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Evaluation de l’allergénicité des aliments.  
Application au diagnostic de l’allergie alimentaire  

 
 
Résumé : 
 
Cette thèse actualise les connaissances de l'évaluation de l'allergénicité des aliments et son 
application au diagnostic de l'allergie alimentaire. 
Après la définition, les caractéristiques et la classification des allergènes alimentaires, les 
phénomènes physico-chimiques modifiant l'allergénicité des aliments ainsi que les réactivités 
croisées sont décrites. 
Ainsi sont introduits les outils cliniques et biologiques utiles au diagnostic de l'allergie alimentaire 
et à la détection des traces d'allergènes alimentaires. 
Une collaboration étroite entre cliniciens et chercheurs biologistes, permet d’optimiser la prise en 
charge diagnostique et thérapeutique de l’allergie alimentaire.  
Cette démarche se concrétise par la mise à disposition et l'utilisation de divers outils 
(développement d’allergènes recombinants, dosage de contaminants alimentaires dans des 
médicaments ou aliments, ...) et est illustrée par diverses mises en situation clinique réelle. 
 
Mots clefs : Allergie alimentaire. Allergènes alimentaires. Diagnostic. Allergènes 
recombinants. Détection des allergènes. Seuil de réactivité.  
 
 
 

Evaluation of Food allergenicity.  
Application to the diagnosis of food allergy 

 
Abstract: 
The aim of this thesis consists in reviewing the advanced knowledge about the evaluation of food 
allergenicity and the different applications to the diagnosis of food allergy. Definition, 
characteristics and classification of food allergens precede the description of physical and chemical 
factors involved in the modification and cross-reactivity of food allergens.  This review leads to the 
current tools used for the in vivo and in vitro diagnosis of food allergy as well as the recent 
procedures which have been developed for the detection of allergen traces in industrial food. 
A close collaboration between clinicians and biologists improves the diagnosis procedures. This 
cooperation is illustrated by various clinical situations in which new tools (i.e. specific IgE to 
recombinant allergens, food allergen traces identification in meals or drugs) have improved the 
diagnostic procedures and the consequent therapeutic measures.  
 
Key words: Food allergy- Food allergens- Diagnosis- Recombinant allergens- Allergen 
detection- Threshold of reactivity. 
 
 
La thèse a été préparée dans l’unité de recherche EA 3999 Maladies allergiques: Diagnostic et 
thérapeutique, au sein du service de Médecine Interne, Immunologie Clinique et Allergologie, le 
laboratoire MTM, 15 rue du bois de la champelle 54500 Vandoeuvre Les Nancy France et du 
laboratoire du Jaffe Institute for Food Allergy au sein du département de Pediatric Allergy and 
Immunology au Mount Sinai School of Medicine à New York, durant l’année de mobilité aux 
USA.  
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Glossaire 
 
AA : allergie alimentaire 
Aa : acides aminés 
Ac : anticorps 
Ag : antigène  
APLV : allergie aux protéines de lait de vache 
APT : atopy patch test 
CA : choc anaphylactique 
DBPCFC : double blind placebo control challenge ou test de provocation orale en double aveugle 
versus placebo 
EAST : enzyme allergosorbent test  
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay  
HLL : histamino-liberation leucocytaire 
IDR : intradermoréaction 
IgE : immunoglobuline E 
IgG : immunoglobuline G 
LV : lait de vache 
LOAEL:  lowest observed adverse effect level 
Ly : lymphocyte 
NOAEL : non observed adverse effect level 
PCR : polymerase chain reaction 
PLV: protéines de lait de vache 
PMA :protein microarray(s) 
PR: protein(s) recombinante(s) 
PT: prick-tests 
RAST : radio-allergosorbent test  
RIE : rocket immuno-electrophoresis  
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulphate polyacryl gel electrophoresis 
TC : tests cutanés 
TPL : test de provocation labiale 
TPO : test de provocation orale 
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EVALUATION de L’ALLERGENICITE des 
ALIMENTS 

 
APPLICATION au DIAGNOSTIC  
de L’ALLERGIE ALIMENTAIRE 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

INTRODUCTION 
 
 
 

 
Les maladies atopiques, affection du système immunitaire dont la prévalence a explosé à la fin du 
XXème, doivent être non seulement connues des Allergologues et des Immunologistes, mais aussi 
de l’Interniste, car il s’agit d’une maladie de système à part entière, comme en témoigne l’intérêt 
qu'y portent les autres spécialités médicales : Pédiatrie, Dermatologie, Pneumologie, ORL, Gastro-
entérologie, Médecine Environnementale …. 
Les maladies atopiques se caractérisent par une propension anormale, du système immunitaire à 
synthétiser des IgE spécifiques en réponse à une exposition à des allergènes naturels pénétrant par 
les voies naturelles. Coca et Cooke ont été les premiers à introduire le terme d’atopie qui décrivait à 
l’époque une prédisposition familiale à développer des manifestations allergiques  courantes de 
type immédiate vis a vis d’allergènes courants au contact des muqueuses respiratoires ou du tractus 
digestif (Coca AF  et al. J Immunol 1923). 
 
 Les manifestations cliniques les plus courantes : dermatite atopique, asthme et rhino-conjonctive 
allergique se caractérisent par une prédisposition familiale importante, les facteurs génétiques 
actuellement impliqués étant multiples et complexes. 
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L’allergie alimentaire appartient à cette catégorie d’affection car elle est le résultat d’une anormale 
réaction spécifique du système immunitaire vis-à-vis d’un antigène naturel (Ag) sous l’interaction 
de l’environnement et d’un terrain génétique particulier. Néanmoins, si l’allergie immédiate IgE-
médiée est le mécanisme classiquement évoqué -et probablement aussi le mieux connu- dans 
l’allergie alimentaire, d’autres mécanismes sont également incriminés où la participation d’acteurs 
cellulaires en première ligne, tels que les lymphocytes T, est primordiale. 
L’allergie alimentaire (AA), sujet quasi anecdotique il y a 30 ans, a pris une place importante non 
seulement en santé publique mais aussi dans le monde de l’industrie agro-alimentaire. La 
prévalence des AA tout comme celles des maladies allergiques a en effet cru ces dernières années, 
en particulier dans les pays industrialisés occidentaux (Madsen C. et al. Proc Nutr Soc. 2005; 
Moneret-Vautrin DA, et al. Allergy 2005). La prévalence des AA tout comme celles des maladies 
allergiques a cru ces 20 dernières années, en particulier dans les pays industrialisés occidentaux. 
L’AA confirmée par test de provocation concernerait 4 à 8% des enfants (Bock SA, Pediatrics 
1987; Roehr CC, Clin Exp Allergy 2004). Une étude menée chez 33110 sujets de moins de 61 ans 
représentant la France  à une échelle au 1/1000 a été menée de 1997 à 1998 ; elle a montré que 
3,24 % de la population française en dessous de 61 ans rapportait des manifestations compatibles 
avec une AA (Kanny G,  et al. J Allergy Clin Immunol. 2001).  
Les méthodes de préparation des aliments, l’application précoce sur la peau de topiques contenant 
de l’huile d’arachide ont été notamment incriminés dans l’accroissement de l’allergie à l’arachide 
(Beyer K, et al. J Allergy Clin. Immunol 2001; Kagan RS  et al. J Allergy Clin Immunol 2003; Lack 
G, et al. N Engl J Med 2003; Maleki SJ, et al. J Allergy Clin Immunol 2003).  
La généralisation de l’usage de certains traitements comme les antiacides (Untersmayr E et al., 
FASEB J 2005; Untersmayr E et al., J Allergy Clin Immunol 2003), le rôle de la pollution 
intérieure, le mode de vie citadin avec une moindre exposition aux endotoxines, la sélection 
d’espèces végétales ou les traitements subis par les plantes, contribuant à augmenter leur teneur en 
protéines de stress, ont également été évoqués (Diez U, LARS-study. Int J Hyg Environ Health. 
2000; Kulig M,  et al., Allergy 1999; Floistrup H, et al., J Allergy Clin Immunol 2006; Ebner C et 
al., Allergy 2001; Armentia A, et al., Allergol Immunopathol  2003). 
 
Du fait de l’implication croissante de l’AA dans les anaphylaxies graves voire létales (Moneret-
Vautrin DA, et al., Allergy 2005), des mesures législatives ont été prises afin d’obtenir un 
étiquetage adéquat de la présence des principaux allergènes dans les produits alimentaires 
industriels (Directive 2003/89/CE du Parlement Européen et du Conseil du 10 novembre 2003 
modifiant la directive 2000/13/CE).  
Divers kits ont été commercialisés ou en cours de développement afin de détecter une 
contamination des produits alimentaires par divers allergènes (Whitaker TB, J AOAC Int. 2005; 
Ben Rejeb S, Food Addit Contam 2005; Weber D, J Agric Food Chem 2006).  
L’implication des industriels concernant la sécurité alimentaire a été un des moteurs du 
développement de la recherche et les progrès dans le diagnostic et la prise en charge de l’AA 
viennent en partie de la biotechnologie agro-alimentaire. Cette interdépendance entre médecine et 
industrie agro-alimentaire n’est pas nouvelle, Pasteur ayant achevé ses travaux sur la fermentation 
de l’orge et les procédés de pasteurisation, sous le mécénat de brasseurs lorrains (brasserie Tourtel) 
(Pasteur L. 1875. Études sur la bière et les conseils aux brasseurs.). 
 
L’objectif de cette thèse est de faire le point sur les outils actuels mis à la disposition des cliniciens 
dans le diagnostic de l’allergie alimentaire en 2008. Après avoir détaillé les différents moyens 
diagnostiques, leur utilisation pratique sera illustrée par divers problèmes cliniques en allergie 
alimentaire et les solutions apportées par ces différentes techniques. Ces différentes situations 
cliniques ont fait l’objet de publications antérieures ou sont en cours de soumission.  
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I  ASPECTS CLINIQUES de L’ALLERGIE ALIMENTAIRE: METHODES  
DIAGNOSTIQUES CLINIQUES 
 
I-1 Tableaux cliniques de l’allergie alimentaire 
 
Le terme d’allergie alimentaire (AA) regroupe l’ensemble des réactions immuno-allergiques vis à 
vis d’un antigène d’origine alimentaire et ayant des conséquences néfastes sur l’organisme. L’AA 
implique le plus souvent un mécanisme d’hypersensibilité IgE dépendante. D’autres mécanismes 
peuvent être en cause, notamment dans certaines allergies aux protéines de lait de vache (APLV), 
se traduisant par un eczéma, des signes digestifs ou plus exceptionnellement par une hémosidérose 
pulmonaire ou syndrome de Heiner (Lee et al. Adv Pediatr 1978). L’émergence de ces 
manifestations implique une défaillance du processus physiologique de tolérance des antigènes 
alimentaires au sein du GALT (système immunitaire associé aux muqueuses du tractus digestif). 
S’il est relativement aisé de distinguer une AA d’une pathologie alimentaire quantitative (carences, 
obésité…), dans le domaine des affections alimentaires qualitatives, un mécanisme immuno-
allergique doit être distingué de phénomènes toxiques (ex : intoxication scombroïde et allergie au 
poisson (Ohnuma et al. Intern Med 2001), d’intolérances alimentaires par déficit enzymatique (ex : 
APLV et intolérance au lactose) ou de fausses allergies alimentaires par perturbation du 
métabolisme des amines biogènes (ex : urticaire aux fraises). 
Les principaux organes cibles de l’allergie alimentaire sont la peau, le tractus digestif et les voies 
respiratoires. Si le choc anaphylactique représente la forme d’allergie la plus grave, un œdème 
laryngé ou un asthme aigu grave peuvent être aussi l’expression d’une AA et engager également le 
pronostic vital immédiat.  
 
Depuis plus d’une dizaine d’années, on observe une augmentation de la prévalence de l’AA dans 
les pays industrialisés. En France, sa prévalence est estimée à 3,24% en France (Kanny et al. J 
Allergy Clin Immunol 2001). L’AA est la 1ère cause des chocs anaphylactiques (CA) aux USA. En 
France, l’incidence des anaphylaxies alimentaires graves est probablement sous-estimée. Sur 794 
CA admis aux urgences dans divers hôpitaux français, l’AA était impliquée dans « seulement » 
10.2% des cas (Moneret-Vautrin et al. Bull Acad Natl Med 1995). 
La banque de données du CICBAA (Cercle d’Investigations Cliniques et Biologiques en Allergie 
Alimentaire) a pu colliger de nombreuses observations d’AA avérées. Ces données confirment que 
la dermatite atopique (DA) est la principale manifestation d’allergie alimentaire chez l’enfant de 
moins de 3 ans : sur 88 observations d’AA entre 0 et 1 an et sur 191 observations d’AA entre 0 et 3 
ans, la DA est le tableau clinique dominant dans respectivement 80% et 64% des cas. Néanmoins, 
la physiopathologie de la dermatite atopique est complexe (Bonness S, et al. Curr Opin Allergy 
Clin Immunol 2007) et la place de l’AA dans cette affection reste encore très débattue (Akdis CA, 
et al J Allergy Clin Immunol 2006). 
Les manifestations digestives sont des manifestations également très précoces de l’APLV souvent 
méconnues des généralistes ou des pédiatres lorsque les symptômes sont mineurs. Une étude de 
cohorte de 125 nouveau-nés à haut risque atopique a montré que la majorité des enfants ayant une 
APLV présentaient des manifestations mineures et transitoires (régurgitations, coliques, troubles du 
transit plus ou moins associés à de l’eczéma ou une peau sèche), comme en témoigne une guérison 
naturelle validée par test de provocation orale à 6 mois de vie, chez plus de 60% des enfants 
atteints d’APLV (publication personnelle en cours. Communication affichée à l’AAAAI meeting, 
Philadelphie 2008. Cf. annexe 1).  
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En grandissant, les tableaux cliniques de l’AA se diversifient : DA, urticaire, syndrome oral, 
angioedème, manifestations respiratoires, choc anaphylactique….Si l’AA s’exprime surtout chez 
l’enfant et le jeune adulte, il est désormais établit que le choc anaphylactique est le mode 
d’expression dominant de l’AA au-delà de 40 ans (Moneret-Vautrin et al. Curr Allergy Asthma 
Resp. 2005). L’association de certains facteurs, a fortiori plusieurs : effort postprandial, 
consommation d’alcool et prise de certains médicaments est statistiquement corrélée avec la 
survenue d’un choc anaphylactique. Le céleri, les crustacés et le sésame sont les aliments à l’index 
anaphylactique le plus puissant.  
Chez l’enfant, les principaux aliments en cause sont le lait, l’œuf, l’arachide, les divers fruits secs 
à coque, le soja, le poisson. La prévalence des allergies à la farine de blé est probablement sous-
estimée. (Niggemann B., J Allergy Clin Immunol 1998) ont étudié 107 enfants atteints de DA ayant 
bénéficié de tests de provocation orale. La prévalence de l'AA dans cette population est estimée à 
51% et les principaux aliments incriminés sont l'œuf (70%), le lait de vache (51%), la farine de blé 
(44%) et le soja (16%). Pour Rancé, la moutarde est le quatrième allergène alimentaire de l'enfant, 
derrière l'œuf, l'arachide et le lait de vache (Rancé F., Pediatr Allergy Immunol 1999). Depuis plus 
de vingt ans (Speer F, Ann Allergy 1975; Hill, J Pediatr 1986), on observe une augmentation de la 
prévalence des allergies alimentaires multiples caractérisées par une DA précoce et sévère 
associée à une entéropathie d’hypersensibilité avec une cassure de la courbe de croissance. Chez le 
nourrisson (NRS), ce syndrome se traduit par la persistance des symptômes sous lait 
hypoallergénique à base de soja ou hydrolysats poussés de protéines de lait, nécessitant une 
alimentation à base d’un mélange d’acide aminés. Le suivi au delà de 3 ans, montre le plus souvent 
la persistance de l’AA au lait, à l’œuf et à l’arachide (Hill, Ann Med 1999). 
Chez l’adulte, la proportion d’AA aux protéines animales diminue sensiblement au profit des 
protéines végétales et pour être exhaustif, la liste des aliments à tester est longue. Selon les données 
du CICBAA, les principaux allergènes comprenant le groupe des végétaux croisant avec le latex, 
les fruits de la famille des rosacées, les ombellifères, les divers fruits secs à coque et l’arachide ne 
représentent que 50% des AA. Il faut y ajouter l’œuf (4.5%), le sésame (3.5%), le blé (3.5%), les 
crustacés (3%) etc… 
 
L’asthme est une forme d’expression de l’AA souvent méconnue. Dans une étude rétrospective de 
32 cas d’anaphylaxie mortelle, Bock (Bock et al. J Allergie Clin Immuno 2001) a montré que la 
consommation d’arachide ou de fruits secs à coque était en cause dans 90% des cas. Les accidents 
sont survenus alors que le diagnostic d’AA avait été établi préalablement dans plus de 95% des cas. 
Dans 31 cas, les sujets sont décédés d’un asthme aigu grave, la plupart ne disposaient pas de 
trousse d’urgence au moment de l’accident. 
Pour Baena-Cagnani (Baena-Cagnani et al. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2001): l’AA est le 
facteur déclenchant ou aggravant chez 2 à 8.5% des enfants asthmatiques. Chez l’adulte, un asthme 
professionnel aux protéines alimentaires peut se compliquer secondairement d’une AA. Si la 
consommation d’alcool est le facteur déclenchant d’un asthme, une intolérance aux métabisulfites 
doit être évoquée, sans oublier une anomalie de l’aldéhyde déshydrogénase 2, notamment chez un 
sujet d’origine asiatique (Saito et al. Intern Med 2001).  
 
Divers symptômes digestifs peuvent correspondre à une AA. Chez le NRS, notamment (de 
Boissieu et al. Allerg Immunol 2000) ce diagnostic doit être pris en compte devant un reflux 
gastro-eosophagien avec œsophagite. Des tableaux de gastrite, de gastro-entérite à éosinophile, de 
diarrhée chronique avec malabsorption, certaines maladies de Crohn ou rectocolites hémorragique 
(Moneret-Vautrin DA, et al. Allergy 2001) peuvent être attribuées à une AA. La constipation 
chronique chez l’enfant (Daher et al. Pediatr Allergy Immunol 2001) et le syndrome du côlon 
irritable chez 10% des adultes, peuvent correspondre à des formes « résiduelles » d’une AA 
méconnue.  
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La liste des tableaux digestifs liés à une AA s’allongent depuis ces dernières années et les 
recommandations afin d’en améliorer le diagnostic s’affinent. C’est notamment le cas pour le 
diagnostic des gastro-entérites ou des eosophagites à éosinophiles (Spergel JM. Curr Opin Allergy 
Clin Immunol. 2007): la multiplication des descriptions endoscopiques, les recommandations 
techniques concernant la biopsie des lésions s’ajoutent à la mise au point de critères histologiques 
diagnostiques. Une analyse particulière des pH-métries en cas de régurgitations anormales 
(Cavataio et al. Arch Dis Child. 1996) ou bien la généralisation de la pratique des atopy patch tests 
aux aliments donnent aussi un nouvel éclairage pour en analyser les mécanismes sous-jacents. 
(Canani RB, et al. Allergy 2007).  
Dans les tableaux plus anecdotiques, on rapporte des manifestations ORL pouvant correspondre à 
une AA : otites moyennes récidivantes (Luyasu et al. European Annals of Allergy and Clinical 
Immunology 2005), syndrome auriculo-temporal bilatéral (Karunananthan et al. Ann Allergy 
Asthma Immunol 2002) et aphtoses buccales. 
Tous les organes semblent pouvoir être la cible d’une hypersensibilité alimentaire. Les 
publications sont rares et les premières observations méritent d’être vérifiées par d’autres équipes. 
Hafstrom (Hafstrom et al. Rheumatology 2001) a publié en 2001, un intéressant travail sur la 
polyarthrite rhumatoïde où les sujets répondant au régime sans gluten expriment des Ac anti-
gliadine.  
Divers tableaux neurologiques sont décrits dans la littérature: un malaise atypique avec léthargie 
postprandiale s’accompagnant parfois de pâleur ou vomissements doit faire évoquer une AA. 
Celle-ci peut parfois prendre le masque singulier d’une ataxie cérébelleuse (Bushara et al. Ann 
Neurol 2001), de crises d’épilepsie ou de céphalées correspondant à des formes atypiques de 
maladie cœliaque (Hadjivassiliou et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2002, Hadjivassiliou et al 
Neurology 2006). 
Enfin, pour terminer, la sphère uro-néphrologique peut être concernée: quelques observations de 
syndrome néphrotique et cystite à éosinophiles ont été attribuées à d’exceptionnelles AA 
(Lagrue et al. Kidney Int Suppl 1989). 
 
 
I-2  Moyens cliniques du diagnostic de l’allergie alimentaire 
 
I-2-1  Premières données de l’interrogatoire et de l’examen clinique 
 
L’efficience maximale de la procédure diagnostique ne dépend pas uniquement des performances 
des moyens diagnostiques (sensibilité, spécificité, reproductibilité), mais plus encore, de leur ordre 
d’utilisation. L’interrogatoire est un élément diagnostique extrêmement important, pour peu que 
les caractéristiques de l’allergie alimentaire soient systématiquement recherchées.  
 
I-2-1-a.  Interrogatoire  

 
Il recherche les caractéristiques suivantes :   
• Les antécédents d’atopie personnelle ou familiale.  
• Le rythme de manifestations lorsqu’il est postprandial, est évocateur d’AA. Un délai court 

entre réaction allergique et une ingestion alimentaire concerne les AA IgE-dépendantes. Ce 
rythme est beaucoup plus difficile à observer dans les manifestations chroniques comme la DA 
et certains tableaux digestifs où d’autres mécanismes immunologiques, non IgE-dépendants, 
sont impliqués.  
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• L’association de symptômes touchant plus d’un organe-cible (urticaire et troubles digestifs, 
asthme et accès d’angio-oedème, dermatite atopique et reflux gastro-œsophagien, etc.…) est 
un élément de très forte suspicion car l’AA est le prototype d’une maladie systémique. 

• Une pollinose préexistante oriente a priori vers la possibilité d’une AA aux fruits ou légumes, 
en raison de la fréquence des sensibilisations croisées. Elle s’exprime le plus souvent par un 
syndrome oral aux fruits et légumes (syndrome de Lessof). 

• Une allergie au latex oriente vers une AA à certains fruits et légumes dits du « groupe 
latex » : avocat, banane, châtaigne, kiwi, sarrasin, poivron… (Lavaud F,  et al. Lancet 1992) 

• Des manifestations à l’effort (urticaire aigue ou choc anaphylactique), ou de réaction 
systémique associant des symptômes cutanés, respiratoires et digestifs, doivent faire 
soupçonner une anaphylaxie alimentaire induite par l’effort, en relation avec un aliment 
consommé dans les 4 heures précédentes. Celle-ci est fréquemment liée à la farine de blé, mais 
tous les aliments peuvent en être la cause (Beaudouin E, et al. Allerg Immunol. 2006).  

• Une prise d’alcool ou de certains médicaments, facteurs éventuels de rupture de 
tolérance orale aux antigènes alimentaires: aspirine (Morisset M, et al. Allergie Immunol. 
2001), AINS, traitements antiulcéreux (Untersmayr E et al.  J Allergy Clin Immunol. 2003) 
ou certains traitements immunosuppresseurs tels que le tacrolimus par voie générale, qui 
stimule la réponse Th2 (Blanchard SS, et al. Pediatr Transplant. 2006) ou un bétabloquant, 
facteur de gravité de l’anaphylaxie du fait d’une diminution de la réponse vasculaire à des 
doses habituelles d’adrénaline (Moneret-Vautrin DA, et al. Rev Med Interne. 1993). 

• Les particularités alimentaires méritent d’être relevées : consommation singulièrement 
fréquente ou abondante du fait d’activités sportives ou professionnelles, d’un contexte culturel 
particulier, de convictions d’ordre mystico-philosophique, d’un régime amaigrissant… 

• Les dégoûts alimentaires de l’enfant peuvent révéler une AA. Ils ressortent très 
probablement de réflexes conditionnés de la petite enfance, la prise de certains aliments ayant 
provoqué des douleurs abdominales n’ayant pas toujours été exprimées ou comprises.  

• L’exposition cutanée ou respiratoire à des aliments ou protéines alimentaires, surtout en 
poudre, entraîne parfois une AA dans certaines professions : maraîchers et personnels 
agricoles, industries agro-alimentaires (Schuller A, et al. Allergy 2005), métiers de la 
restauration, bouchers, boulangers etc.…  

 
I-2-1-b.  Enquête alimentaire 
 
A la suite de cet interrogatoire, il est souvent utile de faire réaliser par le patient une enquête 
alimentaire (journal alimentaire tenu pendant une semaine), avant d’utiliser les outils plus 
spécifiques à la pratique allergologique.  
 
I-2-1-c.  Examen clinique 
L’examen clinique recherche un retentissement de l’AA, en particulier un retard staturo-pondéral 
chez l’enfant ou un amaigrissement chez l’adulte du fait d’une malabsorption ou d’un régime 
excessif dans la crainte d’un nouvel accident, d’où l’importance de l’enquête alimentaire et de 
l’avis d’un diététicien (Christie L, et al. J Am Diet Assoc. 2002).  
Un examen clinique attentif, en particulier du revêtement cutanéo-muqueux, peut permettre 
d’évoquer certains diagnostics différentiels de l’AA (mastocytose cutanée, foyers infectieux de la 
sphère oro-pharyngée, topographie d’un eczéma aéroporté ou de contact…). 
Il est indispensable de grader l’intensité des symptômes au moment de l’examen, compte tenu du 
caractère chronique de l’AA. Un score est universellement utilisé pour la dermatite atopique 
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(SCORAD) (Kunz B, et al. Dermatology 1997). Il en est de même pour l’asthme (Bousquet J, et 
al.  Allergy 2007) et la rhinite (Meltzer EO, et al. J Allergy Clin Immunol. 1988). 
 
I-2-2 Tests cutanés 
En AA, compte tenu de la relative médiocrité de certains extraits alimentaires, la pratique de tests 
cutanés (TC) doit avoir la prééminence sur la biologie, dans la mesure ou l’interprétation des TC 
est possible (antihistaminiques ou autre traitement, lésions cutanées étendues pouvant interférer 
avec perturbant l’interprétation des tests cutanés). Leur pratique permet d’objectiver une 
sensibilisation à des aliments, le plus souvent liée à des IgE spécifiques, mais pouvant également 
reconnaître un mécanisme d’hypersensibilité retardée.  
 
I-2-2-a. Les prick-tests 
Ils témoignent d'une sensibilisation IgE dépendante apte à provoquer la libération de médiateurs 
chimiques, préalable indispensable à la réaction clinique. La réalisation de prick-test (PT) 
correspond à la pénétration dans la couche superficielle de l’épiderme grâce à une micropuncture 
d’un volume d’extrait alimentaire d’environ 20 µl. Si les protéines alimentaires contenues dans cet 
extrait rencontrent des IgE affines elles-mêmes fixées sur leurs récepteurs à la surface des 
mastocytes cutanés,  le pontage des IgE active la cellule qui libère divers médiateurs. Certains 
comme l’histamine induisent une vasodilatation et vasoperméabilité locale responsable de la 
formation d’une papule 15 mn plus tard, en regard de la microponcture. La taille de la papule est 
comparée à celle du témoin positif (PT à la codéine ou histamine) et du témoin négatif (PT avec le 
solvant de l’extrait commercial ou sérum physiologique). 
Un PT positif peut correspondre à une sensibilisation croisée non cliniquement « relevante ». 
Néanmoins, celles-ci sont moins nombreuses que celles objectivées in vitro, par le dosage des IgE 
spécifiques. Ainsi, la synthèse d’IgE dirigées contre les résidus carbohydrates des glycoprotéines 
synthétisées par les végétaux ou les arthropodes par exemple, peuvent induire une réactivité 
croisée in vitro sans traduction clinique, comme cela est observé chez certains sujets synthétisant 
des IgE reconnaissant à la fois les déterminants carbohydrates de pollens et ceux de venins 
d’hyménoptères (Ebo DG, et al. Clin Exp Allergy 2004).  
Les PT sont réalisables à tout âge: la peau est normalement réactive chez le NRS de 3 mois dans 
90% des cas, et même, dans 66 % des cas chez le nouveau-né de 10 jours. 
Le risque de réaction généralisée aux PT est infime: il concernerait le NRS de moins de six mois 
(0.005%) (Devenney I, et al. Ann Allergy Asthma Immunol. 2000) et des cas isolés de CA chez 
l’adulte. Selon les données du CICBAA, une réaction systémique par prick-in prick tests (prick-in 
PT) est observée dans 0.008 % des cas. (Codreanu F, et al. Allerg Immunol 2006). En règle 
générale, un PT à un allergène est considéré positif si le diamètre de la papule est ≥3 mm et s’il 
équivaut au moins à 50% du diamètre du PT avec le témoin positif.  
Les PT aux aliments utilisent couramment des extraits commerciaux, cependant, la technique aux 
prick-in-PT aux aliments natifs est plus sensible. Pour réaliser ces tests, les aliments frais sont 
délayés dans du sérum salin (ex : farine) ou utilisés tels quel (ex : le lait) et la poncture est faite à 
travers une goutte de cette préparation. Cette technique améliore la sensibilité des TC (Rancé F., et 
al. Allergy 1997). Au delà d’une certaine taille, le diamètre des PT (diamètre moyen, ou même 
planimétrie) aurait une valeur prédictive significative d’AA (VPP). Plusieurs équipes ont publié 
des seuils prédictifs d’AA à partir du dosage des IgE spécifiques et/ou de la mesure des PT pour 
certains aliments, en particulier le lait, l’œuf et l’arachide (B. Niggemann, et al. Allergy 2005).  
 
I-2-2-b. Les atopy patch tests  
Ce sont des épicutanéo-réactions mettant en évidence une sensibilisation de type retardé. Certaines 
AA ne sont pas liées aux IgE spécifiques mais traduisent une sensibilisation retardée, liée à une 
activation lymphocytaire T. C’est en particulier le cas de nombreuses APLV chez le NRS, des AA 
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à expression digestive de l’enfant et l’adulte, et enfin, de certaines DA. Ces tests sont pratiqués 
avec des cupules "Finn Chambers" de grande taille (diamètre de 12 mm) (Niggemann B,  J Allergy 
Clin Immunol. 2002) et lus idéalement à 72h. Récemment un matériel prêt à l’emploi a été 
commercialisé pour le diagnostic de l’APLV: Diallertest ® (Kalach N,  et al. J Allergy Clin 
Immunol. 2005). Les atopy patch tests (APT) peuvent être pratiqués  avec des aliments naturels 
(lait, poudre d’œuf, farine de blé diluée etc. (Isolauri E, et al. J Allergy Clin Immunol 1996). 
Comme pour les PT, la sensibilité des APT lorsqu’ils sont réalisés avec du lait ou de l’œuf natifs 
pour le diagnostic des AA à expression digestive, est nettement supérieure, tandis que la 
spécificité est identique si on utilise un aliment naturel ou un extrait (Canani RB et al., Allergy 
2007). La réalisation d’APT aux aliments en particulier lorsqu’elle est associée à des PT et un 
dosage d’IgE spécifiques améliore les performances prédictives. Leur performance est encore en 
cours d’évaluation.  
 
I-2-3 Epreuves d’éviction 
La mise en place d’un régime d’éviction, à titre d’épreuve thérapeutique, est souvent pratiquée chez 
le NRS suspect d’APLV car c’est souvent à cet âge, le seul aliment ingéré par l’enfant et ainsi, le 
diagnostic peut être facilement établi après substitution par un hydrolysat poussé de protéines de 
lait de vache (PLV). Les limites de cette conduite diagnostique sont les AA multiples de plus en 
plus fréquentes, ainsi que les allergies inattendues aux hydrolysats, même poussés. Ce cas peut 
représenter jusqu’à 10 % des APLV (Sampson HA, J Pediatr 1991; ESPGAN Committee on 
Nutrition. Comment on antigen-reduced infant formula. Acta Paediatr 1993). 
Chez l’adulte souffrant de symptômes digestifs, souvent considérés comme un syndrome du côlon 
irritable, le mécanisme IgE n’est pas en cause (Bengtsson U, Gut 1996). Les TC et la détection 
d’IgE spécifiques ont une performance faible. Les tests de provocation orale (TPO) aux doses utiles 
dans l’allergie IgE dépendante ne sont pas adaptés. Il est nécessaire de recourir  à des régimes 
d’éviction stricts d’une durée minimale de trois à quatre semaines, suivis de tests d'introduction 
réalistes selon une procédure particulière. 
 
I-2-4  Tests de provocation  
Leur premier objectif est de prouver l’allergie. En effet, l’existence d’une sensibilisation est une 
condition nécessaire mais non suffisante pour qu’il y ait AA. Les TPO, étalon-or du diagnostic, 
gardent leur place lorsque les tests cutanés et biologiques restent en dessous d’un seuil prédictif ou 
que ce seuil n’a pu être validé  ou pour évaluer l’installation d’une tolérance orale. En effet, jusqu’à 
présent, aucun marqueur biologique ou cutané ne permet de prédire l’évolution de cette affection. 
Les TPO nécessitent un cadre hospitalier. Ils respectent une procédure standardisée de simple 
aveugle (chez le jeune enfant) ou de double aveugle (TPO SA ou DA) car un bon nombre de 
symptômes subjectifs, et même objectifs, peuvent apparaître sous l’effet du stress.  
Les TPO consistent en l’administration de doses croissantes à intervalles réguliers pendant une 
période moyenne de trois heures. La positivité réelle est établie sur la constatation de signes 
objectifs survenant après l’ingestion du seul aliment (Moneret-Vautrin DA, Rev Fr Allergol et 
Immunol Clin 2000). 
Faits couramment dans quelques services hospitalo-universitaires, les TPO se développent 
considérablement depuis quelques années. Ils ont un intérêt supérieur à celui du test de provocation 
labiale (Rance F, Pediatr Allergy Immunol 1997) qui ne reflètent pas la tolérance du système 
digestif. 
Le deuxième objectif de ces tests est de fixer le seuil réactogène. En fixant ce seuil (qui peut varier 
de quelques milligrammes à plusieurs grammes) ils permettent d’adapter individuellement les 
conseils d’éviction. D’autre part, ils permettent de suivre l’évolution naturelle, car la guérison est 
liée à l’installation de la tolérance immunologique au niveau intestinal.   
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Chez le NRS, présentant des symptômes digestifs faisant suspecter une APLV, le couplage  au 
TPO d’un test de perméabilité intestinale (ingestion d’une solution de deux sucres Mannitol et 
Lactulose) est utile (Dupont C, J Pediatr   Gastroenterol  Nutr 1989). Plus récemment, des auteurs 
norvégiens ont montré une bonne corrélation entre manifestations cliniques et les données de 
l’échographie (augmentation statistiquement significative de l’épaisseur de la paroi du bulbe 
duodénal et du jéjunum) pratiquée avant et après TPO (Arslan G, et al. Scand J Gastroenterol. 
2005).  
Dans 3%  des cas, ces TPO seraient faussement négatifs. Ceci concerne surtout les allergies gastro-
intestinales et la DA ou les symptômes ne réapparaissent parfois qu’à dose importante et répétée 
sur plusieurs jours (Hill DJ, et al. J Allergy Clin Immunol 1995). Les tests de provocation per-
endoscopiques ont des indications spécialisées (Bischoff SC, Gut 1997). 
 
 
 
II  Définition et Caractéristiques des allergènes alimentaires  
 
II-1 Définition d’un allergène alimentaire 
 
Un allergène est un antigène susceptible d’induire une réaction allergique. Un consensus s’est 
établi au sein de l’European Academy of Allergy and Clinical immunology (EAACI) (Johansson, 
Position paper. Allergy 2001) pour définir l’allergie comme une réaction d’hypersensibilité initiée 
par un mécanisme immunologique spécifique médiée par la production d’anticorps (Ac) de type 
IgE ou IgG voire IgM ou IgA, ou une réaction cellulaire. Si une AA est souvent liée à la production 
d’IgE spécifiques, d’autres mécanismes peuvent être en cause soit par la mise en jeu d’autres Ac de 
type IgG dans certaines formes d’entéropathie ou de pneumopathie d’hypersensibilité aux protéines 
de lait de vache (PLV) par exemple, ou de type IgA dans la maladie cœliaque, ou par la mise en jeu 
de divers acteurs cellulaires. Parmi les cellules, les lymphocytes T ont un rôle central objectivé par 
les tests de stimulation lymphocytaire ou l’histologie des organes atteints … La réaction 
lymphocytaire T est particulièrement importante dans la maladie cœliaque ou la DA souvent 
associée à une AA (Sampson HA, J Allergy Clin Immunol1999). D’autres acteurs cellulaires sont 
également impliqués dans divers réactions inflammatoires spécifiques attribuées à cette affection, 
comme les mastocytes ou basophiles à l’origine de la libération des médiateurs induisant les 
manifestations cliniques immédiates; comme les lymphocytes B et plasmocytes à l’origine de la 
commutation et synthèse préférentielle d’IgE; comme les éosinophiles particulièrement impliqués 
dans les gastroentérites à éosinophiles d’origine alimentaire (Hill SM, et al. Arch Dis Child 1990). 
Cette liste n’est pas exhaustive: il faudrait également évoquer le rôle des cellules dendritiques, des 
kératinocytes dans l’eczéma (Li XM, et al. J Allergy Clin Immunol 2001) mais aussi des cellules de 
la muqueuse intestinale (Nagata S, et al. J Pediatr Gastroenterol Nutr1995), etc… 
Les allergènes sont des substances induisant une réaction d’hypersensibilité de mécanisme 
immunologique spécifique (ou allergie). La plupart des Ag induisant une allergie IgE ou IgG 
médiée sont des glycoprotéines. Dans certains cas, les déterminants carbohydrate voire des sucres 
purs sont à l’origine de réactions allergiques (Gay-Crosier F, et al. N Engl J Med 2000). 
Des composés chimiques de faible poids moléculaire (PM) tels que les isocyanates ou des 
médicaments (ex : pénicilline) peuvent également induire des réactions allergiques IgE 
dépendantes (Kanny G, et al. Allerg Immunol 1994). Ces substances agissant comme haptènes, 
sont aussi reconnues en coopération avec le CMH, par des lymphocytes T -et activent ces derniers- 
au cours de certaines toxidermies ou eczémas de contact professionnel au nickel, bichromate de 
potassium ou formaldéhyde ….  
Les allergènes alimentaires sont bien évidemment le plus souvent des glycoprotéines de PM 
compris entre 10 et 70 kDa (Taylor S, Crit Rev Food Sci Nutr 1996). Cependant, dans certains cas 
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leur PM peut dépasser 200 kDa (allergènes oligomériques) ou bien à l’inverse, l’allergène impliqué 
correspond à une substance chimique de faible PM. Ceci est plutôt observé lors de contamination 
alimentaire par du nickel ou des antibiotiques par exemple, chez des individus particulièrement 
sensibles (Antico A, Allergy Asthma Proc. 1999; Kanny G, Allerg Immunol 1994). 
Sicherer a proposé de classer les allergènes alimentaires en deux classes selon le mode primitif de 
sensibilisation (Sicherer SH, J Allergy Clin Immunol 2006). La classe 1 concerne des protéines vis-
à-vis desquelles la muqueuse digestive est primitivement exposée, la deuxième classe correspond à 
des allergènes pour lesquels une sensibilisation s’est primitivement établie par voie respiratoire. La 
classe 1 est typiquement composée de protéines stables à la digestion et pour lesquelles on observe 
une rupture de tolérance, favorisée par une immaturité du MALT chez le jeune enfant. Les AA aux 
protéines de lait, d’œuf, et de poisson en font typiquement partie.  
Dans la  classe 2, on retrouve le plus souvent des protéines d’allergénicité labile après cuisson ou 
digestion. Il s’agit le plus souvent d’allergènes provenant de fruits ou légumes dont la structure et 
la séquence présente une grande homologie avec les protéines de pollens, à l’origine de 
manifestations cliniques lors de leur ingestion, chez des sujets polliniques. Les symptômes sont 
souvent mineurs, limités à un syndrome oral, bien que des cas d’anaphylaxie sévère aient été 
rapportés.  
 
Le lait, l’œuf, l’arachide, le soja et la farine de blé représentent 90% des allergènes alimentaires de 
l’enfant, tandis que l’arachide et les autres fruits à coque, le poisson et les fruits de mer 
représentent 85% des allergènes alimentaires impliqués chez les adolescents et adultes selon 
Sampson (Sampson HA, Acta Derm Venereol 1992). Ainsi au total 8 aliments représentent la large 
majorité des allergènes incriminés : le lait de vache, l’œuf de poule, le soja, la farine de blé, 
l’arachide et les autres fruits à coque, le poisson et les fruits de mer (Taylor SL, Food Technology 
2001; Madsen C, Environ Toxicol Pharmacol 1997; Schäfer T, Allergy 2001; Zuberbier T, Allergy 
2004) 
Si les allergènes végétaux sont plus nombreux, les allergènes animaux sont chronologiquement les 
premiers impliqués dans l’histoire naturelle de l’AA (Sampson HA, J Allergy Clin Immunol 2004) 
et le lait de vache est le tout premier. 
L’imputabilité des aliments diffère selon l’âge et les habitudes alimentaires. Ainsi le sésame est un 
allergène fréquemment incriminé dans les anaphylaxies graves de l’enfant, en Israël (Dalal I, 
Allergy 2002). Plus anecdotique, l’AA attribuée à l’ingestion de nid d’hirondelle n’est rapportée 
qu’en Extrême-Orient (Goh DL, Allergy 1999). Dans la fréquence relative des allergènes en cause 
chez 805 enfants de moins de 15 ans publiée par le CICBAA (Alim'Inter vol 3 - N° 13 - Juillet 
1998), la fréquence de l’allergie à la moutarde y prend une place inattendue, en raison de son 
importance rapportée par F. Rancé dans le sud-ouest de la France (Rancé F, Allergy. 2003) alors 
que la sensibilisation à la moutarde est rarement cliniquement « relevante » dans l’Est de la France 
(Morisset M et al. Allergy 2003).   
En 2003, au “club des huit », le sésame, la moutarde notamment ont été ajoutés dans la liste des 
allergènes d’étiquetage obligatoire, selon la législation Européenne (Directive 2003/89/CE du 
Parlement Européen et du Conseil du 10 novembre 2003).  
Depuis le 22 décembre 2006, deux nouveaux allergènes ont été ajoutés : les mollusques et le lupin 
en raison d’une part du nombre de déclarations d’anaphylaxies sévères pour ces deux aliments, et 
d’autre part, de la dissémination des cas rapportés dans différents pays (Moneret-Vautrin DA, et al. 
J Allergy Clin Immunol 1999)/ Morisset M, Réseau d’Allergovigilance et al. Rev Fr Allergol 
Immunol Clin 2003). 
Cette directive du Parlement européen et du Conseil oblige désormais l’étiquetage des allergènes 
alimentaires, intentionnellement ajoutés par le fabricant sans limite quantitative lorsque que ces 
aliments appartiennent à la liste suivante des 14 allergènes (Directive 2006/142/CE de la commission 
du 22 décembre 2006 modifiant l’annexe III bis de la directive 2000/13/CE du Parlement européen et du 
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Conseil). Bien que théoriquement, un industriel ne puisse être retenu légalement coupable d’une 
contamination accidentelle par un allergène donné (ex. contamination provenant d’une autre ligne 
de production), certaines industries agro-alimentaires comme celles produisant des aliments pour 
NRS et jeunes enfants ou a fortiori, celles proposant des produits pour sujets allergiques, sont 
particulièrement concernées par ce problème de sécurité alimentaire. De nombreux outils de 
mesure des traces d’allergènes ont été développés ces dernières années, afin de répondre à leurs 
besoins. Complémentaire à la mise place de mesures permettant d’identifier et contrôler les points 
critiques de la chaîne de production (méthode HACCP), (Hazard Analysis Critical Control Points), 
l’amélioration de la détection biologique des traces d’allergènes permet de réduire le risque 
allergénique. Les limites de ces contrôles sont les seuils de détection et la complexité des matrices 
alimentaires; l’association avec d’autres aliments étant susceptible d’interférer avec la détection 
des allergènes. 
Certaines substances ont été exemptées de l’obligation d’étiquetage en raison de teneurs 
considérées comme nulles ou inoffensives chez les individus allergiques. Certaines font encore 
l’objet d’un moratoire pour évaluer leur allergénicité réelle. Cette évaluation passe par la détection 
de traces dans ces substances et l’évaluation clinique de leur allergènicité réelle. 
 
 
 II-2   Influence des conditions physico-chimiques sur l’allergénicité des 
protéines alimentaires 
 
Comme évoqué précédemment, les allergènes alimentaires sont le plus souvent des glycoprotéines. 
Ces molécules sont souvent solubles dans l’eau. Leur résistance à la chaleur, à l’acidité gastrique et 
à la protéolyse leur confère un pouvoir allergisant d’autant plus important qu’ils ne seront 
dénaturés ni par la cuisson ni par la digestion (acidité gastrique, action des enzymes pancréatiques) 
avant d’accéder à la lumière intestinale où ils seront absorbés (Sampson HA, J Allergy Clin. 
Immunol 2004) 
Un allergène de nature protidique est souvent composé de plusieurs épitopes. Un épitope est une 
séquence peptidique reconnue par la région hypervariable de l’immunoglobuline (paratope). 
Certaines séquences sont préférentiellement reconnues par les Ac (épitopes lymphocytes B 
dépendant), d’autres sont reconnues par les récepteurs des lymphocytes T (TCR).  
On distingue également les épitopes linéaires ou continus, des épitopes conformationnels. La 
reconnaissance des premiers est essentiellement basée sur une séquence d’acides aminés, les Ac 
reconnaissant l’épitope y compris après dénaturation protéique (déroulement, déplissage). Dans 
certains cas, si les Ac reconnaissent aisément certaines séquences peptidiques isolées, ces dernières 
ne sont pas reconnues au sein d’une protéine native pour des raisons stériques.  
Dans le second type, les épitopes conformationnels, la structure secondaire, tertiaire et quaternaire 
de la protéine qui contribue à disposer certaines chaînes polypeptidiques à proximité d’autres, est à 
l’origine de leur formation.  Les Ac ne reconnaissent plus un épitope conformationnel lorsque la 
protéine est dépliée. En général, les épitopes des allergènes alimentaires majeurs sont linéaires, 
tandis que les épitopes des pneumallergènes sont plutôt conformationnels (Lee LA,  Annu Rev Nutr 
2006). Dans certains cas les épitopes fixant les IgG et les IgE partagent des séquences d’acides 
aminés (Aa) communes et dans d’autres, ces séquences sont tout à fait distinctes sans aucun 
chevauchement (Cooke SK, J Immunol 1997). Comme pour les allergènes, un épitope est 
immunodominant s’il est reconnu par plus de 50% des sujets allergiques (Beyer K, et al. J Allergy 
Clin Immunol 2003) 
Cette distinction entre épitopes continus, si elle aide à la compréhension, est probablement trop 
simpliste. En réalité nous avons probablement plutôt affaire à un continuum allant de l’épitope 
continu -absolument indépendant des conditions physico-chimiques pouvant interférer sur la 
structure protéique IIaire, IIIaire ou IVaire- à l’épitope 100% conformationnel. Ainsi, un Ac peut 
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reconnaitre une séquence continue primaire d’Aa comme un épitope conformationnel connu, si elle 
en a adopté sa structure secondaire (ex. épitope au sein d’une hélice alpha). De plus, un Ac peut 
reconnaître certaines parties d’un épitope conformationnel similaires à un épitope linéaire donné, 
mais avec une affinité réduite comparée à celle de l’épitope continu complet de référence. Ainsi, 
les méthodes de cartographie des épitopes utilisant des petits peptides synthétiques de 6-8 Aa pour 
déterminer le site de fixation des Ac, peuvent être faussées car les Ac reconnaissent facilement les 
épitopes linéaires au risque de négliger certaines régions impliquées dans la structure de l’épitope 
conformationnel. 
Les procédés de transformation alimentaires englobent un ensemble d'opérations unitaires 
mécaniques et thermiques, tels que mélange, homogénéisation, pasteurisation, stérilisation, 
cuisson/extrusion. Chacune de ces opérations imposent à la fois des contraintes de cisaillement et 
un chauffage et des phases de refroidissement. Au cours d'une préparation alimentaire industrielle, 
où se succèdent plusieurs de ces opérations unitaires, une protéine dans un aliment est donc 
soumise à des contraintes répétées pouvant altérer sa structure. Ces changements de structure 
n'affectent a priori que les protéines dites globulaires, c'est-à-dire ayant une structure secondaire 
(présence d'hélices α et de feuillets β) et tertiaire (agencement dans l'espace des structures 
secondaires), voire quaternaire (assemblage de plusieurs molécules protéiques). C'est le cas de la 
plupart des protéines alimentaires animales (protéines de lactosérum, de blanc d'œuf, de viande et 
de poisson) et végétales (par exemple, protéines d'arachide, de soja, de pommes de terre, de blé, de 
colza). Mais ce n'est pas le cas de la caséine, qui n'a quasiment pas de structure secondaire 
(Sanchez C, Rev Fr Allergol Immunol Clin 2003). 
 
II-2-1  Protéolyse digestive 
 
L’hydrolyse enzymatique est capable d’altérer un épitope séquentiel ou conformationnel, sous 
réserve que l’enzyme utilisée scinde la molécule au niveau du site de l’épitope. C’est le principe 
d’action des enzymes digestives. Les enzymes du tractus digestif les plus connues sont la pepsine, 
la trypsine et la chymotrypsine. La pepsine du suc gastrique en présence d’acide chlorhydrique, 
hydrolyse les liaisons peptidiques au niveau des acides aminés aromatiques (juste après). La 
trypsine, enzyme pancréatique, clive les protéines au niveau de l’extrémité C-terminale des Aa 
lysine et arginine, sauf quand ils sont suivis par une proline. La trypsine est une endopeptidases, 
qui clive les chaines protéiques plutôt en leur centre qu’au niveau de leurs extrémités. La 
chymotrypsine est aussi une enzyme pancréatique qui clive la protéines au niveau des extrémités 
carboxyliques des Aa suivants: tryptophane, tyrosine, phénylalanine, leucine, et méthionine.  
Des modèles de digestion utilisant ces enzymes ont été mis au point pour essayer d’évaluer 
l’aptitude d’un allergène à être dénaturé par la digestion, leur résistance au processus de digestion 
étant un puissant facteur d’allergènicité (Astwood JD, Nat Biotechnol 1996). Ainsi, basée sur ce 
principe, toute évaluation du risque d’allergénicité d’un OGM, passe obligatoirement par 
l’évaluation des effets de la digestion sur la structure de la protéine (ALINORM 03/34: FAO/WHO 
Food Standard Programme. Codex Alimentarius Commission, 2003). 
Dès 1980, Schwartz et al. ont montré que la β-lactoglobuline, allergène majeur du lait de vache, 
résistait à l’hydrolyse par la pepsine (Schwartz HR,  Ann Allergy. 1980). Aswood et al. ont classé 
les protéines en 3 groupes selon le temps nécessaire pour obtenir une hydrolyse de la protéine. 
Dans le premier groupe correspondant aux protéines encore intactes après 1 h, on retrouve 
l’allergène majeur de l’arachide Ara h 2, des allergènes majeurs des graines de moutarde Bra j 1 et 
sin a 1 et deux allergènes majeurs du soja,  la sous unité β de la βconglycinine et le STKI 
(l’inhibiteur de la trypsine de Kunitz). Breiteneder et al. ont montré que les superfamilles 
protéiques des prolamines et cupines sont  très résistantes à la digestion, tandis que les protéines 
PR-10 (« Bet v 1-like ») semblent moins résistantes et de ce fait n’entraînent qu’un syndrome oral 
(Breiteneder H, Biotechnol Adv 2005).  
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Très récemment, des chercheurs chinois ont mis au point un logiciel simulant les procédures 
manuelles de digestion gastrique des protéines (Jiang B, BMC Bioinformatics 2007). Cette 
approche est intéressante mais a encore des limites car par exemple, selon ce modèle 
bioinformatique, les LTP de pomme Mal d 3, de tomate Lyc e 3 et de maïs Zea m 14, sont 
considérées comme facilement digestibles alors que le rapport d’Asero et al. laisse supposer que 
ces protéines résisteraient à l’hydrolyse par la pepsine (Asero R, Int Arch Allergy Immunol 2000). 
 
II-2-2  Influence de la température  
 
Sous l’influence de la chaleur, on observe une modification de plus en plus importante de la 
structure tridimensionnelle des protéines. Celle est réversible au départ puis à partir de 55-70⁰C, on 
assiste à  une dénaturation de la structure secondaire avec clivage des ponts disulfures  à 70-80⁰C, 
formation de nouveaux réarrangements inter ou intramoléculaire à 80-90⁰C puis apparition 
d’agrégats à partir de 90-100⁰C (Davis PJ, Allergy 1998).  
Au delà de ces températures (>100-125⁰C), on assiste à des transformations chimiques avec 
formations de liaisons entre les lysines de la protéine étudiée et les autres constituants d’une 
matrice de alimentaire complexe. On observe la formation de composés décrits par le chimiste 
nancéen, Louis-Camille Maillard (Genèse des matières humiques et des matières protéiques. Ed 
Masson1913). La réaction de Maillard est, aujourd’hui, connue comme étant un ensemble 
complexe de réactions mettant en œuvre des composés présentant des groupements réducteurs 
(aldéhydiques ou cétoniques), et des composés aminés qui réagissent entre eux pour produire des 
substances aromatiques et colorées. Les composés à groupement carbonyle (C=O) peuvent être des 
carbohydrates (sucres) ou des produits d’oxydation des lipides. La fonction amine peut provenir 
d’acides aminés proprement dits, de protéines ou d’amines naturelles ou exogènes. Cette réaction 
est aussi dénommée « brunissement non-enzymatique ». Ces réactions sont recherchées (et 
contrôlées) dans le but d’améliorer les qualités sensorielles de certains aliments (viande rôtie, 
pommes de terre frites, croûte du pain, café torréfié,…).  
On distingue trois principales étapes au cours de phénomènes successifs ou simultanés regroupés 
sous le terme « réaction de Maillard ». La première étape comprend la condensation d’un acide 
aminé avec un sucre réducteur pour former des produits de réarrangement d’Amadori ou Heyns 
(Hodge JE. J. Agric. Food Chem. 1953). La seconde étape regroupe au moins 4 voies de 
dégradation des produits issus de ces réarrangements. Elles dépendent du substrat et constituent, 
elles-mêmes un ensemble complexe de déshydratations, éliminations, cyclisations, 
fragmentations,…conduisant à un pool de molécules intermédiaires et de composés de flaveur. La 
troisième étape correspond à la formation des pigments dénommés souvent « mélanoïdines» et qui 
sont, sur le plan chimique, des acides polycarboxyliques insaturés.  
 
Les procédés thermiques  incluent la cuisson en chaleur sèche (cuisson au four, friture, cuisson à 
infrarouge…) et la cuisson en chaleur humide (caisson traditionnelle dans l’eau avec blanchiment 
ou ébullition prolongée ou cuisson à la vapeur, au four à microondes ou autoclave et extrusion).  
Le plus souvent, la cuisson contribue à diminuer leur allergènicité et c’est par exemple le cas pour 
l’œuf (Des Roches A, et al. Allergy 2006). 
Il existe néanmoins des variations individuelles de réactivité aux aliments crus et cuits selon 
l’allergène en cause chez un individu donné.  
- L’allergène majeur du poisson, la parvalbumine, est un allergène thermorésistant, néanmoins, on 
rapporte des variations individuelles comme l’illustre la description historique datant de 1921, du 
test de Prausnitz-Kustner ou test de transfert de sensibilisation passive. Prausnitz s'était injecté dans 
l'avant-bras le sérum d'un de ses collaborateurs, nommé Kustner, allergique au poisson. L'injection 
intradermique d'un extrait de poisson dans la zone ayant reçu le sérum de Kustner 24 h avant, a 
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provoqué une papule urticarienne locale. Dans cette observation princeps, Kustner ne réagissait 
qu’au poisson cru (Prausnitz C, Centralbl Bakteriol Abt Orig 1921). 
La parvalbumine est un allergène thermorésistant, cependant, une cuisson prolongée et à haute 
température comme celle qu’on pratique dans les usines de production de thon en boite, permet 
d’en dénaturer totalement les allergènes comme cela a été démontré par l’équipe de Sampson 
(Bernhisel-Broadbent J, J Allergy Clin Immunol 1992/ Kelso JM, J Allergy Clin Immunol. 2003).  
- Les protéines de lait (caséines et alpha-lactalbumine surtout), gardent leur pouvoir de liaison aux 
IgE spécifiques après chauffage à 80-100° pendant 15 minutes (Wal JM. Allergy 2001). Si l’unique 
allergène en cause est la sérum albumine bovine -allergène mineur thermolabile-, le lait et la viande 
de bœuf pourront être consommés sans danger après cuisson prolongée (lait bouilli pendant 10 mn, 
ragouts…). Un lait écrémé bouilli pendant 10 min a montré une forte réduction du potentiel 
allergénique des caséines et des protéines sériques (diminution de la capacité à lier des IgE), l'effet 
étant le plus marqué pour l'albumine bovine de sérum, la β-lactoglobuline et les immunoglobulines 
(Gjesing B, Allergy 1986). 
- De même, si les allergènes des fruits du groupe Rosacées impliqués dans le syndrome de Lessof 
des polliniques résidant dans le Nord-est de la France, sont thermolabiles, ceci n’est pas applicable 
aux sujets vivant en région Méditerranéenne (Asero R. Ann Allergy Asthma Immunol. 1999/ 
García-Sellés FJ, et al. Int Arch Allergy Immunol. 2002/ Vassilopoulou E, Int Arch Allergy 
Immunol. 2007). En effet, les équipes italiennes, grecques et espagnoles ont publié des réactions 
parfois sévères après ingestion de ces fruits, sans que leur cuisson préalable réduise l’intensité de la 
réaction. Ces réactions particulièrement importantes avec la pêche, sont liées à une allergie à des 
protéines thermorésistantes à la cuisson et la digestion, les protéines de transfert lipidiques (LTP) 
(Gamboa PM,  et al. Allergy 2007) 
En général, une augmentation de la température et du temps de chauffage conduit généralement à 
une plus grande réduction de l'allergénicité des protéines, néanmoins, certains modes de cuisson 
l’accroissent.  
Martinez San Ireneo et al ont montré que le fait de faire bouillir préalablement les lentilles pendant 
15 mn au lieu d’une cuisson à 40⁰C avant la préparation de l’extrait permet d’obtenir des extrait 
dont la positivité est plus pertinente pour diagnostic d’allergie à la lentille (Martínez San Ireneo M, 
et al.  Ann Allergy Asthma Immunol. 2001) 
L’allergénicité de l’arachide grillée est supérieure à celle de l’arachide crue ou bouillie. Ceci 
pourrait expliquer la différence de prévalence de l’allergie aux USA et en Europe ou l’arachide est 
consommée grillée et la Chine ou elle est essentiellement consommée bouillie (Beyer K, et al. J 
Allergy Clin Immunol, 2001). Le rôtissage des cacahuètes contribuent à augmenter l’affinité des 
IgE vis-à-vis des epitopes. Ara h 2 est un homologue d’inhibiteur de la trypsine. L’activité 
fonctionnelle d’Ara h 2 peut être mesurée à partir d’un extrait purifié. Après rôtissage, cette activité 
est 3 à 6 fois plus importante (Maleki SJ,  J Allergy Clin Immunol. 2003). 
Les composés de Maillard qui se forment au cours du rôtissage sont incriminés dans certaines 
anaphylaxies à la noix de Pécan (Berrens L. Allergy 1996). 
La comparaison d’immunoblots incubés avec un pool de sérums de sujets ayant une AA à la farine  
de blé, montre une fixation plus importante des IgE sur l’extrait de croute ou de mie de pain que sur 
l’extrait de  levain cru (Simonato B, J Agric Food Chem. 2001). 
Si le rôtissage semble accroître l’allergénicité de l’arachide et la noix de Pecan, en revanche, 
Hansen et al ont montré que ce mode de cuisson ((>140⁰ C pendant plus de 40 mn), diminue de 
100 fois l’allergénicité de Cor a 1.04 et Cor a 2, allergènes de noisette croisant avec certaines 
protéines de bouleau, respectivement la protéine PR- 10 Bet v1 et la profiline Betv 2 (Hansen KS, 
Allergy 2003). Il est néanmoins utile de préciser que les protéines de noisette susceptibles d’induire 
les réactions cliniques les plus sévères, ne sont pas thermolabiles. 
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Le stockage au froid peut également modifier l’allergénicité des aliments. Le stockage des pommes 
à 4⁰C augmente la synthèse d’un allergène de 17 kDa (Hsieh LS, J Allergy Clin Immunol. 1995).  
 
 
II-2-3 Autres  facteurs modifiant l’allergènicité des protéines  
 
Certains procédés agro-alimentaires non-thermiques peuvent également modifier l’allergénicité des 
protéines, notamment l’irradiation (ex l’irradiation aux rayons γ), les traitements sous haute 
pression, le décorticage, le pelage, le broyage, le trempage, la germination et la fermentation.  
 
● Ultrafiltration 
La stabilité des LTP de pêches a déjà été évoquée (stable à 121 °C pendant 10 à 30 min). Seule une 
étape finale d’ultrafiltration permet d’obtenir un jus de pêche garanti sans allergènes au prix d’une 
perte notable des qualités gustatives du jus de pêche (Brenna O, J Agric Food Chem 2000). 
 
● La germination n’est pas connue pour modifier l’allergènicité des protéines ou produire des 
néo-allergènes. Néanmoins, un cas isolé d’anaphylaxie aux pousses d’orge a été récemment 
déclaré au réseau d’Allergovigilance en octobre 2007. 
 
● Modification du pH 
Des pH extrêmes peuvent modifier également la structure des protéines et induire l’expression de 
néo-allergènes comme cela a été observé dans les produits d’hydrolyse du gluten comme 
composant de marshmallows (Lachance P, J. Allergy Clin. lmmunol. 1988) et les isolats de 
protéines de blé qu’on retrouve dans les charcuteries (pâtes, saucisses…) (Leduc V, J Allergy Clin 
Immunol 2003). 
 
● Effet de la cuisson au four à micro-ondes 
L’effet des micro-ondes a été très peu étudié. Un chauffage de la farine de lupin  pendant 30 mn, 
n’induit que des altérations mineures de son allergènicité. Il en est de même après extrusion ou 
ébullition. Seul un traitement à l’autoclave à 138°C et 2,56 atmosphères, pendant au moins 30 mn, 
altère son allergènicité (Alvarez-Alvarez J, J Agric Food Chem. 2005).  
Une étude a également été menée avec le blé (Leszczynska J, European Food Research and 
Technology 2003). La cuisson de la gliadine au micro-onde augmente sa réactivité lorsque 
l’énergie délivrée avoisine 30-40 kJ. Au delà, on observe une diminution progressive de son 
immunoréactivité. 
 
● Irradiation aux rayons γ 
L’irradiation aux rayons gamma semble altérer l’allergénicité de la crevette. La réduction 
d’allergénicité est proportionnelle à la dose d’irradiation (Byun MW, J Food Prot. 2000). Des 
résultats similaires sont observés avec l’α-caséine et la β-lactoglobuline ou l’ovomucoïde de poule. 
Parallèlement à cette réduction d’allergénicité, on observe une diminution de la solubilité des 
protéines du lait de vache, du fait de formation d’agrégats protéiques (Lee JW, J Food Prot. 2001/  
Lee JW, J Food Prot. 2002).  
 
● La fermentation  
Elle contribue le plus souvent à diminuer l’allergénicité des protéines alimentaires. Cela a été 
montré pour le soja et le blé (Kobayashi M. et al. Int J Mol Med. 2004) dont les allergènes sont 
totalement hydrolysés au cours du procédé de fabrication de sauces de soja. 
Le principe d’hydrolyse des allergènes par les ferments traditionnels japonais et en particulier du 
koji qui est un riz inoculé avec Aspergillus oryzae et utilisé pour la fabrication ultérieure du miso, 
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saké ou de la sauce de soja, a été repris pour modifier l’allergènicité de l’arachide.  Pan et al. en 
collaboration avec l’équipe de Sampson, ont comparé l’efficacité d’un mélange probiotique 
ImmuSoy® (Nichimo Cie, Japon) composé d’Aspergillus oryzae et de bactéries lactiques 
(Pediococcus parvulus et Enterococcus faecium) par rapport à Lactobacillus rhamnosus LGG sur 
un modèle murin d’allergie à l’arachide. Les auteurs ont montré l’absolue inefficacité de LGG. En 
revanche, Immusoy® réduit significativement, selon la concentration utilisée, de 30 à 50%, le 
nombre de souris présentant une anaphylaxie à l’arachide après test de provocation. (Pan W, J 
allergy Immunol 2006). 
Des auteurs italiens ont montré que la fermentation de la farine de blé par un mélange probiotique 
(VSL#3, laboratoire Sigma-Tau Pharmaceuticals Inc. Gaithersburg, MD) était capable 
d’hydrolyser les épitopes du gluten en cause dans la maladie cœliaque (De Angelis M. Biochim 
Biophys Acta. 2006). Ultérieurement, cette même équipe a étudié l’hydrolyse des allergènes en 
cause dans l’allergie à la farine de blé (De Angelis M, J Food Prot. 2007).  
 
 
III   EXTRACTION DES ALLERGENES  
 
Si les extraits allergéniques sont certes, comme cela sera développé ultérieurement, souvent moins 
performants que les aliments naturels pour le diagnostic de l’AA, ceux-ci sont néanmoins 
indispensables pour la pratique de tests biologiques. Ils ont d’autre part l’avantage d’une meilleure 
reproductibilité et disponibilité (ex : difficulté d’obtention de fruits frais à toute saison …). 
Les allergènes alimentaires étant pratiquement exclusivement des protéines, les méthodes 
d’extraction/purification utilisées reposent donc sur la chimie des protéines.  
 
 
III-1   Principes de la production d’extraits allergéniques 
 
Différentes méthodes d’extraction des allergènes alimentaires ont été développées afin de pouvoir 
obtenir l’ensemble des allergènes purifiés dans un but diagnostic (préparation d’extrait pour tests in 
vitro et tests cutanés) mais aussi thérapeutiques (immunothérapie). Manifestement, la fabrication 
d’extraits alimentaires pose souvent un problème car la réalisation de prick-in-prick tests avec 
l’aliment frais natif offre une meilleure sensibilité tout en gardant sa spécificité, en particulier pour 
les fruits aqueux et certaines graines comme le sésame. Ces méthodes d’extraction sont 
effectivement soumises à diverses contraintes.  

La première est d’extraire l’ensemble des allergènes. Certaines protéines, compte tenu de 
leurs propriétés physico-chimiques, ne peuvent être extraites que dans certains solvants. Par 
exemple, pendant longtemps, les extraits aqueux commerciaux disponibles pour le diagnostic de 
l’allergie à la farine de blé n’ont permis que de tester la fraction soluble albumines-globulines, si 
bien que la sensibilisation à certaines fractions du gluten (non hydrosoluble) n’était pas objectivée 
(Battais F, Clin Exp Allergy 2003 ), responsable d’une sous-évaluation de certains tableaux comme 
l’anaphylaxie à la farine de blé induite par l’effort, lorsque seuls les extraits commerciaux étaient 
utilisés. Jusqu’à ce jour, pour le diagnostic de l’AA, les PT sont préférentiellement réalisés avec des 
aliments frais ou congelés (Dreborg S. Allergy Proc 1991). Ortolani et al. par exemple, ont comparé 
la réactivité cutanée chez des sujets polliniques présentant un syndrome oral à certains fruits et 
légumes. Pour la pomme, l’orange, la tomate, la carotte, la cerise, le céleri et la pêche, la sensibilité 
des prick-in-prick tests aux aliments frais s’avérait supérieure à celle des prick-tests effectués avec 
les extraits commerciaux testés (Ortolani C, J Allergy Clin Immunol. 1989).  
Dans certaines anaphylaxies au sésame, le diagnostic est encore plus difficile car l’allergologue ne 
peut s’appuyer ni sur des tests cutanés -que ce soit avec un extrait commercial ou avec des graines 
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de sésame natives-, ni sur une recherche conventionnelle d’IgE spécifiques par les méthodes 
immuno-enzymatiques actuellement commercialisées (Immunocap Phadia, DPC…). Ces allergies 
au sésame sont liées à une protéine récemment identifiées : l’oléosine (V Leduc, Allergy 2006). 
Cette protéine composée de 2 sous-unités de 15 et 17 kDa, contenue dans les corps huileux de la 
graine de sésame, ne peut être mis en évidence qu’après des procédures particulières d’extraction 
(ajout de détergent, élution ionique, traitement chaotropique à l’urée…)  

La deuxième contrainte est que les procédés d’extractions des allergènes ne doivent pas 
altérer leur allergènicité. Ceci est particulièrement important lorsqu’il s’agit de protéines 
comportant des épitopes conformationnels (fruits et légumes aqueux), comme cela a été montré par 
exemple pour la pomme (Ferrer A. Ann Allergy Asthma Immunol. 2005). En effet, le principal 
allergène, Mal d 1, étant un allergène thermosensible, la fabrication d’un extrait de pomme doit 
donc se dérouler a basse température (Vieths S, et al. Allergy. 1994).  

La troisième contrainte est que les méthodes d’extraction doivent être reproductibles et faire 
l’objet de contrôles qualitatifs et quantitatifs réguliers. 
La qualité et la reproductibilité des extraits sont inhérentes à la stabilité de la teneur en allergènes 
dans la matière première utilisée. Ceci est particulièrement difficile à obtenir pour les aliments 
même si l’espèce voire le cultivar est identique (Carnes J et al.  Ann Allergy Asthma Immunol. 
2006). En effet, la teneur relative en allergènes varie sensiblement selon les conditions climatiques, 
le degré de maturité (Hsieh LS, J Allergy Clin Immunol. 1995), les pesticides et autres substances 
environnantes comme les traitements à l’éthylène qui accroissent l’expression des chitinases du 
groupe I (Sánchez-Monge R, J Allergy Clin Immunol. 2000) ou les traitements thermiques: stockage 
au froid (Hsieh LS, J Allergy Clin Immunol. 1995) ou cuisson (cf. chapitre sur la modification de 
l’allergénicité des protéines).  
Au sein de l’aliment lui-même, il existe une variation importante des allergènes. Ainsi, dans la 
mangue, le noyau est plus riche en allergènes que la pulpe (Fernandez C, J Clin Exp Allergy. 1995), 
dans le groupe des fruits rosacées, les LTP sont essentiellement contenues dans la peau (Asero R, 
Ann Allergy Asthma Immunol. 2001) et pour le poisson, le taux de parvalbumine varie selon le type 
de musculature et un gradient rostro-caudal  (Kobayashi A, Allergy 2006) 
Les matières premières contenant les allergènes alimentaires sont donc extrêmement variées. Elles 
contiennent elles mêmes de nombreux allergènes mais aussi d'autres molécules irritantes ou non et 
sans caractère allergénique, qui devront être retirées lors des étapes de purification de l’extrait. 
 
Extraction 
Les premiers essais d’extraction datent du début du XXème siècle avec les travaux de Noon (Noon L. 
Lancet 1911). Cette étape consiste à extraire les protéines de la matière première sélectionnée, à 
l'aide d'un liquide extractif. Ce processus ne doit pas entraîner de modifications dans la 
composition, ni dans l'activité allergénique ou dans le rapport entre les différents composants. 
L'extraction doit reproduire, autant que possible des conditions physiologiques (contact de 
muqueuses et peau) qu’on essaie d’approcher par ajustement du pH et de la force ionique du liquide 
extractif. Certaines conditions d’extraction comme la température ou la durée, sont des facteurs 
d’altération de la qualité de l’extrait, notamment celle des fruits à pulpe, du fait de la thermolabilité 
de certains allergènes ou de la présence d’enzymes endogènes protéolytiques capables de dénaturer 
certaines protéines. Ce dernier phénomène nécessite l’ajout d’inhibiteur de protéases lors de la 
préparation de l’extrait (Vieths S, Allergy 1998). L’arachide est en revanche peu sensible aux 
modifications des conditions d'extraction. Différents liquides extractifs peuvent être employés : 
l’éthanol est utilisé pour l’extraction des protéines du gluten tandis que des solvants organiques (ex. 
éther, hexane…) permettent d’extraire des protéines présentes dans des aliments riches en lipides 
comme l’arachide. Les liquides extractifs contiennent le plus souvent des sels à effet tampon 
pour maintenir un pH stable, car celui-ci peut influencer la quantité de protéines extraites comme 
cela a été montré pour l'extrait de pomme (Hsieh LS, J Allergy Clin Immunol. 1995).  



- 25 - 

Le risque de développement bactérien est également à prendre en compte, c’est une des raisons 
pour lesquelles les procédés d’extraction se réalisent à basse température. 
 
Purification 
Elle consiste principalement en l’élimination de petites molécules (généralement des sels) 
essentiellement par dialyse ou ultrafiltration. Plus rarement, des procédés de chromatographie 
d'exclusion ou de fractionnement par précipitation suivie d'un relargage peuvent être appliqués. 
L'ultrafiltration permet aussi de concentrer l'extrait. Les chromatographies qui sont rarement 
utilisées pour l’obtention d’extraits conventionels d’allergènes alimentaires, contribuent en revanche 
à l’obtention de protéines isolées, par exemple, de certaines fractions protéiques du blé. 
 
Conservation 
La meilleure façon de conserver l’extrait tout en maintenant une activité allergénique stable, est la 
conservation dans le glycérol à 50% -essentiellement utilisé pour la pratique de prick-tests- ou la 
lyophilisation (ou cryodessiccation) (Esch RE. Methods 1997). La lyophilisation permet d'obtenir 
les extraits sous forme de poudre sèche, destinée aux préparations stériles pour IDR ou usage 
thérapeutique. Varjonen et al. ont étudié la conservation d’extrait de blé, orge et seigle. Ils ont 
montré que la fixation des IgE en Western-blot reste identique dans du glycérol à 50%, après 21 
mois de conservation à 4°C et après 10 mois de conservation à 20°C. Lorsque les protéines sont 
reconstituées dans du phénol à 0,4%, la capacité de l’extrait à fixer les IgE diminue dès le premier 
mois (Varjonen E, Clin Exp Allergy 1996). 
 
Standardisation des allergènes dans l’extrait  
Les quantités d’allergènes protéiques présents dans les extraits sont des données internes de 
laboratoires et il  n’existe pas de référence internationale permettant la standardisation.  
Les techniques d'analyse qualitative permettent de déterminer la nature physico-chimique et 
éventuellement antigénique et allergénique des protéines de l'extrait étudié. Le contrôle de l’activité 
antigénique de l’extrait repose essentiellement sur la pratique d’électrophorèses des protéines 
contenues dans l’extrait, qui permet de valider la pureté de l’extrait, et des immunoélectrophorèses 
en présence d’IgE sériques de sujets allergiques et de sujets contrôles sains ou bien en utilisant des 
Ac provenant d’animaux préalablement immunisés vis-à-vis de l’allergène étudié. Ces méthodes 
sont utilisées pour la caractérisation de la PRI (préparation de référence interne) avant l'étape de 
standardisation in vivo. Lorsque la production d’un même extrait est amenée à se répéter, l’étape 
suivante est la standardisation in vitro afin d'assurer la production d'extraits à usage diagnostique ou 
thérapeutique de « puissance allergénique » constante d'un lot à l'autre, c’est à dire de capacité à 
fixer les IgE de sujets allergiques. Pour y parvenir, les lots produits sont soumis à une analyse 
qualitative et quantitative de leur contenu en allergènes. 
 
L'analyse qualitative vise à déterminer la composition protéique à l'aide de méthodes physico-
chimiques et la composition allergénique par des méthodes immunochimiques ont développées 
dans le chapitre précédent. 
L'analyse quantitative sert à déterminer la concentration en protéines totales et la puissance 
allergénique relative par comparaison à la préparation de référence interne (PRI). Elle comporte le 
dosage de certaines activités enzymatiques (ex. phospholipase A2 des venins d'hyménoptères) ou le 
dosage pondéral d’allergènes majeurs.  
 
La dégradation des allergènes au cours des procédures d’extraction ou du fait de la présence 
d’enzymes dans l’extrait ainsi que la variabilité de la teneur en allergènes, sont des problèmes 
quasi incontournables lorsqu’on utilise des extraits naturels composites et ceci contribue de façon 
importante à la mauvaise corrélation observée entre l’histoire clinique et le résultat des tests de 



- 26 - 

provocation d’une part et celui des tests cutanés et du dosage des IgE spécifiques d’autre part, ces 
derniers étant basés sur ces extraits (van Ree R. et al. Pharmeuropa Bio 2005). Ceci est 
particulièrement important pour l’exploration des réactivités croisées entre pollens et les aliments 
de la famille des Apiacées. Dans les études qui comparent les résultats des TPO en double aveugle 
(DBPCFC) à la carotte d’une part et la sensibilité des prick-tests et du dosage des IgE spécifiques 
d’autre part, Ballmer-Weber et al. ont montré que la sensibilité du PT avec l’extrait commercial de 
carotte testé ne dépassait pas 26% alors qu’elle était de 100% pour le prick-in-PT avec la carotte 
native crue (Ballmer-Weber BK, et al. J Allergy Clin Immunol. 2001). A contrario, le dosage d’IgE 
spécifiques in vitro pose des problèmes de spécificité, notamment du fait de la présence d’Ac anti-
carbohydrates, objectivant des sensibilisations qui ne se traduisent pas cliniquement et pourraient 
générer des régimes d’éviction inutiles.  
 
Ce constat a suscité l’amélioration des procédures de séparation et purification afin d’obtenir des 
extraits ne comportant qu’une unique protéine naturelle purifiée. 
Néanmoins, ces procédures sont lourdes à mettre en œuvre, et le plus souvent elles ne permettent 
pas de produire un volume de protéines à l’échelle industrielle, comme en témoigne le fait 
qu’aucun kit commercial utilisant une protéine naturelle purifiée ne soit mis à disposition pour le 
dosage d’IgE spécifiques aux allergènes alimentaires, à grande échelle.  Dans le domaine du 
diagnostic des allergies IgE dépendantes, seuls deux ImmunoCap avec allergènes naturels purifiés 
-l’allergène majeur du pollen d’olivier n Ole e 1 et un allergène mineur du pollen de bouleau n Phl 
p 4- ont été commercialisés jusqu’à présent. Ceci témoigne probablement des difficultés à 
poursuivre dans cette direction. 
Le développement des biotechnologies en revanche, semble permettre de produire à l’échelle 
industrielle, des protéines recombinantes mimant les protéines naturelles à un côut moindre. 
 
 
III-2    Synthèse des allergènes recombinants 
 
I1 existe deux stratégies pour déterminer la séquence à cloner en vue de la production. La première 
consiste à partir de l'allergène natif, de le purifier, de déterminer sa séquence en acides aminés, 
d'en déduire la séquence en nucléotides de l'ADN qui le code, de construire cet ADN, de 
l'incorporer dans un vecteur qui ira infecter une cellule hôte (bactérie, levure...) dans laquelle ce 
gène pourra s'exprimer sous la forme d'une protéine recombinante.  
La deuxième approche consiste à isoler l'ensemble des ARN messagers de la protéine qu’on 
cherche à synthétiser, à le faire exprimer après l'avoir copié en ADN (cDNA) dans des cellules 
hôtes, capables de produire en grand nombre les molécules d’intérêt. Les allergènes recombinants 
seront reconnus, après lyse des cellules hôtes, par les IgE de sujets allergiques. L'identification des 
allergènes recombinants produits passe ensuite, par l’analyse de leurs caractéristiques 
immunochimiques. Chacune de ces deux approches possède ses avantages et inconvénients.  
 
• A partir de l'allergène purifié 
Un nombre relativement restreint d'allergènes alimentaires hautement purifiés ont été produits. 
Pour cette approche il faut tout d’abord disposer de l’allergène naturel avec un haut degré de pureté 
pour pouvoir le séquencer et ensuite, si la technique de purification fait intervenir des IgE de 
patients, les étapes préliminaires à la purification ne doivent pas altérer la structure de l’allergène.  
Les techniques de purifications sont souvent lourdes à mettre en œuvre, notamment si l’allergène 
d’intérêt est présent en faible quantité. A l’étape ultime de purification, il faut s’assurer de 
l’absence d’isoformes naturelles. 
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De nombreux allergènes et des séquences N-terminales bloquées rendent difficile, voire 
impossible, le micro-séquençage nécessaire à la détermination ultérieure de la séquence 
oligonucléotidique (G. Peltre. Rev Fr Allergol Immunol Clin 1995). 
 
• A partir de l'ARN-messager 
La synthèse de protéines recombinantes à partir d’ARNm est une technique beaucoup moins lourde 
à mettre en œuvre que celle passant par la purification de protéines. En revanche, cette technique 
nécessite la connaissance de la séquence nucléotidique de la protéine ou de protéines de la même 
famille pour amplifier l’ADN. Ces deux approches ne diffèrent finalement qu’au début du 
processus c’est-à-dire jusqu’à l’obtention de la séquence à cloner car une fois le clone obtenu, les 
étapes suivantes sont identiques. 
Les allergènes recombinants ainsi produits ne sont pas toujours produits dans leur configuration 
native par la cellule hôte (E. coli, Pichia pastoris…) et de ce fait, le problème de la reconnaissance 
des protéines par les IgE des sujets allergiques à l’aliment étudié, peut également se poser.  
La caractérisation physico-chimique classique des allergènes (point isoélectrique (pI) et masse 
moléculaire) peut également varier, soit à cause de modifications conformationnelles, soit par 
l'addition à leur chaine d'acides aminés, d'un fragment protéique recombinant co-exprimé. 
L’identification avec les critères classiques pI et MM, reste une source de controverses. Leur 
caractérisation comporte néanmoins une épreuve d’inhibition par l'allergène recombinant de la 
reconnaissance de l'allergène natif par les IgE humaines qui permet de réhabiliter certaines 
isoformes recombinantes, si leur immunoréactivité est démontrée.  
 
Différentes voies d’approche permettent d’optimaliser les stratégies de production d’allergènes 
recombinants et de contrôler les propriétés des protéines issues de cette synthèse. 
 
* Etude des anticorps anti-allergène 
Des immunoadsorbants ont permis de purifier des anticorps spécifiques et donc de mieux étudier la 
quantité et la qualité de ces anticorps (isotypes, affinité...). 
 
* Etude des réactions croisées entre allergènes 
La connaissance des séquences nucléotidiques ou d'Aa des allergènes permet la recherche en 
banque de données des identités ou homologies existant avec d'autres molécules déjà connues.  
 
* Etude des épitopes 
La recherche des épitopes B peut se faire à l'aide d'un ensemble d'anticorps monoclonaux dirigés 
contre la molécule entière, native ou recombinante, soit par la technique ELISA ou par la technique 
des biosenseurs. Une carte des épitopes peut être dressée et comparée à la reconnaissance de la 
molécule par les IgE et IgG4  humains (Shreffler WG, et al. J Allergy Clin Immunol. 2005/ 
Shreffler WG, et al.  J Allergy Clin Immunol. 2004). Les épitopes T peuvent être étudiés par des 
peptides ou fragments d'allergènes obtenus soit par génétique moléculaire, synthèse in vitro de 
peptides chevauchants ou par hydrolyse enzymatique (Bohle B, Clin Exp Allergy. 2005). Incubés 
avec des suspensions cellulaires, leur capacité à induire une stimulation in vitro sera recherchée. 
 
* Etude des isomorphes d'allergènes 
Leur signification au niveau de la classification des espèces du vivant et de la pathogenèse de 
l'allergie constituent encore un défi (Jenkins JA, et al. J Allergy Clin Immunol. 2007). Des progrès 
récents montrent de subtiles différences dans le spectre des iso-allergènes, à la fois selon l'origine 
et la nature de l’aliment ainsi que dans la réponse immunitaire d’un patient à l’autre. Ces variants 
moléculaires constituent des outils naturels ou recombinants pour l'étude fine de la spécificité de la 
spécificité de la réponse immunitaire aux allergènes. 
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Les allergènes recombinants sont de remarquables sources d'allergènes hautement purifiés qui ont 
permis de spectaculaires progrès en recherche tant fondamentale qu'appliquée pour le diagnostic et 
la thérapeutique. A l’instar de ce qui a été développé pour le traitement des allergies respiratoire 
aux pollens de bouleau avec l’utilisation de dérivés hypoallergéniques Bet v1 (Mahler V. et al. 
Clin Exp Allergy. 2004), les premières immunothérapies avec administration d’allergènes 
recombinants, émergeront dans un proche avenir, pour le traitement de certaines allergies 
alimentaires chez l’homme (Swoboda I et al. J Immunol 2007).  
 
 
 
IV  DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DE L’ALLERGIE ALIMENTAIRE  
 
IV-1 Mesure de la réaction IgE-dépendante spécifique de l’allergène 
 
Il s’agit de la mise en évidence chez un individu, d’une synthèse d’IgE spécifiques d’un allergène 
alimentaire. Par définition, ces mesures d’IgE spécifiques quantitatives ou qualitatives, ne 
s’adressent qu’aux réactions IgE-dépendantes. Elles n’explorent donc qu’une partie des maladies 
allergiques et ne sont pas pertinentes dans les AA à médiation cellulaire. Jusqu'à ce jour, nous ne 
disposons pas d’outils biologiques permettant d’explorer de manière simple, fiable et peu couteuse,  
les autres allergies alimentaires non IgE-dépendantes 
 
 
IV-1-1 Tests biologiques d’identification unitaire d’IgE spécifiques 
 
La méthode qualitative repose sur les immunoempreintes et les tests d’activation cellulaires qui 
objectivent la fixation d’IgE sur différentes protéines allergéniques constitutives d’un aliment 
parfois complexe, avec un profil de fixation variant d’un individu à l’autre, tandis que la 
quantification des IgE spécifiques sériques, correspond à une réponse globale, toutes les IgE-
réactivités entre les IgE du patient et les différentes protéines allergèniques de l’extrait sont 
« additionnées » dans le résultat.  
 
 
IV-1-1-a. Quantification des IgE spécifiques vis-à-vis d’extraits allergéniques 
conventionnels : 
Le terme de « RAST » (Radio Allergo-Sorbent Test), technique développée en 1967 (Wide L, et al. 
Lancet 1967), encore souvent employé à tort pour désigner de manière générique l’ensemble des 
méthodes de dosage des IgE spécifiques, correspond à un procédé technique qui n’est plus utilisé. 
La quantification actuelle des IgE sériques repose sur des méthodes immuno-enzymatiques  
À de rares exceptions près, la mesure de l’IgE-réactivité sérique est réalisée avec des tests 
effectués en routine dans les laboratoires d’analyses de biologie médicale, de manière semi-
automatisée. ImmunoCap® du laboratoire Phadia et Immulite® du laboratoire DPC sont les deux 
principaux tests commercialisés en France. Les fabricants de ces tests ont choisi des procédés 
techniques variés, tant pour la présentation des allergènes que pour la séquence analytique. Les 
différentes techniques de dosage des IgE spécifiques ont été récemment revues et comparées par C. 
Hamberger et al. (Hamberger C, Spectra Biol 2003). 
- l’extrait allergénique est fréquemment fixé par voie chimique sur un support solide afin de 
faciliter les étapes de lavage au cours de l’analyse. Certains industriels ont préféré une autre voie 
où les allergènes se présentent sous forme libre, biotinylée 
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- les étapes analytiques peuvent être assez différentes selon les procédés commerciaux. Par 
exemple, une séquence analytique commençant par la fixation des IgE sur le support solide et non 
par le contact des allergènes et du sérum permet d’éviter la liaison éventuelle des IgG du sérum 
avec les allergènes. Les trois schémas analytiques principaux actuellement commercialisés ont été 
publiés dans le rapport officiel français sur l’indication du dosage des IgE spécifiques dans le 
diagnostic et le suivi des maladies allergiques, en mai 2005, à la demande de l’HAS. 
L’expression « dosage des IgE spécifiques » porte à confusion, du fait de l’absence d’étalon. Un 
standard OMS existe pour le dosage des IgE totales, mais pas pour les IgE spécifiques dont la 
mesure est exprimée en unités arbitraires (kU/l), non transposables d’un extrait à un autre, ni d’un 
fabricant de réactif à un autre. 
 
Intérêt du dosage unitaire des IgE spécifiques d’allergènes alimentaires : 
Le dosage des IgE spécifiques permet non seulement d’objectiver une sensibilisation à l’aliment, a 
l’instar de ce qui a été montré avec le diamètre des prick-tests (Cf. chapitre I-2-2-a), au delà d’un 
certain seuil, la valeur des IgE est prédictive d’une AA. Cela a été objectivé pour certains aliments: 
le lait, l’œuf, l’arachide, le poisson et le sarrasin avec une certitude entre 90 et 100% (B. 
Niggemann, et al. Allergy 2005). Sur le plan pratique, lorsqu’un patient présente un taux d’IgE 
spécifiques au lait, œuf, arachide, poisson ou sarrasin, supérieur ou égal à ces seuils, le diagnostic 
d’allergie alimentaire est certain, sans avoir à le confirmer par un test de provocation orale. 
Ce seuil varie néanmoins considérablement selon les auteurs. Lorsque l’étude est effectuée chez 
des NRS, le seuil prédictif tend à baisser. Chez le grand enfant et l’adolescent, la VPP passe de 32 
et 13 kU/l pour Sampson et al. (Sampson H et al. JACI 1997/  Sampson H et al. JACI 2001) à 5 
kU/l pour Garcia-Ara et al. (Garcia-Ara et al. JACI 2001). La grande variabilité du seuil prédictif 
selon les auteurs et les pays, est probablement liée au fait que les tableaux cliniques ne sont pas 
homogènes d’un groupe à l’autre.  
 
IV-1-1-b.  Quantification des IgE spécifiques pour des protéines naturelles purifiées et 
recombinantes (PR) : 
 
Depuis 30 ans, à la suite des premiers travaux sur la parvalbumine de la morue (Elsayed S. Int 
Arch Allergy Appl Immunol. 1977) de nombreuses équipes ont contribué à la mise au point de 
procédés d’extraction et purification des principales protéines alimentaires impliquées dans 
l’allergie alimentaire. La comparaison du dosage d’IgE spécifiques vis-à-vis de l’allergène brut par 
rapport au dosage séparé d’IgE dirigées contre les principaux allergènes naturels purifiés est un 
préalable indispensable à l’étude de l’allergénicité des protéines isolées et il est donc nécessaire de 
pouvoir disposer d’un extrait allergénique à teneur quantifiable et stable.  
Palmer et al. ont ainsi montré en Immunocap®, que les IgE des patients allergiques à l’arachide 
reconnaissaient plus souvent Ara h 2 naturel que Ara h 1 (Palmer GW, Clin Immunol. 2005). Dans 
une étude rétrospective de 96 enfants suivis pour une allergie à l’arachide, Bernard et al. ont  
comparé le dosage des IgE sériques en méthode EAST (enzyme allergosorbent test) vis-à-vis d’un 
extrait brut d’arachide et des protéines purifiées n Ara h 1 et 2 (Bernard H, Allergy 2003). Cette 
équipe a confirmé la supériorité du dosage des IgE anti Ara h 2 par rapport à Ara h1 pour le 
dépistage de l’allergie à l’arachide. Cependant, le dosage des IgE vis-à-vis ces deux protéines 
purifiées est moins sensible qu’un dosage d’IgE à l’extrait total, pour dépister une allergie à 
l’arachide chez l’enfant : 88,5% de positivité pour l’extrait total versus 77% et 56% pour 
respectivement n Ara h 2 et n Ara h 1.  
 
Différentes protéines naturelles purifiées ou recombinantes peuvent être mélangées afin 
d’approcher la composition d’un extrait naturel. Ces mélanges ont l’avantage d’offrir un extrait où 
toutes les protéines allergéniques connues sont présentes et à des teneurs et proportions fixes, non 
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soumises aux variations d’ordre génétique ou environnementale (climat, saison, pollution, 
hormones,…). La sensibilité de l’ImmunoCAP composé de trois PR: r Pru av 1, r Pru av 3 et r Pru 
av 4, est ainsi supérieure à celle de l’extrait naturel pour le diagnostic de l’allergie à la cerise 
(Reuter A et al. Clin Exp Allergy 2006). Si dans un prochain futur, le diagnostic de l’AA IgE 
dépendante doit essentiellement reposer sur la mise en évidence d’IgE spécifiques de PR, il sera 
nécessaire de comparer leur immunoréactivité à celle des allergènes naturels purifiés. 
Un des intérêts des PR par rapport aux protéines naturelles purifiées, repose sur le fait que la 
synthèse par des bactéries (E. coli) permet d’obtenir des protéines non glycosylées et de 
s’affranchir de réactivités croisées in vitro, non cliniquement « relevantes », liées aux IgE anti-
carbohydrates-hydrates (CDD). En effet, dans les levures, plantes supérieures, insectes et les 
cellules mammifères qui peuvent être utilisés comme cellules hôtes, les protéines subissent des 
mécanismes post-traductionnels qui ajoutent des glycosylations. En revanche, ce n’est pas le cas 
dans les cellules procaryotes. Cependant, dans certains cas, l’absence de glycosylation des 
protéines recombinantes pourrait contribuer à réduire leur immunoréactivité et la sensibilité du test 
par rapport aux extraits naturels. Ainsi, les allergènes des acariens du groupe 1 produits dans les 
bactéries ne réagissent que dans 50 p. cent des cas avec les IgE spécifiques des patients sensibilisés 
aux acariens domestiques, comparativement avec l'allergène naturel Der p 1 ou Der f 1 (Pauli G. 
Rev Fr Allergol 1997). Lorsque d’autres systèmes d'expression sont utilisés comme les levures 
(Chua KY, et al. J Allergy Clin Immunol. 1992) ou les cellules d'insectes (Noguchi E. et al. Int. 
Arch. Allergy Immunol., 1996) qui permettent la glycosylation des protéines recombinante, on 
observe une meilleure corrélation entre le dosage des IgE réalisés avec l'allergène naturel et le 
recombinant. De même, l'allergène rDer f 1 a une activité équivalente à l'allergène naturel dans les 
expériences d'inhibition (Noguchi E et al. Int. Arch. Allergy Immunol. 1996). Ainsi la production 
sur levures (Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae …) ou par le système baculovirus/cellules 
d'insectes pourrait être plus performante, pour certains allergènes alimentaires notamment ceux 
dérivant des arthropodes (allergènes des crustacés…). Néanmoins, d’autres facteurs non liés aux 
phénomènes de glycosylations peuvent également intervenir. Par exemple, Ber e1 de la noix du 
Brésil est produite sur Pichia pastoris car cet allergène est naturellement produit sous forme d’un 
précurseur que les bactéries ne savent pas maturer pour éliminer certaines régions. 
Les progrès biotechnologiques permettent désormais de produire des protéines à l’échelle 
industrielle. Le couplage des protéines recombinantes (PR) à des méthodes immuno-enzymatiques 
validées a permis de commercialiser des kits de détection d’IgE sériques vis-à-vis de diverses PR 
alimentaires en Immunocap® (laboratoire Phadia, Uppsala, Suède): 
- l’oméga 5 gliadine (r Tri a 19) (Matsuo H, et al. Allergy 2008) 
- l’albumine 2S de la noix du Brésil (r Ber e 1) (Alcocer MJ, et al. J Mol Biol. 2004). 
- r Gly m 4, protéine PR-10, Bet v 1 like, impliquée dans certaines anaphylaxies au soja (Mittag D. 
et al.  J Allergy Clin Immunol. 2004). 
- Ara h 1, 2, 3 et Ara h 8, protéine Bet v 1 like (Mittag D, Mol Immunol. 2006) 
- divers allergènes de la pêche: r Pru p 1, protéine Bet v 1 like, r Pru p 3 (Díaz-Perales A, Sanz 
ML, et al. J Allergy Clin Immunol. 2003), et r Pru p 4, une profiline.  
- la parvalbumine de carpe r Cyp c 1 (Swoboda I, J Immunol. 2002) et la tropomyosine de crevette 
r Pen a 1 (Reese G et al.  Clin Exp Allergy 2006).  
Les allergènes recombinants ont le gros avantage d’obtenir des extraits de composition toujours 
identique et de jouer sur la quantité relative de chacun des constituants de l’extrait. Dans un extrait 
brut conventionnel, certains allergènes naturels fragiles peuvent se perdre ou s’altérer aux cours 
des différents processus de purification. Dans certains kits de mesure des IgE spécifiques, une 
certaine quantité de PR a été ajoutée à l’extrait naturel, pour améliorer la sensibilité du test 
(« spiking » des extraits). Ainsi l’extrait pour l’ImmunoCap® latex commercialisé depuis quelques 
années par le laboratoire Phadia (Upsalla Suède) est enrichi en rHev b 5, allergène majeur. Plus 
récemment, l’extrait destiné à la détection d’IgE spécifiques de la noisette par la même technique 
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(ImmunoCap®) a été « spiké » avec r Cor a 1.04, protéine de la famille PR-10 croisant avec le 
pollen de bouleau (Andersson K, et al. Allergy 2007) afin d’augmenter les performances du test. 
 
L’étude de la réponse des IgE ciblée sur un allergène permet de mieux comprendre les phénomènes 
d’allergie croisée entre différents aliments ou entre aliments et certains allergènes respiratoires. En 
cas d’anaphylaxie sévère, elle permet de conseiller l’éviction préventive de certains aliments pour 
lesquels l’homologie des protéines serait élevée. Le développement rapide dans les années à venir 
d’autres kits de dosage d’IgE spécifiques d’allergènes recombinant permettra de mieux cerner les 
sujets à risque de réaction grave. En effet, dans l’AA aux fruits du groupe des Rosacées, la mise en 
évidence d’IgE spécifiques vis-à-vis de protéines thermo- et gastro-résistantes comme une 
sensibilisation à des LTP (exemple  rPru av 3 pour la cerise, est un facteur de gravité qui justifiera 
des conseils d’éviction plus restrictive. (Ballmer-Weber BK, Rev Fr Allergol 2007/ M. Morisset et 
al., Rev Fr Allergol Immunol Clin. 2008. Cf Annexe 2). 
L’utilisation d’allergènes recombinants laisse espérer une amélioration de la sensibilité et de la 
spécificité des tests d’identification des IgE spécifiques dans le sens d’une discrimination entre 
allergie vraie et sensibilisation croisée non cliniquement relevante. Cela a été montré par exemple 
pour le diagnostic de l’AA à la carotte qui concernerait 25 % des sujets ayant une AA et vivant en 
Europe centrale. Ballmer-Weber et al. ont comparé la réactivité in vitro des IgE spécifiques vis-à-
vis de 2 isoformes de l’allergène majeur de la carotte Dau c 1 (Dau c 1.0104 et Dau c 1.0201) chez 
des patients allergiques à la carotte, des sujets allergiques aux pollens de bouleau mais non 
allergiques à la carotte et chez des témoins non atopiques. La mise en évidence d’IgE spécifiques à 
Dau c 1.0104 permet de diagnostiquer 98% des patients mais avec une sensibilité médiocre. En 
revanche, si la mise en évidence d’IgE spécifique dirigées contre l’autre isoforme Dau c 1.002 est 
peu sensible (65% de positivité en cas d’AA à la carotte), celle-ci confère une bonne spécificité  -
recherche d’IgE spécifiques positive chez seulement 1/25 patients polliniques mais sans AA à la 
carotte-, lorsque la recherche d’IgE est couplée à ces 2 isoformes (Ballmer-Weber BK, Clin Exp 
Allergy. 2005).  
Le travail de C. Astier et al. (Astier C. et al. J Allergy Clin Immunol. 2006- Cf. annexe 5) 
concernant le diagnostic de l’AA à l’arachide à partir des PR rAra h 1, Ara h 2 et Ara h 3 a été 
poursuivi par une étude comportant un nombre supérieur de sujets (94 allergies à l’arachide) dont 
la réponse IgE in vitro, a été comparée avec celle de sujets polliniques sans AA à l’arachide et celle 
de témoins non atopiques. Ce travail encore non publié, portant sur la le dosage des IgE 
spécifiques vis-à-vis de r Ara h 1, 2, 3 et 8 (communication au symposium Cicbaa, Nancy 2007) a 
montré que lorsqu’on mesure les IgE sériques vis-à-vis de ces 4 allergènes recombinants, la 
sensibilité et la spécificité du test approche 99%. 
Cette immunoréactivité peut être objectivée in vitro par tests d’activation cellulaire (Cf. chapitre 
IV-2-3). Elle peut et doit être -si l’objectif recherché est celui de contribuer au diagnostic de l’AA- 
au moins équivalente à celle d’allergènes naturels comme l’ont montré Swoboda et al. avec le 
développement de la PR de carpe r Cyp c 1 (Swoboda I, et al. J Immunol. 2002) ou plus 
récemment, Wallowitz et al., pour le recombinant de la globuline 11 S de sésame, rSes i 6, et de 
noix rJug r 4 (Wallowitz ML. Clin Exp Allergy 2007). 
 
 
 
IV 1-2 Analyses immunologiques qualitatives des IgE spécifiques 
 
IV 1-2-a.  Immunoempreintes 
Les immunoempreintes ou immunoblots, cherchent à mieux préciser l’origine de l’IgE-
réactivité sérique du patient vis-à-vis d’un produit allergisant donné.  
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Ces tests comportent une étape initiale de séparation électrophorétique - le plus souvent en SDS 
PAGE - des protéines contenues dans l’extrait alimentaire testé.  
Les protéines sont ensuite transférées depuis le gel sur une membrane -le plus souvent de type 
PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) - qui sera ensuite incubée en présence du sérum du patient et 
d’un sérum témoin. Il s’agit d’un buvardage de western ou western blot (le transfert sur 
membrane étant comparé à une empreinte sur buvard. Buvard = blot en anglais). 
Après lavages successifs, la membrane est ensuite incubée avec un Ac anti-IgE humaine marqué 
(radioactif ou photosensible) qui permet de révéler l’IgE-réactivité sous forme de bandes. La 
position de ces dernières, en comparaison à une échelle de protéines marqueurs colorées de 
masse moléculaire connue (kDa), indique la réactivité du patient vis-à-vis de tel ou tel allergène 
dans l’extrait alimentaire testé. 
 
 
IV-1-2-b.  Iso-électrofocalisation (IEF)  
Il s’agit d’une technique analytique qui sépare les protéines selon leur point isoélectrique, donc 
leur charge, par migration dans un gel de polyacrylamide ou d'agarose contenant des petites 
molécules amphotères (les ampholytes), qui créent un gradient de pH. La migration effectuée en 
conditions natives, sans détergent, permet de visualiser des molécules dans leur état naturel. 
Les protéines dénaturées exposent à leur surface des charges naturellement enfouies, ne 
migrent pas dans les mêmes conditions. L'IEF permet également de visualiser les isoformes 
des allergènes, molécules immunologiquement très proches, issues de variations génétiques. 
Ces protéines peuvent également être transférées sur une membrane selon la méthode western 
précédemment développée, pour étudier la fixation préférentielle des IgE vis-à-vis des 
différentes isoformes ou de protéines masquées en électrophorèse unidimensionnelle ou en 
condition dénaturante. 
 
Dans certains cas, l’étude des protéines capables d'induire une fixation des IgE se complète d’un 
micro séquençage. La bande ou le spot protéique d’intérêt est excisé du gel puis analysé en 
spectrométrie de masse. L’analyse protéique est complétée par une phase bioinformatique basée 
sur l’utilisation de logiciels spécialisés et la consultation des banques de données des séquences 
protéiques pour identifier les protéines candidates.  
La spectrométrie de masse Maldi-tof (matrix-assisted laser desorption ionization time of 
flight) permet ainsi d'établir des cartes de masses polypeptidiques que l'on compare aux cartes 
de masse théoriques des protéines répertoriées dans les banques de données pour tenter 
d’identifier la nature de l’allergène en cause. 
 
 
IV-1-2-c Peptides spots et microarrays 
 
Quelques équipes depuis ces dernières années développent également des « puces à allergènes » 
permettant de tester simultanément l’IgE-réactivité vis-à-vis de dizaines d’allergènes différents 
tout en utilisant des quantités très faibles de sérum (Hiller R, et al. FASEB J. 2002).  
Dans le chapitre précédent, nous avons vu que le développement des allergènes recombinants 
permettait d’améliorer la sensibilité et la spécificité du diagnostic in vitro comme cela a été montré 
avec les proteines recombinants r Pru av 1, r Pru av 3 and r Pru av 4 pour le diagnostic de l’AA à 
la cerise (Reuter A et al. Clin Exp Allergy 2006) ou r Ara h 1, 2 et 3 pour le diagnostic de l’AA à 
l’arachide (G. Kanny. communication symposium Cicbaa 2007). En d’autres termes, le 
développement de PR, la mise au point et la combinaison de certains dosages d’IgE spécifiques 
d’allergènes recombinants contribuent à l’amélioration diagnostique de l’AA avec des tests plus 
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« cliniquement relevants ». Cette démarche correspond à ce que les auteurs anglo-saxons appellent 
le « component-resolved diagnostic » (CRD) (Valenta R, et al. Clin Exp Allergy 1999). 
Derrière le terme microarrays ou biopuces (puces), on retrouve une multitude de techniques qui 
font l’objet de développements récents. Cette thèse n’a pas la prétention de développer tous les 
aspects de ces techniques mais seulement d’en présenter le principe. Un nombre limité a été  
développé jusqu'à présent pour le diagnostic de l’allergie. Les biopuces sont des systèmes 
miniaturisés qui permettent des analyses en parallèle et à haut débit. Ces outils vont rapidement 
passer du domaine de la recherche vers un usage plus commun, en allergologie.  
Le développement de protein microarray (PMA) s’est appuyé sur la technologie des puces à 
ADN ou DNA microarray dont le concept a émergé au début des années 1990 (Schena M et al. 
Science 1995), afin de pouvoir étudier non pas le génome, mais le protéome. 
Les PMA sont bâtis sur le principe d’un substrat fixé sur une surface plane (lames de verre, 
membrane de nitrocellulose, …). La surface de la lame est apprêtée préalablement avec une couche 
de polylysine, hydrogel…, dont les propriétés physico-chimiques permettent une liaison avec la 
protéine étudiée, tout en conservant ses propriétés biologiques. Différentes protéines (molécules 
dites de capture), peuvent être testées : protéines purifiées naturelles ou recombinantes, anticorps, 
peptides … Ces protéines sont fixées sur la lame par un robot de manière extrêmement précise 
sous forme de spots microscopiques disposés en rangées et colonnes dont l’alignement est un des 
éléments pris en compte dans le traitement informatique des données (Mortuaire G, et al. Annales 
de Biologie Clinique 2004).  
On peut schématiquement classer les microarrays en deux catégories :  
- Les puces analytiques permettent la détection de protéines connues dans un échantillon 
complexe, selon le principe d'une interaction Ag/Ac suivant deux modalités : 
1) soit la protéine d'intérêt est fixée sur le support puis est reconnue par un Ac. 
2) soit la protéine se fixe sur un Ac préalablement déposé sur le support et est détectée par un 2eme 
Ac ou par liaison à un fluorophore. 
La première technique est à rapprocher de l’ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent assay), 
l'avantage des biopuces à protéine par rapport à la technique ELISA conventionnelle, est de 
pouvoir étudier différentes protéines à la fois.  
En 2002, Hiller et al. ont adapté le concept du CRD au format des microarrays pour la mesure 
d’IgE humaines dirigées contre 96 pneumallergènes recombinants purifiés (Hiller R, et al. FASEB 
J. 2002). Ces PR ont été déposées sur le support puis incubées en présence du sérum de patients. 
Après lavage, les lames ont été ensuite incubées en présence d’un Ac monoclonal de souris anti-
IgE humaine marquée par un fluorochrome (Alexa Fluor 546 protein labeling kit). Les données 
issues de ces analyses ont été validées par celles provenant de méthodes référentielles pour 
objectiver une sensibilisation in vitro et in vivo, en l’occurrence des dot-blots avec les PR étudiées 
en présence du sérum des mêmes sujets allergiques et la pratique de PT avec les mêmes PR, chez 
les mêmes sujets. 
Dans le domaine de l’AA, les PMA permettent d’identifier de nouveaux marqueurs sériques à 
valeur diagnostique ou pronostique. Ce principe a été retenu pour l’analyse en PMA des épitopes 
majeurs des allergènes majeurs de l’arachide (Shreffler WG, et al. J Allergy Clin Immunol 2004). 
Les auteurs ont étudié la fixation des IgE spécifiques provenant de sujets allergiques à l’arachide et 
de sujets témoins sains, sur des aptamères de 20 Aa chevauchants préalablement fixés sur une lame 
epoxy. Ces aptamères sont des peptides de synthèse correspondant au découpage progressif de la 
séquence Ara h 1, Ara h 2 et Ara h 3.  
L’équipe de Sampson a de plus montré chez les sujets atteints d’APLV, que la fixation d’IgE 
sériques à certains épitopes de caséine ou de β-lactoglobuline était statistiquement associée avec la 
persistance de l’allergie (Beyer K, et al. J Allergy Clin Immunol 2005). Cette méthode a été 
également reprise pour le suivi de la cartographie des epitopes au cours de la désensibilisation 
orale en cas d’APLV (Alonzi C. et al. Allergy 2007). 
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Dépôt des protéines 
Un robot est utilisé pour le dépôt des protéines ou des sondes oligonucléotidique sur les lames. Les 
extraits sont placés au départ sur une plaque échantillon. Des prélèvements successifs sont réalisés 
depuis cette plaque pour être déposés sur le support sélectionné. Les dépôts sont répétés pour 
chaque protéine en duplicata ou triplicata, ce qui permet un meilleur contrôle des résultats. Les 
dépôts effectués (spotting) sont de très petits volumes (< 100 nl). Le dépôt s'effectue souvent par 
contact direct avec le support à l'aide de fines aiguilles creuses ou pleines. Des dépôts de 100 à 500 
µm de diamètre sont effectués tous les 300 à 600 µm, selon le type d’aiguilles.  
 
Détection des protéines 
Jusqu'à présent la détection des protéines notamment pour le diagnostic des maladies atopiques, est 
principalement réalisée en utilisant la fluorescence (Kim TE, et al. Exp Mol Med. 2002). Les 
protéines au sein de l'échantillon à analyser sont marquées par un fluorophore (ex. cyanine Cy3, 
Cy5) ou sont détectées par un anticorps marqué (FITC/cyanine). La lecture de la fluorescence 
procure une sensibilité allant jusqu'à 1pg/ml dans l'analyse d'un échantillon.  
D'autres techniques utilisent un marquage radioactif ou la chimioluminescence.  
Des avancées plus récentes combinent la fixation des protéines sur ligand spécifique et leur 
identification par spectrométrie de masse. La détection peut être directement basée sur la 
modification intrinsèque des propriétés physico-chimiques du complexe formé lors de l’interaction. 
Des PMAs utilisant la technologie de la SPR (Surface Plasmon Resonance) ou résonance 
plasmonique de surface sont en cours de développement. 
 
De nos jours, la fluorescence semble être l'outil le plus utilisé. L'existence de plusieurs systèmes 
de révélation utilisables sur le même dépôt (possibilité d'un double marquage voire plus) laisse 
envisager les potentiels développements de cette technologie. Ce principe a été retenu pour 
l’identification les principaux sites de liaison des IgE et IgG4 spécifiques eux-mêmes identifiés par 
des Ac marqués par des fluorochromes distincts avec fluorescence rouge et verte (Cy 3 et 5) pour 
le diagnostic de l’allergie à l’arachide à partir d’aptamères chevauchants d’Ara h 2, préalablement 
fixés sur un support (Shreffler WG, J Allergy Clin Immunol 2005). 
À l'heure actuelle, il n'existe pas de consensus quant à la meilleure méthode de réalisation des 
biopuces protéiques. Cette technologie offre en tous les cas les avantages d’une analyse systémique 
miniaturisée du protéome faiblement consommatrice de sérum dotée d’une bonne résolution 
(scalability) apte aux procédures d’automatisation et donc à une réduction potentielle des côuts 
d’analyse.  A partir d’1 mg de protéines, plusieurs milliers de lames peuvent être imprimées. Pour 
améliorer le diagnostic de l’APLV, Schulmeister et al. ont analysé la liaison des IgE sur plusieurs 
protéines naturelles ou recombinantes, certains peptides d’intérêt et des extraits conventionnels de 
lait de vache, brebis, chèvre et humain, fixés préalablement sur une même lame (Schulmeister U., 
Institute of General and Experimental Pathology, Université AKH de Vienne- Allergy school on 
recombinant allergens. Bischoffsheim, septembre 2007), chaque lame nécessitant tout au plus 20 μl 
de sérum de patient. Ces procédures visent à mieux identifier le profil de chaque patient et 
d’améliorer les procédures CRD. Elles permettent de mieux comprendre les réactivités croisées et 
de comparer les performances respectives des PR par rapport aux naturels purifiés et aux extraits 
conventionnels. 
En conclusion, les microarrays semblent des techniques très prometteuses pour l’avenir dans le 
domaine de l’évaluation de l’allergènicité des protéines alimentaires. Plusieurs études tendent à 
montrer que la sensibilité et la spécificité de ces système de détection de la réponse IgE vis-à-vis 
des allergènes est comparable voire supérieure aux techniques préalablement développées 
(Harwanegg C, et al. Expert Rev. Mol. Diagn. 2004). 
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IV-2  Méthodes basées sur la détection d’une activation cellulaire en présence 
de l’allergène. 
 
La mise en évidence d’une activation cellulaire spécifique en présence de l’allergène alimentaire 
est un moyen plus complexe mais plus démonstratif de l’immunogénicité d’une substance 
alimentaire. 
Pour objectiver l’activation cellulaire IgE-dépendante, les biologistes ont surtout étudié les 
basophiles sanguins du patient qui sont plus facilement accessibles que les mastocytes, cellules 
tissulaires. La réactivité cellulaire au contact d’un extrait du produit à tester, s’exprime sous la 
forme de libération d’histamine, de leucotriènes et par l’expression de marqueurs cellulaires. Du 
fait du pontage au moins bivalent nécessaire à cette réactivité, ces tests sont censés traduire de 
façon plus fidèle les réactions cliniques que les tests basés sur la détection d’une IgE-réactivité 
sérique. Les tests sériques ne détectent en effet que des liaisons monovalentes entre les IgE libres 
circulantes dans le sérum des patients et les épitopes présents dans l’extrait alimentaire. 
 
IV 2-1 Histaminolibération leucocytaire (HLL) 
 
Les basophiles d'un sujet présentant des IgE spécifiques vis-à-vis d'un antigène dégranulent et libèrent 
de l'histamine en présence de cet antigène, après pontage des IgE (Benveniste J, J Allergy Clin 
Immunol. 1977). Cette dégranulation visible au microscope a été à l’origine du test de 
dégranulation des basophiles humains (TDBH), abandonné depuis de nombreuses années en 
raison d’une sensibilité et spécificité médiocres.  
L’HLL consiste à mesurer l’histamine libérée après mise en contact des basophiles en présence 
d’un extrait allergénique alimentaire ou d’une protéine isolée. L’histamine est mesurée avant et 
après incubation avec l’allergène testé à différentes concentrations. Une histaminémie totale est 
également mesurée après lyse osmotique en présence d'eau distillée, afin de vérifier l’absence de 
dégranulation des basophiles non spécifique avant le test, ainsi que l’habilité des basophiles à 
dégranuler. Le test mesure l’HLL en l’absence d’allergène (contrôle négatif) et en présence d’Ac 
anti-IgE capable d’induire une HLL non spécifique (exemple anticorps de chèvre anti-IgE 
humaine) (contrôle positif). Les résultats sont en général exprimés en pourcentage d'histamine 
relarguée par rapport au contenu total d'histamine dans le sang  après lyse osmotique. 
Les résultats de l’HLL peuvent être faussés par une mauvaise technique de prélèvement (garrot), 
par des conditions de transport défectueuses ou un délai trop long entre analyse et prélèvement 
sanguin). II existe plusieurs techniques de dosage de l'histamine : radio-immunologique, radio-
enzymatique ou chromatographique par spectrométrie de masse (Delaage M, et al. Allerg Immunol 
1988). Une HLL positive en présence d’un allergène donne classiquement une courbe en cloche.  
 
L’HLL est difficilement applicable aux AA évolutives dans la mesure où on observe souvent chez 
les patients soit une basopénie, soit une anormale histaminolibération basale attribuée à un facteur 
sérique HRF (May CD et al. Clin Allergy. 1972/ Sampson HA, et al. N Engl J Med. 1984 / 
Sampson HA, et al.  N Engl J Med. 1989 /Moneret-Vautrin DA et al. Ann Allergy Asthma Immunol 
1999). Cet examen est donc restreint aux patients n’ayant qu’une AA et asymptomatiques grâce à 
une éviction préalable des allergènes en cause… Cet examen n’est pas un examen de routine en 
raison de sa difficulté de réalisation (l’examen  ne doit pas être différé après le prélèvement et  la 
technique est lourde à mettre en place). 
De nos jours, cet examen fait surtout partie des différentes étapes de contrôle de l’allergénicité des 
nouvelles protéines allergéniques issues de la biologie moléculaire (Swoboda I, et al. J Immunol. 
2007). 
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L’HLL utilise parfois des basophiles de donneurs sains préalablement sensibilisés en présence du 
sérum de patient allergique à l’aliment dont on teste la réactivité d’une de ses protéines ou un 
extrait plus complexe. (Hartz C, Mol Immunol. 2007).  
 
Le principe de sensibilisation passive des basophiles a été repris dans le développement de la 
culture de lignées immortalisées des basophiles de rats (RBL : rat basophil leukemia) humanisés 
après transfection du récepteur humain de haute affinité des IgE (FcεRI). Cette technique 
présente l’intérêt, sous réserve de l’entretien régulier des cultures cellulaires, de s’affranchir du 
prélèvement de basophiles humains qui doivent être « techniqués » rapidement après leur 
prélèvement, contrairement aux IgE sériques.  
Plusieurs travaux ont été publié par l’équipe de Vieths avec la lignée RBL-2H3 (Hoffmann A, 
Food Agric Immunol, 1997). L’activation des basophiles de rat peut être objectivée par la mesure 
de la sérotonine (Dibbern DA Jr, J Immunol Methods. 2003) ou la β-hexosaminidase. 
Le modèle RBL néanmoins,  n’est pas une technique destinée au diagnostic individuel d’allergie 
mais plutôt à la comparaison de l’immunoréactivité d’extraits allergéniques. Plus récemment, la 
l’étude de l’allergénicité du blé a été étudiée à partir de mastocytes humanises de rat (Bodinier M, 
et al. Int Arch Allergy Immunol. 2008). 
Les tests d’histaminolibération leucocytaire à partir de basophiles humains tendent à être 
remplacés par l’étude de l’activation des basophiles en cytométrie de flux.  
 
 
IV-2-2 Mesure de l’activation des basophiles en cytométrie de flux 
 
Les premiers développements de cette technique datent du début des années 1980 (Nakagawa T, et 
al. Allergy 1981). L’activation des basophiles se traduit non seulement par le relargage de 
nombreux médiateurs pré et néoformés (histamine, divers enzymes, leucotriènes, et 
prostaglandines, cytokines….) mais aussi par l’expression à leur surface  de divers molécules, dont 
il est possible de mesurer l’apparition en utilisant l’anticorps correspondant marqué par un 
fluorochrome dont la fluorescence émise est analysée en cytométrie de flux. Ajoutée à la 
combinaison de différents indices qui font la spécificité des basophiles (expression du CD45, 
présence d’IgE à leur surface et objectives par des Ac anti-CD45 et anti-IgE humaines 
fluorescents…), le pourcentage de basophiles activés peut être ainsi évalué. Les tests d’activation 
des basophiles (TAB) reposent essentiellement sur la mesure du CD63 (Moneret-Vautrin DA et al. 
Ann Allergy Asthma Immunol 1999) et/ou CD203c (Wallowitz ML, Clin Exp Allergy 2007). 
Récemment, Erdmann et al. ont comparé chez des sujets allergiques aux pollens de bouleau et 
présentant des réaction à l’ingestion de pommes, carottes et céleri, la sensibilité et la spécificité du 
dosage des IgE spécifiques sériques (ImmunoCAP Phadia), par rapport au TAB utilisant des 
allergènes recombinants de pomme (rMal d 1), carottes (rDau c 1), et céleri (rApi g 1). Les auteurs 
montrent que la sensibilité et la spécificité des TAB n’est supérieure au dosage des IgE que pour le 
diagnostic de l’allergie à la pomme (Erdmann SM, Int Arch Allergy Immunol. 2005).  
Ces tests sont sensibles et il avait été espéré qu’ils seraient cliniquement relevants vis-à-vis des 
allergènes croisants. Ebo et al. ont comparé la spécificité des prick-tests, des IgE spécifiques et des 
TAB pour le diagnostic de l’allergie alimentaire à la pomme chez des sujets polliniques (Ebo DG, 
Cytometry B Clin Cytom. 2005). Ils ont comparé les résultats de ces 3 méthodes chez des sujets 
allergiques aux pollens de bouleau et présentant aussi un syndrome oral à l’ingestion de pommes, 
des sujets ne souffrant que de pollinose et des témoins sains. Lorsque ces auteurs on comparé la 
performance des tests pour distinguer les polliniques isolés de ceux ayant aussi une allergie à la 
pomme, ils ont constaté que la spécificité du dosage des IgE à la pomme n’était que de 30% et 
celle du prick-test avec l’extrait de pomme (variété Jonagold) ne dépassait pas 80% tandis que la 
sensibilité du TAB avec l’extrait de pomme Jonagold atteignait 88% avec une spécificité de 75%. 
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Comme pour l’HLL, des TAB modifiés (TABm) avec sensibilisation passive de basophiles de 
donneurs sains -mais en général, plutôt des atopiques car l’aptitude des basophiles à dégranuler 
serait meilleure-, ont été développés. Beaucoup d’espoir repose sur cet outil qui selon Wallowitz et 
al., qui ont étudié l’activation passive par la globuline 11 S du sésame, rSes i 6, et de la noix rJug r 
4, de basophiles de donneurs atopiques en présence de sérum de patients allergiques à la noix ou au 
sésame ou aux deux. Le TABm avec expression du CD63 et 203c, permettrait de faire la 
distinction pour la noix et le sésame, entre sensibilisation croisée et réactivité croisée cliniquement 
relevante (Wallowitz ML, Clin Exp Allergy 2007). 
Ces techniques néanmoins onéreuses et encore chronophages et délicates à mettre en œuvre, ne 
relèvent encore que de la recherche et ne sont pas applicables au diagnostic individuel courant 
d’allergie alimentaire.  
 
 
IV-2-3 CAST 
 
Le CAST (cellular allergen stimulation test) est un test in vitro qui mesure également l’activation 
IgE dépendante des basophiles en présence de l’allergène, en mesurant la quantité de leucotriènes 
(LT) libérée par le basophile après incubation avec l’allergène alimentaire étudié à différentes 
concentrations. Le LT mesuré dans le surnageant est le LTC4. Le CAST a surtout été étudié dans 
le diagnostic de l’hypersensibilité à l’aspirine (Kubota Y, et al.  Int Arch Allergy Immunol. 1997). 
Peu de travaux ont été mené dans le domaine du diagnostic de l’allergie alimentaire (Raap U, J 
Investig Allergol Clin Immunol. 2007). Dans l’étude de Moneret-Vautrin et al. où le CAST, le 
dosage des IgE spécifiques et le TAB ont été comparés chez 27 patients souffrant d’allergies 
alimentaires variées et confirmées par TPO, la sensibilité plutôt médiocre du CAST est similaire au 
TAB. En revanche leur spécificité est excellente (100%) (Moneret-Vautrin DA et al. Ann Allergy 
Asthma Immunol 1999). En 2001, Vila et al. ont comparé la sensibilité du CAST, à l’HLL et aux 
prick-in-PT chez 40 sujets présentant des réactions alimentaires. Dans cette étude, si les prick-in-
PT ont la grande spécificité, le CAST serait l’outil diagnostic le plus sensible (Vila L, J Investig 
Allergol Clin Immunol. 2001). En conclusion, le CAST jusqu’à ce jour, n’a pas vraiment montré 
d’intérêt particulier par rapport au TAB pour le diagnostic de l’AA IgE-médiée. 
 
 
IV-2-4 Test d’activation lymphocytaire 
 
Les outils diagnostiques pour l’AA non IgE-médiée dont les modes d’expression peuvent être très 
variés, sont peu nombreux, exception faite de la dermatite atopique (DA) pour laquelle la pratique 
d’APT aux aliments est une méthode simple à mettre en œuvre. Néanmoins, bien que les APT 
s’avèrent très spécifiques pour le diagnostic de la dermatite atopique induite par l’AA, la sensibilité 
des APT y compris pour la DA reste médiocre (Heine RG,  Pediatr Allergy Immunol. 2006).  
Par conséquent beaucoup d’espoir réside dans la mise au point d’outils biologiques pour le 
diagnostic des AA non IgE dépendantes. La physiopathologie repose souvent sur une 
hypersensibilité à médiation cellulaire où les lymphocytes T ont généralement un rôle central. 
C’est la raison pour laquelle les biologistes ont tenté de mettre au point des tests d’activation des 
lymphocytes T par mise en culture des lymphocytes T du patient en présence des protéines 
alimentaires incriminées. Le test se base sur le fait que les lymphocytes sensibilisés à l’allergène 
(Lymphocytes T mémoires), lors d’une nouvelle exposition avec l’allergène, se transforment en 
lymphoblastes et activent d’autres lymphocytes et induisent leur prolifération. Ceci se traduit par 
une augmentation de la production d’ADN qui peut être mise en évidence, soit par l’incorporation 
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d’une base nucléotidique radio marquée (Thymidine tritiée *) 5 à 12 h avant la fin du test  avec une 
mesure puis comparaison de la radioactivité induite par rapport à une culture des lymphocytes à 
l’état basal, ou soit par l’incorporation de methyl thiazolyl tetrazolium (MTT). 
  
De nos jour, les TTL (tests de transformation lymphoblastiques) tendent à être remplacés par des 
tests en cytométrie de flux avec mesure de l’expression de marqueurs précoces d’activation 
(CD69) après 24-48 h ou plus tardifs qui apparaissent après 5 à 7 jours de culture: CD71 (récepteur 
à la transferrine) ou CD25 (récepteur de l’IL2), ce dernier étant restreint à une population 
lymphocytaire particulière plutôt propice à l’installation d’une tolérance à l’allergène en cause 
(Cozon JNG et al. John Libbey Eurotext, Ed. 2006). 
Divers antibiotiques et aliments nutritifs peuvent être apportés au milieu de culture, -parfois 
responsable d’activation lymphocytaire chez des sujets sensibilisés à ces substances, d’où l’intérêt 
de comparer la prolifération lymphocytaire en présence d’allergène à une prolifération spontanée 
des lymphocytes, sans ajout d’allergène-. Une culture des lymphocytes en présence de substance 
lymphoproliferative, non spécifique soit la PHA (phytohemagglutine A) ou le pokeweed (PKW) 
est réalisée (témoin positif). Afin de vérifier l’absence de stimulation non spécifique, les 
lymphocytes sont parfois aussi mis en culture en présence d’un autre allergène « non relevant » 
(Kondo N, J Investig Allergol Clin Immunol. 1997). 
Kondo et al., ont montré que la méthodologie est reproductible et spécifique de l’aliment en cause 
pour le diagnostic des AA non IgE médiées avec des premiers résultats encourageants, bien que la 
méthodologie de référence pour prouver le diagnostic de l’AA soit discutable, des syndromes de 
fatigue d’origine alimentaire ayant été inclus…(Kondo N et al. , J Investig Allergol Clin Immunol. 
1997). Si Kondo et al. assurent que l’indice d’activation lymphocytaire est nettement plus élevé 
dans les AA non IgE-médiée par rapport à celles qui relèvent d’une AA IgE dépendante, Shek et 
al., sont d’un avis inverse (Shek LP et al. Allergy 2005). Il faut remarquer qu’on observe une 
prolifération lymphocytaire en présence d’allergènes naturels chez des sujets sains non atopique 
mais cependant cette activation peut correspondre à des sous-pop. lymphocytaires différentes. 
 Bohle B et al. ont étudié la dénaturation des épitopes B et T des protéines alimentaires à l’origine 
de syndromes oraux et de poussée de dermatite atopique, à l’ingestion de certains fruits ou 
végétaux, chez des sujets allergiques aux pollens de bouleau (Bohle B, et al. J Allergy Clin 
Immunol. 2006). Des TAB ont été comparés avant et après traitement thermique des  allergènes 
recombinant suivants : rBet v 1, rMal d 1 de la pomme, rApi g1 du céleri et Dau c 1 de la carotte. 
Des tests d’activation lymphocytaires T ont été analysés avant et après traitement thermique de 
Bet v 1. Enfin, un TPO aux aliments incriminés a été réalisé avec des aliments crus et cuits. Si la 
réactivité des TAB est altérée après cuisson, la réactivité des TAL est inchangée. Si le syndrome 
oral disparait après cuisson des aliments, celle-ci n’empêche pas la survenue de poussées 
d’eczéma après leur ingestion. Ces éléments témoignent du fait que les épitopes B des protéines 
PR 10, sont thermolabiles contrairement aux épitopes T. 
 
Peu d’études ont été menées avec les nouvelles techniques utilisant les marqueurs d’activation des 
lymphocytes T en cytométrie de flux. Beaucoup d’espoir se fondent sur la mise en évidence de 
populations lymphocytaires spécifiques qui seraient les indicateurs de l’installation d’une 
tolérance ou de la persistance d’allergie alimentaire (Tiemessen MM, et al. J Allergy Clin 
Immunol. 2004) d’une part et du dosage des cytokines (ex IL10, IL4, IL13, IFNγ…) dans le 
surnageant des cultures lymphocytaires en présence des protéines alimentaires (Shinbara M, et al. 
Ann Allergy Asthma Immunol 1996). Récemment, Tay et al. ont étudié les TAL à l’ovalbumine, à 
l’ovomucoïde et à la toxine tétanique, chez des sujets allergiques à l’œuf en comparant les sujets 
devenus tolérants et ceux pour lesquels l’allergie à l’œuf persiste ainsi qu’un groupe de sujets non 
allergiques (Tay SS, et al. Clin Exp Allergy. 2007). Des TAL positifs à ces deux protéines sont 
observés dans les trois groupes sans différence significative concernent l’intensité de la 
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stimulation lymphocytaire, ce qui témoigne du caractère peu spécifique de cette méthode. La 
comparaison de la production d’IL4 et d’IFNγ intracytoplasmique entre ces trois groupes est tout 
aussi décevante puisqu’elle ne montre pas non plus de valeurs significativement différentes entre 
les groupes, contrairement à ce qui avait été objectivé par d’autres auteurs ayant étudié les 
cytokines du surnageant des TAL à l’arachide ou aux protéines d’œuf. 
 
Dans les techniques de PMA appliquées au diagnostic del’APLV, comme pour ce qui a été observé 
pour les IgE spécifiques (Alonzi et al. Göteborg, EAACI 2007), des TAL ont été réalisés chez des 
patients suivi pour APLV, en présence d’épitopes chevauchants de la caséine alpha s-1 du lait de 
vache pour rechercher des épitopes dominants. Ces TAL n’ont pas objectivé de peptides dominants 
marqueurs d’acquisition de tolérance ou de persistance de l’APLV (Ruiter B, et al. Clin Exp 
Allergy. 2006). 
 
 
V  IDENTIFICATION ET QUANTIFICATION DES ALLERGENES : 
APPLICATION A LA DETECTION DES TRACES D’ALLERGENES 
 
V-1 Généralités 
 
L’anaphylaxie induite par des allergènes masqués représente un vrai problème de santé publique 
comme cela a été objectivé depuis plus de 30 ans. (Lockey Ann Allergy 1971; Miller Ann Allergy 
1978, Foucard T, et al.  Allergy 1999).  
En 1995, Moneret-Vautrin et al. ont mené une étude les facteurs de risque de l’anaphylaxie 
alimentaire grâce à l’analyse de 81 cas d’AA grave  (Moneret-Vautrin et al. Bull Acad Natl Med 
1995): un allergène alimentaire était présent sous forme masqué ou consommé par inadvertance 
dans 30.8% des cas. Bock (Bock SA, J Allergy Clin Immunol 2001) a analysé 32 cas 
d’anaphylaxie alimentaire létale : dans 31 cas, l’AA et l’allergène alimentaire était connus et 
l’aliment responsable du décès avait été consommé sous forme masquée. Aux USA, on estime que 
30000 anaphylaxies alimentaires sont prises en charge chaque année et qu’elles sont à l’origine de 
150 à 200 décès par an (Sampson HA. Pediatrics. 2003). Ces faits ont été déterminants dans la 
prise de conscience des pouvoirs publics et des industriels des conséquences induites par des 
erreurs d’étiquetage ou des contaminations accidentelles. Ainsi, en 1999, la présence d’allergènes 
non déclarés dans les produits alimentaires étaient la principale cause du rappel et retrait des 
ventes aux USA (Vierk KA,  J Allergy Clin Immunol 2002/ Vierk KA J Allergy Clin Immunol. 
2007). 
 Le réseau d’Allergovigilance en France a publié un premier rapport sur les réactions 
anaphylactiques alimentaires en 2002, permettant d’objectiver sur 107 cas, 14 observations 
(13,1%) liées à l’ingestion d’allergènes masqués (Morisset M, et al. Rev Fr Allergol Immunol Clin 
2003). Ce « meilleur » pourcentage par rapport celui publié aux USA, pourrait être le fruit des 
pressions exercées sur les industries agro-alimentaires pour imposer un étiquetage plus précis, au 
sein de la communauté européenne (Directive 2006/142/CE de la commission du 22 décembre 
2006 modifiant l’annexe III bis de la directive 2000/13/CE). 
 
Ces expositions accidentelles peuvent survenir dans divers environnements : contamination d’une 
chaine de production dans l'industrie alimentaire, accident au restaurant ou à la maison après un 
repas traditionnel. En cuisine, l'utilisation d'ustensiles partagés pour la fabrication de divers 
aliments (ex. les robots de cuisine)  doit faire l’objet d’une information afin de limiter le risque de 
contamination. Le manque de connaissance concernant les composants alimentaires qu’ils sont 
amenés à manipuler ou consommer tant parmi les employés des métiers de bouche que parmi les 
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consommateurs, semble être un facteur de risque clef des réactions anaphylactiques sévères. Le 
renouvellement régulier des recettes des produits manufacturés et la diminution régulière des 
sujets consommant leur repas « 100%  faits maison » à partir d’aliments de base, contribue aussi à 
accroitre le risque d’anaphylaxie à un allergène alimentaire masqué. Certains termes dans 
l’étiquetage d’aliments manufacturés peuvent contribuer aussi à la survenue d’accidents (ex 
épices, lactosérum, lysozyme, etc.).  
Dans son analyse de 32 anaphylaxies alimentaires mortelles (Bock SA, J Allergy Clin Immunol 
2001) Bock a montré que la plupart des réactions avaient été causées par l'ingestion accidentelle 
d'arachide ou de « tree-nuts » dans plus de 90 %, le lait et le poisson étant les autres aliments en 
cause. En Europe, la nouvelle législation de la Communauté Européenne a permis d’améliorer 
considérablement la lisibilité de l’étiquetage et d’inciter la mise en place des procédures de 
sécurité HACCP des industries agro-alimentaires appliquées non seulement à la maîtrise du risque 
microbiologique, mais aussi du risque allergénique (Huggett AC, Allergy 1998).  
 
Les sources de contamination sont extrêmement variées. Les arômes par exemple, peuvent 
contenir divers allergènes potentiels (Taylor SL, Can J Allergy Clin Immunol 2000). Si le risque 
des huiles raffinées, blanchies, désodorisées, est controversé, en revanche les auteurs s’accordent 
sur le fait que certaines huiles comme les huiles pressées à froid peuvent être à risque chez des 
individus ayant un seuil réactogène bas. Le risque des lécithines -de soja ou d’œuf- a été soulevé 
(Palm M, Allergy 1999) et celui des amidons et des sirops de glucose de blé est en cours 
d’évaluation. L'allergénicité de la gélatine de poisson par exemple n’a pas été cliniquement 
prouvée -1 réaction subjective mineure notée chez 1 sujet sur 30 allergiques au poisson après test 
de provocation en double aveugle selon Hansen TK et al. (Hansen TK, Food Chem Toxicol 2004)- 
bien qu'une publication (Sakaguchi M, J Allergy Clin Immunol 2000) ait montré que quelques 
individus allergiques de poisson posséderaient des IgE liant à certaines protéines dans la gélatine 
de poisson. La gélatine de poisson n’est donc étiquetée que sous le terme « gélatine ». 
 
Malgré des progrès incontestables concernant la législation sur l’étiquetage, la maîtrise du risque 
d’exposition aux allergènes alimentaires est incomplète notamment en raison d’exception à la 
règle d’étiquetage pour certaines productions artisanales. Le lupin par exemple, est un allergène 
alimentaire émergent dont l’utilisation industrielle s’est accrue sensiblement depuis environ 10 
ans, en raison de ses qualités nutritionnelles et fonctionnelles. Cette Légumineuse est à l’origine 
d’anaphylaxies sévères observées le plus souvent chez des individus allergiques à l’arachide du 
fait de réactions croisées. La teneur en farine de lupin ajoutée à la farine de blé peut atteindre 10 
%, alors que ces farines sont destinées à la fabrication de pain et gâteaux artisanaux, ne sont pas 
soumises à la réglementation sur l’étiquetage des allergènes (Moneret-Vautrin DA, J Allergy Clin 
Immunol 1999). D’autres Légumineuses telles que le pois blond -qui contrairement au soja, à 
l’arachide ou au lupin, ne font pas partie de la liste des 14 allergènes de déclaration obligatoire- 
sont retrouvées dans certaines charcuteries (saucisses, nuggets, cordons-bleus…) ; leur l’ingestion 
a déjà entrainé plusieurs accidents anaphylactiques.  
Le risque lié à l’ingestion accidentelle de particules de latex se détachant des gants utilisés par les 
divers employés dans une chaine de fabrication de produit alimentaire est débattu. Une réaction 
allergique au jus d'orange contaminé par des particules de latex a déjà été publiée (TPO en double 
aveugle après manipulation avec des gants avec ou sans latex) (Franklin W. N Engl J Med 1999) 
Dans une autre étude, le transfert direct de protéine de latex au fromage a été visualisée en 
immunoblot après qu’un doigt de gant de latex ait touché le fromage. Ce risque de contamination a 
été également observé lors de la préparation de laitue (Beezhold DH, Allergy Asthma Proc 2000).  
 
Le risque de transfert d’une protéine allergénique au cours du processus de production d’un 
aliment transgénique par ailleurs, n’est pas exclu (Moneret-Vautrin DA, Rev Fr Allergol Immunol 
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Clin 2006). Les produits alimentaires issus des progrès la biotechnologie agricole comme le maïs 
et le soja sont déjà commercialisés dans de nombreux pays, notamment aux USA. 
 
La biotechnologie est la promesse de produire des végétaux aux propriétés agronomiques 
considérablement améliorées (résistance aux insectes, tolérance aux herbicides, résistance aux 
agents viraux et moisissures, tolérance climatique) et bien d’autres avantages (amélioration du 
goût et de la texture, de la durée de vie, des qualités nutritives). Ces produits sont notamment 
soumis à l’évaluation de leur risque allergénique potentiel avant commercialisation. 
L’allergénicité potentielle des protéines ou glycoprotéines provenant d’un aliment transgénique 
peut être évaluée en évaluant la source du gène, l'homologie de séquence et l’homologie 3D de la 
nouvelle protéine par rapport à des allergènes connus, le niveau d'expression de la nouvelle 
protéine dans l’aliment transgénique, sa classification fonctionnelle, sa réactivité en présence 
d’IgE spécifiques provenant d'individus allergiques, et en tenant compte des propriétés 
physicochimiques de la protéine nouvellement présentée (ex stabilité à la chaleur et au processus 
de la digestion). Une première charte originale des recommandations de screening du risque 
allergénique des OGM a été publié en 1996 (Metcalfe DD, Crit Rev Food Sci Nutr 1996). 
L’OMS/FAO a édité un rapport structurant une stratégie de référence pour la détermination de non 
allergénicité complété par un article de référence de la commission du codex alimentarius (Codex 
Alimentarius Commission, 2003. Alinorm 03/34), de même que l'Autorité européenne de sécurité 
des aliments EFSA (Guidance document of the Scientific Panel on genetically modified organisms 
for the risk assessment of genetically modified plants and derived food and feed, EFSA J 2004). 
 
 
V-2  Méthodes de détection et quantification des traces d’allergènes dans les 
aliments 
 
Plusieurs nouvelles méthodes détection et quantification ont été développées ces dernières années 
pour objectiver la présence éventuelle d’allergènes résiduels dans divers produits alimentaires. Ces 
essais ont été développés en raison d’un besoin grandissant au sein de l’industrie agro-alimentaire, 
de posséder des moyens fiables de garantir l’absence de contaminants dans les ingrédients bruts et 
leurs produits finaux. Le développement d’outils de détection spécifiques et sensibles permet à 
l'industrie alimentaire de protéger le consommateur allergique d’une part et d’autre part de 
pouvoir résoudre certains cas d’anaphylaxie lorsqu’une contamination d’un aliment par un 
allergène, est suspectée.  
La détection des allergènes s’affronte à diverses difficultés. Ces tests doivent permettre la 
détection d’allergènes à l’état de traces et ce, quelque soit le type d’aliment en cause (aliment 
liquides, solides, tels que chocolat, gâteaux, diverses sauces, etc.….). 
Pour déterminer le  niveau de sensibilité exigée pour ces tests, il est nécessaire de préciser quel 
niveau de sécurité alimentaire notre société de consommation est en droit d’exiger des industriels : 
les produits alimentaires manufacturés doivent-ils assurer une garantie d’absence d’allergènes 
pour 90, 95 ou 99 % de la population ? 
La dose seuil susceptible de déclencher une réaction clinique et varie effectivement, selon 
l’aliment en cause ainsi que l’individu. 
Pour déterminer ces seuils de sécurité, il faut également préalablement établir les plus faibles 
doses d’allergènes capable d’induire une réaction clinique au sein d’un échantillon représentatif 
d’une population allergique à l’aliment étudié (LOAEL lowest observed adverse effect level) et le 
NOAEL théorique (non observed adverse effect level) par analogie avec les études de toxicologie. 
Ces seuils sont approchés par la réalisation des tests de provocation orale en double aveugle aux 
aliments étudiés, versus placebo au sein de l’échantillon (Taylor SL, Journal of Allergy and 
Clinical Immunology 2002). Un travail important a été pratiqué au sein de notre équipe pour 
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améliorer le seuil de réactivité des patients allergiques au lait de vache, à l’œuf, à l’arachide et au 
sésame notamment (Morisset M, et al. Clin Exp Allergy. 2003. Cf. annexe 3 et 4). 
A la lumière des études cliniques, le seuil des tests de détection des aliments devrait se situer selon 
les auteurs et l’aliment en cause, entre 1 et 100 ppm (mg de protéine allergénique par kg 
d’aliment) (Koppelman J, World of Ingredients 1996/ Poms RE, Food Additives and 
Contaminants 2004). 
 
V 2-1 Analyses biochimiques conventionnelles 
Elles sont notamment utiles pour la mesure des teneurs en sulfites. Leur présence peut être 
détectée au dessus de 10 ppm (NF EN 1988-1; avril 1998. Produits alimentaires. Dosage des 
sulfites. Partie 1: méthode optimisée de Monier-Williams). 
Chaque contaminant potentiellement responsable de réaction d’hypersensibilité alimentaire 
immunologique ou non, fait l’objet de techniques particulières selon sa nature comme par exemple 
une contamination par du Nickel (Larsen EH, Food Addit Contam. 2002). Ces techniques ne 
seront pas développées dans cette thèse. 
La plupart des allergènes sont des protéines ou glycoprotéines dont l’allergénicité est objectivée 
par la mise en évidence d’une fixation d’IgE sérique provenant de sujets allergiques à un aliment 
donné. Une fois l’allergène identifié et caractérisé, celui-ci est administré à un animal (lapin, 
chèvre, rat….) afin de l’immuniser et de pouvoir récupérer des Ac en grande abondance, ces 
derniers étant utilisés dans divers tests de détection.  
Plusieurs techniques de détection d’allergènes potentiels au sein de produits alimentaires ont été 
développées. Des méthodes de détection des traces  d'arachide, de noisette (Holzhauser T, J Agric 
Food Chem 1999), d'œuf (Yeung JM, J AOAC Int 2000), de sésame (Brett GM, Allergy 1998) et 
d'amande (Hlywka JJ, J Food Prot 2000) ont notamment été publiées. Quelques études 
(Holzhauser T, J Agric Food Chem 1999/ Koppelman SJ, J Immunol Methods 1999; Hlywka JJ, J 
Food Prot 2000) concernant des produits alimentaires empaquetés, ont montré des résidus de 
fruits à coque non déclarés à des taux potentiellement dangereux pour des individus allergiques.  
Ces techniques reposent soit sur la mise en évidence directe de l’allergène en cause, soit sur la 
détection d’un marqueur témoignant indirectement de sa présence (ex détection d’ADN).  
La détection des protéines repose sur des tests radio-immunologiques (RAST ou radio-
allergosorbent test)- ou des tests immuno-enzymatiques: EAST (enzyme allergosorbent test), RIE 
(rocket immuno-electrophoresis), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ou immunoblot.  
Les RIE tests et immunoblot n’apportent qu’une appréciation qualitative ou semi-quantitative de 
la présence des allergènes tandis que les  RAST, EAST et ELISA sont des tests quantitatifs. En 
routine, seuls les tests ELISA sont utilisés pour la détection des allergènes en raison de la 
précision des valeurs, de la simplicité du test et de sa reproductibilité.  
Les méthodes basées sur la détection d’ADN consistent en l’amplification d’un fragment 
spécifique d’ADN par PCR (polymerase chain reaction). La real-time PCR (en temps réel) permet 
d’obtenir des mesures quantitatives tout à fait satisfaisantes et un seuil de détection très bas 
(quelques copies peuvent être détectées). 
Le choix de la technique utilisée dépend de l’allergène à détecter : disponibilité de l’Ac et 
performances relatives (seuil de détection atteint).  
Les résultats des techniques reposant sur la détection de l’ADN ne sont pas toujours comparables à 
celles reposant sur la détection des protéines car les processus de fabrication d’un aliment peuvent 
dénaturer de manière sensiblement différente les protéines en cause et leur ADN correspondant. 
Le dosage de l’ADN est une méthode controversée dans le sens ou l’allergène qu’on recherche 
correspondant à une protéine -dont l’allergénicité peut être modifiée au cours de la fabrication de 
l’aliment- et non pas à un ADN. L’ADN peut donc être présent en absence de l’allergène (qui a pu 
être éliminé par exemple pendant la fabrication de l’aliment) ou en présence de la protéine mais 
celle-ci peut avoir perdu son caractère allergisant après chauffage, par exemple. 
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V 2-1-a. RAST/EAST inhibition 
 
Le RAST ou l’EAST sont des tests in vitro couramment utilisés en clinique pour mesurer dans le 
sérum de patients, la présence d’IgE spécifiques d’un allergène. Le RAST ou EAST inhibition 
reprennent ce principe pour la détection qualitative d’allergènes dans les aliments et apprécier leur 
allergènicité résiduelle. (Nordlee JA, J Allergy Clin Immunol. 1981/ Herian AM, J Food Sci 1993/ 
Wigotzki M,  J Chromatogr B Biomed Sci Appl. 2001). 
Quelques observations de détection d’allergènes masqués utilisant ce principe, ont été publiées 
(Frémont S, Allergy 1996/ Koppelman SJ, J Immunol Methods 1999), avec des limites de 
détection de l’ordre du 1 mg/kg.  
Le test d’inhibition de RAST ou d’EAST repose sur la compétition de fixation des IgE vis-à-vis 
d’allergènes: dans un premier temps le sérum d’un patient -ou d’un pool de patients allergique(s) à 
un aliment donné et présentant un taux élevé d’IgE spécifiques-, est mis en présence de cet 
antigène alimentaire. Les IgE spécifiques se fixent donc sur l’allergène immobilisé en phase solide 
et après lavage, un Ac anti-IgE marqué est ensuite ajouté. Cet Ac est marqué par un radio-isotope 
(I125) ou bien une enzyme (ex peroxydase) qui modifie la couleur du milieu lorsqu’on ajoute son 
substrat ou émet une longueur d’onde perceptible. La quantité d’IgE fixées est donc appréciée soit 
par compteur de rayonnement gamma (RAST) ou spectrophotomètre (EAST). Les mesures 
suivantes sont réalisées après incubation préalable du sérum en présence d’une quantité croissante 
d’un aliment suspect d’être contaminé par ce même allergène. En cas de contamination, certaines 
IgE spécifiques viendront se fixer sur l’aliment et on obtient ainsi une diminution progressive du 
nombre d’IgE fixées aux allergènes en phase solide, mesurées en RAST ou EAST.  
Peu utilisée car utilisant des Ac dont la spécificité et l’affinité varient d’un individu à l’autre, cette 
technique est donc difficile à standardiser. 
 
V 2-1-b. SDS-PAGE/ immunoblot 
 
L’électrophorèse en une dimension de type SDS-PAGE ainsi que les immunoblots sont des 
méthodes standardisées de séparation et d’identification des protéines allergéniques. La chaleur et 
un agent réducteur dénaturent les protéines (dépolymérisation, rupture des ponts disulfure) et le 
SDS leur confère une importe charge négative. 
Une bande correspond habituellement à une protéine unique, cependant, des protéines distinctes 
de PM identique migrent au même niveau. Les immunoblots utilisant des IgE humaines, 
permettent de détecter des contaminants alimentaires avec une limite de détection d’environ 
5mg/kg (5ppm) (Scheibe B, J Chromatogr B Biomed Sci Appl 2001).  
Le désavantage majeur de cette technique est qu’elle est longue à mettre en place, et 
consommatrice d’IgE de patients allergiques, bien qu’il puisse être envisagé, une fois l’allergène 
bien caractérisé et purifié, d’utiliser des IgG d’animaux (lapins, chèvre..) préalablement 
immunisés. 
 
V-2-1-c. Etude fonctionnelle cellulaire par mesure des médiateurs  
 
Le test d’histaminolibération (HLL) est utilisé habituellement pour confirmer et quantifier 
l’allergénicité d’une protéine ou d’un médicament. Ce test repose sur une activation IgE 
dépendante de basophiles sanguins provenant de sujets allergiques, en présence d’allergènes (Cf. 
chapitre IV-2-2). 
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Après ajout de l’allergène, pour un individu donné, l’histaminolibération - mesurée en 
immunofluorescence ou radio-immunoassay - est proportionnelle à la concentration d’allergène 
spécifique, ce qui permet de quantifier la quantité d’allergène en présence et d’appliquer ce test à 
la détection d’allergènes dans les aliments. L’HLL est aussi sensible que le RAST et le résultat du 
test est obtenu en quelques heures. Ce test basé sur un prélèvement de sang frais provenant d’un 
sujet allergique et qui doit être « techniqué » dans l’heure suivante, est difficile à standardiser. Ce 
n’est donc pas un test de routine et il n’est effectué que dans quelques laboratoires spécialisés  
(Poms RE, Food Addit Contam. 2004). 
La mesure de la libération de β-N-acetylhexosaminidase provenant de l’activation de mastocytes 
de rat, provenant de cultures de lignées immortalisées, est une alternative permettant de mesurer 
l’allergénicité potentielle d’un aliment comme cela a été démontré pour l’allergène majeur du soja, 
Gly m Bd, par Yamanishi (Yamanishi R, Biosci Biotechnol Biochem. 1997).  
 
 
V-2-1-d. Immunoélectrophorèse en roquette ou RIE  
 
Cette technique utilise un gel pré-imbibé par un Ac. Les protéines étudiées migrent selon leurs 
propriétés électrophorétiques habituelles, mais en cas d’affinité avec l’Ac présent dans le gel, elles 
précipitent sous forme de complexes Ac-Ag. La précipitation et donc la formation de  roquette, ne 
se produit que lorsqu’un ratio particulier Ag/Ac est atteint. La hauteur de la roquette reflète quant 
à elle,  la quantité d’Ag. Le principe de la RIE (rocket immuno-electrophoresis) a été repris pour la 
détection d’allergènes dans divers aliments par Malmheden et Holzhauser (Etienne M,  J Agric 
Food Chem. 2000/ Holzhauser D, Z Lebensm-Unters Forsch A 1998/ Yman IM, J AOAC Int. 
2006) avec des limites de détection de 30 à 2.5 mg/ kg. Cette technique n’est pas une technique de 
routine en raison d’une préparation du gel et d’immuno-marquages laborieux. 
 
V-2-2-e. Le Dot Blot (Dot immunoblotting) 
 
Le Dot blot est une méthode simple peu onéreuse de screening de la présence d’allergènes dans 
divers aliments. Un extrait de protéines est déposé (spot) sur une membrane de nitrocellulose ou 
PVDF puis incubé en présence d’un Ac marqué. En présence d’allergène spécifique de l’Ac 
marqué, les spots changent de couleur (immuno-marquage) ou bien impriment un film 
radiographique (immunoradio-marquage). La mesure de l’intensité du signal émis permet une 
évaluation semi-quantitative de la quantité d’allergènes présents avec une limite de détection de 
l’ordre de 2,5 mg/Kg (Blais BW, J Food Prot. 2001).  
Le gros inconvénient du dot par rapport au WB, est qu’il n’y a pas de séparation des protéines et  
par conséquent, les Ac utilisés doivent être très spécifiques de la protéine qu’on cherche à mettre 
en évidence (on ne peut pas vérifier si la taille de la protéine révélée par l’Ac correspond 
effectivement à ce qu’on attend). Cette technique peut être responsable des tests de détection 
faussement positifs. 
 
V-2-2-f. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
 
Les tests ELISA font partie des techniques les plus utilisées pour détecter des contaminations par 
allergènes dans les laboratoires implantés dans les industries agro-alimentaires ou les agences de 
sécurité alimentaire. Les allergènes sont détectés en méthode immunoenzymatique et la quantité 
d’allergènes est appréciée par mesure colorimétrique, à une longueur d’onde donnée, en 
comparant les valeurs obtenues à une courbe étalon provenant de la mesure préalable de protéines 
standard purifiées à concentration connue. 
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Deux approches sont possibles pour la quantification des allergènes: l’ELISA compétitif et 
l’ELISA sandwich. Ce dernier test comporte un Ac dit « de capture » immobilisé sur une phase 
solide (microtitre plate ou  multiple well strip). Les protéines spécifiques de l’échantillon sont 
alors captées par ce premier Ac et détectées ensuite par un second Ac marqué (marquage immuno-
enzymatique). L’Ag est donc pris « en sanwich » entre les 2 Ac. La méthode Sandwich a été 
utilisée pour la détection de divers allergènes (Makinen-Kiljunen S,  Allergy 1992/ Hlywka JJ,  J 
Food Prot. 2000/ Tsuji H, Biosci Biotechnol Biochem. 1995/  Holzhauser T,  J Agric Food Chem. 
1999/  Koppelman SJ, Lancet. 1999) et de nombreux tests commerciaux sont désormais 
disponibles. Le seuil de détection varie selon les kits et l’allergène recherché.  
L’ELISA compétitif est plutôt utilisé pour la détection de petites quantités de protéines. Ce test 
utilise des Ag immobilisés en phase solide. On procède préalablement à l’incubation d’un sérum 
de sujet allergique avec un extrait de protéines étudiées à concentration croissante (inhibiteur) 
suspect de contenir l’allergène en cause. Le sérum est ensuite mis en contact avec la phase solide. 
Si l’échantillon testé ne contient aucun allergène, on observe la valeur maximale de la réaction 
immuno-enzymatique relative au sérum testé. L’absorbance est inversement proportionnelle à la 
concentration de l’Ag dans l’échantillon testé. 
Plusieurs auteurs ont utilisé la méthode ELISA compétitif pour la détection d’allergènes (Yeung 
JM, J AOAC Int. 1996. / Plebani A, Clin Exp Allergy. 1997/  Holzhauser T, J Agric Food Chem 
1999/ Koppelman SJ, J Immunol Methods 1999/ Roux KH, J Agric Food Chem. 2001/ Werner 
MT, J Agric Food Chem. 2007). Le seuil de détection est autour de 0.4 mg/kg. Plusieurs kits 
commerciaux utilisant l’ELISA compétitif sont désormais disponibles pour certains allergènes. 
Divers travaux de comparaison des seuils de détection et de la reproductibilité des résultats ont été 
publiés. Pour l’arachide, la comparaison de tous les kits commerciaux ELISA a montré que 
quelque soit les conditions de variabilité des techniques notamment lié à la matrice (van Hengel 
AJ. Anal Bioanal Chem 2007), les kits sont capables de détecter des traces d’arachide avec un 
seuil de détection d’au moins 5 mg/Kg de matrice alimentaire.  
Une alternative au format ELISA a émergé depuis quelques années sous la forme de bandelettes 
réactives. Ces tests (dipsticks) sont peu couteux, rapides, transportables, et de réalisation simple 
car ne requérant aucun matériel supplémentaire. Ils n’offrent néanmoins que des résultats 
qualitatifs. Baumgartner et al. (Baumgartner S, European Food Research and Technology 2002)  
ont développé un système à bandelettes pour la détection de protéines d’œuf de spécificité et 
sensibilité tout à fait satisfaisantes. Une étude a comparé deux types de bandelettes pour la 
détection de l’arachide auprès de 18 laboratoires. Ces bandelettes sont capables de détecter des 
traces d’arachide avec un seuil de détection < 21 mg /Kg (van Hengel AJ, J AOAC Int 2006) 
En conclusion, il est nécessaire d’insister sur le fait que bien que les méthodes de détection des 
traces d’allergènes puissent être très sensibles, si la méthode de préparation et extraction des 
protéines est mauvaise, les résultats seront faussement négatifs. La présence de tannins dans les 
chocolats par exemple, peut entraîner certaines interférences et perturber considérablement la 
qualité des tests de détection comme l’ont montré van Hengel et al. lors d’une étude comparant les 
résultats inter-labos portant sur la détection de protéines d’arachide dans des cookies (van Hengel 
AJ, et al. J AOAC Int. 2006). 
 
V-2-2-g. La méthode PCR ou réaction en chaîne par polymérase  
Les méthodes de détection des allergènes reposant sur la détection indirecte de leur ADN 
correspondant font l’objet de développements récents ciblant les industriels, reprenant le principe 
de la détection de contamination microbienne ou par OGM (Hubner P,  J AOAC Int. 2001). 
La polymerase chain reaction (PCR), mise au point en 1985 par Karry Mullis, est une méthode 
très spécifique et suffisamment sensible pour être appliquée à la détection d’allergènes. 
La PCR permet in vitro d’amplifier le nombre de copies d’une séquence spécifique d’ADN même 
si la quantité initiale est très faible (jusqu’à une copie). La PCR utilise la propriété des ADN 



- 46 - 

polymérases de ne pouvoir synthétiser un brin complémentaire d'ADN qu'à partir d'une amorce. 
Cette technique impose de connaître la séquence de 2 régions délimitant le segment d’ADN à 
amplifier. Au fil des cycles, la quantité d'amplicons augmente de façon exponentielle et on obtient, 
en théorie 2n copies après n cycles. Dans la pratique, pour un rendement classique de 85%, une 
PCR de 30 cycles produit environ 106 copies (amplicons de taille attendue).  
Le produit de l’amplification peut être révélé, après électrophorèse en gel d’agarose, par addition 
de bromure d'ethidium (BEt), produit intercalant. Une fois intercalée, cette molécule présente 
une fluorescence orange sous illumination par UV à 300 nm.  
Les produits de la réplication de l’ADN peuvent être également analysés en méthode Southern. 
Cette technique nécessite préalablement une électrophorèse de fragments d’ADN ayant 
préalablement subit une digestion par une ou plusieurs enzymes de restriction. Le gel d’agarose est 
ensuite dénaturé pour obtenir des ADN simple brin qui seront transférés sur une membrane de 
nylon ou nitrocellulose. Les ADN simple brin sont fixés par cuisson ou action des UV sur la 
membrane destinée à être hybridée avec une sonde spécifique. Apres lavage pour éliminer l’excès 
de produit radioactif non fixé, un film est appliqué sur la membrane. Une ou plusieurs bandes 
radioactives pourront ainsi être décelées, correspondant aux fragments d’ADN recherché. 
La PCR ne donne que des résultats qualitatifs mais en incorporant des standards internes, on peut 
obtenir des mesures semi-quantitatives.  
 
Une meilleure appréciation quantitative est désormais offerte avec la PCR en temps réel (real-
time PCR) ou la PCR-ELISA. 
Au cours de la PCR en temps réel (RTPCR), la réaction d'amplification de la séquence d’ADN 
cible suit les mêmes étapes qu'en PCR classique c'est-à-dire dénaturation, hybridation, extension. 
La PCR classique amplifie une séquence spécifique d’ADN dont les produits sont objectivés sur 
gel d’agarose, mais elle ne permet pas leur quantification exacte. La RTPCR utilise une sonde 
fluorescente et mesure la fluorescence émise durant la réaction comme un indicateur de la quantité 
d’amplicons produit à chaque cycle (en temps réel) à l’opposé de la PCR classique qui détecte les 
produits d’amplification en fin de réaction (endpoint detection). On obtient ainsi avec la RTPCR, 
une quantification absolue (détermination en nombre de copies) par rapport à un standard externe.  
L’équipement pour RTPCR comporte une machine à PCR, un dispositif pour émission lumineuse 
et lecture de fluorescence et un ordinateur pour l’analyse des résultats. Cet équipement plus 
couteux permet en revanche, d’obtenir des résultats plus rapides (en 30 mn à 2 h), sensibles et 
reproductibles avec une quantification précise (détection de quelques ng d’ADNc). 
Lorsqu’on observe la cinétique de production des réplicons au cours du temps, on constate que 
seule la phase exponentielle est représentative du nombre de copies initiales de fragments d’ADN 
amplifié. C’est durant cette phase que la RTPCR collectionne les données. 
Au cours de la phase linéaire, on observe un ralentissement de l’amplification et à la phase plateau 
-zone de détection de la PCR traditionnelle- la réaction est arrêtée et les produits de la réaction 
commencent à se dégrader.  
En RTPCR, l’intégralité de la cinétique mesurable (au-dessus du bruit de fond) est quantifiée. Les 
données de fluorescence sont exprimées en logarithme afin d’étudier plus facilement la phase 
exponentielle qui prend alors une apparence linéaire. Cette partie, alors appelée « segment 
quantifiable », permet de calculer la quantité d’ADN initial. 
Holzhauser  et al. ont comparé un kit commercial de PCR-ELISA avec une méthode sandwich 
ELISA pour la détection des allergènes de la noisette dans les aliments. Les deux méthodes ont un 
seuil de détection inferieur à 10 ppm mais au seuil de 10 ppm il semble y avoir moins de faux 
positifs liés à des réactivités croisées non spécifique, avec la technique PCR-ELISA. Sur 27 
produits alimentaires, la PCR-ELISA n’a présenté qu’un faux-négatif, correspondant à une 
contamination < 1 ppm. (Holzhauser T. J Agric Food Chem. 2002). 
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V-2-2-h. Les Biosenseurs 
Cette autre technologie émergente n’est pas encore couramment appliquée à l’analyse des 
contaminants alimentaires mais c’est une méthode très prometteuse car elle peut faire l’objet de 
développement de microarray (chip). Les instruments utilisés permettent d’évaluer une interaction 
moléculaire spécifique en temps réel. Apres avoir immobilisé au niveau d’une lame par exemple, 
la molécule cible (un Ac, une protéine ou un fragment de DNA simple brin), le résultat de 
l’interaction avec un biosenseur peut être mesuré. Cette technique s’affranchit du classique 
marquage des molécules cibles avec des substances fluorescentes ou radioactives, la réaction 
pouvant être quantifiée par une mesure du changement de l’indice de réfraction par exemple. Cette 
technologie offrirait certains avantages : temps d’analyse raccourcis et haut degré 
d’automatisation. Le principe des biosenseurs a déjà été utilisé pour la détection de traces de 
protéines de noisette, d’œuf et de lait. La détection de protéines de lait a fait l’objet de plusieurs 
publications (Dupont D, J AOAC Int. 2006/ Indyk HE,  J Agric Food Chem. 2004). Les 
biosenseurs utilisant le principe de la SPR (Surface plasmon resonance) sont capables de détecter 
des traces de protéines en dessous des seuils de 1–12.5 μg/g  d’aliment. Ils atteindraient ainsi les 
seuils de détection des méthodes ELISA (Malmheden Yman I, J AOAC Int 2006). 
 
Puces à ADN ou Protéines 
Des tests de détection de plusieurs allergènes au cours d’une même analyse émergent depuis 
quelques années. Il s’agit d’une technique prometteuse relevant de technologies en plein essor. 
(Malmheden-Yman I, J AOAC Int. 2006). 
 
La spectrométrie de masse couplée à l’HPLC  
La  spectrometrie de masse (SM) couplée à l’HPLC (chromatographie en phase liquide à haute 
performance) n’est pas une technique de routine mais en revanche, elle offre une très haute 
spécificité. En effet, les protéines allergéniques peuvent subir des modifications au cours de 
différents procédés industriels qui peuvent modifier leurs immunogènicité. La SM couplée à 
l’HPLC permet de détecter sans ambigüité des peptides en fonction de leur masse spectrale  
spécifique qui reste inchangée. Ces méthodes ont été utilisées pour la détection de l’arachide 
(Shefcheck KJ, J Agric Food Chem. 2006) et des PLV (Weber D, J Agric Food Chem 2006) dans 
différentes matrices alimentaires. Cette technique qui nécessite certes un investissement couteux, 
peut en revanche objectiver la présence de plusieurs allergènes dans une matrice alimentaire, au 
cours d’une même analyse (Chassaigne H, J Agric Food Chem. 2007). 
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Cette partie regroupe différents études cliniques ou clinico-biologiques qui sont l’illustration des 
des méthodes diagnostiques de l’allergie alimentaire et de l’évaluation de l’allergénicité des 
aliments qui ont été abordes dans l’introduction. 
Ces travaux -publiés, soumis ou en préparation- ont toujours pour point de départ, une 
interrogation clinique car ils sont générés avant tout par une équipe de chercheurs cliniciens. Cette 
interrogation aboutit parfois à une meilleure identification des caractéristiques cliniques et 
épidémiologiques d’une allergie alimentaire particulière, comme cela est objectivé avec l’étude 
des seuils de réactivité.  
Certaines études partant parfois d’observations cliniques très singulières, ont été menées en 
collaboration avec divers biologistes dans le but d’améliorer le diagnostic et/ou la prévention de 
l’allergie alimentaire: amélioration du diagnostic de l’allergie alimentaire avec le développement 
des allergènes recombinants d’arachide, détection de traces d’allergènes alimentaires variés dans 
des médicaments ou des aliments diététiques incriminés dans la survenue d’anaphylaxie. 
Ces travaux ont été menés au sein du département de Médecine Interne, Immunologie Clinique et 
Allergologie de Nancy en collaboration avec laboratoire MTM qui héberge l’équipe de recherche 
EA3999 Allergic Diseases: Diagnosis and Therapeutics, dirigée par le Pr Kanny.  
 
 
 
I  MATERIELS et METHODES 
 
I-1  DETERMINATION DES SEUILS DE REACTIVITE AUX ALIMENTS 
 
Comme cela a été évoqué dans le chapitre V, de nombreux tests de détection ont été développés 
depuis plus de 10 ans pour répondre à la nécessité d’objectiver la présence d’allergènes résiduels 
dans les produits alimentaires manufacturés. Ces essais ont été développés en raison d’un besoin 
grandissant au sein de l’industrie agro-alimentaire d’assurer la sécurité des consommateurs face à 
un nombre croissant d’anaphylaxie alimentaire graves et la mise en place d’une législation 
internationale de plus en plus stricte, sur l’étiquetage des aliments.  
Pour déterminer le niveau de sensibilité des tests de détection que les consommateurs seraient en 
droit d’exiger, il est nécessaire préalablement d’identifier les doses seuils d’aliments susceptibles 
de déclencher une réaction clinique au sein d’une population souffrant d’allergie alimentaire. 
 
Deux études ont été menées dans le service de Médecine Interne, Immunologie Clinique et 
Allergologie de Nancy. Elles contribuent largement à l’avancée des connaissances dans ce 
domaine.  
Cf. annexe 3. Publication sur les seuils de réactivité à l’œuf, le lait, l’arachide et au sésame 
Morisset M, et al. Thresholds of clinical reactivity to milk, egg, peanut and sesame in 
immunoglobulin E-dependent allergies: evaluation by double-blind or single-blind placebo-
controlled oral challenges.Clin Exp Allergy. 2003; 33(8): 1046-51.  
Cf. annexe 4, article soumis sur l’évolution de l’allergénicité des huiles d’arachide. 
Morisset M. et al. Assessment of the potential risk of peanut oil in peanut-allergic children 
Risk assessment of peanut oil allergy. Pediatric All Immunol. 
 
L’étude des NOAEL à l’archide correspond à un besoin ressenti par le législateur et les industriels 
de connaître le seuil exact de réactivité le plus bas au sein d’une population de sujets allergiques 
afin de permettre de déterminer le niveau de détection que les associations de consommateurs et 
les responsables de la santé publique seraient en droit d’exiger pour assurer la pleine sécurité des 
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sujets allergiques (Communication orale personnelle sur les variations des seuils de reactivité, 5th 
workshop on Food allergens. Halifax, Canada Mai 2008).  
Afin de déterminer le niveau de sécurité exigible pour la détection des allergènes dans les 
aliments, il est indispensable de déterminer la quantité d’allergènes tolérée par un sujet allergique. 
Les seuils de réactivité variant d’un sujet à l’autre (Morisset M, et al. Clin Exp Allergy. 2003), il 
est nécessaire d’étudier cette réactivité chez un très grand nombre d’individus et d’étudier les 
seuils de réactivité chez les individus les plus réactifs vis-à-vis de l’allergène alimentaire étudié. 
La plus petite dose d’allergène susceptible d’induire une réaction modérée après absorption de 
l’allergène correspond au LOAEL ou lowest observed adverse effect level (Taylor SL, et al. J 
Allergy Clin Immunol 2002). Par analogie avec les études effectuées en toxicologie (Crump KS. 
Fund. Appl. Toxicol. 1984), la détermination des plus petits seuils de réactivité permet d’approcher 
la notion de NOAEL (no-observed adverse effect level). Appliquée à l’AA à l’arachide, elle 
correspond à la quantité la plus élevée d’arachide susceptible d’être tolérée par l’ensemble des 
patients allergiques. Cette valeur est une valeur théorique sur laquelle on s’appuie pour déterminer 
les niveaux exigés pour les procédures de réduction des contaminants dans l’industrie agro-
alimentaire et la détermination de seuils de détection des tests utilisés à cet escient. Pour approcher 
cette valeur, nous avons étudié le LOAEL à l’arachide au cours d’une étude prospective par test de 
provocation orale à l’arachide, chez des sujets adressés pour allergie à l’arachide. 
 
 
Détermination du LOAEL et NOAEL dans l’allergie à l’arachide  
 
Patients : Tout patient adressé en hospitalisation pour bilan d’allergie à l’arachide a été inclus de 
manière consécutive sur une période de 12 mois, après signature d’un consentement éclairé par le 
proposant majeur ou ses parents, pour les patients mineurs. 
La présélection des patients est basée au départ sur une histoire clinique rapportant de  manière 
non équivoque la survenue de manifestations allergiques à type d’urticaire (U), AO, asthme (A) ou 
choc anaphylactique (CA) moins d’une heure après exposition à l’arachide, avec prick-tests et IgE 
spécifiques positifs à l’arachide. Les sujets sont finalement retenus s’ils correspondent à l’une des 
deux situations suivantes :  
- Histoire clinique mettant en jeu une manifestation allergique immédiate après ingestion 
d’arachide, avec prick-tests positifs à l’arachide et IgE à l’arachide > 15 kU/l (Sampson HA. J 
Allergy Clin Immunol 2001) ou 
- Histoire clinique mettant en jeu une manifestation allergique immédiate après ingestion 
d’arachide, avec prick-tests et IgE positifs à l’arachide ainsi qu’un test de provocation orale en 
double aveugle positif à l’arachide. 
 
Tests cutanés: chaque patient inclus dans l’étude a bénéficié d’un prick-in-prick test (PT) avec de 
l’arachide naturelle grillée, d’un prick-test avec un témoin négatif (sérum physiologique) et un 
témoin positif (sulfate de codéine à 9%) selon la méthode précédemment publiée par Dreborg 
(Dreborg S. Allergy Proc 1991).  
 
Mesure des IgE spécifiques : chaque patient inclus dans l’étude a bénéficié d’un dosage d’IgE à 
l’arachide par méthode ImmunoCap (laboratoire Phadia, Uppsala, Suède). 
 
Test de provocation orale:  
les tests ont été pratiqués en double aveugle versus placebo (DBPCFC) à 24h d’intervalle, avec 
une randomisation au hasard du jour où l’arachide est administrée. La méthodologie suit les 
procédures précédemment publiées (Moneret-Vautrin DA, et al. Rev Fr Allergol Immunol Clin 
2000). L’arachide est ingérée sous forme d’arachide native grillée en poudre. Le placebo est 
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composé de compote de pomme auquel on a ajouté des Cracform® à base de mais et de riz. Afin 
d’optimaliser la procédure en double aveugle, le patient porte un pince-nez avant d’ingèrer la dose 
puis se rince la bouche avec une gorgée d’eau qu’il avale, avant d’ôter le pince-nez. 
Chaque dose est administrée toutes les 20 mn, avec une première progression 100 μg- 300μg- 1 
mg- 3 mg- 10 mg- 30 mg.  Ces quantités d’arachide ont été mesurées sur une balance d’ultra 
précision : AG 135 Mettler Toledo. 
En l’absence de réaction clinique après ce premier test de provocation orale (TPO), le patient est 
reconvoqué pour tester l’arachide à dose supérieure en suivant éventuellement une troisième 
progression, jusqu'à une dose cumulée de 10 g d’arachide, selon une procédure précédemment 
publiée (Moneret-Vautrin DA, et al. Clin Exp Allergy. 1998). 
Au cours de ce test, tous les signes objectifs et subjectifs sont notés. On ne tient compte des signes 
subjectifs qui si la dose suivante entraîne également des manifestations subjectives et/ou 
objectives. 
Le TPO est considéré comme positif s’il s’accompagne de manifestations objectives cutané-
muqueuses à type d’urticaire, angioedème (AO), poussée d’eczéma, rash ou conjonctivite aigue. 
Parmi les signes respiratoires, on retient la rhinite aigue allergique, la toux, les sibilants, une baisse 
significative du DEP ou du VEMS. Les vomissements et débâcles diarrhéiques sont des signes 
également pris en considération. Les douleurs abdominales sont des signes subjectifs qui lorsqu’ils 
sont observés avec deux doses successives, sont suffisants pour considérer le test comme positif 
(notre expérience a montré qu’on expose le patient à des manifestations sévères lorsque le TPO est 
poursuivi à des doses supérieures, ce qui n’est pas éthiquement défendable). 
 
 
 
I-2   Synthèse d’allergènes recombinants: implications dans le diagnostic in 
vitro et in vivo de l’allergie à l’arachide. 
 
Améliorer le diagnostic de l’allergie de l’arachide en utilisant les allergènes recombinants est une 
autre approche de l’allergenicité des aliments, notamment en objectivant le spectre de réactivité 
des sujets allergiques vis-à-vis des différentes protéines. Ce travail passe nécessairement par un 
travail de recherche clinique minutieux afin de sélectionner de nombreux individus dont l’allergie 
doit être confirmée selon les critères développés dans le chapitre I-2.  
 
Cette étude s’insère dans le cadre des travaux d’envergure internationale qui contribuent à 
améliorer le diagnostic in vivo et in vitro de l’allergie alimentaire par le développement des 
principaux allergènes recombinants des aliments responsables d’anaphylaxies sévères.  
Ces travaux ont été menés au sein du département de Médecine Interne, Immunologie Clinique et 
Allergologie de Nancy et du laboratoire MTM qui héberge l’équipe de recherche EA3999 Allergic 
Diseases: Diagnosis and Therapeutics, dirigée par le Pr Kanny d’une part et les chercheurs de la 
société Genclis qui ont synthétisé et purifié les protéines recombinantes d’arachide, d’autre part. 
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication (cf annexe 5): Astier C, Morisset M, Roitel O, 
Codreanu F, Jacquenet S, Franck P, Ogier V, Petit N, Proust B, Moneret-Vautrin DA, Burks 
AW, Bihain B, Sampson HA, Kanny G. Predictive value of skin prick tests using recombinant 
allergens for diagnosis of peanut allergy. J Allergy Clin Immunol. 2006; 118(1): 250-6. 
 
Matériel et méthodes :   Cf annexe 5 
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I- 3   Détection de traces d’allergènes dans les aliments 
 
Les études des seuils de réactivité aux aliments, les études portant sur l’amélioration du diagnostic 
de l’allergie alimentaire ont tous été motivés au départ par des préoccupations cliniques. La 
compréhension d’accidents anaphylactiques survenus chez des patients adressés dans le service de 
Médecine Interne, Immunologie Clinique et Allergologie de Nancy et la prévention secondaire qui 
en découle, ont motivé les études clinico-biologiques suivantes.  
Ainsi, l’identification des traces d’allergènes dans les aliments responsables d’accidents 
anaphylactiques représente un autre aspect important de l’évaluation de l’allergénicité des 
protéines alimentaires. 
 
I-3-1 Protéines de lait de vache dans un biscuit diététique garanti sans lait. 
 
Deux familles ont rapporté des réactions anaphylactiques de survenue immédiate après 
consommation isolée d’un même petit gâteau (biscuit Valpiform®, nappé de chocolat) garanti 
sans lait, sans œuf et sans gluten, chez deux enfants suivis pour APLV sévère. Il nous a semblé 
important de s’assurer que ces gâteaux hypoallergéniques n’étaient pas contaminés par des 
protéines de lait, afin de prévenir d’autres accidents chez d’autres patients souffrant aussi 
d’allergie alimentaire et auxquels nous recommandions habituellement ce produit. 
En raison d’antécédent d’allergie à des traces de lait chez ces deux enfants, la recherche de 
protéines de lait s’est focalisée dans un premier temps, en toute logique, sur la mise en évidence de 
protéines de lait de vache, bien que d’autres allergènes alimentaires puissent être potentiellement 
impliqués. 
 
Première observation:  
Un garçon, suivi dans le service de Médecine Interne et Immunologie Clinique du CHU de Nancy 
depuis la petite enfance, est revu à 3 ans en raison d’un épisode d’œdème de la face et d’une 
urticaire en juillet 2002 quelques minutes après avoir ingéré environ 1/8eme d’un biscuit 
Valpiform nappé de chocolat et garanti sans lait, sans œuf et sans gluten (société Valpiform, 
Compiègne, France). 
Cet enfant a présenté une dermatite atopique (DA) dès le premier mois de vie. Une urticaire 
généralisée accompagnée d’angioedème de la face avec malaise à 5 mois après avoir consommé 
un “petit suisse”, ont motivé la réalisation du premier bilan allergologique. La DA a guéri après 
éviction stricte du lait de vache et sevrage de l’allaitement maternel. A l’âge d’un an, une urticaire 
a été observée à la consommation d’œuf mais l’œuf a pu être réintroduit avec succès à l’âge de 2 
ans et demi. L’APLV est toujours évolutive en juillet 2002, puisque un mois auparavant, l’enfant a 
présenté une urticaire et un œdème labial après avoir été léché par des chiots qui venaient de 
consommer du lait. Cette allergie par procuration laisse supposer la persistance d’une APLV avec 
un seuil réactogène bas. 
 
2eme observation:  
Un jeune garçon de 3 ans atteint de mucoviscidose est suivi pour une APLV évoluant dans un 
contexte d’allergie alimentaire multiple. Une DA apparue à 4 mois a motivé un premier bilan 
allergologique objectivant une sensibilisation multiple au lait, œuf, poisson et gluten. A l’éviction 
de ces aliments, la dermatite atopique a guéri. L’APLV a été confirmée par un test de 
réintroduction du lait : malaise déclenché après ingestion d’une dose cumulée de 8 ml de lait. 
L’APLV persiste puisque les parents rapportent une urticaire par procuration après avoir été 
embrassé par un adulte qui avait ingéré auparavant des produits laitiers. Une allergie IgE-
dépendante évolutive à l’œuf et au blé a par ailleurs été objectivée par des PT positifs au gluten (7 
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mm) et au blanc d’œuf (3,5 mm), la présence d’IgE spécifiques au gluten (8 kU/l) et à l’œuf (0,86 
kU/l) et des TPO positifs : AO du visage après ingestion d’une dose cumulée (DC) de 965 mg de 
blanc d’œuf cuit, urticaire après ingestion d’une DC de 265 mg de farine de blé. 
Les parents rapportent un AO s’accompagnant de dyspnée de survenue immédiate après 
consommation du même biscuit nappé chocolat (un gâteau entier).  
 
Ce gâteau est un biscuit sablé fabriqué dans une usine française spécialisée dans la fabrication de 
produits « allergen-free » (société Valpiform, Compiègne, France). Il s’agit d’un biscuit recouvert 
d’une nappe de chocolat et garanti sans œuf, lait ou gluten. Le gâteau selon l’étiquetage, est 
composé d’amidon de maïs, d’huile de palme, de sucre, de sirop de glucose, de noix de coco 
râpée, de lécithine de soja, de vanille, de carbonate de calcium, de caramel et de caroténoïde. La 
couche de chocolat (20%) contient du sucre, de la pâte de cacao, de la lécithine de soja et une 
vanille de synthèse.  
Les biscuits en cause dans la première et la deuxième observation ne proviennent probablement 
pas du même lot car ces réactions sont survenues à plus de deux ans d’écart. 
 
Matériel et méthodes 
 
Tests cutanés  
Des prick-in-prick-tests (PT) ont été réalisés avec de la poudre de lait (formule infantile O-LAC, 
laboratoire Mead Johnson), la couche chocolatée du biscuit et la face non chocolatée ainsi qu’une 
poudre de chocolat provenant d’un autre fournisseur, garantie sans lait (poudre de chocolat amer 
Van Houten). Ces prick-in prick-tests ont été réalisés conformément aux publications antérieures 
(Dreborg S. Allergy Proc 1991). 
Dans la première observation, les tests cutanés ont été réalisés en janvier 2003. Les PT et les TPO 
ultérieurs sont effectués avec le même lot (lot B). Cependant, la probabilité que ce biscuit utilisé 
pour les tests provienne du lot (lot A) qui a induit l’accident 6 mois auparavant et acheté dans un 
magasin du sud-ouest de la France, est peu probable. Nous n’avons pas pu récupérer le paquet de 
biscuit en cause, les parents l’ayant immédiatement jeté à la poubelle et oublié de noter le numéro 
de lot. Dans la deuxième observation, les PT ont été effectués avec un gâteau provenant du même 
lot (lot C) que celui qui avait déclenché des manifestations allergiques quelques semaines plus tôt. 
Suite à l’incident avec le biscuit chocolaté chez le premier enfant, une sensibilisation au chocolat 
Valpiform a été secondairement étudiée de manière prospective et consécutive par PT chez 29 
patients présentant une APLV certaine IgE-dépendante. De manière consécutive, un 4eme lot (lot 
D) de chocolat (barre de chocolat) provenant du même fabricant a été testé afin de déterminer si la 
sensibilisation objectivée chez les deux enfants précédemment étudiés témoignait d’un seuil de 
réactivité particulièrement bas. 
 
IgE spécifiques 
Des IgE spécifiques au lait de vache et cacao ont été mesurées en Cap-System (Pharmacia, 
Uppsala, Suède). 
 
Test de provocation orale: ingestion d’une poudre de chocolat Van’Houten® (Kraft Foods 
Worldwide Corporate Headquarters: Three Lakes Drive Northfield, IL 60093 USA) diluée dans un 
substitut de lait (Neocate® SHS International Liverpool United Kingdom) afin de prouver 
l’absence d’allergie au chocolat. 
 
RAST inhibition du lait 
Une inhibition du RAST au lait par le chocolat provenant du gâteau a été réalisée afin de prouver 
l’existence d’une contamination du chocolat par des protéines de lait de vache. Le chocolat étudié 
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provient du lot B utilisé pour les PT dans l’observation N⁰1. Nous avons utilisé un pool de sera 
provenant de patients ayant une APLV certaine ainsi qu’un taux d’IgE anti-lait très élevé > 
100kU/l.  
La poudre d’un lait commercial a préalablement été réhydratée en mélangeant 30 ml d’eau 
distillée à 4300 mg de poudre. Le chocolat a été récupéré en grattant la couche très superficielle du 
biscuit.  
Les RAST inhibition ont été réalisés avec le matériel Pharmacia CAP system et suivant la même 
méthode que celle qui avait été utilisée par Fremont et al. pour la détection de PLV dans une farine 
infantile dite « sans lait » (Frémont, Allergy 1996). L’inhibition du RAST au lait a été pratiquée 
avec un lait réhydraté dont les concentrations en protéines sont comprises entre 3,55 g/l et 3,55 
μg/l (7 concentrations), et avec le chocolat à des concentrations allant de 250 à 25 mg/ml (10 
concentrations). On pratique une incubation du pool de sera provenant de sujets ayant une APLV 
avec des concentrations décroissante de lait ou chocolat (25 μl de sérum mélangé à 25 μl de lait ou 
de chocolat à diverses concentrations). L’incubation dure 30 mn sous agitation constante. Un 
mélange contrôle est également incubé: 25 μL de sérum mélangé à 25 μL de tampon phosphate. 
Un RAST est effectué pour chaque concentration en double. Le pourcentage d’inhibition 
correspond au ratio:  
1- (cpm mesurés avec sera incubé avec lait ou chocolat / cpm mesurés avec sera incubé avec 
contrôle). 
 
SDS-PAGE et Immunoblot  
Préparation de l’extrait de chocolat (chocolat dans PBS 5 g/10 ml à pH 7,4) incubé à 37 °C 
pendant 30 mn puis à 55-60 °C pendant 2 h puis centrifugation à température ambiante 4500 rpm 
puis centrifugation à 10000 g 15 mn à température ambiante provenant du grattage de la couche 
chocolatée du biscuit. Deux lots (lot 1102 correspondant au lot C et lot 0404) ont été testés. 
Analyse en SDS-PAGE en condition dénaturante et réductrice sur Gel Invitrogen Nupage 12% 
bis-Tris gel, Invoitrogen, Carslbad USA. Dépôt d’un mélange 2/1 vv dans SB2x. 
La séparation des protéines a été objectivée par une coloration au bleu de Coomassie ou au nitrate 
d’argent (kit SilverSNAP stain, Pierce, Rockford, Illinois) 
Différents volumes d’extrait de chocolat ont été déposés par puits. Les marqueurs de PM See Blue 
Plus 2 prestained standard et magic mark XP (Invitrogen, USA) ont été utilisés. 
Après migration, les protéines ont été transférées sur une membrane PVDF Biorad. La membrane 
a été saturée dans une solution TBST (Tris buffered saline with Tween) (Tris 0.1M, pH 7,5, 0.15 
M NaCl et 0.1% Tween) contenant 1% de gélatine de poisson (solution de blocage, Sigma). La 
membrane est ensuite incubée pendant une nuit avec le sérum de deux patients ayant une APLV 
certaine et dont les IgE spécifiques au lait  sont supérieurs à 100 kU/l. 
Apres lavage, la membrane est ensuite incubée avec un Ac IgG de chèvre anti-IgE humaine 
(Kirkegaard & Perry laboratories Gaithersburg.USA) conjuguée à la peroxydase (HRP) diluée au 
1/10.000 pendant une heure. 
Les protéines reconnues par les IgE des patients sont révélées par chimiluminescence (ECL plus 
Westernblotting kit. Amersham biosciences). 
 
Inhibition d’immunoblot 
Pré-incubation du sérum avec soit des protéines de lait provenant d’un lait ½ écrème Regilait à 
dose progressivement décroissante 1 mg, 0.1 et 0.01 mg, ou soit avec de la β-lactoglobuline (βLG) 
purifiée d’origine commerciale (laboratoire Sigma). 
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I- 3-2  Détection de traces de protéines de lait de vache dans les probiotiques 
 
Ce travail a fait l’objet de deux publications internationales consultables en annexe 6 et 7 
concernant la mise en évidence de contamination par des protéines de lait de vache (PLV) dans 
certains probiotiques commercialisés en France, responsables d’anaphylaxie chez des sujets 
allergiques aux protéines de lait de vache. 
 
Moneret-Vautrin DA, Morisset M, Cordebar V, Codreanu F, Kanny G. Probiotics may be unsafe 
in infants allergic to cow's milk. Allergy 2006; 61(4): 507-8 
 
Tiger Lee TT, Morisset M, Astier C, Moneret-Vautrin DA, Cordebar V, Beaudouin E, Codreanu 
F, Bihain BE, Kanny G. Contamination of probiotic preparations with milk allergens can cause 
anaphylaxis in children with cow's milk allergy. J Allergy Clin Immunol. 2007 119(3):746-7 
 
Matériel et méthode : 
Cf annexe 6 et 7 
 
 
I- 3-3   Détection de protéines de lait de vache dans le lactose 
 
Cf. annexe 8, poster Morisset M, Astier C, Codreanu F, Cordebar V, Commun N, Kanny G, 
Moneret-Vautrin DA. "Allergy to cow milk proteins contaminating lactose, common excipient of 
dry powder inhalers for asthma. An original masked food allergy clinical case. Congres de 
l’EFIM, European Federation of Internal Medicine. Paris septembre 2005. 
 
Le lactose est un disaccharide du lait, composé de glucose et galactose unis par une liaison β 
rompue par une enzyme intestinale: la lactase (ou galactosidase). Le lait de vache en contient 
environ 50 g /l et le lait maternel environ 70 g/l.  
Le lactose issu du lactosérum, est utilisé dans l’industrie agro-alimentaire et pharmaceutique. En 
2002, 33929 tonnes ont été produites en France.  
Le lactose pharmaceutique est un excipient à effet notoire. Sa présence dans une spécialité 
pharmaceutique entraîne une contre-indication chez les sujets présentant une galactosémie ou un 
déficit en lactase. Chez les sujets présentant une APLV sévère, l’éviction du lactose est 
habituellement recommandée, en raison de la présence éventuelle de PLV à l’état de traces. 
L’hypothèse d’une contamination du lactose par des PLV et le risque anaphylactique attribué à 
l’ingestion de lactose chez des sujets ayant une APLV, ont été déjà démontrés dans le passé 
(Frémont S et al. Allergy 1996). 
Nous rapportons une observation singulière de bronchospasme associé à un eczéma après 
exposition par voie respiratoire à des PLV sous forme masquée, lors de l’inhalation d’un broncho-
dilatateur délivré sous forme de poudre de lactose, chez un adulte souffrant d’APLV. 
 
Histoire clinique : 
Une femme de 41 ans suivie depuis 1985 pour un asthme est revue en 1995 en raison de 
l’apparition secondaire d’eczéma, d’urticaire de contact au latex, d’un angioedème lors de 
l’ingestion de blanc d’œuf et de bronchospasme lors de la préparation d’omelette.  
En dépit de l’éviction de l’œuf, la persistance d’eczéma et l’apparition de douleurs abdominales 
associées à des diarrhées, ont motivé la poursuite du bilan allergologique qui objective en 2001, 
une sensibilisation aux viandes et au lait. Sous régime d’éviction de l’œuf, du lait et des viandes 
peu cuites, les symptômes digestifs disparaissent et l’eczéma ainsi que l’asthme s’améliorent. 
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Cette patiente qui exerce le métier d’aide soignante à domicile, présente une allergie aux protéines 
animales entretenue voire déclenchée par une exposition privée et professionnelle aux épithélia de 
chat, chien, cochon d’inde et aux oiseaux de compagnie (bengali, rossignols) (Drouet M, Monogr 
Allergy 1996/ de Maat-Bleeker F, van Dijk AG, Berrens L. Ann Allergy 1985). 
En 2002, la patiente rapporte une nouvelle poussée d’eczéma et des accès de dyspnée avec toux. 
Ces manifestations sont apparues lorsque le β2 mimétique à courte durée d’action administré sous 
forme de spray a été remplacé par du formotérol à longue durée d’action, inhalé sous forme de 
poudre (Foradil® Novartis).  
En 2003, la patiente rapporte la survenue d’une crise d’asthme lors de la cuisson d’un lapin au 
four, dès l’ajout de crème fraîche évocatrice d’un asthme déclenché par l’inhalation de PLV. 
 
Méthodes 
Tests cutanés 
Des PT ont été réalisés pour les principaux pneumallergènes (D. pteronyssinus, Alternaria 
alternata, blatte, chat, chien, mélange pollens de graminées, pollen de bouleau, pollen de frêne, 
pollen de plantain, pollen d’armoise, latex) avec des extraits commerciaux (laboratoire Allerbio. 
Varennes en Argonne, France). Les témoins positif et négatifs utilisés pour controler la réactivité 
cutanée correspondent respectivement au sulfate de codéine à 9% et au NaCl 9°/°°. 
Des PT ont été réalisés avec les 30 principaux aliments natifs comprenant notamment toutes les 
viandes crues : lait (lait O-Lac, laboratoire Mead Johnson), œuf, farine de blé, seigle, noisette, 
arachide, moutarde, céleri, carotte, pomme de terre, banane, avocat, kiwi, levure de boulanger, 
morue, thon, soja, lentille, lupin, crevette, crabe, sésame, sarrasin, viandes de bœuf, poulet, dinde, 
porc, agneau et lapin ; selon une méthode précédemment publiée (Dreborg S. Allergy Proc 1991)  
Des PT ont été pratiqués également avec la poudre de Foradil® contenu dans la gélule et du 
lactose de qualité pharmaceutique utilise ultérieurement pour le TPO et le test de provocation 
bronchique (laboratoire Cooper. Melun. France. Lot N° 00090354). 
 
IgE spécifiques 
Les IgE au lait de vache, α-lactalbumine, β-lactoglobuline, caséine, sérum albumine bovine et 
œuf  ont été analysées par Cap SystemTM (Pharmacia Diagnostics, Uppsala, Suède). 
 
Tests de provocation: 
Les tests de provocation ont été réalisés en double aveugle avec le consentement éclairé et signé 
de la patiente. 
 

Test de provocation orale 
Le TPO au lait se déroule sur deux jours avec ingestion de doses progressivement croissantes 
toutes les 20 mn, d’une formule infantile lactée dépourvue de lactose O Lac® (Mead Johnson 
laboratoires). Le placebo utilisé pour le TPO correspondant à une formule à base d’Aa, selon une 
méthode précédemment publiée (Morisset M, Clin Exp Allergy. 2003. Cf. Annexe 3). 
Le TPO au lactose en double aveugle versus placebo (glucose), est réalisé à 24 h d’intervalle. 
 

Test de provocation réaliste 
Le test réaliste d’inhalation des vapeurs de lait bouilli est réalisé en cabine, en double aveugle 
avec mise en place d’un pince nez chez le patient et le médecin chargé de la surveillance. Le 
récipient où est cuit le lait est caché derrière un paravent avec manipulation par une tierce 
personne. Cette méthode s’inspire de celle publiée par Roberts et al. (Roberts G, Allergy 2002). Le 
médecin charge de la surveillance réalise une spirographie avant et après test de provocation et 
vérifie la survenue éventuelle de signes cutanéo-muqueux ou respiratoire. Il contrôle la pression 
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artérielle, fréquence cardiaque, saturation, DEP et CDV toutes les 15 mn pendant 2 heures, la 
durée d’exposition à la vapeur de lait durant 30 mn. La patiente est surveillée en milieu hospitalier 
jusqu’au lendemain matin. 
Un autre test de provocation réaliste est réalisé en ouvert, avec manipulation en cabine de 30 g de 
poudre de lactose de qualité pharmaceutique (même lot que précédemment) pendant 30 mn. Les 
modalités de surveillance sont les mêmes. 
 

Test de provocation bronchique 
Un test de provocation bronchique est réalisé avec le même lactose de qualité pharmaceutique en 
simple aveugle puis en double aveugle versus placebo (NaCl9°/°°), avec un appareillage latex-
free. Les modalités de surveillance sont identiques au test réaliste. 
 
 
Examens biologiques 
 
Electrophorèse du lactose pharmaceutique et de la poudre de Foradil 
La poudre de Foradil est diluée dans de l’eau distillée déminéralisée (eau milliQ) puis incubée à 
température ambiante avec agitation rotative pendant 2 heures. Le mélange subit ensuite une 
centrifugation à 10.000 g à 4°C pendant 30 mn. Le surnageant est récupéré puis déposé sur une 
colonne PD 10 afin d’éliminer le lactose. Après passage sur colonne, les fractions récupérées sont 
lyophilisées. 
Le Foradil® et des PLV purifiées (Sigma), caséines, β-lactoglobuline (BLG) et α-lactalbumine, 
sont analysés en SDS PAGE en condition dénaturantes et réductrices sur gel Invitrogen Nupage 
12% bis-Tris gel (Invitrogen, Carslbad USA). Les gels sont colorés au bleu de Coomassie ou au 
nitrate d’argent (kit SilverSNAP Stain, Pierce, Rockford, Illinois). Les marqueurs See Blue Plus 2 
prestained standard et Magic Mark XP (Invitrogen, USA) pour le WB, ont été utilisés comme 
indicateurs de masse moléculaire (MM). 
 
IgE-Immunoblotting du lactose pharmaceutique et de la poudre de Foradil® : 
Après migration, les protéines ont été transférées sur une membrane PVDF. La membrane a été 
saturée dans une solution TBST (Tris Buffered Saline with Tween) (Tris 0,1M; pH 7,5; 0,15 M 
NaCl et 0,1% Tween) contenant 1% de gélatine de poisson (Sigma). La membrane est ensuite 
incubée pendant une nuit avec le sérum de la patiente dilué au 1/10. 
Après lavage, la membrane est ensuite incubée une heure, avec une dilution au 1/10000 d’IgG de 
chèvre, purifiées par affinité, conjuguées à la peroxydase (HRP) et dirigées contre des IgE 
humaines  (Kirkegaard & Perry Laboratories Gaithersburg, USA). 
Les protéines reconnues par les IgE des patients sont révélées par chimiluminescence (ECL plus 
Westernblotting kit. Amersham biosciences). 
 
Dosage semi-quantitatif des protéines de lait dans le Foradil® en technique ELISA: 
Pour la détection de PLV, un kit commercial de détection semi-quantitative de protéines totales de 
lait par méthode sandwich ELISA, a également été utilisé: Neogen Alert® (Neogen Europe, 
Auchincruive Ayr, Ecosse). Ce test analyse des échantillons préalablement dilués dans un tampon 
PBS puis déposés dans les puits d’une microplaque préalablement coatés avec des Ac anti-
protéines de lait (100μl d’échantillon par puits). Après une incubation de 10 mn, les puits sont 
lavés puis de nouveau incubés pendant 10 mn avec une solution contenant un Ac PLV marqué 
(100μl). Après ajout du substrat, la présence de protéines de lait se traduit 10 mn plus tard, par une 
coloration bleue dont la densité optique (DO) est mesurée après ajout d’une solution bloquant la 
réaction (Red Stop®). La DO de l’échantillon est comparée à celle de deux contrôles positifs 
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délivrés par le constructeur, contenant une quantité connue de protéines de lait (respectivement 5 
et 10 ppm/100μl). 
Dans cette étude, les dosages ont été réalisés en microplaque (Manager Bio-Rad laboratories, 
Inc.biorad) en duplicata. Un volume de 100μl d’une solution concentrée de Foradil® a été déposé 
dans chaque puits. Ce volume de 100 μl est l’équivalent de 106 mg de Foradil. La DO des 
échantillons a été mesurée à l’aide d’un lecteur de microplaques (Benchmark Plus), à une 
longueur d’onde de 650 nm. 
 
Photographie 1 : Kit de dosage semi-quantitatif des protéines totales de lait par méthode sandwich 
ELISA Neogen Alert® 
 

 
 
 
 
I-3-4   Détection de protéines de soja dans une formule infantile à base 
d’acides aminés 

Cf. annexe 9, poster présenté au congrès de l’American Academy of Allergy, Asthma & 
Immunology, Miami, mars 2006. Morisset M, Lee T, Codreanu F, Cordebar V, Fremont S, 
Guenard L, Kanny G, Moneret-Vautrin DA. Allergy to an amino-acid formula in infants: residual 
soy allergens in soybean oil are incriminated. Journal of Allergy and Clinical Immunology, 117, 
Issue 2, Supplement 1, February 2006, S40. 

 
La prévalence de l’APLV chez l’enfant reste relativement stable depuis ces 20 dernières années 
(2 à 6 %) (Host A. Allergy. 1998). Sa sévérité  est variable: divers symptômes gastro-intestinaux, 
retards de croissance, dermatite atopique (DA), urticaire, angioedème, asthme, anaphylaxie. Son 
traitement repose sur l’éviction des PLV et leur remplacement par certaines formules infantiles. 
Les seules formules recommandées par l’European Society for Paediatric Allergology and 
Clinical Immunology (ESPACI) et l’European Society for Paediatric Gastroenterology, 
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) sont les hydrolysats poussés de PLV (extensive cow 
milk protein hydrolysates (CMPH) (Host A, Arch Dis Child. 1999). L’utilisation des formules 
infantiles à base de soja est débattue (SF). En effet, une allergie au soja est observée chez 5 à 
14% des patients ayant déjà une APLV (Bock SA, J. Pediatr. 1990/ Cantani A, Euro. Rev. Med. 
Pharma. Sci. 1990/ Zeiger RS, J. Pediatr. 1999). 
L’usage des CMPH n’est pas toujours la panacée puisque des manifestations aigues plus ou 
moins sévères (choc anaphylactique, rectorragies et urticaire) ou des manifestations plus 
chroniques (diarrhée, retard de croissance, anorexie) ont été rapportées par divers auteurs avec 
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ces formules (Klemola T, J. Pediatr. 2002/ Hill DJ, J Allergy Clin Immunol 1995/ Vanderhoof 
JA, J Pediatr 1997/ Caffarelli C, Clin. Exp Allergy 2002). Dans ce type de situation, on 
recommande de remplacer les CMPH par des substituts à base d’acides aminés (amino-acid-
based formula = AAF). Ces formules sont particulièrement recommandées en cas de retard de 
croissance ou d’allergie alimentaire multiple (AAM), notamment lorsqu’elles surviennent chez 
des enfants bénéficiant d’un allaitement maternel et pour lesquels les manifestations persistent 
en dépit d’un régime d’éviction chez la mère (Caffarelli C, Clin. Exp Allergy 2002/ Sampson 
HA, Pediatrics 1992/ Niggemann B, Pediatr Allerg Immunol 2001). Des publications 
antérieures ont déjà fait état nombreuses observations où des nourrissons les manifestations 
allergiques persistantes sous CMPH et lait de soja  régressaient sous Neocate®, une AAF (Hill 
DJ, J Allergy Clin Immunol 1995/ Hill DJ, J Pediatr 1999/ de Boissieu D, J Pediatr 2000). Le 
Neocate® est considéré comme un produit tout à fait sur. Il est utilisé d’ailleurs comme placebo 
dans les TPO en double aveugle (DBPCFC) dans le cadre du diagnostic d’APLV, d’allergie au 
soja ou d’AAM (Niggemann B, Pediatr Allerg Immunol 2001, Sicherer SH et al. J Pediatr. 
2001). Jusqu’à présent seules quatre observations d’allergie à une AAF ont été rapportées dans 3 
publications. Dans deux publications (3 observations), l’allergène masqué présent dans les AAF 
correspondait à des PLV (Caffarelli C, Clin. Exp Allergy 2002 / Nilson C, Allergy 1999). Dans 
la 3eme publication à propos d’un cas, l’huile de soja a été incriminée (Moneret-Vautrin DA, et 
al. Allergy 2002) (Cf. annexe 10). 
Nous rapportons ici 15 cas d’allergie à une AAF (Neocate®, SHS International Laboratories 
Ltd. Liverpool, UK) chez des nourrissons atteints d’APLV et d’AAM, adressés dans le service 
de Médecine Interne, Immunologie Clinique et Allergologie de 2001 à 2005, en raison de la 
persistance des symptômes sous AAF.  
 
 
Observations cliniques 
L’évolution clinique de ces 15 nourrissons adressés en raison de la persistance des symptômes 
en dépit d’une éviction stricte des protéines de lait de vache et des autres allergènes alimentaires 
suspectés, de l’apport exclusif de CMPH ou d’un hydrolysat de protéines de soja et de collagène 
de porc (SPPCH) (Pregomine®, laboratoire Milupa) ou un allaitement maternel strict, la mère 
suivant un  régime d’éviction strict du lait. Ces 15 enfants (11 garçons et 4 filles) étaient âgés de 
4 à 14 mois (médiane: 8.2 mois) au moment de leur prise en charge, lorsque le diagnostic 
d’allergie alimentaire multiple est suspectée. Tous ces enfants présentaient une dermatite 
atopique. Deux enfants avaient présenté des crises d’urticaire, un autre enfant, un angioedème. 
Dans 8 cas on notait également des douleurs abdominales, des régurgitations anormalement 
importantes, des vomissements et /ou une constipation opiniâtre. Un retard de croissance était 
observé dans 2 cas. Tous les enfants étaient issus d’une famille à risque atopique. Après le 
diagnostic d’APLV, 8 avaient reçu un CMPH (Pregestimil®, Mead Johnson). Chez 5 enfants un 
SPPCH (Pregomine® Milupa) avait été prescrit sans plus de succès et pour certains, on notait 
même une aggravation des lésions d’eczéma. La persistance des manifestations sous ces 
hydrolysats avec un recul d’un à deux mois, a justifié leur remplacement par une AAF, 
Neocate®, SHS International Laboratories Ltd. Liverpool, GB. Chez 2 enfants, pour lesquels les 
mères avaient souhaité au départ poursuivre l’allaitement, la persistance d’une dermatite 
atopique sévère en dépit d’un renforcement du régime maternel sans lait, sans œuf, sans gluten, 
sans arachide et fruits à coque a motivé la prescription d’emblée d’une AAF. Chez ces 15 
enfants, en dépit de l’arrêt de l’allaitement maternel, de l’arrêt du CMPH ou du SPPCH avec 
une alimentation exclusive par AAF, les symptômes n’ont pas régressé sous cette nouvelle 
formule avec un recul d’observation d’au moins un mois (Tableau 1). 
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Tableau 1: Histoire clinique des 15 nourrissons pour lesquels une APLV et une allergie 
alimentaire multiple est suspectée et non améliorée par les prises en charges diététiques 
habituellement recommandées.  
  

Patient 
(numéros
) 

Se
xe 

Age à 
l’inclusion 
(mois) 

Symptôme
s 

Premier 
régime 
mis en place  

Deuxième 
regime 

3eme 
regime 
AAF 

 
1 

M 6 DA, AO CMPH               Neocate ®: 
non 
amélioré 

 
2 

F 6 DA, Co, 
RGO 

Lait de soja SPCH idem 

 
3 

M 8 DA AM sans oeuf 
& “nuts” 

AM sans oeuf, 
LV, gluten & nuts 

idem 

 
4 

M 5,5 DA SPCH idem 

 
5 

M 6 DA, RC CMPH idem 

 
6 

M 6 DA CMPH   SPCH idem 

 
7 

F 12 DA, AP AM sans oeuf  
& “nuts” 

AM sans oeuf, 
LV, gluten & nuts 

idem 

 
8 

M 11 DA, U, AP CMPH autre CMPH idem 

 
9 

M 15 DA, Vo CMPH   SPCH idem 

 
10 

M 9 DA, Vo, U SPCH idem 

 
11 

F 11 DA, RGO CMPH idem 

 
12 

F 6 DA AM sans oeuf 
& “nuts” 

CMPH idem 

 
13 

M 14 DA CMPH 
 

idem 

 
14 

M 8 DA SPCH idem 

 
15 

M 7 DA, RC AM sans œuf 
et “nuts » 

CMPH idem 

 
AAF: Amino-acid based formula= formule à base d’acides aminé; AO: angioedème; AP: abdominal pain = douleur 
abdominale; C: constipation; CMPH: cow’s milk protein hydrolysates; Co: constipation; DA: dermatite atopique; 
RC: retard de croissance; RGO: reflux gastro-œsophagien; SPCH: soy protein/pork collagen hydrolysates; U: 
urticaire; Vo: vomissement . 
 
 
Méthodologie 
 
Tests cutanés 
Des prick-in-prick tests (PT) ont été réalisés avec des aliments natifs selon une méthode 
précédemment publiée (Dreborg S. Allergy Proc 1991) utilisant une formule lactée infantile (lait 
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O-Lac, laboratoire Mead Jonhson) du blanc d’œuf cru, de la morue crue, de la farine de blé et de 
soja crue et de l’arachide grillée. Des PT et des atopy patch-tests (APT) ont été également 
réalisés avec du Neocate® et un extrait commercial de soja (laboratoire Allerbio, Varennes en 
Argonne, France). La positivité d’un PT est définie par un diamètre de papule supérieur ou égal 
à 75% du diamètre du témoin positif (sulfate de codéine à 9%). Les APT sont réalisés avec des 
cupules d’aluminium de 12 mm (Finn-chamber®, Epitest Ltd, Oy, Finlande) selon les 
recommandations de Niggemann et al. (Niggemann B, J Allergy Clin Immunol. 2002). La 
lecture des APT a été pratiquée à 48h. 
 
IgE spécifiques 
Les IgE au LDV et au soja ont été analysées par Cap SystemTM (Pharmacia Diagnostics, 
Uppsala, Suède). 
 
Tests de provocation oraux: 
Des TPO en double aveugle ont été réalisés avec le consentement éclairé des parents avec du 
Neocate ® versus Neocate advance® chez 5 enfants avec un suivi au départ de 24h en milieu 
hospitalier après chaque test de provocation. En l’absence de réaction, le test de réintroduction 
en double aveugle Neocate ® versus Neocate advance® (NA) a été poursuivi à domicile durant 
7 jours pour chaque AAF avec une période de wash-out sous NA (il fallait bien nourrir ces 
enfants…). La quantité de produit ingérée quotidiennement correspondait à la quantité 
habituellement recommandée chez un enfant de même âge en bonne santé. 
 
Comparaison biologique du Neocate et du Neocate advance®: 
L’analyse de la composition du Neocate®(N) révèle que cette formule contient une émulsion 
lipidique comprenant de l’huile de soja Solagen® qui n’entrerait pas dans la composition du 
Neocate Advance®. Nous avons spéculé que l’émulsion lipidique du N contenait des protéines 
de soja en quantité suffisante pour induire la persistance des symptômes chez ces enfants atteints 
d’allergie alimentaire multiple et notamment une APLV et une allergie au soja (Moneret-
Vautrin DA et al. Allergy 2002). Afin de valider cette hypothèse, nous avons recherché la 
présence de protéines de soja dans le N et le NA. Ces deux AAF ont été préparée dans du PBS à 
pH 7.4 et soumises à une électrophorèse de type Tricine SDS-PAGE utilisant des gels de 
polyacrylamide à 12% et 4.75% respectivement pour le gel de séparation et le stacking gel. Les 
protéines du gel sont mises en évidence par une coloration au bleu de Coomassie R-250. Pour 
les immunoassays, les protéines du SDS-PAGE ont été transférées sur une membrane de 
polyvinylidene difluoride (PVDF) (Immobilon, Millipore, Bedford, MA, USA) en utilisant un 
système de transfert Bio-Rad Trans-Blot et selon les recommandations du constructeur. Les 
membranes ont été utilisées pour la mise en évidence éventuelle de la fixation d’IgE sur 
certaines protéines, après incubation en présence du sérum de 5 enfants présentant des réactions 
allergiques sous Neocate® et du sérum de 4 enfants ayant une allergie prouvée au soja avec des 
IgE spécifiques au soja respectivement à 100; 47; 87 et 36 kU/L)> L’incubation a été menée 
pendant une nuit à 4°C, et ensuite âpres lavage, un second Ac anti-IgE humaines conjugue à une 
peroxydase (HRP) a été ajouté avec une nouvelle incubation d’une heure à 25°C. La fixation 
d’IgE sur certaines protéines transférées en méthode ECL Western blotting (WB) a été 
objectivée par un kit de détection (Amersham, Buckinghamshire, UK) suivant les instructions 
du laboratoire.  
 
Immunoblot inhibition 
Des aliquotes de 100μl de sérum dilues au 1:10 v/v dans un tampon TTBS provenant d’un 
patient allergique au soja avec un taux d’IgE spécifique à 100 kU/L ainsi que du sérum d’un 
patient allergique au Neocate, ont été individuellement incubes toute la nuit avec un volume 
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équivalent d’extrait commercial de soja (Allerbio, Varennes-en-Argonne. France) à la 
concentration finale de 0.1 et 0.2 mg/ml. Les mélanges ont été centrifugés et ensuite les 
surnageants provenant du sérum de patient allergique au soja ou au Neocate en présence de 
l’extrait soja, ont été incubés en présence de l’extrait de N et de NA transférés sur membrane 
PDVF pour objectiver la réduction de fixation des IgE selon la méthode précédemment utilisée.  
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II  RESULTATS 
 
 
 
II-1  DETERMINATION DES SEUILS DE REACTIVITE AUX ALIMENTS 
 
Résultats de l’étude des LOAEL et NOAEL à l’arachide 
 
Sur 115 sujets (75 garçons et 40 filles) adressés pour la première fois pour un bilan d’allergie à 
l’arachide avec TPO, 99 sujets (65 garçons et 34 filles) ont été retenus dans cette étude sur un an. 
Lorsque les patients ont été inclus dans l’étude, l’âge respectif était compris entre 3 et 25 ans avec 
moyenne d’âge de 7,9 (+/- 3,4) ans. 
Certains sujets présélectionnés au départ en raison d’une histoire clinique d’AA à l’arachide (Cf. 
tableau 2) avec prick-test et IgE positifs à l’arachide, n’ont donc pas été retenus rétrospectivement, 
en raison et d’un TPO négatif (dose cumulée atteinte sans réaction: 10 g d’arachide grillée) ou de 
la valeur trop faible des IgE spécifiques (≤ 15 kU/l) avec un TPO réalisé avec des doses 
insuffisantes (DC< 10 g) jusqu'à présent, pour confirmer ou infirmer le diagnostic d’allergie. 
L’âge de survenue des premières manifestations allergiques à l’arachide est compris entre 13 mois 
et 19 ans, avec un âge moyen au moment du diagnostic de 4,0  (+/- 2,2) ans. 
 
 
 
Tableau 2: Manifestations cliniques à l’origine de la suspicion d’AA à l’arachide. Pour de 
nombreux patients, les symptômes précédemment décrits sont associés. 
Manifestations cliniques Nombre de patients (n) 
Manifestation respiratoires (toux et/ou crise d’asthme) à 
l’ingestion d’arachide  

40 

AO à l’ingestion d’arachide  30 dont 3 AO laryngés 
Urticaire aigue à l’ingestion d’arachide  21  
Réactions par procuration sans ingestion (U, AO, 
conjonctivite…) :  

22 dont 2 A par procuration 

Choc anaphylactique  9 
Dermatite atopique  
avec nette régression à l’éviction de l’arachide  

18 

Signes digestifs : - nausées isolées (No): 
                            - douleurs abdominales : 
                            - vomissements (Vo): 

3  
5  
12 

 
Dans l’histoire clinique, l’aliment déclenchant et/ou la quantité peuvent être précisés dans plus de 
la moitié des cas: 
- Réaction inaugurale à l’ingestion de biscuit soufflé à l’arachide (Curly®) dans 27 cas :  

- un Curly® dans 13 cas,  
- entre 2 et 4 Curly® : 4 cas 
- une dizaine de Curly® : un cas. 
- nombre de Curly® ingérés inconnu : 9 cas. 
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- Dans 24 cas, une réaction après ingestion de cacahuète grillée est à l’origine du diagnostic d’AA, 
dont un cas seulement après consommation de beurre de cacahuètes. Pour 9 sujets, la dose 
déclenchante est comprise entre une et une cacahuète et demie. Pour les autres, la dose ingérée 
n’est pas connue. 
-Dans 32 cas, les manifestations sont apparues après consommation des traces d’arachide, dont 
une réaction chez un nourrisson après allaitement maternel. 
- Dans 15 cas, une réaction par procuration à l’arachide, est le mode de révélation de l’AA. 
Pour les autres patients, la quantité et forme sous laquelle l’arachide a été ingérée, sont inconnues. 
 
Résultats des tests cutanés :  
Le PT test à l’arachide grillée est compris entre 3,5 et 22,5 mm avec une moyenne à 12,2 mm 
(écart-moyen 3,3). 
La différence entre le diamètre moyen des PT chez les sujets réagissant à une DC ≤  à 44,4 mg 
(11,4 +/- 2,1 mm) n’est pas statistiquement différente du diamètre moyenne des PT chez les sujets 
réagissant à une DC plus élevée (12,4 +/- 3,7 mm). 
Lorsqu’on accroit le seuil à 215 mg, la différence entre le diamètre moyen des PT des sujets 
réagissant à une DC ≤ 215 mg (12,5 +/- 2,5 mm) et le diamètre moyen des PT des sujets réagissant 
à une DC plus élevée (11,7 +/- 3,7 mm), n’est pas statistiquement significative. 
Lorsqu’on accroit le seuil à 965 mg qui équivaut à environ une arachide, la différence entre le 
diamètre moyen des PT des sujets réagissant à une DC ≤ 965 mg soit (12,5 +/- 3,1 mm) et le 
diamètre moyen des PT des sujets réagissant à une DC plus élevée (11,1 +/- 2,9 mm), n’est pas 
statistiquement significative. 
 
Résultats du dosage des IgE spécifiques :  
Les IgE à l’arachide sont comprises entre 1,91 et une valeur supérieure à 100 kU/l. Le dosage est 
supérieur à 100 kU/l chez 44 sujets et supérieur ou égal à 57 kU/l, valeur seuil prédictive d’AA à 
l’arachide rapportée par Rancé (Rancé F, et al. J Allergy Clin Immunol 2002) chez 60/99 sujets. 
Cette valeur est inférieure ou égale à 15 kU/l chez 14 enfants pour lesquels un DBPCFC a 
secondairement confirmé le diagnostic d’AA à l’arachide. 
Le taux moyen des IgE à l’arachide des sujets réagissant à une DC ≤ 44,4 mg (76,8 +/- 29,6 kU/l) 
n’est pas statistiquement différent du taux moyen des IgE des sujets réagissant à une DC plus 
élevée (67,5 +/- 34,1 kU/l). Il en est de même lorsqu’on compare le taux moyen des IgE à 
l’arachide des sujets réagissant à une DC ≤ 215 mg (71 +/- 32,6 kU/l) au taux moyen des IgE des 
sujets réagissant à une DC plus élevée (62,9 +/- 37,9 kU/l). 
En revanche, le taux moyen des IgE à l’arachide des sujets réagissant à une DC ≤ 965 mg (70,3 +/- 
33,8 kU/l) est significativement plus élevé que celui des sujets réagissant à une DC supérieure 
(37,6 +/- 37,4 kU/l) (p < 0,01) (test de Student). 
 
Résultats des tests de provocation orale :  
Des signes subjectifs et objectifs ont été observés pour des doses cumulées (DC) inférieures ou 
égales à 44,4 mg soit environ 11 mg de protéines d’arachide (Favier JC, et al. Répertoire général 
des aliments. Ed. 1995) chez respectivement 42/99 et 22/99 sujets (Cf. tableau 20). 
Des signes objectifs ont été observés dès la DC de 4,4 mg chez 6 sujets. Les caractéristiques de 
ces patients sont colligées dans le tableau 3. 
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Tableau 3: Caractéristiques des 6 patients ayant présenté des réactions objectivées dès la DC de 
4,4 mg (1,1 mg de protéines d’arachide). 
 
Signes 
subjectifs 

Signes objectifs Histoire clinique Prick-test 
arachide 

(mm) 

IgE 
arachide 
(kU/l) 

 Erythème joue dès 1,4 mg, 
confirmé à 4,4 mg 

U et AO par procuration 
à l’arachide. 

10 > 100 

Prurit 
pharyngé dès 
0,4 mg 

Doul. abdo., prurit et U à 4,4 
mg. TPO ultérieur à 65 mg : dl. 
abdo., Vo  

A et AO et  après 
consom. traces arachide 

17 > 100 

Prurit lingual 
dès 0,4 mg 

AO palpébral et prurit à 4,4 mg. 
TPO ultérieur à 965 mg : A, 
rhinorrhée, dl. abdo. et diarrhée. 

A après consom. traces 
arachide 

11 > 100 

Prurit lingual 
dès 0,4 mg 

Doul. abdo. et diarrhée à 4,4 
mg. TPO ultérieur à 130 mg : 
A, conjonct. et prurit généralisé. 

AO après consom. de 
gâteaux apéritifs à 
l’arachide 

11 > 100 

 Prurit vélo-palatin, sibilants, dl. 
abdo., chute signif. TA à 4,4 
mg. 

A, AO et Vo. après 
consom. d’1 cacahuète 
(M&M’s). 

11 15,7 

 AO labial et dl. abdo. à 4,4 mg A et AO après consom. 
traces arachide (matières 
grasses végétales) 

11 76,8 

A : asthme ; AO : angioedème ; dl abdo. : douleurs abdominales ; TA : tension artérielle ; Vo : 
vomissements 
 
 
Chez les 77/99 qui n’ont pas présenté de réactions objectivées avec une dose cumulée de 44,4 mg, 
un DBPCFC à l’arachide avec des doses supérieures, a été mené chez 65 sujets. 
Bien qu’aucun signe objectif n’ait été observé à la DC de 44,4 mg, le TPO n’a pas été poursuivi 
au-delà chez 12 sujets. Cinq d’entre eux, ont présenté des signes subjectifs à une DC < 44,4 mg. 
 
 
 
Tableau 4 nombre et pourcentage cumulatif des sujets ayant présenté des réactions objectives et 
subjectives pour des doses cumulées (DC) ≤ 44,4 mg d’arachide grillée.  
 

Dose 
cumulée 
réactive 

100 µg 400 µg 1,4 
mg 

4,4 
mg 

14,4 
mg 

44,4 
mg 

nombre 
de sujets: 

99 
Signes 

subjectifs (n) 
3 

(2/3 sujets TPO 
positif à 44,4 mg) 

3 
(3/3 sujets TPO 
positif à 4,4 mg) 

1 8 4 23 42 

% cumulatif 
réactions 

subjectives 

3,0 6,0 7,1  15,2  19,2  42,4  - 

Signes 
objectifs (n) 

0 0 0 6 
 

2 14 22 
 

% cumulatif 
TPO positifs 

   6,1% 8,1 % 22,2 % - 
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Pour les 7 autres, les parents ou patients n’ont pas souhaité jusqu’à ce jour, poursuivre le test à des 
doses supérieures. Leurs caractéristiques cliniques montrent que l’allergie à l’arachide est 
probablement une allergie à risque : 
- N°1 : AO par procuration à l’arachide. IgE sp. > 100 kU/l, PT arachide: 20 mm.TPL grade III. 
- N°2 : U, AO et rhinorrhée après ingestion d’1 curly. IgE sp.> 100 kU/l, PT arachide : 15,5 mm. 
- N°3 : CA, A après ingestion de traces dans un gâteau, U par procuration. IgE sp. 62,2 kU/l, PT arachide: 
25 mm. 
- N°4 : U et AO par procuration avec des traces d’arachide. IgE sp. 76,5 kU/l, PT arachide: 10,5 mm. 
- N°5 : AO après ingestion d’1 curly. IgE sp. > 100 kU/l, PT arachide: 15 mm. 
- N°6 : U par procuration avec des traces d’arachide. IgE sp. 91,3 kU/l, PT arachide: 14 mm. 
- N°7 : A après ingestion de traces d’arachide dans un gâteau apéritif. IgE >100 kU/l, PT arachide: 6,5 mm. 
 
Parmi les 65 patients chez lesquels les TPO ont été poursuivis à des doses supérieures, chez 7 
sujets - du fait de la survenue dans le passé, d’un CA ou d’une réaction sévère après exposition à 
de petites doses et/ou de l’absence d’accord parental pour tester l’arachide à des doses plus 
importantes-, le TPO n’a pas été poursuivi jusqu'à ce qu’une dose cumulée réactive soit atteinte. 
Parmi ces sujets, la DC de 500 mg n’a pas été dépassée chez 5 d’entre eux et pour les 2 autres, la 
DC réactive est au delà de 965 mg. 
Au total sur 99 sujets inclus, un seuil de réactivité avec des signes objectifs, a pu être déterminé 
chez 80 d’entre eux (Cf. Fig. 1). 
 
 
 
Figure 1: Représentation du nombre et pourcentage cumulatif des tests de provocation positifs à 
l'arachide chez les 80 sujets ayant une allergie à l’arachide confirmée par TPO. 
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II-2   Synthèse d’allergènes recombinants: implications dans le diagnostic in 
vitro et in vivo de l’allergie à l’arachide. 
 
Résultats :  
Cf annexe 5: Astier C, Morisset M, et al. Predictive value of skin prick tests using recombinant 
allergens for diagnosis of peanut allergy. J Allergy Clin Immunol. 2006; 118(1): 250-6. 
 
 
II- 3   Détection de traces d’allergènes dans les aliments 
 
I-3-1 Résultats de la détection de PLV dans un biscuit diététique garanti sans 
lait 
 
Résultats concernant les 2 enfants ayant présenté des manifestations cliniques à l’ingestion 
de biscuit chocolaté Valpiform. 
 
Tests cutanés  
Les PT témoins au sérum physiologique sont négatifs chez les deux enfants et les PT au sulfate de 
codéine à 9%, sont respectivement à 4.5 et 4 mm.  
Les PT au lait sont positifs chez les 2 enfants respectivement 7 mm chez le premier et 9 mm chez 
le deuxième. Les PT avec la couche non chocolatée du biscuit sont négatifs. En revanche, le PT 
avec la couche chocolatée du biscuit est positif chez ces 2 enfants, respectivement 4.5 et 3 mm 
(Cf. photographie N°2). Le PT avec la couche chocolatée (même lot) est négatif chez 3 témoins 
sains non atopiques.  
Les PT avec 4 autres marques de chocolat (sans lait et autres allergènes classiques): poudre de 
chocolat Van’Houten, chocolat Dardenne 51% cacao, Montignac 85 % cacao et de chocolat suisse 
surfin Bonneterre sont tous négatifs chez les deux enfants.  
 
IgE spécifiques 
Les IgE au lait de vache sont respectivement à 1.23 kU/l chez le premier enfant et 2,54 kU/l chez 
le deuxième. Les IgE au cacao sont inférieures à 0.35 kU/l.   
 
Test de provocation orale 
Le TPO avec la poudre de chocolat Van Houten a été négatif jusqu’à une DC de 7110 mg.  
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Photographie N° 2: Patient N°1. Prick-tests au lait de vache, avec le biscuit chocolat (coté biscuit 
et coté chocolat), à la poudre de chocolat Van Houten ainsi qu’avec le témoin positif (codéine) et 
le sérum physiologique utilisé pour diluer le biscuit. 
 
 
Résultats de l’étude prospective de sensibilisation au chocolat Valpiform chez 29 patients 
présentant une allergie IgE-dépendante au lait de vache  
 
Les 29 patients ont tous un PT positif au lait de vache (moyenne 6,3 mm avec des extrêmes allant 
de 2 à 11,5 mm). Une sensibilisation au chocolat Valpiform® (même lot D testé chez l’ensemble 
des patient) est objectivée par des PT positifs chez 8/29 patients soit 26,7 % (si le critère de 
positivité du PT est un diamètre >50% diamètre du PT à la codéine- souligné en vert) et chez 6/29 
sujets soit 20 % (si le critère de positivité pour un PT est un diamètre ≥75% diamètre du PT à la 
codéine- souligné en vert foncé) avec des PT ayant un diamètre compris entre 0 et 3 mm (Cf. 
tableau 5). Une comparaison de la taille du PT au chocolat Valpiform à celle du Van Houten a été 
effectuée chez 9 sujets. Le PT au chocolat Valpiform est positif chez 4/9 sujets tandis que le PT au 
Van Houten est négatif chez tous sauf un, qui s’avère avoir une vraie allergie au chocolat (réaction 
clinique au chocolat et IgE cacao positive à 1,41 kU/l). 
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Tableau 5: Etude de la sensibilisation par prick-tests au chocolat noir Valpiform.  
 

    Prick-tests en mm     

Sujets  Lait O lac  
Chocolat 
Valpiform Codeine Chocolat Van Houten 

          
1 5 0,5 2   
2 3 0 4   
3 4 0 2,5   
4 6 0 3   
5 5 1 3 0 
6 2,5 0,5 3 0 
7 11 2 2   
8 3 0,5 3   
9 8,5 2 2,5   
10 4 0 3   
11 5 1,5 3,5   
12 8,5 0,5 4   
13 7,5 1,5 3   
14 2 0 4,5   
15 9 1 3   
16 7,5 0 3   
17 2 0 2   
18 3,5 0 2,5   
19 2 0 4   
20 5 3 3   
21 8,5 1 3,5   
22 11,5 0,5 5   
23 7 2 2 0 
24 6,5 3 2,5 0 
25 7,5 1 3 0 
26 3 0,5 2 0 
27 9,5 1,5 3 0 
28 21 0 4   
29 9 3 5 7,5 (IgE cacao 1,41 kU/l) 
30 2 0,5 4,5 0 
          
Moyenne 
(mm) 6,3 0,9 3,2   

 
 
RAST-Inhibition:  
Le RAST au lait a été inhibé par le lait en poudre aux concentrations de lait allant de 3,55 μg/L à 
3,55 g/L, avec des pourcentages d’inhibition allant respectivement de 19 % à 94 % (fig. 2).  
De la même manière, une inhibition du RAST au lait par une solution de chocolat du lot B à 
concentration croissante avec des pourcentages d’inhibition allant de 6.5 à 76% aux concentrations 
respectives de 25 à 250 mg/ml (fig. 3).  
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Figure 2: Pourcentage d’inhibition du RAST au lait de vache avec des concentrations croissantes 
de lait 
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Figure 3: RAST inhibition du lait de vache avec des concentrations croissantes de chocolat noir 
Valpiform en solution  
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La quantité de protéines de lait présentée dans le chocolat est donc estimée entre 2 et 3 μg /g de 
chocolat. Des contaminations par des traces de lait ont déjà pu être objectivées par cette technique 
qui permet de détecter des contaminations de l’ordre du ppm (Fremont S, Allergy 1996- 
Koppelman SJ, J Immunol Methods 1999). 
Le poids du biscuit étant connu ainsi que le pourcentage réservé au nappage chocolat (20%), on 
peut considérer que le poids du nappage approche 1.65 g. Par conséquent, la quantité de protéines 
de lait présente de ce lot  est comprise entre 3.3 et 4.95 μg /biscuit.  
Le premier enfant n’a ingéré qu’une petite partie du biscuit (inférieure à 1/8 du biscuit selon les 
parents). Par conséquent, si la contamination en protéines de lait dans les lots incriminés ne 
dépassait pas cette teneur, le premier enfant aurait pu réagir à une quantité de protéine de lait 
inférieure à 1 μg tandis que deuxième enfant qui a consommé un biscuit entier, pourrait avoir 
réagit à moins de 5 μg de protéines de lait ce qui serait largement inférieur aux seuils de réactivité 
préalablement publiés pour l’allergie au lait de vache (Frémont S, et al. Allergy 1996/ Laoprasert 
N, et al. J Food Prot 1998/ Koppelman S, et al. Lancet 1999/ Morisset M, et al. Clin Exp Allergy 
2003). Il ne s’agit en effet que de supputations, le seuil de réactivité des enfants pourrait être 
beaucoup plus élevé si la contamination des lots de biscuits incriminés qui n’a malheureusement 
pas pu être évaluée avec cette technique, dépassait largement cette teneur.  
 
SDS PAGE et Immunoblot de l’extrait de la couche chocolatée du biscuit 
 
L’électrophorèse  montre la présence de protéines au sein des deux extraits de chocolat Valpiform, 
(Cf. Figure 4) correspondant aux deux différents lots testés (lots 1102 et 0404). Ces protéines ont 
toutes des MM compatibles avec des protéines de lait comme en témoigne la comparaison avec la 
ligne N°1 du lait. 
 

 
 
Figure 4: SDS PAGE d’un extrait de lait de vache ½ écrémé, de 2 extraits de la couche chocolatée du 
biscuit (2 lots différents) ainsi que de βLG purifiée. Coloration au bleu de Coomassie. 
Ligne d’extrême gauche : marqueur moléculaire (PM 188-98-62-49-38-28-17-14-6) 
Ligne  1: lait de vache ½ écrémé (Regilait) 20 μg de protéines 
Ligne 2: extrait de chocolat Valpiform, lot 1102  
Ligne 3: lot de chocolat Valpiform, lot 0404  
Lignes 5-6-7 et 8: β-lactoglobuline bovine à 1 mg/ml. Dépôt respectif de 20, 10, 5 et 2,5 μg. 
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Pour le lot 1102, en tenant comparant l’intensité de la bande pouvant correspondre à la βLG, à 
celle de l’électrophorèse de la βLG purifiée en quantité décroissante, on peut estimer que cet 
extrait de chocolat contiendrait environ 3 μg de βLG/10 μl. Avec cette méthode, la contamination 
en BLG de ce lot de chocolat pourrait approcher  0,6 mg/g de chocolat. 
Pour le lot 0404, avec le même raisonnement, on peut estimer que cet extrait de chocolat 
contiendrait environ 1 μg de βLG/15 μl. Avec cette méthode, la contamination en βLG de ce lot de 
chocolat pourrait approcher  0,1 mg/g de chocolat. 
 
 
 

 
 
Figure 5 : Coloration au bleu de Coomassie 
Ligne 1 : marqueur moléculaire 
Ligne 2-5: Valpiform 1102. Ligne 2 : 25 μl ; ligne 3: 20 μl ; ligne 4 : 10 μl et ligne 5 : 5 μl 
Ligne 7-10: Valpiform 0404.  Idem 
 

 
Figure 6: Coloration à l’argent 
Ligne 1 : marqueur moléculaire 
Ligne 3-4 : Valpiform 1102 10 µl et 5 µl 
Ligne 6-7 : Valpiform 0404 10 µl et 5 µl 

  1      2        3        4       5       6      7        8        9       10   
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Le transfert des protéines sur membrane et incubation de cette dernière en présence de sérum de 2 
sujets (VIRLU et PICJE) ayant une APLV certaine et un taux élevé d’IgE anti PLV (> 100 kU/l), 
montre la fixation des IgE à des protéines contenu dans les deux extraits de chocolat (Cf. Fig 7). 
Les IgE du sérum de VIRLU se fixent à une protéine de PM proche de 75 kDa, bien visible dans 
l’extrait du lot 1102 et le lait ½ écrémé, ainsi qu’à deux autres bandes de PM entre 20 et 30 kD 
pouvant correspondre à des caséines et la βLG (Wal JM. Ann Allergy Asthma Immunol. 2002). 
Les IgE du sérum de PICJE se fixent de façon nette à une protéine de PM proche de 75 kDa, sur 
une bande de PM compris entre 30 et 40 kDa qui pourraient correspondre à un dimère de βLG et 
probablement aussi sur une bande aux alentours de 20 kDa.  
 

 
 
Figure 7: western blot d’extrait de lait de vache ½ écrémé et de deux différents extraits de la 
couche chocolatée du biscuit Valpiform® (2 lots différents) en présence du sérum de deux patients 
allergiques aux protéines de lait de vache. 
 
 
Inhibition d’immunoblot  
 
L’incubation préalable du sérum des patients allergiques aux PLV en présence de lait de vache ½ 
écrêmé à dose progressivement décroissante 1 mg ; 0,1 et 0,01 mg, montre l’inhibition complète 
de la fixation des IgE sur la membrane pour les deux sera, y compris pour la plus faible dose, pour 
les deux sera et les deux lots de biscuits chocolatés (figure 8).  
L’inhibition de la fixation des IgE par la BLG à dose progressivement décroissante 2 mg, 1 mg et 
0,1 mg, montre une inhibition complète de la fixation des IgE avec 2 mg de βLG vis-à-vis des 
protéines du lait à la dose de 1 μg et quasi complète pour les deux sera, pour les deux extraits sauf 
pour une bande protéique d’environ 30 kDa y compris pour la plus faible dose, pour les deux sera 
et les deux lots de biscuits chocolatés (figure 9). 
L’inhibition dose dépendante de l’IgE-immunoblot par les protéines du lait et la βLG confirment 
que le chocolat est bien contaminé par des protéines de lait. 
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Figure 8 : inhibition du western blot par le lait de vache ½ écrémé.  
 

 
 

Figure 9 : inhibition du western blot par  la βLG bovine. 
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II- 3-2  Résultats de la détection de traces de protéines de lait de vache dans 
les probiotiques 
 
Cf annexe 6 et 7  
Moneret-Vautrin DA, Morisset M, Cordebar V, Codreanu F, Kanny G. Probiotics may be unsafe 
in infants allergic to cow's milk. Allergy 2006; 61(4): 507-8 
 
Tiger Lee TT, Morisset M, Astier C, Moneret-Vautrin DA, Cordebar V, Beaudouin E, Codreanu 
F, Bihain BE, Kanny G. Contamination of probiotic preparations with milk allergens can cause 
anaphylaxis in children with cow's milk allergy. J Allergy Clin Immunol. 2007 119(3):746-7 
 
 
 
II- 3-3   Résultats de la détection de protéines de lait de vache dans le lactose 
 
Prick-tests (PT):  
- Les diamètres des PT pour le témoin positif (sulfate de codéine 9%) et négatif (NaCl9°/°°) 
mesurent respectivement 4 mm et 0 mm. 
- Les diamètres des PT aux pneumallergènes courants sont respectivement: D. pteronyssinus: 3 
mm; Alternaria alternata : 1 mm; chat: 5.mm; mélange de pollens de graminées: 5 mm; pollens 
de bouleau: 0 mm; pollens de frêne : 3 mm; latex: 6 mm.  
- Les diamètres des prick-in-PT aux aliments naturels mesurent respectivement : blanc 
d’œuf cru: 15 mm; lait de vache: 5 mm et pour les viandes crues: agneau: 4 mm; bœuf: 5 mm; 
porc: 7 mm; poulet: 4 mm; dinde: 3 mm; lapin: 3.5 mm. 
Les PT à la poudre de Foradil® contenu dans la gélule et au lactose sont négatifs. 
 
IgE spécifiques : la patiente présente un taux d’IgE spécifiques évaluées pour l’œuf à 28 KU/l; 
pour le lait de vache à 15.4 KU/l; pour l’α-lactalbumine à 0.9 KU/l; pour la β-lactoglobuline à 
5.7 KU/l; pour la caséine à 6.7 KU/l et pour la sérum albumine bovine à 16 KU/l. 
 
Tests de provocation: 
L’APLV a été confirmée par un test de provocation en double aveugle (DBPCFC) ayant 
entraîné une exacerbation de la dermatite atopique 24 h après l’ingestion d’une dose cumulée de 
63 ml de lait O Lac®. 
Le DBPCFC au lactose versus glucose à 24 h d’intervalle, a déclenché 20 mn après l’ingestion 
de 30 g de lactose, un prurit oro-pharyngé suivi 3 h plus tard, d’une poussée d’eczéma et d’une 
crise d’asthme nécessitant la prise de salbutamol.  
Le test réaliste d’inhalation pendant 30 mn en cabine, de vapeurs de cuisson de lait bouilli en 
double aveugle s’accompagne au bout de 8 h d’une dyspnée avec toux, sibilants à l’auscultation 
et chute du DEP de 370 à 270 l/mn. 
Le test de provocation réaliste en ouvert, avec manipulation en cabine de 30 g de poudre de 
lactose, déclenche après 45 minutes rhinorrhée, éternuements et obstruction nasale, sans 
modification de l’auscultation ou du DEP. 
Un premier test de provocation bronchique (TPB) au lactose en simple aveugle, s’avère positif à 
la concentration 0,5% (soit 0,5 g de lactose pharmaceutique dilué dans 100 ml NaCl 9°/°°). Dix 
minutes après la fin de l’aérosol (5 ml de la solution soit environ 25 mg de lactose), la patiente a 
présenté un prurit pharyngé, des éternuements suivis d’une toux avec sibilants à l’auscultation, 
une chute du DEP de 320 à 240 l/mn et une lipothymie transitoire d’évolution favorable après 
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aérosol de salbutamol. Une exacerbation de l’eczéma prédominant au visage, est constatée 8 h 
après la fin du test.  
Ce TPB a été réitéré en double aveugle versus placebo (NaCl9°/°°) à 24 h d’intervalle: à la 
concentration 0,0001% de lactose, on note un prurit vélo-palatin sans modification des 
paramètres respiratoires. Huit heures plus tard, on observe de nouveau une poussée d’eczéma et 
l’installation d’une rhinorrhée. La patiente ayant inhalé 5 ml de cette solution, soit 0,005 mg de 
lactose, le seuil de réactivité aux PLV par voie respiratoire, serait donc inférieur à 0,01 μg de 
PLV, quantité estimée sur la base du taux de contamination autorisé, soit 0.2%.  
 
Résultats des examens biologiques 
 
L’électrophorèse en condition dénaturante (SDS-PAGE) du Foradil (figure 22) met une bande 
protéique d’environ 28 kDa d’intensité croissant avec la quantité de Foradil déposée au niveau 
du puits. Pour les dépôts correspondant à 48 mg et 96 mg, une bande diffuse vers 17 kDa, zone 
de migration des caséines et de la BLG bovine, comme le montre le SDS-PAGE puits 2 et 3, 
figure 10.  
 
Le gel montre une bande nettement visible dans le puits N°7 qui correspond à un dépôt de 8 mg 
de Foradil. Compte-tenu de la limite de détection avec une coloration argentique de 10 nano 
grammes, on peut estimer que le niveau de contamination protéique est au strict minimum de 
1,25 ng/mg soit 1,25 ppm. 

 

 
Figure 10 : SDS PAGE du Foradil® coloré à l’argent. 
Ligne 1 : PM     Ligne 2 : caséine 2 µg     Ligne 3 : β-lactoglobuline 2 µg       Ligne 4 : α-lactalbumine 2 µg 
Ligne 6 et 7 : gélules de Foradil respectivement, 4 mg et 8 mg 
Ligne 9 et 10 : solutions de protéines de Foradil (dépôt d’extrait protéique issu de respectivement, 48 mg et 96 mg 
de Foradil). 

 
Immunoblot du Foradil® en présence du sérum de la patiente. 
Si l’immunoblot obtenu avec le sérum de la patiente dilué au 1/10, montre la fixation d’IgE sur 
différentes bandes protéiques au sein du lait et sur la BLG (fig. 11), en revanche, jusqu’à 
présent, nous n’avons pas observé de fixation d’IgE sur le Foradil (ligne 4).  
Afin de vérifier ces résultats, des sera de patients ayant une APLV certaine mais avec des taux 
d’IgE au lait plus élevés (>100kU/l) ont été également testés sans plus de résultat.  
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Figure 11 Immunoblot du lait de vache, du lactose et du Foradil après incubation de la 
membrane en présence du sérum de la patiente dilué au 1/10. Coloration à l’argent 
Ligne 1 : lait ½ écrémé    Ligne 2 : caséines     Ligne 3 : β-lactoglobuline 
Ligne 4 : extrait concentré de Foradil®            Ligne 5 : marqueur de masse moléculaire 
 
Dosage semi-quantitatif des protéines de lait dans la poudre de Foradil® en technique 
sandwich ELISA: 
La présence de PLV dans l’extrait concentré de poudre de Foradil® est confirmée par le test 
ELISA qui objective une contamination supérieure à 10 ppm comme le montre le tableau 22. 
Par conséquent, on peut considérer que l’extrait testé contient plus de 1x10-3 μg /100 μl soit plus 
de 1x10-3 μg /106 mg de poudre de Foradil ou plus de 9,4 x10-6 μg/mg de Foradil® soit près de 
1x 10-3 ppm.  
 
Tableau 6 : résultats du dosage semi-quantitatif des protéines de lait dans le Foradil par ELISA 
(kit Alert Neogen®) 
 0 ppm 5 ppm 10 ppm Foradil® 
DO 0,155 0,571 0,902 1,325 
 
 
 
II-3-4   Résultats de la détection de protéines de soja dans une formule 
infantile à base d’acides aminés 
 
Evolution clinique 
La persistance des manifestations allergiques sous alimentation exclusive par Neocate nous a 
amenés à suspecter une hypersensibilité à un des composants de cette AAF. Cette formule a été 
remplacée par une autre AAF, Neocate advance (SHS International Laboratories Ltd.), 
dépourvue d’huile de soja.  Apres un régime exclusivement basé sur l’apport de NA, la 
dermatite atopique s’est nettement améliorée en 2 à 4 semaines, comme en témoigne 
l’amélioration du SCORAD (Scoring Atopic Dermatitis) (Fig. 12) (European Task Force on 
Atopic Dermatitis. Dermatology 1993). Le SCORAD moyen chez ces  15 enfants, avant et après 
remplacement du N par du NA est passé de 45 (SD +/-9) à 11 (SD +/-12), ce qui s’avère 
statistiquement significatif avec un test de Khi2 (p <0.001). 
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Figure 12: Amélioration du SCORAD chez 15 NRS en 2 à 4 semaines, après remplacement du 
Neocate® par le Neocate advance®.  
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TPO prospectif en double aveugle, Neocate® versus Neocate advance® 
Après au moins un mois de régime exclusivement basé sur l’apport de NA, un test de 
provocation orale en double aveugle N versus NA, a été proposé aux parents afin de confirmer 
l’allergie au Neocate. Cinq familles seulement ont accepté de réaliser ce test. Le DBPC s’est 
avéré négatif durant les 24 premières heures de surveillance hospitalière chez 5/5 enfants ; en 
revanche sa poursuite à domicile s’est avérée positive au bout de quelques jours chez tous 
(Tableau 7). Les symptômes observés correspondaient le plus souvent à une poussée de DA, une 
anorexie chez 3 d’entre eux, une constipation chez 2 et une toux chez un seul sujet.  
 
Tableau 7: TPO en double aveugle à domicile, chez 5 nourrissons, du Neocate® versus Neocate 
advance® : symptômes fonctionnels rapportés par les parents et données de l’examen clinique. 
 

Patients Randomisation  
de  la 1ere semaine 

Symptômes sous Neocate® Symptômes sous Neocate 
advance® 

1  
Neocate  
advance® 

Second jour: urticaire 
perilabiale, sévère constipation 
nécessitant un lavement (7eme 
jour). 

Pas de symptoms 
 

2  
Neocate® 

6eme jour: Anorexie,  
exacerbation de la DA 
(SCORAD 30/103) et toux 

Pas d’exacerbation de la DA: 
lésions  stables a minima 
(SCORAD 10 /103) 

3  
Neocate® 

Anorexie et après 7 jours 
importante exacerbation de la 
DA sur tout le corps 

Pas d’exacerbation de la DA: 
lésions minimes stables sur le 
cou, le dos et les aisselles.  

4  
Neocate Advance® 

Constipation notée dès le 
premier jour et persistant 
durant les 6 premiers jours. 
Pas d’aggravation de 
l’eczéma: (SCORAD 15/103).  

Pas d’exacerbation de la DA: 
lésions minimes stables 
(SCORAD 15/103) 
 

5  
Neocate® 
 

3eme jour: DA et constipation. 
6eme jour: les parents stoppent 
le produit en raison d’une 
exacerbation importante de la 
DA au  visage, mains et fesses  

Pas d’exacerbation de la DA: 
lésions minimes stables sur 
les mains et les poignets 
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Tests cutanés 
 
Les résultats des tests cutanés sont présentés en détail dans le tableau 8.  Les PT sont positifs 
pour le lait de vache, le soja, l’œuf, l’arachide et la farine de blé dans respectivement 7/15, 2/15, 
10/15, 7/15 et 6/15 patients.  
Les APT sont positifs au LV chez 11/11 sujets testés ; pour le soja, chez 11/14 sujets testés ; 
pour l’huile de soja chez 5/7 sujets testés et pour le blé, chez 3/9 nourrissons testés. Les APT au 
N sont positifs à 48 heures chez 7/13 enfants testés (Photographie N° 3). 
 
 
 

Photographie N°3: Patch-test positif au Neocate® (++). Lecture à 48 heures (patient 14).  

 

 
 
 
 
IgE spécifiques 
Les IgE au PLV sont  positives chez 9/15 enfants et les IgE au soja sont positives chez 6/15 
d’entre eux (tableau 24) 
 
 
Résultats biologiques 

La présence de quantité détectable de protéines non hydrolysées dans chaque AAF a été 
analysée comme cela est montré dans la  figure 13. Le SDS PAGE des AAF a été comparé à un 
extrait commercial de soja. Deux bandes protéiques d’une masse moléculaire apparente de 20 et 
40 kDa ont été identifiées -bien qu’elles soient en quantité faible- dans l’AAF contenant des 
huiles de soja (figure 13B). Ces protéines ne sont pas observées dans le NA. 
Afin de déterminer si ces protéines correspondent effectivement à des allergènes,  un IgE 
specific western blotting (WB) a été réalisé avec une incubation en présence du sérum de 
patients ayant une allergie certaine au soja. 
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Tableau 8: manifestations cliniques et résultats des tests cutanés au lait de vache, soja et 
Neocate chez 15 nourrissons ayant des signes cliniques persistant sous Neocate.  
 

N Symptoms 
sous 
Neocate®  

PT 
Codeine/  
control 
negatif 
(mm) 

PT 
LV 
 
(mm) 

IgE  
LV 
 (kU/l) 

APT 
LV 

PIP 
Soja 
 
(mm) 

IgE 
Soja 
 
(kU/l) 

APT 
soja 

APT 
Neocate 

1 DA, AO 3/0 5 21,8 + neg <0,35 ++ + 

2 DA, Co, 
RGO 

2/0 neg <0.35 ++ neg <0,35 +++ + 

3 DA 3/0 4 1,04 ++ neg 1,06 +++  
durée 
> 1 
mois 

+ 

4 DA 3/0 neg <0.35 + neg <0.35 + neg 

5 DA, RC 3/0 neg 0,36 + neg <0,10 neg neg 

6 DA 4/0 8 65 nd neg <0,35 nd 
(ecze
ma) 

nd 

7 DA, AP 3/0 6 1,78 ++ neg 0,62 neg nd 

8 DA, U, AP 3/0 5 19,1 nd 1,5 0,91 neg + 

9 DA, Vo 2/0 neg <0,35 ++ neg <0,35 ++ +/- 

1
0 

DA, Vo, U 4/0 7 >100 nd 2 5,19 ++ ++ 

1
1 

DA, RGO 3/0 neg pos  ++ neg 3,43 ++ ++ 

1
2 

DA 2,5/0 neg <0,35 + neg <0,35 ++ neg 

1
3 

DA 3/0 neg <0,10 ++ neg 6,78 ++ neg 

1
4 

DA 2/0 neg <0,35 ++ neg <0,35 +++ ++ 

1
5 

DA, RC 3/0 4,5 13,2 nd neg <0,35 ++ neg 

AO: angioedème; AP: abdominal pain = douleur abdominale; APT: atopy patch-test; βLG: beta-lactoglobuline; Co: 
constipation; DA: dermatite atopique; LV: lait de vache; nd: not done = non réalisé; RC: retard de croissance; 
RGO: reflux gastro-oesophagien; PT: prick-test; U: urticaire; V: vomissements. 
 
 
La Fig.13 B, montre que les sera de 4 sujets allergiques au soja contiennent bien des IgE qui se 
fixent aux bandes protéiques isolées dans l’extrait de Neocate alors que le NA n’induit aucun 
signal. Les IgE des 4 patients allergiques au soja se fixent effectivement sur des epitopes 
linéaires au sein de protéines de 20 et 40 kDa présentes dans le Neocate. Les sera des patients 
présentant des symptômes sous N, ont des IgE qui se fixent sur ces mêmes protéines résiduelles. 
A ce stade, nous avons montré que le N mais pas le NA, contenait des traces de protéines 
reconnues par les IgE de patients allergiques au soja mais aussi par les IgE des patients 
allergiques au Neocate. L’étape suivante a été de montrer que les protéines contaminant le 
Neocate correspondaient bien à des protéines de soja. Afin de le prouver, nous avons dépleté les 
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IgE anti-soja des sera de patients allergiques au soja ou au N (patients ayant une AAM) par une 
incubation préalable avec un extrait commercial de soja, avant de réaliser le WB. La Fig.13B 
lignes 6a et 6b, montre que cette incubation déplétive avec un extrait de soja supprime la 
fixation ultérieure des IgE du sujet allergique au Neocate, sur les protéines de Neocate®. Nous 
avons confirmé que ces protéines correspondaient bien à des protéines de soja en inhibant aussi 
la fixation des IgE du patient mono-allergique au soja. La Fig.14 montre que les IgE du patient 
se fixent à l’extrait de soja et de N mais pas au NA. La pré-incubation du sérum en présence 
d’extrait de soja décroît la fixation des IgE sur l’extrait de soja et de N, de manière dose 
dépendante. Il est donc raisonnable de conclure que le N contient bien des traces de protéines de 
soja non hydrolysées capables de se lier aux IgE spécifiques de patients allergiques au soja et 
aux IgE de patients allergiques au Neocate®.  
 
Figure 13: SDS-PAGE et IgE-Western blot avec un extrait de soja, de Neocate® et de 
Neocate advance® en présence de sera de patients ayant une allergie au soja ou au Neocate®. 
A: première et Sde ligne: SDS-PAGE avec le marqueur de poids moléculaire (M) et l’extrait commercial 
de soja. Lignes 1a, 2a, 3a et 4a: IgE-WB de l’extrait commercial de soja en présence du sérum de 4 
patients ayant une allergie prouvée au soja  (*IgE sp. au soja respectivement à 100, 47, 87 et 36 kU/L). 
B: première et  seconde ligne SDS-PAGE: Neocate® (N) et Neocate advance® (NA).  
Lignes 1b, 2b, 3b et 4b: IgE-WB de NA et N en présence du sérum de 4 patients allergiques au soja *. 
Lignes 5a et  6a: IgE-WB au NA et N en présence du sérum de 2 patients allergiques au N.  
Lignes 5b et 6b: Immunoblot inhibition de la fixation des IgE aux protéines de N, en présence des 
mêmes sera de patients allergiques au Neocate mais préalablement incubes avec un extrait de soja à la 
concentration de 0.2 mg/ml.  
Lignes 7 et 8: WB de N en présence d’un sérum contrôle de sujet non atopique. 
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Figure 14: Immunodot-IgE avec un extrait de soja (a), de Neocate advance® (b) et de Neocate 
(c) en présence du sérum d’un patient allergique au soja  (IgE soja = 100 kU/l).  
Immunodot-IgE inhibition en présence du même sérum ayant subit une incubation préalable 
avec un extrait commercial de soja à la concentration de 0.1 et 0.2 mg/ml. 
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III  DISCUSSION 
 
 
 
III-1  DETERMINATION DES SEUILS DE REACTIVITE AUX ALIMENTS 
 
Discussion concernant les LOAEL et NOAEL de l’allergie à l’arachide  
 
Le développement de stratégies préventives pour lutter contre le développement et les 
conséquences de l’allergie alimentaire passe par une meilleure maîtrise des données 
épidémiologiques et l’amélioration des connaissances sur les risques d’exposition aux allergènes.  
Pour l’AA à l’arachide, si le pourcentage d’individus sensibilisés à l’arachide a pu être évalué en 
France entre 0,3 et 0,75 %. (Morisset M, Allerg Immunol. 2005. Cf. Annexe 11),  (Morisset M. et 
al. Allerg Immunol. 2005), en revanche, la prévalence de l’allergie à l’arachide a proprement parlé, 
n’est pas connue. Aux USA, elle est estimée aux alentours de 1 % (Sicherer SH et al. J Allergy 
Clin Immunol 2003).  
 
Plusieurs études ont tenté d’établir le seuil de réactivité minimal à l’arachide. C. Bindslev-Jensen 
et al. ont proposé des seuils de réactivité théoriques. Moins d’un sujet pour un million d’individus 
allergiques réagirait à 0,7 µg d’arachide (Bindslev-Jensen C, Allergy 2002).  
Dans l’étude des seuils de réactivité que nous avions publié en 2003 à partir des données de la 
banque CICBAA, le LOAEL pour l’arachide était estimé à 5 mg d’arachide grillée (soit 1,25 mg 
de protéines) ce qui signifiait que 0.97% des patients testés réagissait dès la première dose  
(Morisset M, et al. Clin Exp Allergy 2003,Cf annexe 3) et de ce fait, le NOAEL n’avait pu etre 
évalué. 
Les données de la méta-analyse de Taylor et al. (Taylor SL, et al. J Allergy Clin Immunol 2002) 
amènent à considérer que 0,32% des sujets allergiques à l’arachide réagiraient à l’ingestion de 250 
μg de protéines d’arachide soit 1 mg d’arachide.  
Parmi les seuils les plus bas publiés dans la littérature, on retrouve l’étude de Hourihane menée 
chez 14 adultes allergiques à l’arachide. Deux d’entre eux ont présenté des signes subjectifs dès la 
dose de 100 μg (Hourihane JOB, et al. J Allergy Clin Immunol 1997). Parmi les 26 patients 
observés par Wensing et al., un sujet aurait présenté des signes objectifs à 100 μg (Wensing M, 
Penninks AH, Hefle SL, Koppelman SJ, et al. J Allergy Clin Immunol 2002). Le NOAEL a été 
estimé à 30 μg dans ce groupe de 26 adultes. 
La détermination des seuils de réactivité déterminée par test de provocation orale en double 
aveugle a déjà fait l’objet d’un consensus (Taylor SL, et al. Clin Exp Allergy 2004).  
Bien qu’une étude ait déjà été menée en 2006 pour déterminer le NOAEL chez un groupe 
d’enfants présentant une allergie à l’arachide (Flinterman AE, J Allergy Clin Immunol 2006), notre 
étude est néanmoins intéressante car elle apporte des éléments de réflexion supplémentaires. En 
effet, elle montre que plus de 6 % des sujets allergiques à l’arachide présentent des manifestations 
objectives dès 4,4 mg de protéines d’arachide. Trois sujets parmi eux ont présenté des symptômes 
subjectifs (prurit lingual) qui ont démarré à la DC de 0,4 mg, ce qui correspond donc au LOAEL. 
Il faut donc conclure que le NOAEL est en dessous de 0,4 mg. Le NOAEL est donc placé en 
dessous de la valeur du NOAEL publiée par Flinterman et al. en 2006. L’étude de Flinterman qui 
n’a été effectivement menée que chez 22 enfants allergiques à l’arachide (dont seuls 63% 
rapportait une réaction antérieure après consommation d’arachide et seuls 85% présentaient des 
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IgE spécifiques positives à l’arachide ...!), a estimé le NOAEL à 2 mg de d’arachide puisqu’aucun 
sujets n’avait présenté de réaction subjective ou objective ou subjective à 1 mg et que les 
premières manifestations n’apparaissaient que pour 10 mg de farine d’arachide (ce qui correspond 
à 20 mg d’arachide grillée) (Flinterman AE et al. , J Allergy Clin Immunol 2006).  
Notre étude a de plus montré que plus de la moitié des patients ayant une AA à l’arachide (55,2 
%) (Cf. Fig. 1) réagissent à moins d’un quart de cacahuète (DC 215 mg) et que plus de 85 % 
réagissent à moins d’une cacahuète (on considère que 965 mg d’arachide grillée représente à peu 
près le poids d’une arachide).  
Les patients qui ont été inclus dans cette étude semblent être des patients beaucoup plus allergiques 
que ceux qui ont été inclus dans l’étude précédente menée dans ce même service et un service de 
pédiatrie, publiée il y a 10 ans puisque 25% des patients réagissaient à une dose ≤ 100 mg 
(Moneret-Vautrin DA, et al. Clin Exp Allergy 1998) alors que dans cette étude pour ceux pour 
lesquels nous avons pu pratiquer un test de provocation jusqu'à ce qu’une réaction objective soit 
observée, 21,2 % réagissent à une dose ≤ 44,4 mg et 38,6% à une dose ≤ 65 mg. De même, chez 
les sujets dont l’allergie est confirmée par un TPO positif, la dose réactive moyenne estimée à 
781,6 mg (écart-type 1522,5) est légèrement inferieure à celle publiée par Rance et al., puisqu’elle 
avait été évaluée à 850mg (Rance F, et al. Pediatr Pulmonol Suppl 1999).  
 
Par conséquent, seulement 15 % des patients allergiques à l’arachide peuvent consommer sans 
danger des aliments industriels où la présence éventuelle de traces d’arachide est signalée. La 
contamination d’un aliment par des traces d’arachide est souvent inférieure à cette quantité, 
notamment si le risque de contamination est lié à un empoussiérage provenant d’autres lignes de 
production au sein d’une même fabrique. Dans d’autres situations, le risque de contamination est 
très discontinu mais peut-être quantitativement plus important dans le lot contaminé. Si on tient 
compte du fait qu’une cacahuète pourrait se retrouver accidentellement dans un produit (ex. 
cacahuète coincée dans un tapis roulant), on peut raisonnablement considérer qu’une 
contamination puisse correspondre à l’équivalent d’une cacahuète. A l’inverse, il est peu 
vraisemblable qu’une contamination accidentelle discontinue dépasse 1g d’arachide sans que 
l’arachide ne fasse alors partie de la recette. Le cas échéant, l’arachide serait alors étiquetée 
comme un ingrédient soumis à un étiquetage obligatoire (Directive 2000/13/CE du Parlement 
européen et du Conseil) et le terme arachide est inscrit sans équivoque. La barrière 965 mg, établie 
à partir d’une longue pratique des tests de provocation orale (Moneret-Vautrin DA, et al. Rev Fr 
Allergol Immunol Clin 2000) depuis plus de vingt ans de manière expérimentale, tient compte 
également du fait que les tests de provocation orale sont effectués dans des conditions basales : 
asthme stabilisé, absence de prise d’alcool ou d’aspirine ou AINS, absence d’effort…. Toutes les 
situations précédemment citées ont tendance à faire baisser le seuil de réactivité du patient et c’est 
la raison pour laquelle d’un point de vue pratique, la consommation d’aliments pouvant être 
potentiellement contaminés par des traces d’arachide, ne devrait en théorie n’être autorisée que 
chez les sujets allergiques ayant un seuil de réactivité supérieur à 965 mg, tant que des 
informations plus précises sur la nature de la contamination éventuelle n’est pas plus explicitée par 
le fabricant. Dans une enquête récente, Hefle et al. ont étudié 200 produits différents 
commercialisés à Lincoln (Nebraska, USA) où la présence éventuelle de traces d’arachide ou de 
l’arachide comme ingrédient mineur est signalée. Dans les lots testés, la dose d’arachide mesurée 
et rapportée à une portion alimentaire est estimée selon les produits, entre 0.1 et 180 mg 
d’arachide (0.025–45 mg de protéine d’arachide) (Hefle SL, et al. J Allergy Clin Immunol 2007).  
 
Faut-il tenir compte des signes subjectifs pour déterminer le NOAEL ? Nous avons observé que 
des signes subjectifs étaient notés avec une DC≤ 44,4 mg chez 42/99 sujets (Cf. tableau 4). Chez 
les 3 sujets ayant présenté des signes subjectifs dès la première dose soit 100 μg, l’AA à l’arachide 
est objectivée chez 2 sujets par des signes objectifs à une DC de 44,4 mg. 
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Le premier patient a présenté dans le passé un choc anaphylactique (CA) après avoir consommé 3 
à 4 curly, les IgE arachide sont > 100 kU/l et le prick-test à l’arachide est à 10 mm. Lors du test, il 
s’est plaint d’un prurit buccal dès la dose de 100 μg suivi de douleurs abdominales et 
vomissements avec une DC de 44,4 mg. Le deuxième patient qui aurait présenté auparavant une 
urticaire, un malaise avec pâleur lors de la consommation de cacahuète (quantité indéterminée) 
avec IgE arachide à 99,6 kU/l et un prick-test à 12 mm, a présenté un prurit auriculaire et vélo-
palatin dès 100 μg suivi de douleurs abdominales, vomissements, AO palpébral et conjonctivite à 
44,4 mg. 
Pour le troisième sujet qui a présenté un prurit buccal, langue, lèvres, cou ayant tendance à se 
généraliser dès 100 μg, le TPO n’a pas été mené au delà de 44,4 mg et on peut penser que la DC 
réactive se situe au-delà (sujet ayant présenté dans le passé une U et un AO après absorption d’1 
cacahuète (M&M's): IgE sp. 53,7 et prick-test à l’arachide à 4 mm). Bien qu’aucune réaction n’ait 
été notée avec le placebo, on peut se demander si ces manifestations subjectives ne 
correspondraient pas à des manifestations d’anxiété.  
Chez les 3 patients qui ont présenté des réactions subjectives à 400 μg (Cf. tableau 3) des signes 
objectifs ont été observés chez tous les patients à des doses supérieures: chez le premier patient 
(prurit pharyngé) les signes se complètent par une urticaire et des douleurs abdominales à 4,4 mg. 
Un TPO ultérieur à la DC de 65 mg entraîne douleurs abdominales et vomissements. Chez le 
deuxième patient (prurit lingual), le TPO à la DC de 4,4 mg déclenche douleur abdominale et des 
diarrhées et plus tard, des signes plus sévères : asthme, conjonctivite sont observés à la DC de 130 
mg lors d’un nouveau TPO. Pour le troisième patient qui ressent des nausées des 400 μg, des 
signes objectifs ne sont véritablement objectivés (urticaire et vomissements) que lorsque la DC de 
965 mg est atteinte soit pour une dose 2400 plus importante… 
Dans la mesure où chez deux sujets qui ont présenté des signes subjectifs dès la dose de 100 μg, 
les signes ont persisté aux doses suivantes et les signes objectifs ont été observés à des doses 
supérieures, l’apparition de signes subjectifs des 100μg semble correspondre au véritable seuil de 
réactivité pour ces deux patients. Si on doit donc tenir compte des signes subjectifs comme cela 
été proposé par Flinterman et al., le NOAEL à l’arachide serait inférieur à 100 μg. 
 
En conclusion, cette étude semble confirmer qu’afin de pouvoir prévenir des accidents y compris 
parmi une population de patients extrêmes allergiques à l’arachide, les méthodes de détection de 
l’arachide dans les aliments industrialisés, doivent atteindre un seuil de détection inferieur à 1 mg 
par kilogramme d’aliment manufacturé soit < 1 ppm comme cela a été déjà proposé par d’autres 
auteurs (Poms RE, et al. Food Addit Contam 2004). Il est utile de noter que selon les kits 
disponibles sur le marché, les seuils de détection de l’arachide sont compris entre  (0.2-1.2 mg/kg) 
(Kiening M, et al. J Agric Food Chem 2005). 
Le seuil de 1 ppm semble acceptable car aucun patient n’a présenté de réactions objectives en 
dessous de 4,4 mg d’arachide. En réalité, cela veut dire que si 100 sujets allergiques à l’arachide 
étaient amené à consommer 100 g d’aliment (ex. un gâteau pesant 100 g), cela veut dire que 3% 
d’entre eux pourraient présenter des réactions subjectives mineures alors que le dépistage de 
l’arachide dans les gâteaux serait négatif… Même si la quantité d’aliment était doublée, triplée 
voire quadruplée (ingestion d’une portion de 200 à 400 g), la quantité d’arachide ingérée pourrait 
entraîner certes, des manifestations subjectives mineures chez 6% des sujets allergiques à 
l’arachide, mais la quantité d’arachide ingérée ne causerait chez aucun sujet, des manifestations 
sérieuses.  
La détermination des seuils de réactivité est donc une étape importante dans les procédures de 
prévention de l’anaphylaxie alimentaire. L’arachide en raison de la prévalence des accidents a fait 
l’objet des premières études. Celles devront être menées pour les autres aliments à haut risque 
anaphylactogène, notamment pour les fruits à coque – le LOAEL est estimé à 1 mg pour la 
noisette selon Wensing et al., mais le NOAEL n’a pas été déterminé pour l’instant (Wensing M, et 
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al. Clin Exp Allergy. 2002). La première dose testée devra être inferieure à 100 μg compte tenu du 
fait que nous avons observé des signes subjectifs à 100 μg. Il semble utile de démarrer les tests de 
provocation à 10 μg comme cela a été proposé par le groupe d’étude multicentrique coordonné par 
Taylor (Taylor SL, et al. Clin Exp Allergy 2004). Nous avons montré, qu’il est nécessaire de 
sélectionner des individus à haut risque et d’étudier ce risque sur un échantillon de patients 
suffisamment important, si possible dans le cadre d’études multicentriques, compte tenu de profils 
de réactivité variables pour un même allergène, d’un pays à l’autre. 
 
 
III-2   Discussion sur l’apport des allergènes recombinants au diagnostic in 
vitro et in vivo de l’allergie à l’arachide. 
 
Cf annexe 5: Astier C, Morisset M, et al.  Predictive value of skin prick tests using recombinant 
allergens for diagnosis of peanut allergy. J Allergy Clin Immunol. 2006; 118(1): 250-6. 
 
Ce travail a été une première étape confirmant l’intérêt du développement des allergènes 
recombinants Ara h 1, Ara h 2 et Ara h 3 pour le diagnostic de l’allergie à l’arachide. La pratique 
originale de prick-tests avec les allergènes recombinants d’aliments, vient confirmer les données 
biologiques. 
Les résultats de cette étude pilote ont été ultérieurement validés par une étude prospective chez 94 
sujets allergiques à l’arachide ayant bénéficié d’un DBPCFC contemporain du dosage des IgE 
spécifique. Ce groupe a été comparé à un groupe témoin non atopique et un groupe de sujets 
atopiques non allergiques à l’arachide (communication G. Kanny, symposium CICBAA octobre 
2007, publication en cours de rédaction). Cette étude confirme l’excellence de la sensibilité et 
spécificité du dosage des IgE en ImmunoCap® (laboratoire Phadia) vis-à-vis de rAra h1, Ara h2 et 
Ara h3 de l’ordre de 99%. La performance de ce test qui dépasse largement celle du dosage des 
IgE par la même technique vis-à-vis de l’extrait naturel d’arachide (f13), a motivé la valorisation 
commerciale de ce test par le laboratoire Phadia (Uppsala, Suède) disponible début 2008.  
 
L’étude de la réponse des IgE ciblée sur un allergène permet de mieux comprendre les phénomènes 
d’allergie croisée entre différents aliments ou entre aliments et certains allergènes respiratoires. En 
cas d’antécédent de réaction clinique évocatrice d’une AA, elle permet de conseiller l’éviction 
préventive de certains aliments pour lesquels l’homologie des protéines serait élevée et de prévenir 
une éventuelle anaphylaxie sévère, et si possible d’éviter un test de provocation orale qui est à la 
fois couteux (hospitalisation, absentéisme scolaire au travail) et potentiellement dangereux.  
 
 
 
III- 3   Discussion sur la détection de traces d’allergenes dans les aliments 
 
III-3-1 Discussion sur la détection des protéines de lait dans le biscuit diététique. 
 
Plusieurs cas d’anaphylaxie par ingestion accidentelle de protéines de lait ont préalablement été 
rapportés dans la littérature (Fremont S. Allergy 1996 ; Oppenheimer J Allergy Clin Immunol 
1998; Laoprasert J Food Prot 1998 ; Cantani J Investig Allergol Clin Immunol 1999/  Gern et al. 
N Engl J Med. 1991). Bock (JACI 2001) a rapporté 32 cas d’anaphylaxie létale d’origine 
alimentaire, dont un cas est attribué à une APLV.  
Dans nos observations, une allergie à la fève de cacao a été évoquée au départ mais la réalisation 
de prick-tests négatifs avec d’autres produits à base de chocolat a permis d’écarter ce diagnostic. 
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L’allergie aux composants de la fève de cacao est par ailleurs exceptionnelle, bien que souvent 
incriminée comme responsable de manifestations allergiques. Celles-ci sont souvent liées aux 
effets irritants des amines biogènes contenues dans le chocolat et sont souvent de faible intensité. 
Les cas d’allergie immédiate après consommation de chocolat sont effectivement plus souvent liés 
à la présence d’autres aliments: arachide, noisette, sésame et lait en particulier… Divers tests de 
détection ont ainsi été développés pour la détection des principaux allergènes alimentaires dans le 
chocolat (Hurst W et al. J Immunoassay Immunochem 2002/ Scheibe et al. J Chromatogr B 
Biomed Sci Appl 2001/ Hefle SL et al. J Food Prot. 2004).  
Dans le cas de cette observation, la contamination pourrait être considérée au premier abord 
comme une « faute » professionnelle, puisque le fabricant garantissait l’absence de lait dans le 
chocolat. Cette contamination à l’origine d’un premier accident en juillet 2002 est établie par 
l’étude menée sur un lot de fabrication ultérieure (janvier 2003). Néanmoins après avoir discuté 
avec l’entrepreneur et visité son industrie, nous nous sommes aperçus que des tests de dépistage à 
la recherche de contamination par des protéines de lait étaient régulièrement pratiqués. Le test était 
réalisé avec un kit commercial (références non communiquées par l’industriel), assurant un seuil 
de détection de 5 ppm. Sur l’échantillon testé, le taux de contamination est inférieur à 3 ppm. Il est 
donc possible que le test de détection utilisé par l’industrie n’ait pas pu détecter ces traces de lait.  
 
La dose susceptible d’avoir entraîné une réaction chez le premier individu ne peut être qu’estimée 
car le lot de chocolat testé en RAST inhibition, ne correspond pas à celui qui a été ingéré par les 
enfants au moment de la réaction. 
Pour le deuxième enfant, le SDSPAGE montre que le lot responsable d’une réaction clinique 
contenait bien des protéines dont la teneur pourrait approcher 0,6 mg/g de chocolat soit 600 ppm. 
L’immmunoblot a montré que ces proteines sont effectivement capables de se lier à des IgE 
provenant de sujets allergiques au lait. L’inbition du WB confirme la spécificité de liaison des IgE 
à des proteines de lait. Pour les deux lots testés en SDG et WB, une approximation grossière, 
laisse supposer que la quantité de lait présente dans les deux lots testés semble dépasser largement 
le seuil de détection du kit utilisé par l’industriel (5 ppm)… 
 
La quantité de PLV dans le chocolat, estimée par l’inhibition du RAST au lait (fig. 2 et 3) est 
nettement inférieure à celles qui ont été publiées dans la méta-analyse du groupe international 
d’étude des seuils de réactivité prouvée par TPO chez des sujets allergiques aux PLV (Taylor SL, 
J Allergy Clin Immunol. 2002) ou les publications d’observations isolées d’anaphylaxie après 
ingestion d’aliments contaminés par des PLV (Gern JE, et al. N Engl J Med 1991/ Jones RT, et al. 
Ann Allergy. 1992/ Fremont S et al. Allergy 1996 / Oppenheimer JJ et al. J Allergy Clin Immunol 
1998/ Laoprasert et al. J Food Prot 1998/ Larramendi CH, et al. Pediatr Allergy Immunol. 2006).  
Ceci est très important à souligner car le recueil d’informations précises à ce sujet permet de 
déterminer le niveau d’exigence pour les seuils des tests de détection des traces d’allergènes dans 
les aliments.  
Certes il existe une discordance entre la dose réactive avec le TPO au lait effectué préalablement 
chez ces deux enfants et la quantité de protéines susceptibles d’avoir déclenché la réaction après 
consommation du biscuit chocolaté : un petit suisse soit environ 900 mg, versus 1 μg de protéines 
de lait…. pour le premier enfant et 8 ml de lait soit environ 260 mg de protéines, versus 5 μg de 
protéines de lait pour le deuxième enfant. Il faut cependant souligner que les TPO au lait ont été 
réalisés plus d’une année avant cet incident et que le seuil de réactivité au lait peut diminuer 
considérablement comme cela a été déjà montré dans des publications antérieures (Barbi E  et al. 
Allergy. 2004/ Morisset M, et al. Allerg Immunol. 2007. Cf. Annexe 12). On peut également 
supposer que la contamination dans le biscuit qu’a ingéré le premier patient (lot responsable non 
testé) était plus importante.  
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Plusieurs auteurs ont publié des accidents plus ou moins sévères après ingestion de traces de lait 
qui permettent d’établir un seuil de réactivité au lait. Koppelman a rapporté un cas d’anaphylaxie 
après avoir absorbé moins de 50 mg de caséine dissimulée dans du saumon (Koppelman S, et al. 
Lancet 1999) tandis que Laoprasert rapporte une réaction anaphylactique après ingestion de 180 μg 
de protéines de lactosérum contenues dans un sorbet (Laoprasert N, et al. J Food Prot 1998). 
Fremont et al rapportent une reprise des manifestations allergiques après introduction céréales 
infantiles garanties sans lait chez un nourrisson ayant une APLV guérie sous éviction (Frémont S, 
et al. Allergy 1996). Le seuil de réactivité est estimé à 100 μg de protéines de lait. 
En 2003, nous avions tenté d’estimer à partir des données de la banque CICBAA, le LOAEL pour 
le lait de vache (Morisset M, et al. Clin Exp Allergy 2003. Cf. Annexe 3). L’étude réalisée sur 59 
sujets allergiques au lait ayant bénéficié de DBPCFC au lait a estimé le LOAEL à 3,2 mg de 
protéines de lait (soit 0,01 ml de LV). Etant donné que 1,6 % des patients testés réagissaient dès la 
première dose, de ce fait, le NOAEL n’avait pu être évalué. 
Dans la méta-analyse du groupe international d’étude du seuil de réactivité aux aliments (Taylor 
SL, et al. J Allergy Clin Immunol 2002), le seuil de réactivité le plus bas enregistré pour le lait de 
vache correspond à 0.02 ml de lait de vache soit 0.6 mg de protéines, d’après l’étude de Hill basée 
sur des TPO en ouvert chez 100 sujets. Toutes ces études évoquent des seuils de réactivité 
sensiblement plus élevés que la quantité supposée avoir été ingérée par les deux enfants en 
mangeant un ou une partie du biscuit chocolaté. Néanmoins, dans son modèle mathématique basé 
sur les données de la littérature, Bindslev-Jensen approche ce seuil de réactivité pour le lait, estimé 
à 0,6 μg de protéines de lait de vache avec une prise de risque pour un sujet sur 1 million, tandis 
qu’avec une prise de risque pour un pour cent individus, le seuil atteint 0,87 mg (Bindslev-Jensen 
C, et al. Allergy. 2002).  
 
La pratique de PT chez un groupe de sujets ayant une AA documentée avec PT positifs à un 
allergène donné, semble être par ailleurs, une technique tout à fait intéressante pour démasquer 
une contamination avec cet allergène. La sensibilité et spécificité de cette méthode d’exploration 
in vivo n’a pas été jusqu'à présent comparée avec les tests biologiques de mesure de traces 
d’allergènes. Pour des raisons éthiques, évidentes, cette méthode ne peut être retenue que pour des 
études particulières, avec le consentement des patients et de leur famille, notamment pour valider 
l’innocuité de certains produits alimentaires de consommation courante. Des tests cutanés ont déjà 
été pratiqués dans d’autres études afin de valider l’absence de réactivité à certains produits chez 
des individus ayant une allergie alimentaire bien identifiée (ex gélatine de poisson, maltodextrines 
et sirops de blé ….) au cours des étapes de validation de l’absence d’allergènicité, suivant la 
législation Européenne sur l’étiquetage des aliments industrialises. 
 
 
III- 3-2  Discussion sur la détection de traces de protéines de lait de vache dans les 
probiotiques 
 
Cf : annexe 6 et 7  
 
Moneret-Vautrin DA, Morisset M, Cordebar V, Codreanu F, Kanny G. Probiotics may be unsafe 
in infants allergic to cow's milk. Allergy 2006; 61(4): 507-8 
 
Tiger Lee TT, Morisset M, Astier C, Moneret-Vautrin DA, Cordebar V, Beaudouin E, Codreanu 
F, Bihain BE, Kanny G. Contamination of probiotic preparations with milk allergens can cause 
anaphylaxis in children with cow's milk allergy. J Allergy Clin Immunol. 2007 119(3):746-7 
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III- 3-3   Discussion sur la détection de PLV dans le lactose 
 
 
La fabrication du lactose se fait par évaporation du lactosérum, après extraction éventuelle de la 
matière grasse, des protéines et des sels minéraux, puis par cristallisation du lactose, séparation 
et séchage des cristaux. Il existe deux qualités principales de lactose: le lactose alimentaire à 99 
pour cent minimum de lactose et le lactose pharmaceutique (Codex) à 99,8 pour cent minimum 
de lactose (Collection FAO 1998: Alimentation et nutrition n°28). Le lactose de qualité 
pharmaceutique proviendrait de lait écrémé auquel on ajoute dans un premier temps de l’acide 
chlorhydrique dilué afin de précipiter les caséines qui sont ensuite filtrées. Le lactosérum est 
ensuite amené à un pH de 6,2 puis les protéines résiduelles subissent une coagulation par 
chauffage à 93,5°C puis sont de nouveau filtrées. Le liquide résultant est ensuite soumis à des 
procédures de cristallisation (Gennaro AR, Editeur, Remington's pharmaceutical sciences. 
1980). 
L’intolérance au lactose et l’APLV sont deux entités nosologiques distinctes, l’une relevant d’un 
déficit en lactase constitutionnel ou acquis et l’autre, d’un mécanisme immunologique. Le 
diagnostic différentiel est parfois difficile quand l’APLV s’exprime uniquement par des 
manifestations digestives (Bahna SL. Ann. Allergy Asthma Immunol. 2002).  
Les cas d’APLV attribués à une exposition aux PLV sous forme masquée, lors de l’ingestion de 
lactose sont rares (Jones RT, Ann Allergy 1992/ Fremont S, Allergy 1996/ Laoprasert N, J Food 
Prot 1998). 
Ce risque a été contesté par Fiocchi et al. (Fiocchi A, Pediatrics 2003) qui ont réalisé une étude 
chez 24 enfants ayant une APLV IgE-dépendante, afin de démontrer l’innocuité du lactose en 
cas d’APLV. 
 
Dans notre étude néanmoins, l’ensemble des tests de provocation et des analyses biologiques 
confirme d’une part que la patiente présente une allergie respiratoire aux PLV et d’autre part 
qu’une exposition au lactose pharmaceutique est capable de déclencher des manifestations 
allergiques.  
La survenue de manifestations allergiques après prise de Foradil® est probablement liée à une 
contamination du lactose par des PLV comme en témoignent la présence de bandes protéiques 
de MM compatibles avec des protéines de lait de vache en SDS PAGE et la détection de 
protéines de lait de vache en ELISA.  
La démonstration absolue que les symptômes allergiques observés sont dus à la présence de 
protéines de lait dans le lactose du Foradil®, n’a pu faite à l’heure actuelle du fait de la 
négativité de l’immunoblot. Ceci pourrait être du à des variations de lots.  
Tout porte à croire qu’il existe bien une contamination par des protéines de lait. Devant l’échec 
de leur mise en évidence par les IgE, afin de ne pas gaspiller inutilement le sérum de la patiente, 
un échantillon de Foradil® a été envoyé pour analyse en spectrométrie de masse. Les résultats 
de cette analyse devraient nous apporter la confirmation de cette hypothèse. Si la présence de 
lait est confirmée, nous reprendront les analyses en WB en améliorant les méthodes de 
concentration des protéines.  
 
Le risque d’exposition à des traces de protéines de lait contenues dans le lactose peut s'exprimer 
lors d’une administration par voie orale, par voie intraveineuse (lyophilisat injectable) mais 
aussi par voie respiratoire. En effet, le lactose est l’excipient habituellement utilisé lorsque les 
composés actifs (divers broncho-dilatateurs et corticoïdes) sont administrés sous forme de 
poudre à inhaler.  
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Nowak-Wegrzyn A. a rapporté le premier cas d’anaphylaxie à l’inhalation de PLV à l’état de 
traces dans le lactose d’un tel dispositif (Nowak-Wegrzyn A, J Allergy Clin Immunol 2004). 
Dans cette observation princeps, l’inhalation d’Advair® diskus (association fluticasone et 
salmeterol) avait induit un bronchospasme et une diminution significative de la pression 
artérielle. La présence de PLV a été objectivée après dissolution du mélange « lactose + principe 
actif » dans du PBS puis purification et concentration par une technique de précipitation Page-
Perfect (Genotechnology, Inc, St Louis, USA). L’auteur précise que si le test d’inhibition 
d’ELISA a détecté des PLV dans les poudres de lactose pour inhalateurs, en revanche, une 
mesure précise n’a pas été possible en raison peut-être d’une glycosylation importante des 
protéines du fait de l’abondance de lactose, pouvant entrainer une modification de la 
conformation des protéines et donc, une mauvaise reconnaissance par leurs Ac spécifiques. La 
présence de protéines de masse moléculaire similaire à la β-lactoglobuline a néanmoins été 
objectivée en coloration argentique. Un immuno-marquage avec des Ac monoclonaux anti- α et 
β-caséine, anti-β-lactoglobuline ainsi qu’avec les IgE provenant de patients ayant une APLV 
sévère, ont permis de mettre en évidence la présence de protéines correspondant probablement à 
des caséines dans l’Advair®, des β-lactoglobulines dans le Foradil® et le Flovent® (propionate 
de fluticasone), la présence de ces deux protéines étant de plus objectivée dans divers lactoses 
de qualité pharmaceutique. L’auteur rappelle que la majeure partie du lactose est ingérée, 
comme en témoigne le goût légèrement sucré ressenti  lors de l’inhalation de ces produits. 
 
Nous rapportons le deuxième cas d’allergie apparue après inhalation de PLV contaminant le 
lactose des inhalateurs à poudre. Le diagnostic d’APLV IgE dépendante a été établi sur la base 
d’une sensibilisation avec un prick-test positif et la présence d’IgE spécifiques sériques aux 
PLV d’une part et un TPO au lait de vache positif d’autre part. Le test réaliste d’inhalation de 
vapeur de lait comme cela est proposé par Roberts ((Roberts G, Allergy 2002), prouve que la 
patiente est devenu extrêmement allergique, y compris à des traces de protéines transportées 
dans la vapeur de cuisson… 
Si on considère que le DBPCFC oral au lactose est positif à la dose de 30 g et que des traces de 
protéines peuvent être observées jusqu’à une teneur autorisée de 0,2%, la dose cumulée réactive 
per os de protéines de lait de vache chez cette patiente peut être estimée à 60 mg soit environ 1,8 
ml de lait (la teneur en protéines de lait de vache étant estimée aux alentours de 32 mg/ml) 
(Favier JC, Répertoire général des aliments. INRA Editions Lavoisier Tec-Doc. Ed. 1995). 
Selon les informations fournies par le laboratoire Novartis, une gélule de Foradil® contiendrait 
24,99 mg de lactose monohydraté et 12 μg de formoterol. Les tests préalables effectués sur le 
Foradil auraient montré une pureté du lactose à 99,8%: on peut donc considérer que la patiente 
réagit par voie respiratoire à moins de 0,05 mg de protéines de lait ce qui représente 0,002 ml de 
lait. Ce qui laisse supposer que le seuil de réactivité des bronches serait plus faible que le seuil 
de réactivité par voie digestive, organe reconnu comme dévolu à l’acquisition physiologique de 
la tolérance aux protéines alimentaires.  
En fait, le seuil de réactivité par voie respiratoire de la patiente semble beaucoup plus bas 
puisqu’avec un TPB au lactose en double aveugle, des réactions sont objectivées après 
inhalation d’une quantité de PLV qu’on pourrait estimer aux alentours de 0,01 μg, ce qui rejoint 
l’ordre d’estimation de contamination fourni par le SDS-PAGE coloré à l’argent. 
Le fait que la quantité de protéines de lait présentes dans l’extrait de Foradil® concentré soit 
insuffisante pour que les IgE de la patiente reconnaissent et se lient aux protéines peut être du au 
fait qu’entre la période où la patiente avait présenté des réactions à l’inhalation du Foradil® en 
2002-2003 et maintenant, les procédés de purification du lactose ont pu  s’améliorer, ce d’autant 
que le premier cas de réaction au lactose contenu dans ces dispositifs a été publié en 2004 
(Nowak-Wegrzyn A, J Allergy Clin Immunol 2004). En effet, lorsque nous avons utilisé des lots 
de Foradil® actuellement délivrés sur le marché, nous n’avons jamais pu objectiver des 
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contaminations aussi importantes que dans le premier lot datant de la période de l’accident que 
nous n’avions malheureusement qu’en faible quantité. Nous nous sommes demandés si les 
fabricants de lactose n’aurait pas, depuis la publication de A. Nowak-Wegrzyn, amélioré les 
procédures de purification du lactose destiné à la délivrance de médicament sous forme inhalée. 
Une autre hypothèse déjà formulée par A. Nowak-Wegrzyn (Nowak-Wegrzyn A, J Allergy Clin 
Immunol 2004) serait qu’il existerait une variation importante de la teneur en PLV d’un lot à un 
autre. 
 
 

III-3-4   Détection de protéines de soja dans l’huile de soja de la formule infantile à base 

d’acides aminés 

Nous avons montré que ces 15 enfants allergiques aux PLV et ayant des symptômes persistant 
sous  CMPH et/ou SPPCH puis  Neocate® (N), sont remarquablement améliorés par une 
alimentation exclusive sous Neocate advance®  (NA). Nous avons démontré que l’échec de 
l’alimentation exclusive par N chez ces enfants ayant une APLV et suspects d’AAM était lié à la 
présence de protéines de soja dans cette formule et leur absence dans le NA.  
Il est nécessaire de préciser que le NA est une formule -AAF- réservée à l’enfant âgé de plus de 
12 mois. Nous avons donc utilisé cette AAF en la diluant afin de respecter une osmolarité 
adaptée à des enfants d’âge inférieur.  
L’affirmation que ces enfants ont présenté une allergie au Neocate® est basée sur les éléments 
cliniques et biologiques suivants:  
• Le SCORAD décroit après le replacement du N par le NA chez les 15 patients et une 
amélioration statistiquement significative est observée. 
• Les DBFC N versus NA n’ont pas induit de symptômes particuliers après 24 h de surveillance, 
en revanche des manifestations allergiques sont apparues au delà de ce délai lors de la 
réintroduction du Neocate chez tous les sujets ayant subi ce test. 
• L’analyse des protéines a révélé la présence de protéines non hydrolysées dans le N alors 
qu’on ne retrouve aucune protéine dans le NA. Le fait que ces protéines résiduelles 
correspondent bien à des protéines de soja est établi par la réalisation d’IgE-WB qui montre des 
fixations identiques avec le sérum de sujets ayant une allergie confirmée au soja ou avec le 
sérum des patients présentant des manifestations allergiques persistantes sous Neocate.  
• la preuve que le N est bien contaminé par des protéines de soja est établie avec la disparition 
de la fixation des IgE sur le WB avec incubation préalable  de ces mêmes sera en présence 
d’extrait de soja.  
Ces NRS inclus dans l’étude sont des enfants ayant une sensibilisation alimentaire multiple 
comme cela est objectivé par divers PT, APT ou dosage d’IgE spécifiques aux aliments. Les 
manifestations cliniques sont essentiellement une DA sévère, d’installation précoce souvent 
associée à des manifestations digestives et parfois un retard de croissance. Les allergènes 
auxquels ces nourrissons sont sensibilisés sont en premier lieu le LV puis l’œuf, le soja, le blé 
puis l’arachide. Ces patients ont été adressés en raison de leur échappement aux procédures 
thérapeutiques habituelles en l’occurrence une alimentation exclusive par CMPH ou SPPCH. 
Dans 4 cas, les manifestations sont apparues sous allaitement maternel et ont persisté en dépit 
d’un régime maternel drastique excluant le LV, les œufs, le gluten, l’arachide et les fruits à 
coque. Il a été montré qu’environ 10% des APLV persistaient sous CMPH (Hill DJ et al. J 
Allergy Clin Immunol 1995/ Vanderhoof JA et al. J Pediatr 1997/ American Academy of 
Pediatrics, Committee of nutrition. Pediatrics 2000). Pour ces enfants, les AAF apportent une 
véritable alternative thérapeutique, mais néanmoins, comme nous l’avons montré dans cette 
étude, pour certains patients particulièrement allergiques, l’apport d’AAF peut être mis en 
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défaut s’il persiste à l’état de traces, des protéines non hydrolysées. Ces protéines peuvent 
provenir des émulsions lipidiques associées au mélange d’acides aminés (Aa) ou bien du 
mélange d’Aa lui-même, les Aa constitutifs n’étant pas tous des Aa de synthèse.  
Le diagnostic d’allergie au soja présent à l’état de traces dans le N a été difficile à prouver. 
Aucun test diagnostic pris isolement n’a permis d’objectiver la sensibilisation au soja. Les IgE 
spécifiques au soja ne sont élevées que chez 6 sur 15 enfants testés et le PT à la farine de soja 
n’est positif que 2 d’entre eux. Les APT sont positifs chez 11 sur 14 enfants (un enfant n’a pas 
été testé en raison de la sévérité de l’eczéma au départ). Même en combinant ces 3 tests, une 
sensibilisation au soja n’est observée que chez 86.7 % des enfants. Les APT qui traduisent des 
phénomènes d’hypersensibilité retardée, sont les plus sensibles.   
Il est important de noter que les DBFC sur 24h n’ont pas permis d’objectiver de réaction à la 
réintroduction du N tandis que les symptômes sous N étaient nets au 7eme jour chez tous les 
patients testés. Cette observation est en accord avec les observations de Hill et al. qui signalent 
qu’un TPO mené uniquement sur une seule journée est insuffisant pour établir avec certitude 
l’absence de réaction à un aliment préalablement suspecté (risque de faux-négatif) (Hill DJ et al. 
J Allergy Clin Immunol 1995). La prédominance d’un mécanisme immun retardé par rapport à 
un mécanisme IgE-dépendant est aussi confortée par la différence entre le pourcentage d’APT 
positifs au soja (78.6 %) et le pourcentage de PT positifs au soja (13.3 %). Si l’hypersensibilité 
retardée domine, il n’est donc pas étonnant qu’aucune manifestation ne soit observée le premier 
jour du test de réintroduction. Peu de parents ont accepté de réaliser un TPO en double aveugle 
avec réintroduction du Neocate. Le refus et l’anxiété des parents à l’idée de réintroduire une 
formule susceptible de réenclencher des manifestations allergiques chez un nourrisson est tout à 
fait compréhensible, ce d’autant que l’amélioration de l’état de sante de leur enfant sous NA a 
été précédée d’une errance diagnostique pendant plusieurs mois sous différentes formules et par 
conséquent d’un émoussement de la confiance des parents dans le corps médical.  
La principale différence entre le N et le NA repose sur la nature des émulsions lipidiques. 
L’émulsion lipidique du N contient de l’huile de soja tandis que l’émulsion du NA ne contient 
que de l’huile de coco, de canola et de carthame. Nous avons détecté la présence de protéines de 
soja dans la première formule, absentes dans la seconde. Compte tenu du fait que les Aa des 
deux AAF sont identiques selon les informations fournies par le fabricant (SHS), il est logique 
de déduire que les traces de protéines de soja proviennent de l’émulsion lipidique à base d’huile 
de soja. La présence d’allergènes résiduels dans les huiles de soja est un sujet complexe et 
controversé. Des études avec DBPCFC à l’huile de soja ont déjà été menées chez des adultes 
allergiques au soja sans montrer de réaction significative. Néanmoins, il faut préciser que ces 
tests ont été réalisés chez des adultes et non pas des NRS et que d’autre part, les TPO ont été 
menés sur une période courte contrairement à notre étude (Bush RK et al. J Allergy Clin 
Immunol. 1985). Dans notre étude nous avons montré que des traces de protéines de soja dans 
les AAF ne sont pas dénuées d’effet secondaires et cela laisse supposer que la biodisponibilité 
de ces protéines chez l’enfant est peut-être différente de celle de l’adulte ou bien que des effets 
n’apparaissent que de manière retardées. Chez la souris, il a été montré que la biodisponibilité 
des allergènes de soja est en effet supérieure chez le souriceau que chez la souris adulte 
(Weangsripanaval T et al. J Nutr. 2005). Les NRS sont probablement un cas particulier et la 
présence de traces de protéines de soja dans les huiles ou les lécithines de soja pourrait entrainer 
des manifestations cliniques (Palm M, et al. Allergy 1999; Renaud C, et al. J Pediatr 
Gastroenterol Nutr 1996). Nous devons souligner le fait que le groupe d’enfants suivis dans 
cette étude ne représente qu’une partie infime des enfants souffrant d’allergie alimentaire mais 
néanmoins ces sujets bien que peu nombreux sont particulièrement difficiles à prendre en 
charge. Jusqu'à ces derniers mois, notre stratégie thérapeutique chez des enfants ne répondant 
pas aux mesures habituelles d’alimentation exclusive par CMPH et/ou SPPCH puis de N était de 
rechercher systématiquement une allergie aux protéines de soja en plus d’une sensibilisation aux 
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PLV par les moyens précédemment cités et de proposer d’alimenter l’enfant par du NA, 
dépourvu d’huile de soja. Nos premières communications à ce sujet et la transmission de ces 
informations auprès du fabricant de cette AAF ont modifié leurs procédures de fabrication du 
Neocate® qui désormais, sur le marché français, ne contient plus d’huile de soja. Il est à noter 
cependant que les formules commercialisées dans d’autres pays européens tels que la Belgique 
ou le Luxembourg ou bien aux USA, pour l’enfant de moins de 1 an, contiennent encore des 
émulsions lipidiques à base d’huile de soja…  
La présence d’allergènes de soja a déjà été objectivée par différents auteurs dans les lécithines et 
les huiles de soja avec des teneurs variables selon qu’il s’agit d’huile vierge ou d’huile de soja 
plus raffinées (Errahali Y, et al. Allergy 2002, Cf. Annexe 32 bis; Porras O, Int Arch Allergy 
Appl Immunol 1985; Awazuhara H, et al. Clin Exp Allergy 1998; Paschke A, et al. J 
Chromatogr B Biomed Sci Appl 2001). Bien que certains auteurs aient montré que 
l’immunogénicité des protéines de soja extraites dans les lécithines et les huiles de soja non 
raffinées n’est pas altérée par les procédures de chauffage, l’allergénicité des huiles de soja reste 
contestée (Bush RK et al. J Allergy Clin Immunol. 1985; Palm M, et al. Allergy 1999; Renaud 
C, et al. J Pediatr Gastroenterol Nutr 1996; Errahali Y, et al. Allergy 2002; Porras O, Int Arch 
Allergy Appl Immunol 1985 ; Awazuhara H, et al. Clin Exp Allergy 1998; Paschke A, et al. J 
Chromatogr B Biomed Sci Appl 2001). Dans un travail antérieur, Errahali et al. ont isolé des 
traces de protéines de soja dans l’huile pressée à froid (1.8 mg/l), et dans l’huile désodorisée 
(0.32 mg/l) (Errahali Y, et al. Allergy 2002). L’implication de l’huile de soja a déjà été mise en 
évidence par un test de provocation en double aveugle avec l’émulsion lipidique présente dans 
le Neocate, le Solagen® (Moneret-Vautrin et al. Allergy 2002). Le Neocate® contient 23 g de 
Solagen® pour 100 g de produit fini (données fournies par SHS International). L’huile de soja 
est un composant mineur de l’émulsion lipidique mais néanmoins une recherche préliminaire de 
traces de protéines de soja dans le Solagen® a montré que la teneur en protéines résiduelles était 
de l’ordre de celle qu’on retrouvait dans l’huile désodorisée (data not shown). Nous avons 
documenté la présence d’allergènes de soja dans le N et nous avons donc par conséquent 
spéculé que les protéines de soja résiduelles non hydrolysées provenaient de l’émulsion 
lipidique entrant dans la composition du Neocate.  
Il est de plus intéressant de constater que la pratique de TPO en double aveugle apporte de 
nouvelles données permettant d’estimer la dose minimale induisant des réactions allergiques 
assimilée au lowest observed adverse effect level (LOAEL). En toxicologie, la durée de 
l’exposition à un polluant est importante à prendre en cause pour l’estimation des effets toxiques 
à long terme. Il semble en être de même pour l’allergie. Cette étude a montré qu’un TPO mené 
sur une courte période pouvait omettre certains diagnostics d’AA mais aussi sous-évaluer des 
seuils de réactivité. Cette étude apporte donc de nouvelles données pour l’allergie au soja.  
En se basant sur  
- les données fournies par le laboratoire SHS International : présence de 23 g de Solagen® soit 
3,35 g d’huile de soja pour 100 g de produit fini ce qui correspond après reconstitution à 502,5 
mg d’huile de soja pour 100 ml de Neocate  
- sur la concentration en protéines dans l’huile de soja raffinée selon Errahali et al. (Errahali Y, 
et al. Allergy 2002) soit environ 0.32 mg/l  
- la densité de l’huile de soja : 0,92 
- sur une consommation quotidienne d’environ 1000 ml d’AAF/jour chez un NRS, 
le seuil de réactivité chez ces 15 enfants –- pourrait correspondre à environ 2 μg de protéines de 
soja/jour. Ce seuil extrêmement bas pourrait être expliqué par une biodisponibilité particulière 
des allergènes de soja en phase lipidique comme cela a déjà été observé par Weangsripanaval et 
al. dans son modèle murin d’absorption gastro-intestinale de l’allergène majeur du soja 
(Weangsripanaval T et al. J Nutr. 2005). 
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Le risque allergénique des protéines à l’état de traces dans les émulsions lipidiques des formules 
infantiles a déjà été objectivé pour l’huile d’arachide (Moneret-Vautrin DA, et al. Lancet 1991) 
et l’huile de coco (Couturier P, et al. Allerg Immunol 1994). Ces 15 observations cliniques 
doivent nous amener à s’interroger plus souvent sur la nature des émulsions lipidiques devant la 
persistance de symptômes chez un nourrisson malgré la mise en place d’hydrolysats de 
protéine : l’entretien des symptômes est-il lié à la présence de protéines de lait insuffisamment 
hydrolysées ou l’émulsion lipidique est elle en cause ? En effet, l’huile de soja est présente dans 
de nombreuses formules infantiles… Cette étude incite au développement de tests simples, 
fiables et  robustes pour la détection des allergènes alimentaires en milieu lipidique et en 
particulier les protéines de soja et ceci reste encore un important challenge immuno-
biochimique.  
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CONCLUSIONS 
 

 
 
Cette thèse a fait le tour d’horizon des connaissances à propos de l’allergénicité des protéines 
alimentaires et des moyens diagnostiques de l’allergie alimentaire. La dernière partie a regroupé 
différentes études cliniques ou clinico-biologiques menées en collaboration avec les cliniciens et 
les biologistes chercheurs de l’équipe de recherche EA3999 Maladies allergiques: Diagnostic et 
thérapeutique, ou les membres du laboratoire de recherche en allergie alimentaire du Mount Sinaï 
Medical Center à New York. Ces travaux contribuent à l’amélioration du diagnostic et la 
prévention de cette affection.  
 
Cette étude de l’allergenicité des aliments qui débute par des études cliniques de determination des 
seuils de réactivité aux aliments a permis d’offrir des données préalables indispensables mais qui 
manquent cruellement sur le plan international (Cf. communication orale personnelle, 1er orateur, 
au 5th Workshop on Food Allergen Methodologies, Halifax, Canada, 11 mai 2008)  pour fixer 
ensuite, les seuils de détection des traces des allergenes contaminants dans l’alimentation. 
 
Les différentes études portant sur la detection de traces d’allergenes ont toutes porté sur des 
produits therapeutiques : biscuit dietetique garanti sans lait, probiotiques, lactose, formule infantile 
à base d’acides aminés. Ces etudes ont des implications considerables car ces produits sont 
justement destinés pour des sujets à risque allergique majeur. 
 
L’étude sur le biscuit chocolaté confirme la contamination du chocolat garanti sans lait et destiné à 
une population ciblée de consommateurs ayant une allergie alimentaire, par des protéines de lait. 
Nous avons montré que plusieurs lots étaient contaminés et que le niveau de contamination était 
susceptible de reproduire des accidents anaphylactiques chez de nombreux enfants atteints 
d’APLV. Cette contamination et le risque engendré, ont été déclarés à l’AFSSA et à la DGCCRF 
et au Réseau National Français de surveillance des Anaphylaxies. 
L’industriel a par ailleurs été rapidement informé de nos résultats et depuis, la mention « garanti 
sans lait » a été supprimée. 
Afin de garantir la sécurité des patients ayant une allergie alimentaire, les industriels qui ont choisi 
de cibler une population de consommateurs ayant une allergie alimentaire connue, en proposant 
des produits garantis sans traces d’allergènes doivent appliquer de manière drastique les 
procédures HACCP afin de maitriser le risque de contamination alimentaire d’une part et d’autre 
part, doivent s’assurer que les kits de détection utilisés permettent de détecter les allergènes en 
cause avec des seuils de détection inferieur à 1 μg/g d’aliment et que ce seuil de détection soit 
applicable à la matrice utilisée en l’occurrence ici, le chocolat. 
 
L’étude sur la contamination des dispostifs en poudre pour le traitement de l’asthme est la 
deuxième observation vient confirmer la nécessité de recommandations à la prescription de tels 
dispositifs chez des sujets asthmatiques, ayant une APLV avec un seuil de réactivité faible. Le 
Foradil® a été définitivement interrompu chez notre patiente et depuis l’administration de β2-
mimétiques à longue durée d’action sous forme de spray (sans lactose), est parfaitement tolérée. 
Cette montre que le seuil de réactivité aux protéines de lait par voie respiratoire semble plus bas 
que le seuil de réactivité par voie digestive. La question du risque de rupture de tolérance par 
inhalation de traces de protéines de lait dans du lactose en cas d’APLV guérie, est posée. D’autres 
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supports neutres doivent être développés pour la délivrance du principe actif par voie respiratoire, 
pour lesquels le risque toxique et allergénique est réduit, comme le tagatose par exemple (Taylor 
SL et al. Allergy 2005). 
 
Les APLV évoluant dans le cadre d’AAM sont de plus en  plus fréquentes et le développement 
des AAFs représente un progrès diététique et thérapeutiques incontestable. Néanmoins, le risque 
d’allergie à des traces de protéines contenues dans les huiles, de soja en l’occurrence, a été 
démontré chez des nourrissons sensibilisés à cet allergène. Les industries agro-alimentaires et les 
laboratoires pharmaceutiques doivent tenir compte de ce risque afin de développer des formules 
plus sures, dépourvues de traces d’allergènes car les formules infantiles à base d’acides aminés 
sont destinées à l’alimentation de nouveau-nés et nourrissons ayant des terrains aux risques 
atopiques des plus élevés.  
 
L’allergie alimentaire est une des pathologies émergentes du XXIème siècle et l’augmentation de 
sa prévalence est observée dans tous les pays du monde, qu’il s’agisse de pays économiquement 
sous-développés (Cataldo F, et al. Pediatr Allergy Immunol. 2006/ Zar HJ, et al. Pediatr Allergy 
Immunol. 2007), où l’alimentation reste traditionnelle ou qu’il s’agisse de pays riches (Woods RK, 
et al. Eur J Clin Nutr. 2001/ Sicherer SH, et al. J Allergy Clin Immunol 2003/  Santadusit S, et al. J 
Med Assoc Thai 2005/ Chiang WC, et al. Clin Exp Allergy. 2007/ Mullins RJ. Med J Aust. 2007/ 
Gupta R, et al. Thorax 2007) et les aliments naturels semblent concernés tout autant que les 
produits alimentaires industriels. 
Les études épidémiologiques actuelles montrent que l’augmentation de prévalence de l’asthme 
semble diminuer notamment en Europe, probablement grâce au diagnostic et à la thérapie qui s’en 
suivent (Pearce N, et al. Thorax 2007/  Mullins RJ. Med J Aust. 2007). Tel n’est pas le cas pour 
l’allergie alimentaire dont le diagnostic et le traitement restent encore difficiles. On observe 
toujours en effet, exception faite de la Suède, une augmentation préoccupante des réactions 
anaphylactiques d’origine alimentaire, potentiellement létales (Moneret-Vautrin DA, et al. Allergy. 
2005/ Foucard T, et al. Lakartidningen. 2005/ Gupta R, et al. Thorax 2007).  
 
Des progrès importants sont encore à mener pour le diagnostic des allergies alimentaires non IgE 
médiées avec notamment la standardisation des atopy patch tests aux aliments pour l’exploration 
de la dermatite atopique (Roehr CC, et al. J Allergy Clin Immunol. 2001/ Mehl A, et al. J Allergy 
Clin Immunol. 2006) ou certaines AA à expression digestive (Canani RB, et al. Allergy 2007/ Fogg 
MI, et al. Pediatr Allergy Immunol. 2006/ Spergel JM, et al. J Allergy Clin Immunol. 2007). On 
peut espérer que la poursuite des études sur le lien entre certaines affections chroniques du tube 
digestif et une hypersensibilité aux protéines alimentaires aboutisse sur le développement d’outils 
diagnostiques peu invasifs, notamment chez le petit enfant. Si les prick-tests sont couramment 
utilisés comme moyens diagnostic de l’AA IgE-dépendante en Europe, le diagnostic dans tous les 
pays du monde, sera à l’avenir étroitement tributaire de la biologie, c’est pourquoi cette thèse a 
développé les connaissances actuelles sur les allergènes alimentaires et les moyens de dosage des 
IgE spécifiques cliniquement relevantes qui en dérivent. 
Neanmoins, l’utilisation d’allergènes recombinants, de bio puces ou de tests d’activation 
cellulaire, restent tributaires de laboratoire de recherche ou bien représentent un cout qui les mettra 
hors de portée de l’ensemble des pays en voie de développement. 
C’est dire qu’une part essentielle de la prévention de la maîtrise des AA passera par les industries 
agro-alimentaires. Les procédures de fabrication, la détection de l’allergénicité des aliments sont 
au cœur du problème de production de produits alimentaires manufacturés restreignant au 
maximum le risque allergique. 
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Au delà des travaux qui sous-tendent ces possibilités de détection, les organismes réglementaires 
ont un rôle essentiel à jouer concernant l’étiquetage des principaux allergènes (Taylor SL, et al. 
Curr Opin Allergy Clin Immunol. 2006).  
Ainsi, la surveillance constante des risques allergiques alimentaires par le développement de 
réseaux d’allergovigilance s’appuyant sur l’observation d’allergologues de « terrain » (Pumphrey 
RS, et al. J Allergy Clin Immunol. 2007/ Bock SA, et al. J Allergy Clin Immunol. 2007/ Vierk KA, 
et al.  J Allergy Clin Immunol. 2007/ Añíbarro B, et al. J Investig Allergol Clin Immunol. 2007, 
Flabbee J, et al. Allergy 2008), est un élément essentiel documentant les prises de décisions de ces 
organismes. Il est tout aussi indispensable que ces cliniciens puissent trouver auprès de chercheurs 
spécialisés dans la Science des aliments, les biotechnologies et l’exploration du système 
immunitaire, des réponses à leurs interrogations. Seule une collaboration étroite entre ces différents 
acteurs permettra de faire émerger les outils thérapeutiques (Cf annexe 1 et annexe 12), sans pour 
autant négliger le fait qu’une véritable maitrise de l’allergie alimentaire passera par une meilleure 
compréhension des facteurs environnementaux qui concourent à l’expression de cette affection.  
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