management to reduce
the risk of exposure to goat’s milk allergens in patients tolerant to cow’s milk.

Keywords: Food allergy, Peanut, Milk, Allergens, Immunoassay, Detection, Food, Contamination,
Protein extraction.
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Introduction

Depuis novembre 2005, la directive européenne 2003/89/CE rend obligatoire, a quelques exceptions
prés, l'étiquetage des produits alimentaires contenant volontairement des allergénes majeurs
répertoriés  (http://www.economie.gouv.fr/dgccrf/Publications/Vie-pratique/Fiches-pratiques/Allergene-
alimentaire). Cette directive a alors permis des avancées quant a la gestion du risque allergique dans
lalimentation. Cependant, elle ne garantit pas la présence fortuite d'allergénes, résultant d’'une
contamination de I'aliment par les ingrédients utilisés ou lors de son élaboration au sein de la chaine de
fabrication. Le risque de présences fortuites d’allergénes dans les denrées alimentaires a alors généré
les mentions d'étiquetages préventifs. Ce type d’étiquetage, généralement appelé « étiquetage de
précaution », utilise de multiples mentions comme « produit pouvant contenir » un allergéne donné ou
encore « produit fabriqué dans un atelier utilisant » un allergéne particulier. Il a été mis en place a
linitiative des entreprises du secteur agroalimentaire mais ne repose sur aucun texte réglementaire.
Garantir I'absence de « traces d’allergéne » ou au contraire quantifier leur présence apporterait un
étiquetage plus précis et faciliterait ainsi la gestion du risque allergique. La détection d’allergénes dans
un aliment, a des doses susceptibles de déclencher une réaction allergique, nécessite des méthodes
sensibles et spécifiques. A I'heure actuelle, les sensibilités atteintes par les différentes méthodes, sont
de l'ordre de la partie par million (ppm) ce qui revient a déterminer la présence d’au moins 1 ug
d’allergéne dans 1 g d’aliment. La détection d’allergénes dans des aliments fait essentiellement appel a
des approches de biologie moléculaire, de biochimie et d'immunochimie. Les techniques de biologie
moléculaire sont développées autour des méthodes dites PCR (Polymerase Chain Reaction). A partir
d’amorces et de sondes spécifiques, la séquence d'un géne codant pour une protéine d’intérét est
amplifiée des millions de fois et, alors, mise en évidence. Cependant, la détection de 'ADN dans
l'aliment dépend de sa qualité d’extraction. Par ailleurs, I'existence de 'ADN codant pour un allergéne,
ou plus exactement sa quantification relative, n'est pas forcément corrélée avec la présence de la
protéine dans laliment et, donc, avec le risque allergique. Le développement de méthodes
biochimiques et plus particulierement d’analyses par spectrométrie de masse associées ou non a des
techniques chromatographiques, connait un essor important. Leur évaluation est I'objet de nombreuses
études dont certaines font actuellement partie d'un programme européen iFAAM (Integrated
approaches to Food Allergen and Allergy Management). Cependant les différentes approches de
biologie moléculaire et de spectrométrie de masse sont majoritairement des méthodes dites
«internes » . peu de celles-ci sont commercialisées du fait de la nécessité de disposer d'un
appareillage lourd et d’'un savoir-faire important.

A I'heure actuelle, 'approche immunochimique reste la méthodologie la plus appliquée pour détecter et
quantifier des allergénes masqués dans les aliments. Elle s’appuie sur l'utilisation d’anticorps dirigés
contre l'allergéne et repose essentiellement sur le développement de tests ELISA qui présentent des
caractéristiques de spécificité et de sensibilité propices a la détection de traces d’allergénes dans un
aliment (Schubert-Ullrich et al., 2009).

Cependant, tout comme pour les approches de biologie moléculaire et de biochimie, les techniques
immunochimiques nécessitent le plus souvent un traitement préalable de I'échantillon. La détection des
allergénes masques s’avére dépendante de la matrice alimentaire étudiée, de la protéine ciblée et de
I'extraction protéique adoptée (Figure 1). Cette derniére, tout en assurant un bon rendement
d’extraction protéique, doit préserver les capacités des entités isolées a étre reconnues par les
anticorps impliqués dans les dosages ELISA. Elle doit tenir compte de la solubilité¢ des protéines
d’intérét ainsi que des modifications induites sur celles-ci par les traitements appliqués. Elle doit alors
s’'adapter a I'analyse d’'une multitude d’aliments aux compositions et aux processus technologiques
divers.
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Figure 1 : De la matrice alimentaire a la détection d’allergénes masqués

1. Immunodétection des allergénes de [I'arachide dans des matrices
alimentaires

L’arachide est une source allergénique majeure par la fréquence et la gravité des réactions qu’elle peut
engendrer. Ses caractéristiques nutritionnelles et fonctionnelles I'impliquent dans de nombreux aliments
complexes, notamment en tant qu’exhausteur de godt.

La détection de protéines masquées de larachide illustre I'ensemble des difficultés décrites
précédemment. En effet, 'arachide comprend une diversité d’allergénes aux caractéristiques physico-
chimiques variées. Sa composition protéique, son immunoréactivité et son potentiel allergénique sont
modulés en fonction des variétés, des formes utilisées (arachide entiére, farine, beurre) ou encore des
processus thermiques subis (Poms et al., 2004 ; Mondoulet et al., 2007 ; Schmitt et al., 2010 ;
Chassaigne et al., 2007 ; Fu et al., 2013 ; Block et al., 2015). De fortes variabilités des rendements
protéiques ont été également observées en fonction des conditions d’extraction mises en jeu. Dans le
cadre du programme Européen iFAAM, nous avons défini et analysé 20 conditions d’extraction
d’allergenes en prenant en compte le tampon utilisé, son pH, son volume par rapport a la masse de
farine d’arachide traitée mais aussi la température et la durée d’extraction appliquées. Les rendements
et compositions protéiques ainsi que le potentiel allergénique des extraits produits ont été évalués et
comparés. Les résultats ont souligné l'influence du pH et de I'addition de sels, de détergent ou encore
d’agent chaotropique sur le rendement dextraction protéique. Cependant, l'utilisation d’agent
chaotropique modifie I'allergénicité de certaines protéines. Par ailleurs, les compositions et rendements
protéiques dépendent du rapport du volume de tampon d’extraction par rapport a la masse de farine
traitée. Un faible rapport (5 ml de tampon/1g de produit traité) engendre un rendement inférieur a 20%
en limitant I'extraction des allergénes les moins solubles. De plus, des extractions effectuées a une
température de 40°C et avec des durées supérieures a 30 minutes accroissent significativement le
rendement protéique.

L'extraction protéique et la détection d’arachide se trouvent également liées au type de matrice
alimentaire étudiée. En effet, la composition de I'aliment et les différentes étapes de son élaboration,
peuvent modifier les protéines et influencer leurs extractions et détections. Ces points tendent a la
recherche d’une cible omniprésente dans les aliments, peu sensible aux processus industriels, ainsi
qu'a la définition d’'une méthode d’extraction « consensuelle » permettant d’isoler cette cible en dépit de
la variabilité de la matrice alimentaire. Les cibles protéiques et les systémes d’extraction sont alors
variables (Westphal et al., 2004 ; Poms et al., 2005 ; Jayasena et al., 2015). Certains tests privilégient
la détection d’un allergéne précis de I'arachide alors que d’autres apparaissent plus généraux en
détectant les protéines « solubles » qui contiennent une diversité d’allergénes. Il existe ainsi de
nombreuses méthodes commercialisées qui n‘ont pas été validées selon une procédure standardisée
(Abbott et al., 2010). Cependant, certaines d’entre elles ont fait I'objet de comparaisons voire
d’évaluations entre laboratoires pour leurs capacités a détecter des traces d’arachide dans différentes
matrices alimentaires de type gateau, céréales ou chocolat (Whitaker et al., 2005 ; Poms et al., 2005 ;
Matsuda et al., 2006 ; Khuda et al., 2012). Ces différentes études attestent de la capacité de la majorité
des kits commerciaux a détecter des quantités résiduelles d’arachide dans les matrices alimentaires
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analysées. Toutefois, elles démontrent une grande variabilité dans le dosage d’arachide en fonction du
kit, de ses conditions d’extraction protéique et de la matrice alimentaire testée.

1.1 Détection de I'arachide dans une matrice gateau a l'aide de tests ELISA

Deux de ces méthodes ont été évaluées dans le cadre du programme national MANOE (Maitrise
Allergénes NutritiOn Enfant). Une partie de ce projet visait a tester la fiabilitt de méthodes
commerciales de détection des allergénes dans des aliments industriels et a proposer des solutions
alternatives autant sur les procédures de traitement des matrices alimentaires que sur celles des tests
ELISA. L'étude a été menée en collaboration avec des partenaires industriels, Sadac, Charal, Brioche
Pasquier et Lactalis. Différents allergénes, arachide, blé, lait et ceuf ont été volontairement introduits
dans des aliments industriels lors de leurs élaborations. Les contaminations ont été effectuées a un
niveau de 10 mg/kg (10 ppm) dans des conditions réelles de production. L'allergéne contaminant a
alors été suivi en début et en fin de chaine de fabrication. Les mémes matrices alimentaires produites
en 'absence de contamination, servent de « contréles négatifs » lors de I'étude.

La détection d’arachide a été réalisée dans un aliment de type gateau (Muffin) en tant que matrice
modele. Les conditions de traitement de cet aliment ont repris celles préconisées par les deux kits
commerciaux avec pour seule modification, un allongement de la durée d’extraction protéique (Figure
2). En effet, des analyses préalables ont permis d’observer que I'allongement du temps d’extraction de
10 ou 15 minutes (défini par les procédures des kits commerciaux) a une heure engendrait un gain de
plus de 50 % du signal pour la détection d’arachide par les tests ELISA. Par ailleurs, des solutions
alternatives d’extraction s’appuyant sur une composition de tampon additionné de détergents non-
ioniques ou d’agent chaotropique ont été testées.

Matrice Alimentaire
Placebo, contaminée

v

MMasse de lalimentVolume de tampon d'extraction, (1 g/M10 ou 20 ml}
Extraction pendant une heure 4 40°C ou 60°C {agitation rotative)

v

Centrifugation (15 min, RT, 3000 g)

l

Surnageant : extrait protéique soluble

Figure 2 : Procédure d’extraction protéique appliquée aux matrices alimentaires

Les performances des kits commerciaux ont été comparées a celles d’'un test ELISA que nous avons
développé au laboratoire. Ce dernier s'appuie sur la détection d'un allergéne majeur de I'arachide,
I'albumine 2S Ara h 6, qui présente une bonne solubilité et des propriétés de résistance aux traitements
thermiques et aux processus protéolytiques. Le dosage développé donne respectivement des limites de
détection (Lo=moyenne du bruit de fond +3 écarts-types) et de quantification (La= moyenne du bruit de
fond +10 écarts-types) de 200 et 300 picogrammes/ml. Il a été récemment appliqué pour évaluer le
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passage de l'allergene Ara h 6 dans le lait chez des meres allaitantes ayant ingéré de I'arachide
(Bernard et al., 2014).

Pour les trois tests ELISA, aucun signal significatif (supérieur a la limite de détection) n’est observé
avec les extraits de matrice non contaminée. A l'inverse, les différents immunodosages ont permis de
détecter la présence d’arachide dans tous les extraits issus de matrice contaminée a 10 ppm, et ce,
quelles que soient les conditions d’extraction protéique appliquées (Tableaux 1 et 2). Cependant, les
contaminations mesurées varient selon les tests ELISA et les conditions d’extraction utilisées. Ainsi,
I'addition de détergents non-ioniques (« Extraction de Laboratoire » des Tableaux 1 et 2) accroit la
quantité d’arachide dosée et son taux de recouvrement (ratio entre la contamination mesurée par le test
et celle réalisée lors de la fabrication). De méme, les plus forts taux de recouvrement sont obtenus avec
la méthodologie développée au LIAA qui permet d’atteindre des valeurs supérieures a 60%. Dans le
cas de la matrice gateau, I'addition d’agent chaotropique dans le tampon d’extraction n’apporte pas de
gain significatif du dosage de I'arachide a I'aide du test ELISA du laboratoire. Elle entraine une perte de
signal pour les kits commerciaux par dénaturation des protéines détectées (résultats non montrés).

Tableau 1 : Dosage d’arachide dans une matrice gateau crue contaminée par 10 ppm d'arachide (>Lp. signal
supérieur a la limite de détection mais non quantifiable). Les valeurs sont exprimées en ppm.

Test ELISA Extraction
commerciale 1 commerciale 2 laboratoire
Kit Commercial 1 2,5 2,7 3,7
Kit Commercial 2 >Lp 3.5 4
Kit de laboratoire 4.5 53 7.3

Tableau 2 : Dosage d’arachide dans une matrice gateau cuite contaminée par 10 ppm d’arachide (>Lp signal
supérieur a la limite de détection mais non quantifiable). Les valeurs sont exprimées en ppm.

Test ELISA Extraction
commerciale 1 commerciale 2 laboratoire
Kit Commercial 1 1,7 >Lp 3,2
Kit Commercial 2 >Lp >Lp 2.8
Kit de laboratoire 4.1 4.2 6.3

Les signaux et taux de recouvrement diminuent apres cuisson, soulignant I'impact d’un traitement
thermique sur la structure et I'extraction des protéines ciblées par les tests. Toutefois, cet effet est
atténué avec la méthodologie développée au laboratoire du fait des caractéristiques de I'allergéne ciblé,
Arah 6.

L'influence des conditions d’extraction protéique sur la détection de 'arachide a été poursuivie a l'aide
de la matrice gateau crue. Les mélanges de la matrice et du tampon d’extraction ont été
« homogénéisés » par agitation forte en tube individuel « disperseur» DT 20 (IKA®) ou a laide
d'ultrasons (40 kHz) par quatre séquences d'une minute au cours de la procédure d'extraction. En
paralléle, des extractions ont été réalisées a I'aide des tampons du laboratoire et du kit commercial 2
selon les conditions définies dans la Figure 2. Les différents extraits issus des matrices « placebo » et
contaminées ont été analysés a l'aide du test ELISA développé au laboratoire (Figure 3). Les signaux
mesurés sont accrus apres une forte homogénéisation des extraits, reflétant une plus grande extraction
des protéines de I'arachide au sein de la matrice « gateau ». Le rendement d’extraction par traitement
aux ultrasons est 50% supérieur a celui obtenu sans traitement physique. Ces résultats prometteurs
restent a étre évalués pour d’autres matrices alimentaires.
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conditions d'extration utilisées

Figure 3 : Détection de I'arachide
dans une matrice « gateau »
crue, placebo (0 ppm) ou
contaminée (10 ppm) a l'aide d’'un
test ELISA de l'allergéne Arah 6 :

influence d'un traitement
physique lors de [lextraction
protéique.

1.2 Influence des conditions d’extraction protéique sur la détection
immunochimique de l'arachide dans une matrice de type « chocolat noir »

Le chocolat constitue une matrice alimentaire parmi les plus difficiles a analyser du fait notamment de
fortes teneurs en composés lipidiques et polyphénoliques qui interagissent avec les protéines et
diminuent leurs capacités d’extraction. Dans le cadre du programme européen iFAAM, nous avons
étudié une matrice de type « chocolat noir » exempt de contamination ou contenant de 'arachide a
hauteur de 3, 10 ou 100 ppm. Les différentes conditions d’extraction appliquées ont reposé sur
I'addition de détergents non-ioniques ou d’'urée mais également sur une délipidation préalable a l'aide
de solvants. Une simple remise en suspension (en eau) a également été effectuée afin d’estimer
l'accessibilité des protéines au sein de la matrice. La capacité d’extraction des protéines de I'arachide
dans ce chocolat a été évaluée a I'aide du dosage développé au laboratoire (Figure 4).

2.0

avec détergent

Extraction
avec agent
chaotropique

Extraction
apres délipidation

Extraction

1.54

1.04

Signal mesuré

0.5

—L

0.04— T —
& & &
K R

N N
v

T T T

&L S & & & & &
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N

Figure 4 : Détection de l'arachide
dans une matrice chocolat, placebo
(0 ppm) ou contaminée (3 a 100
ppm) a laide d'un test ELISA de
lallergéne Ara h 6 : influence des
conditions d’extraction protéique sur
la détection.

L’un des premiers points a souligner est I'absence de signal significatif pour les extraits issus de matrice
non contaminée (absence de faux positif). Un autre aspect concerne également I'absence de signal
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pour les échantillons de matrice remis en suspension dans de l'eau, a I'exception de la matrice
contaminée par 100 ppm d’arachide. Ce résultat souligne limpact fort de la matrice chocolat sur
I'accessibilité des protéines (effet de masquage des protéines). Il démontre la nécessité de procéder a
une étape d’extraction en dépit de la bonne solubilité de la protéine Ara h 6 ciblée. Les signaux
mesurés dépendent alors des conditions de traitement de I'échantillon. L'extraction a I'aide d'un tampon
contenant un détergent permet de détecter 'allergéne Ara h 6 dans une matrice contaminée par 3 ppm
d’arachide. Une délipidation préalable a I'extraction permet d’augmenter la détection de l'allergéne Ara
h 6. Enfin, L'extraction a l'aide du milieu additionné d’agent chaotropique génere les plus forts signaux
specifiques pour les matrices contaminées par 10 et 100 ppm d’arachide (extraction sur la matrice 3
ppm non effectuée dans ces conditions).

Une étude de la réactivité IgE des allergénes de I'arachide inclus dans cette matrice chocolat a été
menée dans le cadre du programme européen iFAAM a l'aide de sérums de patients allergiques. Les
résultats corroborent les dosages de I'allergéne Ara h 6 et démontrent :

- Le masquage complet des allergénes de I'arachide dans une matrice contaminée simplement
remise en suspension dans de 'eau.
— Une accessibilité des allergenes de I'arachide dans les échantillons issus d’extractions.

2. Immunodétection des allergenes du lait dans des matrices alimentaires
2.1 Détection des allergénes du lait de vache

L'utilisation du lait de vache ou de certains de ses composants est considérable dans la nutrition
humaine. Cet aliment est ainsi un allergéne majeur particulierement durant les premieres années de vie
et engendre une allergie chez 1.8 a 3% des nourrissons (Host et al., 2002 ; Rona et al., 2007 ; Liu et al.,
2010). Si l'allergie au lait de vache a tendance a se résoudre durant les trois premiéres années de la
vie, des études récentes montrent que cette pathologie présente une persistance de plus en plus
fréquente (Cantani et al., 2004 ; Saarinen et al., 2005 ; Skripak et al., 2007 ; Santos et al., 2010).

Les allergenes du lait sont retrouvés dans les deux groupes protéiques les plus abondants,
distinguables par leurs caractéristiques physico-chimiques : une premiére fraction protéique majoritaire
(80% des protéines) qui, dans certaines conditions (pH, sels, traitements protéasiques), tend a
précipiter, correspond a la caséine entiére. Ce constituant est un complexe micellaire de quatre
protéines différentes, les caséines as1, B, as2 et k, dans des proportions respectives de 37, 37, 13 et
13 %. Ces quatre protéines présentent peu d’homologies de séquence entre elles. Seule une structure
dite site majeur de phosphorylation, correspondant a une succession d’acides glutamiques et de
sérines phosphorylées, est retrouvée dans les caséines as1, as2 et p. Chacune des quatre caséines
est constituée d’une chaine polypeptidique possédant peu de structures secondaires (hélice a et feuillet
B). Une deuxiéme fraction plus soluble dite lactosérum représente 20% des protéines du lait. Cette
derniére est essentiellement composé de protéines globulaires, la B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine
(respectivement 50% et 20% des protéines du lactosérum). Elles sont synthétisées dans la glande
mammaire alors que d’autres protéines mineures comme le sérum albumine bovine, la lactoferrine ou
les immunoglobulines proviennent du sang.

Si les protéines du lactosérum s’avérent généralement plus résistantes aux dégradations protéolytiques
que les caséines, elles montrent une grande sensibilité aux traitements thermiques. Les processus
technologiques, essentiellement d'ordre thermique, chimique ou enzymatique, subis par l'aliment
peuvent alors engendrer des changements structuraux importants des protéines du lait (dénaturation,
glycation, agrégation, dégradation,...). La prise en compte de ces procédés est déterminante pour les
choix de la méthode immunoenzymatique de détection de protéines du lait masqués dans I'alimentation
et de la technique d’extraction associée. La encore, de nombreuses méthodes ELISA commerciales de
détection sont disponibles. Les performances de certaines d’entre elles ont été comparées (Diaz-Amigo
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et al., 2010 ; Stumr et al., 2010 ; Downs et al., 2010). L'influence de processus thermiques sur la
détection des protéines du lait est particulierement prononcée dans le cas des tests ELISA impliquant
des anticorps dirigés contre la -lactoglobuline.

La présence d’allergénes du lait masqués dans lalimentation a été évaluée dans le cadre du
programme MANOE a l'aide d’'un test ELISA commercial détectant les caséines. L’étude a porté sur
quatre matrices différentes : Fond de sauce, boulette de viande, biscuit infantile et céréales infantiles.
Chaque matrice a été évaluée avant et apres un traitement thermique a I'exception du fond de sauce.
Chacune des préparations est exempte de contamination ou contient de la poudre de lait a hauteur de
10 ppm.

Les premieres extractions ont été effectuées selon les conditions définies par le kit commercial. Une
seconde série d’extraction a été menée avec un tampon basique additionné de détergent et d’'un agent
chélatant. Le dosage des caséines a été réalisé dans les différents extraits a l'aide du test ELISA
commercial selon les indications fournies. Aucun signal significatif n'a été observé dans les différents
extraits issus de matrices non contaminées (Tableau 3). A l'inverse, la détection est significative dans
les différents extraits issus de matrices contaminées. Outre les différences de dosage entre les
conditions d’extraction, une variabilité importante des mesures est obtenue en fonction du produit
alimentaire considéré. Pour les différentes matrices crues, les valeurs varient ainsi de 2.5 ppm a 25
ppm. Une surestimation de la quantité incorporée dans les céréales infantiles est observée avant
cuisson. L'utilisation d’urée dans le milieu d’extraction engendre le méme phénoméne de surestimation,
et ce, quelle que soit la matrice étudiée. Un tel phénoméne souligne la problématique de la
quantification et de la calibration des tests ELISA. En effet, Il apparait difficile d’avoir un standard de
référence, applicable al'ensemble des méthodologies utilisées et des matrices étudiées.

Tableau 3 : Dosage de lait dans quatre matrices alimentaires contaminées par 10 ppm de poudre de lait. (<LD :
signal inférieur a la limite de détection). Les valeurs sont exprimées en ppm.

Matrice alimentaire EXTRACTION
Kit commercial Laboratoire

Fond de sauce

Cru 25 4.7
Boulette de viande

Cru 3,9 46

Cuit 7.3 >Lp
Biscuit infantile

Cru 7.7 12

Cuit >lp 6
Céréales infantiles

Cru 25 37

Cuit 6.5 12

2.2 Méthodes immunochimiques détectant les laits de chevre et de brebis
sans interaction avec le lait de vache.

L’existence d’allergie aux laits de chévre et de brebis chez des patients tolérant le lait de vache a accru
la complexité de la gestion du risque allergique lié a la présence de laits dans les aliments. En effet, il
s'agit dans ce cas précis, de « distinguer le lait du lait », et plus exactement de détecter des traces de
laits de chévre et de brebis dans des aliments pouvant contenir des produits laitiers de vache. Cette
difficulté est soulignée par des compositions protéiques proches entre les laits de différents ruminants.
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Les allergénes les plus abondants du lait de vache sont retrouvés dans les laits de chevre et de brebis
avec des proportions relativement similaires. De plus, ces différentes protéines laitiéres sont fortement
conservées au sein des ruminants avec des homologies de séquences supérieures a 80%. De ce fait,
la mise au point de méthodes évaluant le risque de contaminations croisées entre laits de vache, de
chevre et de brebis dans I'alimentation représente un défi. Si la encore, des méthodologies de biologie
moléculaire et de biochimie sont proposées, les techniques immunochimiques restent les plus adaptées
pour détecter des traces de protéines des lait de chévre et de brebis sans nécessiter un matériel lourd
et un fort savoir-faire.

Pour répondre a cette demande, le laboratoire a développé un test ELISA a laide d’anticorps
monoclonaux spécifiques de la caséine B caprine sans aucune interaction avec son équivalent bovin.
Le test présente une limite de détection de 3 ng de protéines de lait de chévre/ml (correspondant
approximativement a une dilution au 10-7 de lait de chévre) et une absence de réactivité croisée avec le
lait de vache (Figure 5). Les différents produits laitiers de chevre analysés (lait UHT, yaourt, fromage)
sont fortement reconnus (Ld < 10 ng de protéines/ml), et ce, en dépit de procédés variés de fabrication
(thermique, coagulation, fermentation, affinage) pouvant conduire notamment a une protéolyse des
caséines. De fortes réactivités croisées entre yaourts de chévre et de brebis sont également observées.
Au contraire, les produits laitiers de vache n’engendrent pas de signaux significatifs confirmant
I'absence de réactivité croisée entre caséines de vache et de chévre pour le test ELISA développé.

2.5

2.0

Lait cru de Chewre

Lait cru de vache

Lait UHT de chéwre

Yaourt de Chewre

Yaourt de brebis

Yaourt de Vache

Fromage de Chéwre
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Fromage de vache

1.54

1.01

mDO (414 nm)
Rocortt

T

0.0 = —& e \
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Figure 5 : Détection par le dosage ELISA de la caséine [ caprine dans des produits laitiers de chévre, de brebis
et de vache.

Des laits de vache, crus et UHT, ont été également contaminés volontairement par de faibles quantités
de laits de chévre équivalents (cru et UHT). L’analyse immunochimique de tous les laits de vache
contaminés a permis d’observer des signaux se distinguant significativement de ceux d’échantillons non
contaminés (Figure 6). Il est ainsi capable de détecter une contamination du lait de vache par du lait de
chévre de l'ordre de la partie par million, soit 1 uL de lait de chévre dilué dans 1 L de lait de vache.

Ces résultats démontrent la possibilité de caractériser de fagon trés sensible et spécifique la présence
de caséines de chevre ou de brebis dans une variété de produits laitiers de vache.
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Figure 6 : Détection de la contamination du lait de vache par du lait de chévre a I'aide du dosage ELISA de la
caséine B caprine.

Conclusion

La détection de protéines d’arachide ou du lait masquées dans I'alimentation contribue a la gestion du
risque allergique. L'hétérogénéité des processus industriels et des matrices alimentaires diversifie I'état
et 'accessibilité de l'allergene. Les capacités de méthodes immunochimiques a détecter des allergénes
masqués dépendent alors des caractéristiques physico-chimiques des cibles choisies mais aussi de la
méthodologie d’extraction protéique associée au dosage. Pour chaque source allergénique, il apparait
difficile de valider un test ELISA et de définir la méthode d’extraction protéique optimale, applicable a
tout type de matrice alimentaire. Dans le cadre des allergenes masqués du lait et de I'arachide, des
améliorations dans les dosages existants peuvent étre notamment apportées en modifiant les
conditions d’extraction des protéines de la matrice. Ces modifications se déclinent notamment en trois
points :

— Allongement des temps d’extraction.

— Addition d’agents pouvant, par exemple, rompre les interactions entre les protéines, les lipides
et les polyphénols.

— Favorisation de la remise en suspension voire en solution a l'aide de traitements thermiques
doux ou de méthodes physiques faisant appel a des disperseurs, des broyeurs (Ultraturrax) ou
des appareils a ultrasons de laboratoire. De méme, le traitement par micro-ondes de matrices
contaminées pourrait étre une méthode alternative d'extraction et améliorer le dosage
d’allergenes masqués mais devrait prendre en compte les risques de dénaturation des
protéines (Ochoa et al., 2015).

Par ailleurs, les travaux menés au laboratoire ont conduit au développement d’'un dosage ELISA de
I'arachide ciblant de nouvelles sondes protéiques. La détection s’'avére, alors, moins influencée par la
matrice alimentaire et ses traitements technologiques. De nouveaux outils immunologiques sont
également proposés pouvant distinguer la présence, dans des aliments, de traces de lait de chévre et
de de brebis de celles de produits laitiers de vache. Ces derniéres méthodes pourraient étre une aide a
la gestion du risque allergique des aliments dans le cas de I'allergie particuliére aux laits de chevre et
de brebis chez des patients tolérant les produits laitiers de vache. Les outils développés, notamment
mis en ceuvre dans les programmes iFAAM et MANOE, font I'objet de démarches de valorisation.

46 Innovations Agronomiques 52 (2016), 37-49



La traque des allergenes masqués dans I'alimentation

L’homogénéisation des méthodologies de détection constitue un des enjeux du futur. La détection d'un
allergéne présent involontairement, pourrait étre garantie par une extraction protéique dénaturante
optimale indépendante de la matrice alimentaire et par lapplication d'un test approprié a la
détermination de I'allergéne ainsi modifié. Une telle approche nécessite la définition et la mise au point
de méthodes capables de détecter des protéines dénaturées. La généralisation de ces méthodes
appliquées pour certaines protéines pourrait étre généralisée (Négroni et al., 1998 ; Watanabe et al.,
2005 ; Faeste et al., 2007). Enfin, la polyvalence des systémes de détection est une voie émergente.
Elle passe par la conception de systémes permettant la détection simultanée de protéines issues de
différentes sources allergéniques. Actuellement, de telles méthodes font autant appel a des
technologies complexes de type « Bioplex® » qu'a des outils de terrain de type bandelette.
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