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Introduction

A la suite de l'interdiction des farines animales en alimentation animale, il est
nécessaire de mettre au point des procédés simples et économiques pour les valo-
riser et les décontaminer vis-a-vis de la présence possible de prion pathogéne.
L'usage des microorganismes est une solution possible. Aussi, des collections de
microorganismes capables de croitre sur la kératine ou sur des farines animales et
sécrétant des protéases capables de dégrader la PrPsc contenue dans les farines
animales ont été criblées. Ceci a permis de découvrir trois souches de bactéries
thermophiles, isolées de différentes sources chaudes réparties sur la planéte, qui
sont capables de dégrader la protéine prion infectieuse PrPsc et de croitre sur un
milieu composé de farines animales. Leur activité protéolytique, de type chymo-
trypsique pour l'essentiel, est maximale a la température de 60 a 80°C et focalisée
sur certaines liaisons peptidiques qui sont nombreuses sur la protéine prion. Leur
action découpe ainsi la protéine prion en morceaux plus courts inoffensifs. Les
perspectives sont de mettre en ceuvre ces microorganismes thermophiles dont le
patrimoine protéolytique permettrait la dégradation des farines animales, actuel-
lement incinérées, et les protéines prions qu’elles renferment.

La protéine prion pathogene provoque la
transformation de la protéine normale, phy-
siologique et soluble en une forme amyloide
insoluble. Les protéines prions des mammi-
feres présentent un haut degré d’homologie
(85297 %) ; en d'autres termes leur composi-
tion est treés proche. Les protéines prions
pathogénes sont donc capables, apres intro-
duction dans un autre organisme, de provo-
quer la transformation des protéines prions
normales endogenes (Prusiner 1998) en pro-
téines anormales. L'infection des bovins a
ainsi été associée a la présence, dans leur
nourriture, de farines de viandes et d’os d’ani-
maux, désignées « farines animales », prove-
nant d’animaux contaminés par les protéines
prions pathogenes.
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Lexistence de farines animales provenant
d’animaux contaminés par 'Encéphalopathie
Spongiforme Bovine (ESB) présente de nom-
breux problémes d’ordres économique, tech-
nique et environnemental. La forme amyloide
insoluble de la protéine prion (PrPsc), qui est
suspectée d’étre la forme infectieuse et
pathogene, est tres stable. Cette protéine est
riche en feuillets P, elle résiste a la chaleur et
aux enzymes protéolytiques les plus actives,
comme par exemple la protéinase K (Prusiner
1998). Par conséquent, dans de nombreux
pays, les produits d’origine animale qui pour-
raient étre utilisés comme supplément nutri-
tionnel pour les animaux, tels que les farines
animales, sont incinérés pour éviter tout
risque de transmission de la protéine prion
infectieuse a d'autres animaux. En Europe,
I'utilisation des farines animales et de leurs
sous-produits en tant que nourriture pour les
animaux destinés a la consommation humai-
ne (y compris porcs et volailles) a été interdi-
te par précaution fin 2000. Ainsi, a titre
d'exemple, puisque la réglementation récente
interdit la consommation des farines par les
animaux, presque 800 000 tonnes de farines
animales sont a détruire chaque année en
France.

Les protéines prion infectieuses sont résis-
tantes aux méthodes de destruction conven-
tionnelles qui permettent de dénaturer les
protéines, incluant par exemple 1'autoclava-
ge, la congélation et I'exposition a des réactifs
fortement délétéres pour les bactéries,
comme le formaldéhyde, 1'acide carboxylique
et le chloroforme. A titre illustratif, la protéi-
ne prion infectieuse résiste a des tempéra-
tures de I'ordre de 200°C. Actuellement seuls
l'incinération ou encore le traitement avec
des agents de blanchiment sont utilisés en
pratique pour détruire l'isoforme pathogene
de la protéine prion.

Il existe donc un besoin pour de nouvelles
formulations et de nouvelles méthodes pour
détruire la protéine prion infectieuse qui
soient applicables au traitement de matériaux
biologiques, comme les tissus animaux, com-
prenant une protéine prion infectieuse. Ces
nouvelles techniques devraient étre moins
consommatrices d’énergie, techniquement
plus simples et plus économiques que les
techniques connues. Elles devraient ne pas
entralner la destruction totale des farines a
décontaminer comme cela peut étre le cas
avec l'incinération. Les procédés disponibles
actuellement pour détruire la protéine prion
étant assez complexes et présentant des
inconvénients d’ordre technique ou écono-
mique, il devenait crucial de rechercher des
bactéries capables de se multiplier sur les
substrats a décontaminer et de produire
simultanément in situ des enzymes protéoly-
tiques efficaces contre les amyloides.

La résolution du probleme de réduction du
caractere pathogene des farines animales a
laide de microorganismes a requis I'étude
préalable de 'activité de protéases sécrétées
sur des substrats modeles. Les kératines sont
des bons substrats modeles car elles présen-
tent de nombreuses similarités structurelles
avec les amyloides infectieux. On peut citer
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notamment l'insolubilité des kératines due a
la présence de nombreux ponts disulfure
intra et inter moléculaires, le contenu impor-
tant en feuillets B, dans le cas des [ kératines,
et leur degré important d’agrégation (Arai et
al 1996, Goddard et Michaelis 1934). Les kéra-
tines ne peuvent étre détruites que par des
protéases (kératinases) hautement actives,
comme les subtilisines sécrétées par les bac-
téries appartenant au genre Bacillus
(Williams et al 1990, Lin et al 1992, Atalo et
Gashe 1993, Cheng et al 1995, Kristie et al
2000) ou par des protéases actives en condi-
tions dénaturantes qui déstabilisent les sub-
strats résistant a la protéolyse (Han et
Damodaran 1997). La kératine insoluble, for-
mant des structures fibrillaires similaires a la
PrPsc a été utilisée comme substrat modeéle.

Pour atteindre ces objectifs, des collections
de microorganismes capables de croitre sur
la kératine ou sur des farines animales et
sécrétant des protéases capables de dégrader
la PrPsc contenue dans les farines animales
ont été criblées, ce qui a permis de découvrir
des bactéries capables de dégrader la protéi-
ne prion infectieuse PrPsc et de croitre sur un
milieu composé de farines animales.

Lefficacité du procédé pour dégrader les
amyloides infectieux était inattendue puisque
Pexposition a des températures élevées et a
des enzymes comme la protéinase K, connue
pour dégrader les structures amyloides ne
suffit pas a dégrader la protéine prion. Il est
donc tres surprenant que 'incubation de bac-
téries avec la protéine prion infectieuse par-
vienne a la détruire, a des températures
compatibles avec la survie des bactéries.

1 / Matériel et méthodes

Les composés suivants, a savoir les sels, les
milieux, la chaine B de l'insuline bovine, la
gélatine bovine, le MOPS et tous les autres
composés chimiques ont été obtenus aupres
de Sigma Chemical Company (Saint-Louis,
MO, USA). Les préparations purifiées de
prion ovin recombinant ont été obtenues a
partir de corps d’'inclusions produits par les
bactéries E. coli selon la méthode décrite par
Rezaei et al (2000). La kératine de poulet a été
obtenue aupres de Yu Zuev (Kazan Centre of
Science, Russian Academy of Sciences,
Kazan, Russia). Les poils de porc ont été obte-
nus aupres de la société SIFDDA (Plouvara,
France).

1.1 / Souches bactériennes,
milieux et conditions de
croissance

Parmi I'ensemble des souches micro-
biennes criblées, celles qui ont donné des
résultats positifs sont des souches bacté-
riennes thermophiles anaérobies isolées de
souches collectées au site Rainbow (36°, 14’
Nord, 33°, 54’ Ouest, 2300 metres de profon-
deur). Les souches AT1243 et AT1222 ont été
isolées d'un puits de chaleur. La souche
AT1222 a été enrichie a 60°C en milieu SP
(30 g/ de sel marin, 2 g/L de poils de porc).
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La souche AT1243 a été enrichie a 80°C dans
un milieu SPS (SP + 5 g/ de sulfure de
sodium). Les sous-cultures réalisées pour les
dosages de protéases ont été effectuées dans
les mémes conditions. Des amplifications
par Polymerase Chain Reaction (PCR) et un
séquencage ont indiqué que la souche AT1222
appartient a 1'espece Thermosipho sp. (bacté-
rie thermophile) et que la souche AT1243 est
une bactérie archaique qui appartient a 1'es-
péce thermophile Thermococcus genus.

La souche S290 a été isolée du point chaud
de caldera Uzon, Kamchatka et a été identi-
fiée comme appartenant au genre
Thermoanaerobacter par des réactions avec
des oligonucléotides spécifiques dirigés
contre des ARNr-16S. La souche S290 a été
cultivée a 60°C pendant 5 jours sur un milieu
minéral Th (0,33 g/L de KH,PO,, 0,33 g/L de
NH,CI, 0,33 g/L de MgCl,, 0,33 g/L de CaCl,,
0,33 g/L de KCl, 0,5 g/ de NaHCOg, et 0,5 g/L
de Na,S), supplémenté avec 2 g/L de poil de
porc ou de plumes.

Lorsque les différentes especes et souches
de bactéries ont été cultivées sur des farines
animales, la kératine de tous les milieux a été
remplacée par 2 g/L de farines de viande, d'os,
de sang ou de farines comprenant un mélange
de ces trois composants.

L'activité des protéases provenant des sur-
nageants des bactéries cultivées en présence
de kératine hydrolysée, de farines animales
ou de prion recombinant non pathogene a été
déterminée par électrophorese. 50 pL de sur-
nageants ont été ajoutés a 50 pL de kératine
de plumes (1 mg/mL), ou de kératine de poils
de porc (2 mg/mL), ou de farines animales
(2 mg/mL) ou encore de prion recombinant (1
mg/mL) dans un tampon MOPS 20 mM, de pH
7,2 et ont été incubés a différentes tempéra-
tures pendant 20 a 40 h. Parallelement, et a
titre de témoin, I'hydrolyse du substrat par la
protéinase K [0,02 mg/mL (0,6 pM)] a été réa-
lisée a 37°C. Le tampon de lyse a été ajouté
aux fractions aliquotes provenant des diffé-
rentes réactions protéolytiques. Les fractions
aliquotes ont été portées a ébullition durant
10 min et ensuite un gel SDS-PAGE a 15 % a
été réalisé selon Laemmli (1970). Les pro-
téines sur les gels ont été colorées au bleu de
Coomassie Brilliant R-450.

1.2 / Spécificité des protéases

L'activité peptidasique envers les acides
aminés ou les peptides N-substitués par des
p-nitroanilides (substrats chromophores dont
I'hydrolyse peut étre suivie par sprectropho-
tométrie) a été déterminée. 900 pL de substrat
a 0,1 mM ont été ajoutés a 100 pL de surna-
geants dans un tampon MOPS 20 mM, de pH
7,2, DMSO 10 %. Le mélange réactionnel a été
incubé a différentes températures durant 3 et
20 h, puis I'absorption a 410 nm a été mesurée
(€410 p-nitroanilides = 8800 M"'.cm™).

La spécificité des protéases provenant des
surnageants des bactéries a été déterminée
en mesurant la fragmentation de la chaine B
oxydée de l'insuline bovine, un substrat stan-

dard permettant de tester l'activité des
enzymes protéolytiques. La chaine B de l'in-
suline est composée d'un grand nombre
d'acides aminés hydrophobes et inclut égale-
ment un nombre important de résidus bran-
chés chargés. 100 pL de surnageant ont été
incubés avec 100 pL de chaine B d'insuline a
2 mg/mL dans un tampon MOPS 20 mM, de
pH 7,2 a différentes températures pendant
10 h. Les produits de I'hydrolyse ont été sépa-
rés par HPLC en phase inversée sur une
colonne de Nucléosil 300-5 C,4 avec un gra-
dient de 0 & 60 % de CH3CN, TFA 0,1 %. Les
fractions collectées ont été soumises a des
analyses d’acides aminés (Bidlingmeyer et al
1984). La séquence en acides aminés des pep-
tides a été établie grace a la connaissance de
la structure primaire de la chaine B de l'insu-
line.

2 / Résultats

2.1 / Détermination des activités
protéolytiques

Dans le but de caractériser les protéases
sécrétées par les cultures de bactéries, des
zymogrammes ont été réalisés sur les surna-
geants provenant de telles cultures. La tech-
nique du zymogramme consiste a polymériser
de la gélatine bovine a 0,01 % dans un gel
d’électrophorese réalisée en présence de
SDS. La ou la protéase migre en fonction de
sa masse moléculaire, elle va hydrolyser la
gélatine qui disparait alors du gel. Apres colo-
ration de I'ensemble du gel, des bandes
blanches apparaissent, indicatrices des lieux
d’hydrolyse, donc de la présence de pro-
téases. Les protéases soumises a une électro-
phorése conservent leur activité
protéolytique (figure 1, pistes 1 et 2). Les
zymogrammes réalisés a partir des surna-
geants de la souche AT1243 montrent que
cette souche possede un ensemble de pro-
téases possédant une masse moléculaire
apparente de l'ordre de 45 a 100 kDa. Les
zymogrammes réalisés a partir des surna-
geants des souches AT1222 montrent une
seule bande d’activité protéolytique, corres-
pondant a une masse moléculaire approxima-
tive de 100 kDa. Enfin, les zymogrammes
réalisés a partir des surnageants de la souche
S290 montrent des bandes d’activité protéoly-
tique correspondant a des masses molécu-
laires approximatives de 66, 100, 200 kDa et
plus (figure 1, piste 3), révélant la présence de
plusieurs activités protéolytiques.

La capacité des protéases sécrétées par les
bactéries thermophiles AT1243, AT1222 et
S290 a hydrolyser les substrats de faible
masse moléculaire, (p-nitroanilides de N-ben-
zoylarginine, dérivés N-succinyl de phénylala-
nine, peptides Ala-Ala-Pro-Phe et
Ala-Ala-Pro-Lys) a été étudiée. Apres trois
heures d'incubation, l'activité des surna-
geants des souches S290 envers le peptide
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA a été observée
(tableau 1).

L'hydrolyse de la chaine B de l'insuline oxy-
dée, un substrat standard permettant de tes-
ter l'activité des enzymes protéolytiques a été
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Figure 1. Zymogrammes des surnageants prove-
nant des bactéries thermophiles et S290. SDS-
PAGE 10 %, piste 1 : surnageant de souche
AT1243 (incubation a 80°C), piste 2 : surnageant
de souche AT1222 (incubation a 80°C), piste 3 :
surnageant de souche S290. Les zones non colo-
rées correspondent au niveau de migration des
protéases, en fonction de leur masse moléculaire.

kDa
205

97
66

45

étudiée. La structure primaire de la chaine B
de I'insuline est la suivante :

Phe'-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys*-Gly-Ser’-His-
Leu-Val-Glu-Ala-Leu®-Tyr'*-Leu-Val-Cys"-Gly-
Glu-Arg-Gly-Phe-Phe*-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala

(" signifie que le résidu cystéyle est oxydé).

L'analyse des acides aminés provenant des
peptides hydrolysés permet de proposer que
les protéases de la souche AT1243 clivent les
liaisons peptidiques suivantes : Ser’-His",
Tyr's-Leu" et Phe®-Tyr*. Un site de clivage
additionnel (LeuTyr'®) a été observé dans le
cas de la souche AT1222. Les protéases de la
souche S290 hydrolysent la chaine B de 1'in-
suline au niveau des liaisons peptidiques
Leu®”-Tyr'" et Tyr'-Leu". Donc, la majorité des
protéases produites par les microorganismes
thermophiles étudiés possede une spécificité
de type chymotrypsine ; la chymotrypsine est
une enzyme appartenant a la famille des pro-
téases a sérine et dont l'activité protéolytique
est dirigée vers les liaisons peptidiques impli-

quant des résidus d’acides aminés hydro-
phobes et aromatiques. Certaines des bacté-
ries montrent également une capacité
inattendue a hydrolyser les liaisons pepti-
diques apres un résidu de sérine. De maniére
surprenante, les protéases secrétées par les
microorganismes thermophiles n'attaquent
pas les autres sites hydrophobes situés dans
la molécule de la chaine B de l'insuline. Les
protéases des souches sélectionnées pour
I'hydrolyse des kératines reconnaissent donc
des motifs structuraux particuliers dans la
molécule substrat. La protéine prion contient
de nombreux résidus hydrophobes : 10 Tyr, 3
Phe, 8 Trp et 4 Ile et de nombreux résidus Ser
(8). Par conséquent, les protéases sont
capables de dégrader les prions jusqu’a I'ob-
tention de peptides relativement courts. De
plus, I'acces aux sites de clivage est augmen-
té pendant le chauffage a la température opti-
male d’hydrolyse par les protéases, parce que
dans de telles conditions, la structure de la
protéine est partiellement ou complétement
dénaturée.

2.2 / Croissance
des microorganismes étudiés
sur les milieux contenant de
la kératine ou des farines
animales

La capacité des bactéries thermophiles,
souches S290, AT1243 et AT1222 a croitre sur
des milieux contenant de la kératine de poils
de porc ou de plumes a été testée. Les bacté-
ries sélectionnées sont capables d'utiliser des
kératines o provenant de poils de porc ou 3
provenant de plumes, comme principale sour-
ce de nutriment.

La croissance sur de la kératine de laine a
été la plus importante dans le cas des souches
S290 et AT1222, 1a souche AT1243 présentant
des caractéristiques de croissance inférieures
sur ce milieu. Le temps de culture de la plu-
part des bactéries était de trois jours.

Les souches de bactéries étudiées ont éga-
lement prouvé qu'elles étaient capables de
croitre sur les farines animales. De plus, ces
bactéries croissent sur les farines animales de
maniere plus rapide que sur de la kératine. La
croissance la plus faible a été obtenue lorsque

Tableau 1. Activité des protéases (pourcentage d'hydrolyse de substrat) des surnageants des bactéries
thermophiles envers des substrats chromogéenes de faible masse moléculaire. Les conditions de réactions
sont données dans la partie matériel et méthode. Les substrats ont été incubés pendant trois heures a

80°C (AT1243 et AT1222) et &4 60°C (5290).

Bzl-Arg-pNA  Suc-Phe-pNA

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA  Suc-Ala-Ala-Pro-Lys-pNA

AT1243 0,8 0,6 0 0
AT1222 1,0 0,6 1,3 0
S290 0,1 0,4 30 0,3

INRA Productions Animales, Décembre 2004
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Figure 2. Hydrolyse de la protéine prion recombi-
nante par les surnageants de bactéries thermo-
philes.

(a) Pistes 1 a 6 : respectivement protéine prion
native, protéine prion hydrolysée par les surna-
geants des souches S290 (60°C), AT1243 (80°C),
AT1222 (80°C), AT1243 (60°C) et AT1222 (60°C)
pendant 5 h.

(b) Pistes 1 a 6 : respectivement protéine prion
dénaturée thermiquement (PrP*"), PrP*" hydroly-
sée par les surnageants des souches S290
(60°C), AT1243 (80°C), AT1222 (80°C), AT1243
(60°C) et AT1222 (60°C) pendant 5 h.

(c) Pistes 1 a 6 : respectivement protéine prion
native en présence de Cu2* (PrP*), PrP* hydro-
lysée par les surnageants des souches S290
(60°C), AT1243 (80°C), AT1222 (80°C), AT1243
(60°C) et AT1222 (60°C) pendant 5 h.
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le substrat utilisé était le sang, probablement
a cause de la toxicité de certains composants
présents.

2.3 / Activité des protéases
produites par les bactéries
thermophiles envers la
protéine prion recombinante

La protéine prion recombinante ovine se
dénature a 80°C et forme des structures amy-

loides. Cette protéine a donc été utilisée
comme modele de structure amyloide cellu-
laire. La capacité des protéases provenant des
bactéries thermophiles utilisées a hydrolyser
le prion ovin natif ou dénaturé thermique-
ment a été étudiée.

Les figures 2a et b montrent que les pro-
téases produites par la souche S290 hydroly-
sent le prion natif et le dénaturent
completement a 60°C en 4 h. Les protéases
produites par les souches AT1243 et AT1222
hydrolysent la protéine prion native ou déna-
turée thermiquement a 80°C, ce qui corres-
pond a leur température de croissance
optimale. Cependant, a 60°C, la protéine prion
n'est pas hydrolysée complétement par ces
souches. Dans ce cas, comme on l'observe
avec la protéinase K, un grand fragment
hydrolytique d'une masse moléculaire d'envi-
ron 14 kDa s'accumule. Comme cela a été déja
démontré, la résistance de ce fragment a la
protéolyse est causée par sa capacité a s'agré-
ger. La formation de ces agrégats dépend de la
concentration et de 1'activité des protéases. Si
elles sont inférieures a une valeur critique, les
produits de cette protéolyse limitée s'agregent
et deviennent totalement résistants a une
hydrolyse future. A 80°C, les agrégats sont
déstabilisés et/ou dénaturés et l'activité des
protéases augmente considérablement, donc
I'accumulation du fragment de 14 kDa n'appa-
rait pas. L'introduction d'ions cuivre peut faci-
liter la transformation des molécules de
protéine prion sous leur forme amyloide. En
utilisant ce modele de structure amyloide, il a
été montré que les protéases des souches
S290 (a 60°C), AT1243 et AT1222 (a 80°C)
hydrolysent complétement la protéine prion
en 4 h (figure 2c). Durant I'étude de I'activité
protéolytique des protéases des souches
AT1243 et AT1222 a 80°C, I'accumulation de
grands fragments hydrolytiques de protéine
prion n’a pas été observée dans le cas de I'hy-
drolyse du prion natif et dénaturé contraire-
ment a l'activité de ces souches a 60°C (figure
2c¢). Les structures amyloides sont donc désta-
bilisées a 80°C, facilitant leur destruction par
les protéases des thermophiles.

2.4 / Activité protéolytique des
surnageants de culture
bactérienne

Apres 24 h d'incubation avec des farines
de laine/poils, de viande, de sang et de
mélange avec les surnageants des souches
AT1243, AT1222 et S290, une dissolution par-
tielle du substrat a été observée. Les pro-
téases des souches AT1243 et AT1222
hydrolysent efficacement les farines de vian-
de, les farines de laine/poils, les farines de
sang et les farines mixtes (figure 3a).

Les enzymes des souches S290 montrent
une activité plus faible. Cela pourrait résul-
ter des faibles températures d'incubation a
savoir 80°C dans le cas des souches AT1243
et AT1222 et 60°C dans le cas de la souche
S290.

La protéinase K hydrolyse efficacement les
farines de laine/poils et avec une plus faible
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Figure 3. Hydrolyse de farines animales par les surnageants de bactéries thermophiles et par la protéinase K.
(a) Les pistes 1 a 16 représentent respectivement : des farines de laine/poils (1), des farines de laine/poils hydro-
lysées par les surnageants des souches AT1243 & 80°C (2), AT1222 a 80°C (3) et S290 a 60°C (4), des farines
de viande (5), des farines de viande hydrolysées par les surnageants des souches AT1243 (6), AT1222 (7) et
5290 (8), des farines de sang (9), des farines de sang hydrolysées par les surnageants des souches AT1243
(10), AT1222 (11) et S290 (12), des farines mixtes (13), des farines mixtes hydrolysées par les surnageants
des souches AT1243 (14), AT1222 (15) et S290 (16). Les temps d’incubation sont de 20 h.

(b) Les pistes 1 a 8 représentent respectivement : des farines de laine/poils (1), des farines de laine/poils hydro-
lysées par la protéinase K (1 uM, 37°C) (2), des farines de viande (3), des farines de viande hydrolysées par
la protéinase K (4), des farines de sang (5), des farines de sang hydrolysées par la protéinase K (6), des
farines mixtes (7), des farines mixtes hydrolysées par la protéinase K (8). Les temps d’incubation sont de

20 h.
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efficacité, les farines de viande et les farines
mixtes. La protéinase K est pratiquement
inactive envers les farines de sang (figure
3b).

2.5 / Résultats et perspectives

Lanalyse des résultats obtenus démontre
que l’élimination des amyloides et des
farines animales en utilisant des bactéries
thermophiles est réaliste. Naturellement, de
nombreux essais doivent encore étre réali-
sés, en particulier pour confirmer la neutra-
lisation de I'infectiosité des farines a risque,
ou plutdt des farines infectieuses et/ou des
inoculats infectieux tout court. Ces essais
devraient étre pratiqués in vivo par I'utili-

sation d’animaux, les souris en l'occurren-
ce.

Compte tenu de nos observations, il est fort
probable que l'infectiosité des prions soit éli-
minée lors de I'élimination des formes amy-
loides. Si tel est le cas, on peut espérer que
grace a cette approche combinée impliquant
les compétences des laboratoires de I'INRA,
de 'TFREMER, et ceux des collegues russes
et bulgares, une méthode de neutralisation
des facteurs infectieux des Encéphalopathies
Spongiformes Transmissibles (EST) sera
trouvée. A ce moment 13, il faudra mettre en
place les travaux de développement qui pour-
ront également étre réalisés en dehors de
notre Institut.
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Abstract

Use of microorganisms in hydrolysis of
amyloids and Meat and Bone Meal

The interdiction of the use of MBM in animal feeding
makes the elaboration of simple and economically
viable procedures of valorization and decontamination
of substances containing pathogenic prions necessary.
One of the possible solutions is the use of microorga-
nisms. Hence, collections of microorganisms able to
grow on keratin or on MBM, and secreting proteases
able to degrade PrPsc were screened. Three strains of
thermophilic bacteria, isolated initially from hot

springs scattered on the planet, were able to degrade
amyloids (some of them infectious) and to grow on
media made of MBM. Their proteolytic activity, mostly
of chymotryptic nature were maximal between 60 and
80 °C and were triggered towards the hydrolysis of pep-
tide bonds between amino acids largely present in
prion proteins. Their action cleaves the prion protein
into short inoffensive fragments. The perspectives
resulting from this work imply the use of such microor-
ganisms, whose proteolytic potential allows to degrade
MBM-containing prions, actually still incinerated.
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