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L’objectif de tout dépistage : 

Repérer les personnes à risque de développer une maladie dans une 

population en l’absence de tout risque individuel identifié

Dans le cadre du dépistage néonatal :
- Tri entre les Nnés indemnes et ceux potentiellement malades

- Ce dépistage n’a d’intérêt que pour des maladies graves dont le 

diagnostic précoce peut conduire à un traitement efficace avant 

l’apparition de lésions irréversibles

Le Dépistage Néonatal - définition
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Critères OMS de Wilson et Jungner
J. Wilson et G. Jungner, Publ Health Pap. Who. 1968 n°34

1. Correspondre à un problème important de santé publique

2. Conduire à un traitement efficace

3. Etre validable par des tests spécifiques

4. Etre effectué à un stade pré-symptomatique

5. Etre réalisable par une méthode fiable comportant peu de faux-positifs et de faux-négatifs ; 

6. Etre accepté de la population ; 

7. Correspondre à une maladie connue et bien comprise ; 

8. Comporter un bon rapport coût-bénéfice ; 

9. Etre accompagné d’un protocole thérapeutique précis ; 

10. Etre pérenne. 

Pour qu’un maladie puisse bénéficier d’un dépistage, elle doit :

Incidence > 1/15 000
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Le programme de dépistage néonatal français

5 Maladies bénéficient d’un dépistage néonatal 

systématique en France 

LA PHENYLCETONURIE (1/15000)

L ’HYPOTHYROIDIE CONGENITALE (1/4000)

L ’HYPERPLASIE CONGENITALE DES SURRENALES (1/18000)

LA DREPANOCYTOSE (pop à risque)

LA MUCOVISCIDOSE (1/4000)

Programme financé par la CNAMTS et coordonné par l’AFDPHE

850 000 naissances / an en France
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Le prélèvement de guthrie

Prélèvement au talon de sang déposé sur buvard réalisé à 3 jours de vie

Après séchage, transport à température ambiante

Excellente conservation : métabolites, enzymes, acides nucléiques

Utilisation d’un spot de 3mm de diamètre (environ 2.5µl sang total)
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Le choix du marqueur

Sensibilité : reconnaître tous les malades (pas de faux négatifs)

Spécificité : Ne reconnaître que les malades (peu de faux positifs)

Discrimination : + grande différence possible entre les normaux et les malades

Marqueur mesurable et conservable sur du sang séché sur buvard

Normaux Malades

Seuil d’actionChoix de la valeur 

seuil souvent difficile

Valeur seuil déterminée pour un age fixe et une méthode donnée



MSL - dépistage néonatal et critères OMS

MSL > 45 Maladies génétiques distinctes dont l’incidence est comprise 

entre 1/ 50 000  et 1 / 1 000 000

Incidence totale cumulée entre 1/ 5 000 et 1 / 10 000 

MSL : maladies très invalidantes en l’absence de prise en charge + dvpt

de possibilités thérapeutiques (Gaucher, Fabry, MPS I, II, Pompe, ….)

Depuis une 10aine d’années, développements de marqueurs biologiques 

offrant des possibilités techniques de dépistage néonatal
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Recherche d’un marqueur unique des MSL
(Meikle et al 1997, Hua et al 1998, Chang et al 2000, Meikle et al 2004)
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Recherche d’un marqueur unique des MSL
(Meikle et al 1997, Hua et al 1998, Chang et al 2000, Meikle et al 2004)

Dans la plupart des MSL, augmentation du volume des lys = augmentation 

des protéines de la membrane du lys libérées dans le plasma

Dosages des LAMP et Saposines par méthodes immunofluorimétriques

Mesure de LAMP-1 / SapC sur 227+273 NN contrôles / 47 MSL

Marqueurs très peu discriminants entre NN normaux et malades = Abandon
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De nouveaux outils multiplex

Application au dépistage néonatal de nouvelles technologies permettant 

le dosage simultané de nombreux paramètres = analyses multiplex

2 principaux outils appliques au dépistage des MSL :
- La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

- Immunoquantification par suspension de microbilles (µB)

Trois applications développées sur taches de sang :

- Dosages de métabolites spécifiques / MSL (MS/MS)

- Quantification de la protéine enzymatique déficitaire / MSL (µB)

- Mesures des activités enzymatiques / MSL (MS/MS)
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Schéma d’un MS/MS : 

Source 
d’ionisation

Echantillon

m/z

A
bo

nd
an

ce

Q3 D D S Q1 Q2

Analyseur Détecteur

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

Analyse qualitative et quantitative d’un mélange complexe en séparant 

les molécules en fonction de leur masse et de leur charge sans étape 

préalable de chromatographie

Avantages :
- Analyse multiple sur une tache de sang

- Analyse de nombreux échantillons

- Rapidité de l ’analyse (2-3 min)
- Lecture semi-automatisée

Inconvénients : 
- Etapes pré-analytiques
- Coût de l ’appareil et des réactifs

- Formation des personnels
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Immunoquantification par suspension de microbilles (µB)

Principe : cytométrie en flux + microbilles fluorescentes sur lesquelles sont 

fixées des Ac spécifiques

1 – Billes fluorecentes
rouges coatées

2 - Capture de l ’Ag 3 - Ajout de l ’Ac * 4 - Passage de la suspension dans 
un cytomètre de flux

5 – Mesure de la 
fluorescence 

6 - Traitement des données

Possibilités d’un panel de 100 billes 
différentes = 100 dosages simultanés

Avantages :
- Analyse multiple sur une tache de sang

- Analyse de nombreux échantillons
- Lecture automatisée

Inconvénients : 
- Système peu développé

- Coût ?
- Praticabilité ?
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I - Mesure de métabolites spécifiques
(Meikle et al. Pediatrics 2004) 
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Mesure de métabolites spécifiques - 1
(Meikle et al. Pediatrics 2004) 

Mesure de différents paramètres sur échantillons de sang déposés sur 

buvard CTL et MSL par MS/MS (+ Lamp-1/SapC) :
- Glycosphingolipides

- Oligosaccharides

Fabry – GB3 Gaucher - Glucosylcéramide

Résultats :
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Mesure de métabolites spécifiques - 2
(Meikle et al. Pediatrics 2004) 

Résultats ….

Approche :
- validée pour certaines MSL : Fabry, MPSIIIA
- Insuffisante pour d’autres : Gaucher
- Absente pour certaines : Pompe, MPSII

Technique assez fastidieuse difficile à mettre en œuvre en systématique = 
bonne approche mais en seconde intention

Accumulation de substrats faible à 3 j de vie
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II – Quantification des protéines déficitaires
(Meikle et al. Mol Genet Metab 2006) 
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Quantification des protéines déficitaires - 1
(Meikle et al. Mol Genet Metab 2006) 

Principe : Mutation dans un gène = déficit enzymatique mais aussi une 

baisse de la quantité de protéine produite

Plutôt que de mesurer l’activité de l’enzyme déficitaire, mesure de la 

quantité de protéine par suspension de microbilles / 3mm

� Acid sphingomyelinase : NP A/B + MLII/III

� α-Galactosidase : Fabry

� α-Glucosidase : Pompe

� α-Iduronidase : MPSI 
� ArylsulfataseA : MLD

� β-Glucosidase : Gaucher
� Iduronate-2-sulfatase                       : MPSII
� N-acetylgalactosamine-4-sulfatase  : MPSVI + MSD

� Sulfamidase : MPSIIIA + MSD

Sélection de 9 protéines enzymatiques + Lamp-1/Sap C
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Quantification des protéines déficitaires - 2
(Meikle et al. Mol Genet Metab 2006) 

Résultats

� Quantification simultanée des 9 protéines réalisable sur taches de sang

� Technique relativement simple mais encore longue (>24h/échantillon)

� Technique répétable et reproductible (CV < 15%)



Quantification des protéines déficitaires - 3
(Meikle et al. Mol Genet Metab 2006) 
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Résultats …chez les malades

La plupart des MSL ont un taux de protéines nul ou très bas permettant une 
très bonne sensibilité du test de screening

Pb : Pour quelques malades le taux de protéine est normal… MPSII, Fabry, 
Pompe, Gaucher = utilisation de marqueurs additionnels (ratio, etc)



Quantification des protéines déficitaires - 4
(Meikle et al. Mol Genet Metab 2006) 
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Ex 1 : Fabry
Certains patients ont un taux d’iduronate

sulfatase élevé

Marqueurs secondaires

Ex 2 : Gaucher
Certains patients ont un taux d’α-glucosidae

élevé et un taux d’α-galactosidase bas = ratio 

discriminant

� Amélioration de la sensibilité mais encore insuffisant

� Choix des marqueurs secondaires empirique

� Nécessité de nouveaux marqueurs



Quantification des protéines déficitaires - 5
(Meikle et al. Mol Genet Metab 2006) 
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Marqueur = protéine déficitaire

Technologie multiplex perfomante mais peu utilisée à grande échelle

Bonne sensibilité mais certaines MSL non dépistables

Intérêt pour les pseudo déficits (MLD)

Limites de l’approche : mutation faux sens n’entraînant pas toujours une 
baisse de la quantité de protéine

Nécessité dans ces cas de marqueurs secondaires ou de ratio pas 
toujours simples à mettre en œuvre 



III - Mesure des activités enzymatiques
(Li et al. Clin Chem 2004; Chamoles et al. CCA, 2004; Wang et al. Clin Chem 2005;

Gelb et al. JIMD 2006; Wang et al. Cln Chem 2007)



Mesures activités enzymatiques - 1
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Principe : Mesure d’activités enzymatiques / taches de sang adaptée pour 

la MS/MS 

Développement de substrat spécifiques très proches des substrats naturels 

+ Etalons internes proches du produit de la réaction avec une masse 

légèrement différente

Exemple : maladie de Krabbe

MS/MS
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Mesures activités enzymatiques - 2

Substrats développés pour :
- Gaucher
- Fabry
- Pompe
- NP A/B
- Krabbe
- MPS I
- MPS II

Chaque produit de réaction 

ayant une masse spécifique, 

il est possible d’analyser 

toutes les activités 

enzymatiques simultanément
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Mesures activités enzymatiques – 3

Technique adaptée au dépistage néonatal : volume échantillon, rapide 
et robuste

Technique multiplex permettant la mesure simultanée de plusieurs 
activités enzymatiques

Excellente sensibilité et spécificité (?)

Programme en cours pour la maladie de Krabbe

Limites des pseudo déficits (ajout de marqueur secondaires)

Toutes les MSL ne sont pas encore développées
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Conclusion

Incidence des MSL entre 1/ 5 000 et 1 / 10 000

Traitement disponibles + marqueurs disponibles

Difficultés liées au prélèvement (sang séché, faible vol)  

Dvpt de technologies multiplex : MS/MS – Microbilles

Nouvelles approches intéressantes :  (combinaison?)
- Dosage métabolites +/-
- Dosage des protéines enzymatiques ++
- Mesure activités enzymatiques +++

Difficulté du pronostic devant un malade dépisté

Nécessité de projet de recherche prospectifs pour étudier la faisabilité de tels 
programmes


