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UTILISATION D’UNE SOUCHE DE BIFIDOBACTERIUM, POUR LA PREPARATION D’UNE
COMPOSITION DESTINEE A LA PREVENTION ET/OU AU TRAITEMENT DE
MANIFESTATIONS DE TYPE ALLERGIQUE

La présente invention est relative 4 un procédé de préparation de
compositions, notamment d’une formule infantile, permettant de réduire les
manifestations de type allergique. Ces compositions sont obtenues a partir d'une culture
de Bifidobacterium, sans hydrolyse des protéines de lait.

Depuis plusieurs décennies, I’incidence des maladies allergiques est
en augmentation dans les pays industrialisés. Ainsi, on estime aujourd’hui que 20% de
la population des pays développés est touchée par une forme d’allergie comme
’asthme, la dermatite atopique, ou d’autres formes de manifestations. Cette forte
incidence positionne aujourd’hui Dallergie comme un probléme de santé publique et
dés lors, de nombreux travaux de recherche ont été entrepris pour tenter d’apporter des
solutions permettant de limiter le développement de ces pathologies. Ces travaux ont
permis d’identifier les 2 premiéres années de vie, comme une période critique dans
linstallation de la maladie, et notamment par des phases de sensibilisation aux
allergénes, les enfants développant une sensibilisation pendant cette période présentant
plus de risques de développer une allergie ultérieurement. Par ailleurs, le rble de la
flore intestinale dans la genése de I’allergie commence également a étre révélé. En
effet, 1’établissement de la flore intestinale chez 1’enfant conditionne le développement
du systéme immunitaire mucosal (Prescott et al., 2005), et les schémas de mise en place
de la flore pourraient influencer I’orientation immunitaire vers de la tolérance orale ou
au contraire de la sensibilisation (Kalliomaki et al., 2001; Sudo et al., 1997).

L’allergie se définit plus précisément comme une réaction
d’hypersensibilité, impliquant un mécanisme immunitaire (Johansson et al., 2001).
Cette hypersensibilité cause des symptdmes reproductibles, déclenchés par I’exposition
a un antigéne, a une dose habituellement tolérée chez des sujets normaux. Les antigenes
entrainant une réaction allergique, les allergénes, sont de nature trés diverse,
alimentaire, aériens, animaux efc. De méme, les symptomes observés sont trés
variables, principalement de type cutané, digestif ou respiratoire. Les stratégies
proposées en prévention de I’allergie ont pour objectif de diminuer I’incidence de
nouveaux cas d’allergie (prévention primaire), ou de limiter la durée et I’évolution de
I’allergie quand elle est installée (prévention secondaire).

Chez le nourrisson, les allergies les plus fréquentes sont les allergies
alimentaires, et notamment, I’allergie aux protéines de lait de vache (APLV). Le risque
est d’autant plus important chez les sujets atopiques (enfants a risque allergique €leve,
notamment par le fait d’une hérédité allergique avérée), ce qui justifie d’une stratégie,
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chez ces enfants, d’intervention diététique durant la petite enfance. L’allaitement
maternel exclusif prolongé (> 6 mois), associé a une diversification alimentaire
progressive, est la solution de référence, I’allaitement ayant un effet potentiellement
protecteur vis-a-vis de 1’apparition de maladie allergique (Host and Halken, 2005).
Pour les enfants 4 risque ne bénéficiant pas d’un allaitement maternel, une autre
stratégie impliquant une dénaturation des protéines du lait de vache par hydrolyse
partielle ou poussée, ou leur remplacement par d’autres protéines animales ou végétales
est recommandée (Host et al., 1999). Pour ‘autant, D’efficacité préventive de ces
solutions demeure controversée (Osborn and Sinn, 2006a; Osborn and Sinn, 2006b), et
le processus d’hydrolyse a pour conséquence la dégradation de I’organoleptie et de la
qualité nutritionnelle des protéines, occasionnant des refus chez certains enfants. En
France, les formules hydrolysées sont de plus soumises & une réglementation
particuliére limitant leur distribution au réseau pharmaceutique exclusivement, ce qui
est une contrainte supplémentaire pour les parents de ces enfants a risque.

L’effet anti-allergénique de laits fermentés a été décrit, sous un angle
mécanistique, par Peng et al. Les produits étudiés sont des laits fermentés probiotiques
acidifiés (pH= 3,7) de type "yoghourt". Dans le modéle présenté, 1’effet repose sur la
double composante du produit testé : fermentation et maintien des ferments en vie
> 10° cfwml). Cing types de ferments différents ont été testés (3 Lactobacilles, 1
Streptoccocus thermophilus MC et 1 Bifidobacterium longum) et les auteurs ont
observé des effets trés variables et dépendants de la souche utilisée. Sur ce modéle
animal, les effets les plus remarquables ont été observés pour les souches de
lactobacilles testées. Par ailleurs, les effets observés sont de type purement
immunologique, et non pas directement reliés 4 des observations cliniques, sur la
symptomatologie de type allergique (Peng et al., 2007). A noter par ailleurs que toutes
les souches probiotiques ne sont pas compatibles avec 1’alimentation infantile, ’acide
D lactique étant non métabolisable par les nourrissons.

Terpend et al. ont étudié plus spécifiquement les propri€tés d’un lait
fermenté par Bifidobacterium breve et Streptococcus -thermophilus. Les résultats de
cette étude montrent un effet de renforcement de la barriére intestinale aux protéines de
lait. Toutefois, ces auteurs ne sont pas parvenus a mettre en évidence un effet anti-
allergénique direct d’un tel lait fermenté (Terpend et al., 1999).

Dans ce contexte, les inventeurs ont développé des formulations
adaptées a D’alimentation infantile, qui remédient 4 au moins une partie des
inconvénients des produits décrits dans 'art antérieur, ce qui permet de proposer une

approche différente dans la prise en charge diététique des enfants a risque allergique.
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L’approche choisie pour apporter un bénéfice, consiste & réguler
directement la mise en place de la flore et du systtme immunitaire intestinal de
’enfant, par I’intermédiaire de composés actifs immunomodulateurs issus de la
bioconversion ou de la fermentation par une souche de Bifidobacterium. Les résultats,
présentés dans la partie expérimentale ci-aprés, démontrent des bénéfices directs sur la
symptomatologie allergique.

La présente invention porte donc, en premier lieu, sur I’utilisation
d’une souche de Bifidobacterium, pour la préparation d’une composition destinée a la
prévention et/ou au traitement de manifestations de type allergique. Selon une mise en
ceuvre préférée de I’invention, la souche de Bifidobacterium utilisée est issue de la flore
intestinale humaine. De maniére encore préférée, cette souche appartient a I’espéce
Bifidobacterium breve. Une souche particuliérement adaptée a la mise en ceuvre de la
présente invention est la souche BbC50, déposée le 31 mai 1999 par la Compagnie
Gervais Danone, auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM), sous le numéro 1-2219.

Un procédé de préparation d’une composition destinée a la prévention
et/ou au traitement de manifestations allergiques conforme a I’invention comprend, de
maniére avantageuse, une étape de fermentation d’un substrat laitier en présence de la
souche de Bifidobacterium. Cette étape de fermentation d’un substrat laitier en
présence de la souche de Bifidobacterium mentionnée ci-dessus peut étre effectuce en
conditions aérobies ou anaérobies.

Par "substrat laitier", on entend ici un milieu aqueux comprenant au
moins une fraction de protéines de lactosérum et du lactose. Le cas échéant, les
protéines de lactosérum peuvent étre hydrolysées et/ou enrichies en lactalbumine
native. Du perméat de lactosérum peut également étre intégré dans le substrat laitier. A
titre d’exemples non limitatifs de substrats laitiers, on peut citer du lait, un concentré de
lait, une base pour aliment lacté infantile, une base pour yoghourt, ezc ...

Dans une mise en ccuvre préférée de l’invention, le procédé de
préparation d’une composition destinée a la prévention et/ou au traitement de
manifestations allergiques conforme & Dinvention comprend une étape de
bioconversion d’un substrat laitier par la souche de Bifidobacterium, réalisée dans des
conditions défavorables a la production d’acide par ladite souche, comme décrit dans la
demande WO 2001/001785. Cette bioconversion, qui correspond a une fermentation
non acidifiante ou peu acidifiante, permet également la production de métabolites
actifs. Des précisions sur les conditions de cette fermentation particuliere sont

indiquées ci-apres.
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On définit par "conditions défavorables a la production d’acide par
Bifidobacterium" des conditions dans lesquelles I’acidification du milieu par
Bifidobacterium n’excéde pas 0,5 unités pH en 8 heures d’incubation pour un
ensemencement initial supérieur a 1 x 10’ UFC par ml. Elles peuvent aisément étre
déterminées par ’homme de I’art a I’aide de simples essais, en faisant varier
notamment 1’aération du milieu de culture, sa pression osmotique et/ou la température
de culture, et en mesurant le pH en début et en fin de culture.

Pour un grand nombre de souches de Bifidobacterium, de telles
conditions peuvent notamment €tre obtenues par :

- lutilisation d’une population bactérienne issue d'un inoculum a
un stade postérieur a la phase exponentielle de croissance ;

- le maintien en conditions aérobies, par exemple sous agitation ;

- le maintien du milieu a une pression osmotique correspondant a
0,93 40,97 d’activité de ’eau (AW) ; '

- le maintien a une température de 40 a 483°C ;

ainsi que des combinaisons de ces différentes conditions.

Dans cette mise en ceuvre de ’invention, la mise en contact du
substrat laitier et des bifidobactéries peut étre effectuée a raison de 107 a 10° UFC par
ml de substrat laitier, et la population finale de bifidobactéries a I’issue de la réaction
de bioconversion peut €tre comprise entre 10° et 10° UFC par ml de produit.

Le pH du substrat laitier lors de la mise en contact avec les bactéries
est de préférence de 6,0 a 7 et le pH du produit & I’issue de la réaction de bioconversion
est préférentiellement de 5,8 4 7.

Selon les conditions utilisées, le temps de contact entre le substrat
laitier et les bactéries pour une telle étape de bioconversion peut étre compris entre 4 et
24 heures.

Bien entendu, dans un procédé conforme a I’invention, les étapes de
bioconversion et de fermentation décrites ci-dessus ne sont pas exclusives 'une de
’autre. Par exemple, un tel procédé peut comprendre une étape de bioconversion (peu
ou pas acidifiante) d’un substrat laitier par Bifidobacterium, suivie d’une étape de
fermentation acidifiante par cette méme bactérie. Alternativement, les deux réactions
peuvent étre menées en paralléle, sur deux substrats laitiers distincts, les produits des
deux réactions étant ensuite réunis dans la composition anti-allergique finale.

Selon la nature de la composition anti-allergique que 1’on souhaite
obtenir, différents traitements additionnels peuvent étre appliqués au produit de la
bioconversion et/ou de la fermentation du substrat laitier par les bifidobactéries. En

particulier, une étape de stérilisation et/ou de séparation des bifidobactéries peut Etre
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avantageusement envisagée & I’issue de I’étape de fermentation ou de bioconversion,
notamment pour obtenir des produits de longue conservation. De méme, différentes
étapes de filtration, déshydratation ou de chromatographie peuvent étre réalisées,
suivant la nature de la composition finale que 1’on souhaite obtenir.

Des exemples de produits utilisables pour la préparation d’une
composition destinée & la prévention et/ou au traitement de manifestations allergiques,
conformément & la présente invention, sont décrits notamment dans les Demandes
WO 2001/001785 (produit utilisé dans I’exemple 1 ci-aprés), WO 2004/093898 et
WO 2004/093899 (exemple 2), et WO 2006/040485. Bien entendu, des mélanges de
ces produits peuvent également étre utilisés conformément a Pinvention.

Le cas échéant, une composition obtenue par un procédé de
I’invention peut comprendre, outre le produit de la fermentation ou bioconversion d’un
substrat laitier par une souche de Bifidobacterium, une masse résultant de la
fermentation d’un substrat laitier par une souche de Streptococcus thermophilus, par
exemple par la souche ST065, déposée le 23 aolit 1995 par la Compagnie Gervais
Danone, auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM),
sous le numéro 1-1620. Une composition obtenue selon la présente invention peut, de
maniére avantageuse, contenir une fraction obtenue par un procédé tel que décrit dans
la Demande WO 96/06924.

Selon une mise en ceuvre préférée de I’invention, la composition
obtenue est un alicament (ou aliment fonctionnel), ¢’est-a-dire un aliment ou ingrédient
alimentaire ayant un bénéfice pour la santé, en I’occurrence au niveau de la prévention
ou du traitement des manifestations allergiques. A titre d’exemples, la composition peut
étre un produit lacté frais de type yoghourt, un plat cuisiné, une sauce, efc. La
composition peut également étre un produit de longue conservation, stérilisé et/ou
déshydraté.

Une composition obtenue selon une mise en ceuvre préférée de
I’invention est destinée a 1’alimentation infantile. Par exemple, il peut s’agir d’un lait
infantile (sous forme déshydratée ou non). Un exemple non limitatif de lait infantile
obtenu conformément a la présente invention est le lait commercialisé sous le nom
Gallia Calisma (1% ou 2°™ 4ge) par le groupe Danone.

1l est important de noter qu’une composition obtenue selon 1’un des
procédés ci-dessus ou dans l’exemple 2 ci-aprés peut étre incorporée, a titre
d'ingrédient, dans n’importe quel type de composition alimentaire. Une composition
alimentaire obtenue selon I’invention pourra donc étre caractérisée par le fait qu'elle
renferme, & titre d'ingrédient, au moins une composition obtenue selon I’un des

procédés décrits ci-dessus ou dans I’exemple 2 ci-aprés. De telles compositions
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alimentaires peuvent étre destinées a l'alimentation humaine ou animale et peuvent
notamment se présenter sous forme d'une préparation lactée ou non, fermentée ou non,
d'origine animale ou végétale, y compris notamment les formules infantiles ou pour
adultes et seniors, et en particulier sous forme d'une préparation lactée infantile, de lait
liquide ou en poudre, de produits frais, de céréales, de biscuits (fourrage), de petits
pots, de desserts, etc., ou bien encore sous forme de produits alimentaires ou diététiques
pour adultes, dont les produits hospitaliers.

Alternativement, une composition obtenue selon la présente invention
peut se présenter comme un complément nutritionnel.

Selon une autre mise en ceuvre, la présente invention concerne un
procédé de préparation d’une composition pharmaceutique destinée a la prévention
et/ou au traitement de manifestations allergiques. Une composition pharmaceutique
obtenue selon la présente invention sera caractérisée par le fait qu'elle renferme, a titre
de principe actif, au moins une composition obtenue selon 1’un des procédés décrits
plus haut ou dans I’exemple 2 ci-apres, et au moins un support pharmaceutiquement
acceptable. Par "pharmaceutiquement acceptable”, on entend tout support qui, tout en
conservant ses propriétés a la composition obtenue selon I'un des procédés décrits ci-
dessus ou dans I’exemple 2 suivant, permet de véhiculer ladite composition.

Un complément nutritionnel ou une composition pharmaceutique
obtenu(e) selon la présente invention peut se présenter sous toute forme galénique
souhaitée pour une administration par voie orale a 'homme ou a I'animal, comme par
exemple sous forme liquide pour un sirop ou une solution, un spray, ou sous forme
solide comme par exemple une poudre, un comprimé, une gélule, une capsule, un spray
poudre, une gomme, une pite, des granulés, dans leurs formes diverses, a libération
immédiate ou programmée, ou sous toute autre forme adaptée a 'administration par
voie orale. Les compositions pharmaceutiques obtenues conformément a la présente
invention peuvent en outre étre formulées pour une administration par voie topique a
I’homme ou & ’animal, comme par exemple sous la forme d’une créme, une lotion, un
savon, une solution, un gel, un lait, une huile ou pour une administration par voie anale
4 I’homme ou a I’animal, comme par exemple sous la forme d’un suppositoire.

Les compositions obtenues par un procédé conforme a I’invention
sont de préférence destinées & I’alimentation humaine, et apporteront un bénéfice a
toutes les personnes présentant un terrain allergique. Les individus souffrant de
manifestations de type allergique, ainsi que les nouveaux-nés, nourrissons ou jeunes
enfants (jusqu’a 5 ans) dont au moins un des parents présente une allergie et/ou un
terrain atopique, constituent une population 4 qui ces compositions apporteront un

grand bénéfice. Les individus souffrant d’allergies alimentaires, respiratoires ou de
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contact, ainsi que les sujets atopiques, pourront également constater une amélioration
de leur état du fait d’une consommation réguliére d’une composition obtenue par un
procédé conforme a la présente invention.

Les résultats de 1’étude présentée dans les exemples suivants ci-aprés
montrent en particulier que des préparations infantiles obtenues conformément a
I’invention permettent d’une part, de prévenir ’apparition d’une allergie aux protéines
de lait de vache (APLV) chez un certain nombre d’enfants a risque allergique €levé et,
d’autre part, de traiter des manifestations cutanées de type allergique chez des
nourrissons. L’utilisation d’une souche de Bifidobacterium, pour la préparation d’une
composition destinée a la prévention de I’allergie aux protéines de lait de vache et/ou
pour la préparation d’une composition destinée a la prévention et au traitement de
manifestations cutanées de type allergique (eczéma, desquamation, fissure rétro-
auriculaire, érythéme, démangeaisons...) chez des nourrissons, fait donc partie
intégrante de I’invention.

La présente invention sera mieux comprise a 1’aide du complément de
description qui va suivre, qui présente les effets anti-allergiques du lait infantile Gallia
Calisma sur des nourrissons présentant un terrain allergique. D’autres préparations

utilisables selon la présente invention sont également décrites.
EXEMPLES

Exemple 1 : effets anti-allergiques du lait infantile Gallia Calisma

Une préparation pour nourrisson (du type Calisma 1% 4ge) et un lait
de suite (du type Calisma 2°™ 4ge) ont été intégrés dans une étude prospective,
longitudinale multicentrique, randomisée en double aveugle, avec 2 groupes paralléles.
Le procédé de préparation de ces compositions est schématisé a la figure 1.

L’objectif était de déterminer Iefficacité d’un lait infantile
bioconverti (FF) sur la prévention de I’allergie aux protéines de lait de vache (APLV),
et ’apparition de sensibilisation aux allergénes, chez le nouveau-né et le nourrisson,
par rapport a une formule non bioconvertie (SF).

Des enfants a haut risque atopique ont été recrutés pour participer a
cette étude. Les méres ont été recrutées avant le 5éme mois de grossesse avec un suivi
de I’enfant jusqu’a 12 mois. La FF ou SF a été donnée de la naissance a 1 an ou a partir
du sevrage pour les enfants qui ont été allaités. Un suivi diététique a été mené dés le
5%™ mois de grossesse et jusqu’aux 12 mois de l'enfant avec diversification tardive
selon les recommandations actuelles. Au cours du suivi de I’enfant pendant sa premiére

année, les manifestations compatibles avec une allergie alimentaire ont été recueillies.
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Un examen clinique systématique a également été pratiqué a 4 et 12
mois ainsi que des prick-tests (tests cutanés mettant en évidence la sensibilité a un
allergéne donné) au lait de vache (LV), soja, ceuf, bl¢, morue, arachide, D.
pteronyssinus, Alternaria, chat, chien, pollens de graminées et bouleau. En cas de
suspicion d’APLYV, tout apport de protéines de lait de vache a €té interrompu et un test
de provocation orale (TPO) au LV a été mené.

129 enfants ont été inclus, parmi lesquels 115 ont été suivis jusqu'a 12
mois, dont 59 ont consommé la FF et 56 la SF. Sur 115 patients, 83 ont présenté des
symptémes compatibles avec une allergie alimentaire (72,2%).Dans le groupe FF, le
pourcentage des manifestations digestives et respiratoires est observée est
statistiquement plus faible que celui du groupe SF (p < 0,05). Ces résultats sont
présentés dans les figures 2 et 3.

De plus, sur ces 115 enfants, 7% ont présenté une sensibilisation au
lait (Prick Test positif), avec une différence significative (p<0,05) entre les groupes FF
et SF (1,7% et 12,5% respectivement) (figure 4).

Cette étude a démontré pour la premiére fois, I’intérét de 1’utilisation
d’une formule bioconvertie, en prévention de l’apparition des manifestations de
I’allergie alimentaire et de la sensibilisation aux protéines de lait de vache.

La FF a également été testée au cours d’une étude prospective,
longitudinale multicentrique, ouverte évaluant Dintérét de I’utilisation d’une telle
formule dans la prise en charge de la symptomatologie cutanée mineure.

Cette étude a évalué 1’effet d’une formule bioconvertie spécifique
(Calisma), par rapport a un lait standard en mesurant I'évolution de manifestations
cutanées mineures chez des nourrissons, aprés remplacement du lait standard par la
formule fermentée.

Des nourrissons bien portants, 4gés de moins de 4 mois, présentant
des manifestations cutanées de type allergique correspondant a un ler épisode
symptomatologique, ont été recrutés. Les manifestations cutanées relevées étaient les
suivantes : desquamation, fissure rétro auriculaire, érythéme, démangeaisons.

Aprés un mois de consommation de la formule bioconvertie,
I'évolution de ces manifestations cutanées mineures (nature, localisation et intensité) a
été évaluée par un pédiatre et par les parents. '

35 enfants ont été inclus dans 1’étude. Aprés 1 mois de consommation
de la formule bioconvertie, une évolution favorable des manifestations a été observée
pour 94 % des enfants, dont une disparition compléte des symptomes pour 71% (figure
5).
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Ces résultats montrent 1’efficacité du produit dans la prise en charge

de manifestations de nature allergique.
Exemple 2 : Préparation d’autres compositions anti-allergiques

D’autres compositions anti-allergiques peuvent étre obtenues par un
procédé comprenant les étapes suivantes :

a- l'ensemencement et l'incubation, en conditions aérobies ou
anaérobies et 4 une température comprise entre 30 et 40 °C environ, de Bifidobacterium
comprenant au moins la souche Bifidobacterium breve 1-2219 dans un substrat aqueux
présentant un pH compris entre 6 et 8 environ, et comprenant au moins les ingrédients
suivants :

i) duperméat de lactosérum,

ii) un hydrolysat de protéines de lactosérum,

iii) du lactose

b- 1'élimination des Bifidobacterium du substrat aqueux ;

c- lultrafiltration du substrat aqueux sur des membranes de
filtration ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa pour obtenir un
rétentat concentre ;

complété, le cas échéant, des étapes d- et e- ci-apres :

d- la déshydratation du rétentat concentré ;

e- la mise en solution du rétentat déshydraté dans un tampon.

Enfin, les étapes f- et g- suivantes peuvent étre effectuées pour
obtenir des fractions actives du rétentat :

f- la chromatographie d'exclusion sur gel sur colonne présentant un
seuil d'exclusion de 600 kDa de la solution du rétentat ;

g- la récupération de la fraction exclue et/ou de la fraction filtrée a
l'issue de la chromatographie.

Plus précisément, les produits peuvent étre obtenus en utilisant le
protocole décrit ci-dessous.

On prépare un milieu de culture contenant les ingrédients suivants :

- 50 g/l de perméat de lactosérum,

- 10 g/l d’hydrolysat de protéines de lactosérum,

- 20 g/1 de lactose,

- 2 g/l d’extrait de levure,

- 2,5 g/l de dihydrogénophosphate de potassium,

- 0,3 g/l de chlorhydrate de cystéine

- 0,3 g/l de NaOH.
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Le milieu de culture est ultrafiltré sur cassettes Centramate® vendues
par la société PALL, munies de membranes en polyéthersulfone ayant un seuil de
coupure de 300 kDa et le perméat est autoclavé pendant 30 minutes a 120°C. Le pH du
milieu de culture est alors ajusté a une valeur de 6,5 a I’aide d’une solution
d’ammoniaque diluée a la moitié.

Le milieu de culture est ensuite ensemencé avec les bifidobactéries a
raison de 6 %o (v/v) d’un concentré congelé de la souche de Bifidobacterium breve
CNCM 1-2219 contenant 1,1.10'! UFC de bifidobactéries par ml de concentré congelé.
La population initiale en bactéries est de 3.10® UFC de bifidobactéries par ml de milieu
de culture. Les bifidobactéries sont cultivées en anaérobiose, & une température
comprise entre 35 et 40°C. Pendant la culture, le pH du milieu de culture est régulé a
6,5 au moyen d’une solution d’ammoniaque diluée a la moité. Le temps de culture est
de 15 heures, et la population de Bifidobacterium en fin de culture est environ de 2.107
UFC par ml de milieu de culture.

En fin de culture, les bactéries sont éliminées du milieu de culture
fermenté par une centrifugation de 1 heure a 3000 g. Les activités enzymatiques
résiduelles contenues dans le surnageant de centrifugation sont détruites par un
traitement thermique de 3 minutes a 75°C.

Le surnageant est ultrafiltré sur cassettes Centramate® vendues par la
société PALL, munies de membranes en polyéthersulfone ayant un seuil de coupure de
300 kDa & une température de 40°C environ. Il est ainsi concentré 3 fois, puis lave 3
fois a ’eau permutée. Pendant le dernier lavage, on opére une concentration de 7 fois
de la partie retenue par la membrane. On obtient ainsi un concentré appelé rétentat. Le
rétentat est déshydraté par lyophilisation, puis repris dans un tampon Tris-NaCl a pH 8.

Le rétentat concentré, préalablement repris dans un tampon Tris-NaCl
pH 8, est soumis a une chromatographie préparative. La séparation est réalisée par
chromatographie sur colonne de gel Superdex® 200 vendue par la société Amersham
Biosciences de 50 mm de diamétre et 100 cm de hauteur, alimentée a un débit de 5 ml
par minute et présentant un seuil d’exclusion de 600 kDa. Les fractions sont collectées
par 10 ml et leur absorbance est mesurée a 280 nanomeétres.

Deux fractions sont ainsi séparées :

- une fraction exclue du gel de poids moléculaire supérieur a 600 kDa
(temps de rétention de 130 a 180 minutes +/- 10 %),

- une fraction filtrée de poids moléculaire compris entre 200 et 600
kDa (temps de rétention de 187 & 370 minutes +/- 10 %).

La fraction exclue est dialysée contre de 1’eau distillée puis diluée de

facon a revenir 4 la concentration du rétentat. Cette fraction peut ensuite étre conservée
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sous forme congelée ou lyophilisée. La fraction filtrée peut également étre conservée de
la méme manicre.

Le rétentat ou I'une quelconque des fractions séparées par
chromatographie, ainsi que leurs mélanges, peuvent étre utilisées pour prévenir,

atténuer ou traiter les manifestations de type allergique.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de préparation d’une composition destinée a la prévention
et/ou au traitement de manifestations de type allergique, caractérisé en ce que ’on
utilise une souche de Bifidobacterium.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que ladite
souche de Bifidobacterium est issue de la flore intestinale humaine.

3. Procédé selon la revendication 1 ou la revendication 2, caractérisé
en ce que ladite souche de Bifidobacterium appartient a I’espéce Bifidobacterium breve.

4. Procédé selon 1'une quelconque des revendications 1 a 3,
caractérisé en ce que la souche de Bifidobacterium est la souche BBC50, déposée le 31
mai 1999 auprés de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM),
sous le numéro 1-2219.

5. Procédé selon 1’une quelconque des revendications 1 a 4,
caractérisé en ce qu’il comprend une étape de fermentation d’un substrat laitier en
présence de ladite souche de Bifidobacterium.

6. Procédé selon 1’une quelconque des revendications 1 a 5,
caractérisé en ce qu’il comprend une étape de bioconversion d’un substrat laitier a
’aide d’une culture de ladite souche de Bifidobacterium, par maintien dudit substrat en
contact avec ladite culture, dans des conditions défavorables a la production d’acide par
ladite souche.

7. Procédé selon la revendication 5 ou la revendication 6, caractérisé
en ce qu’il comprend une étape de stérilisation et/ou de séparation desdites
bifidobacteria a I’issue de I’étape de fermentation ou de bioconversion.

8. Procédé selon ’une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que la composition comprend en outre une masse résultant de la
fermentation d’un substrat laitier par une souche de Streptococcus thermophilus.

9. Procédé selon la revendication 8, dans lequel ladite souche de
Streptococcus thermophilus est la souche ST065, déposée le 23 aott 1995 aupres de la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), sous le numéro I-1620.

10. Procédé selon I'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisé en ce que la composition est un alicament, un complément alimentaire ou
une composition pharmaceutique.

11. Procédé selon ’une quelconque des revendications précédentes,
pour la préparation d’une composition destinée a I’alimentation infantile.

12. Procédé selon 1’une quelconque des revendications précédentes,

pour la préparation d’une composition destinée a des individus souffrant de
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manifestations de type allergique, & des sujets atopiques, ou a des enfants dont au
moins un des parents présente une allergie et/ou un terrain atopique.

13. Procédé selon les revendications 11 et 12, pour la préparation
d’une composition destinée a des nourrissons présentant des manifestations cutanées de
type allergique.

14. Procédé selon I’'une quelconque des revendications 11 & 13, pour
la préparation d’une composition destinée a prévenir ’apparition d’une allergie aux

protéines de lait de vache.
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