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1. Recherche et identification de 
biomarqueurs dans les fluides biologiques

Biomarqueur: 
paramètre 
phénotypique 
mesurable permettant 
de différencier  « état 
malade » et « état 
sain » d’un individu 
(Clin. Pharmacol. Ther.
2001).

2. Identification directe de micro-organismes

Protéomique clinique: 
étude de profils protéiques 
spécifiques d’une pathologie, 
de l’état d’avancement de 
celle-ci, de sa sévérité ou 
bien de l’efficacité d’un 
traitement.

Protéomique clinique



  

Protéomique clinique : ClinProt TMSystem
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Surfaces fonctionnalisées

Echange de Cations WCX
Interactions électrostatiques 
(résidus +)
Echange d’Anions SAX
Interactions électrostatiques 
(résidus -)

Affinité Ion Métal IMAC
Affinité de la protéine pour
 l’ion métallique chélaté
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Protéomique clinique



  

Objectifs

   Rechercher un profil protéique spécifique d’une 
infection parasitaire

  Biomarqueurs du parasite : 
protéines parasitaires, protéines sécrétées

 Biomarqueurs de l’hôte : 
modifications spécifiques de l’expression de 
protéines de l’hôte        
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 Recherche de biomarqueurs 
signant une toxoplasmose oculaire



  

Banque d’humeur aqueuse (cataracte)

Traitement des échantillons à partir du bloc jusqu’à la congélation Traitement des échantillons à partir du bloc jusqu’à la congélation 
( 4°C) permet une exploitation des profils protéiques( 4°C) permet une exploitation des profils protéiques

  Reproductibilité de la banque «  Pitié »sur le robot : fractionnement HIC 8Reproductibilité de la banque «  Pitié »sur le robot : fractionnement HIC 8



  

Résultats : Analyse de la banque au MALDI-TOF

Protéines inflammatoiresProtéines inflammatoires

Témoin CA 
Autre Pathologie infectieuse 
Toxoplasmose oculaire 



  

Résultats : analyse de la banque au MALDI-TOF
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HA + surnageant cellules non infectées

HA + parasites

Analyse des profils protéiques d’humeur aqueuse 
incubée avec T. gondii



  

Recherche et identification
 de biomarqueurs d’infection invasive

à Aspergillus fumigatus



  

Recherche et identification
 de biomarqueurs d’infection invasive

à Aspergillus fumigatus

• Homme: LBA, sérums
• Modèles animaux: LBA, sérums

–Dinde
–Poussins
–Souris
–Rats



  

Sérum
Matrice DHAP

Prélèvement à J3

Souris Dal

Souris Mut

Souris PBS



  

LBA
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évolution entre J1 et J3
dans le LBA des souris Dal
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Fraction d’intérêt n°2 :
après micro-LC
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Témoins vs Inoculés (J1 à J6) (WCX-HCCA)xxx

xxx
xxx



  

Analyse TOF-TOF du pic à XXXDa
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Blast de la séquence

Un peptide d’A. fumigatus….



  

   Rechercher un profil protéique spécifique d’une 
infection parasitaire

  Biomarqueurs du parasite : 
protéines parasitaires, protéines sécrétées

 Biomarqueurs de l’hôte : 
modifications spécifiques de l’expression de 
protéines de l’hôte        
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1. Recherche et identification de 
biomarqueurs dans les fluides biologiques

2. Identification directe de micro-organismes

Protéomique clinique



Méthodologie

Acide TFA : 80%
Eau
Acétonitrile

Culture 
Malt/72h/27°C

Matrice MALDI

Dépôt Duplicate
Sur cible MALDI

Profil protéique

Extraction des protéines



Création de la banque : spectre principal

Arbre phylogénétique (BM) → 3 souches pour oxysporum, 
solani, et 1 pour les autres (dimerum, proliferatum, verticilloides)

Tests sur la reproductibilité et la répétabilité
chaque souche de référence est analysée 5 fois (en duplicate)
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Condition pour qu’1 pic 
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fréquence >50%
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Identification

Profil inconnu

……
i2m2
i1m1 SP1

SP2
SP3
…

Comparaison de la liste 
de pics de la souche aux 
spectres principaux

2 Scores
RS et RPN

Identification du spectre
RS>0.3
RPN>0.05
Identification du micro-
organisme
>75% en identification 
des spectres

RS :  rend compte du nombre de pics attribuables au SP

RPN : représente la part des pics attribués/part des pics non attribués

solani : peu de pics, dont certains sont communs 
aux autres espèces



Liste des souches utilisées

19306F. equisiti

14820C lichenicola

19748F. polyphyalodicum

10150F. clamidosporum

22, 43, 46, 35, 36, 16, 2, 24, 3, 31, 33, 54, 6, 
7, 17F. solani15469, 23, 50F. solani

102, 103, 20, 52,14, 4, 10, 11, 21, 30, 38F. oxysporum32, 44,53F. oxysporum

101, 47, 49, 5689, 3824F. proliferatum8F. proliferatum
4194, 9578, 9577F. verticilloides4197F. verticilloides
26F. dimerum100006F. dimerum
Souchesespècessouchesespèces

Souches testées pour la validationCréation de la banque



dimerum

oxysporum

proliferatum

verticilloides

solani

Spectre de masse des différentes espèces



Trois prélèvements d'une même boite de culture

2 expériences à un mois d'intervalle en duplicate

1 2
3

Souches de références : RS>0.7 et RPN 0.6

Souches de références : RS>0.7 et RPN 0.4

Stabilité des souches de référence sur plus de 10 repiquages 

...
72H 72H 72H

Profils differents après plusieurs repiquages 
mais identification correcte 

RS>0.35 et RPN>0.3

Reproductibilité, répétabilité, stabilité



Test de la banque  : 49 souches de 5 espèces différentes
analyse : 2 expériences différentes en duplicate

•même résultat d'identification en biologie 
moléculaire en en spectrométrie de masse 

espèce
souche

Moyenne
 RS

Ecart type
 RS

Moyenne
 RPN

Ecart type
RPN résultat

dimerum 26 0,55 0,20 0,86 0,04 dimerum
oxysporum 10 0,39 0,14 0,72 0,11 oxysporum

102 0,50 0 0,41 0,01 oxysporum
11 0,52 0,15 0,55 0,07 oxysporum
14 0,44 0,02 0,31 0,022 oxysporum
20 0,54 0,05 0,41 0,03 oxysporum
21 0,49 0,055 0,37 0,05 oxysporum
30 0,58 0,24 0,45 0,15 oxysporum
38 0,55 0,15 0,55 0,14 oxysporum
4 0,36 0,16 0,27 0,13 oxysporum
52 0,27 0,15 0,50 0,13 unknown 

proliferatum 101 0,6 0,03 0,37 0,02 proliferatum
3824 0,393 0,06 0,27 0,03 proliferatum
47 0,44 0,13 0,28 0,08 proliferatum
49 0,33 0,05 0,25 0,07 proliferatum

verticilloides 5689 0,48 0,03 0,29 0,01 proliferatum
verticilloides 4194 0,57 0,09 0,39 0,06 verticilloides
proliferatum 9577 0,46 0,05 0,31 0,04 verticilloides
proliferatum 9578 0,44 0,08 0,30 0,04 verticilloides



  

conclusions
• Validation de la banque par 49 souches
• Stabilité, Reproductibilité, Répétabilité
• Standardisation possible et nécessaire
• Cohérence avec la BM
• Rapidité, Sensibilité 
• Prix (sans la machine !)



  

A. fumigatus

A. flavus

A. niger
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Carbonnelle et al, 

Rapid identification of Staphylococci  isolated 
in clinical microbiology laboratories by 
Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation 
Time-Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF-MS). 

JCM, in press


