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Introduction

Le serum, « petit lait » en grec, correspond a la portion liquide du sang exempts
d’¢élément cellulaire et des facteurs de coaguation. Les sérums antivenimeux sont des sérums
hétérologues, c’est a dire préparés a partir du sérum d’animaux préalablement
hyperimmunisés contre le ou les venin(s) pertinent(s). Lorsqu’il est inject¢ a un patient
envenimé, le sérum antivenimeux neutralise le ou les venins utilisé(s) pour sa production. On

parle alors de sérothérapie antivenimeuse (SAV). (OMS,2018)

Apres une longue période de rejet, la fabrication des sérums antivenimeux jugés peu
efficaces, dangereux et d’utilisation difficile, a été significativement améliorée. Le traitement
symptomatique des envenimations est complexe, souvent insuffisant, et émaillé¢ d’événements
indésirables. En revanche, neutralisant et accélérant 1’élimination du venin, les antivenins —
dénomination reflétant leurs nouvelles caractéristiques — constituent le traitement
étiologique incontournable des envenimations, notamment dans les formations sanitaires
isolées des pays en développement. Les préparations actuelles sont des antivenins polyvalents
couvrant les especes venimeuses d’une région. (J-P Chippeaux, 2013) Cependant, le monde
traverse aujourd’hui une crise, les stocks d’antivenins arrivent a épuisement. La pénurie de
ces sérums est un sujet important puisque 100 000 personnes meurent chaque année d’une
morsure de serpent a travers le monde notamment chez les femmes, les enfants et les ouvriers
agricoles dans les pays pauvres. Il s’agit donc d’une véritable crise de santé publique qui est

largement négligée. (Diaz M.,2016)

Dans cette thése, seront présentées dans un premier temps des généralités sur les
envenimations ophidiennes et sur la SAV. Afin d’améliorer la compréhension du sujet,
différents axes tels que la distribution géographique des serpents venimeux, les
caractéristiques des venins de serpents, la symptomatologie des envenimations, 1’évolution et
les mécanismes de la SAV seront développés. Le deuxieme chapitre détaillera I’ensemble des
¢tapes de production des sérums anti-ophidiens (SAO). Pour finir, la dernier chapitre sera
consacrée a la crise globale de la sérothérapie antiophidienne, véritable probléme de santé
publique dans les pays en développement. Les circonstances et I’incidence des envenimations
ophidiennes seront tout d’abord exposées puis, un état des lieux du marché mondial des SAO
sera établi. Par la suite, la complexité des causes de la crise et ses conséquences dramatiques

seront décrites.



Suite aux réformes imposés par les autorités sanitaires dii a la pandémie actuelle,
(COVID-19), I’Institut Pasteur d’Alger a di se résigner a suspendre la convention signée avec
I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger qui avait pour objet 1’acces au laboratoire
sérum thérapeutique afin de réaliser la partie expérimentale du mémoire de fin d’étude.

Par conséquent, nous avons été contraints de faire une étude bibliographique.



Chapitrel :
Les envenimations ophidiennes et la
serothérapie antivenimeuse



CHAPITRE I : Les envenimation ophidiennes et
sérothérapie antivenimeuse

Les serpents se seraient séparés des 1ézards au Crétacé entre 150 et 120 millions d’années en
formant I’ordre des ophidiens. L’ensemble des espéces venimeuses appartiennent aux
familles des Viperidae, Elapidae et Colubridae .(Kasturiratne A ez al, 2008) et (Hsiang AY,
et al, 2015) A I’exception de quelques pays exempts d’especes venimeuses, les envenimations
ophidiennes sont redoutées dans le monde entier et sont une menace pour la santé publique.
Les venins de serpents ont fait, par ailleurs, l’objet d’analyses biochimiques et
toxicocinétiques rigoureuses qui ont permis d’expliquer la diversité des symptdmes observés
aprés une envenimation. Pour les envenimations les plus graves, la neutralisation des
composants toxiques du venin par le SAV (Sérum anti-venimeux) est la méthode la plus

efficace. (Goyffon.M 2010, et al, 2015).
1 La distribution géographique des serpents venimeux

Il existe 3.500 especes de serpents connues, seul le 10éme de ceux-ci est venimeux. Les
especes appartiennent a 5 groupes : les vipéridés (Echis, Bétis), les élapidés (Naja, Mamba),
les Hydrophidés (serpents marins), les Colubridés (Chironius flavopictus) et les crotalidés
(Crotalus ruber). (Gentilini M. 2003)

A D'instar des zones colorées en rouge de la (figure 1) ci-dessous, les serpents venimeux
sont largement répandus dans le monde. Fouisseur, arboricole, terrestre ou aquatique, ils

s’adaptent a toute sorte de climats. (Swaroop S, Grab B. 1954)

Figure 1: Présence des serpents venimeux (OMS,2010)



Les serpents venimeux sont généralement absents des zones géographiques aux
climats extrémement froids, a I’exception d’une vipere trés robuste vivant en Sibérie et au
niveau du cercle polaire arctique. En Amérique, aucun spécimen venimeux n’est connu au
nord de la frontieére sud du Canada. Ces reptiles sont également absents des iles
Polynésiennes, de Madagascar, de la Nouvelle-Z¢lande, des Agores, des Canaries, des iles
du Cap-Vert, des Antilles a 1'exception de la Martinique, Sainte-Lucie, Tobago et
Trinidad), d’Haiti, de Cuba, de la Jamaique, de Porto Rico, d'Irlande, d'Islande, des
Orcades et des Shetlands. (OMS,2010)

En revanche, les serpents venimeux sont présents dans toutes les autres régions du
globe et sont particulierement abondants en Afrique, en Asie, en Australie et dans la plupart
des pays d’Amérique du Sud (Swaroop S, Grab B. 1954).

Sur les 600 especes venimeuses recensées, plus de 200 sont considérées comme dangereuses
sur le plan médical par I’OMS. L’organisation a classé ces especes en deux catégories sur
la base de la littérature herpétologique et clinique :
- La premiere catégorie comprend les espéces de serpents venimeux :

* communes ou répandues,

« causant de nombreuses morsures avec des niveaux élevés d’invalidité, de morbidité ou
de mortalité.
- La deuxiéme catégorie contient des especes de serpents venimeux :

* capables de provoquer une invalidité ou la mort de la victime,

* pour lesquelles les données épidémiologiques ou cliniques sont insuffisantes,

* et/ou sont moins souvent en cause en raison de leurs cycles d'activités,

Leurs comportements, leurs préférences pour des habitats dans des zones ¢loignées des
populations humaines. (OMS,2010)

En Algérie, on retrouve Cerastes cerastes, la vipere a corne, représentée en (figure 2)

dans la premiere catégorie et Macrovipera lebetina dans la deuxiéme catégorie.



Figure 2: Photo d'une vipére a corne, Cerastes cerastes (Anonyme 2)

La vipere a corne doit son nom aux deux écailles dressées sur sa téte qui forment des petites
cornes. Elle a une téte triangulaire tres caractéristique qui se détache de son cou assez mince.
Quand elle se déplace, elle provoque un petit crissement dii a ses plaques dorsales
aérodynamiques. C’est cette particularit¢ qui lui permet de se mouvoir a reculons.
Tel le caméléon, sa « robe » imite parfaitement les nuances du sable. Ce mimétisme va jusqu'a
la couleur de ses iris. La longueur moyenne de cette vipere est de 60 cm.

Il existe différents modes de reptation parmi les serpents. La vipére a cornes utilise le
déroulement latéral ou "side-winding". En fait, le serpent procéde par une succession de "pas"
sur le coté. Si I'on observe les traces d'une vipere a cornes sur le sable, on peut constater que
le tracé est discontinu.

La vipére a cornes hiverne 2 a 3 mois. Elle fréquente le désert mais également les régions
rocheuses. Cette vipére se déplace au hasard sur de grandes étendues. Ce type de
déplacement est fréquent chez les especes déserticoles. Les déplacements semblent liés aux
conditions externes. A I'approche de I'hiver, les déplacements se réduisent puis le serpent
finit par passer plusieurs mois enfouis pour hiverner.

Cette vipére meurt si la température dépasse 44°C, ce qui est le cas au Sahara. Pour survivre
pendant les périodes chaudes, elle s’enfouit dans le sable ce qui lui permet de maintenir sa
température interne a 34°C. Elle ne laisse alors dépasser que ses yeux.

L’été, elle opte pour une vie nocturne ; en revanche, dés que I’hiver arrive, elle devient
diurne.

Les nomades ont peur de ce reptile. Un dromadaire succombe en quelques minutes sous sa
morsure. Chez ’homme, sa morsure n’est pas forcément mortelle mais provoque en local un

gonflement impressionnant voire méme un cedéme hémorragique. (Ulrich Gruber, 2002)
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Figure 3: Photo d'une vipére 1ébétine, Macrovipera lebetina (Hellebuyke T.,2016)

La vipere 1ébétine représenté dans la (figure 3) ci-dessus est une trés grosse vipere, trapue
avec un corps assez large et aplati. La téte est triangulaire et trés distincte du cou. Elle mesure
généralement entre 90 et 130 cma I'age adulte. Elle peut atteindre 150 cm et méme
exceptionnellement dépasser les 2 m. La coloration est trés variable mais elle est généralement
assez claire et terne, le plus souvent grisatre comme la pierre, mais aussi beige, sable, jaunatre,

olivatre ou gris bleuté. (Anonyme 1)

2 Les caractéristiques des venins de serpents

La présence d'une fonction venimeuse particuliérement élaborée est un caractére dérivé
partagé par les serpents les plus évolués. Le venin correspond, chez les serpents, a
I’innovation évolutive qui a permis la transition entre un moyen mécanique, la constriction,
et un moyen chimique de maitriser et digérer leurs proies parfois bien plus grandes qu’eux.
A ce titre, le venin de serpents est constitu¢ d’'un mélange trés variable de composants
principalement protéiques aux modes d’actions multiples. (Chippaux J-P, Goyffon M.

1998)

2.1 La fonction venimeuse
L’appareil venimeux est un dispositif complexe qui associe une glande spécialisée
synthétisant une sécrétion toxique, le venin, et un dispositif vulnérable, le crochet venimeux,
capable d’injecter le venin dans I’organisme de la proie ou agresseur apres rupture de la
barriére cutanéo-muqueuse. (Chippaux J.P 2002) Doivent étre considéré comme venimeux
tous les serpents possédant une glande buccale a sécrétion toxique, quel que soit le type de
denture. Ce qui fait la différence entre une espeéce pouvant présenter un danger pour ’homme

et une espece a morsure bénigne, c’est le perfectionnement de 1’appareil inoculateur et le



rapport entre la glande venimeuse et cet appareil. (Bauchot.R 1994 ; Bellaires.A 1969 ;
Chippaux J-P 1999 ; Fretey.J 1987)

Classification selon la denture : Selon la denture, les serpents peuvent étre classés en quatre
groupes (figure 4) ci-dessous (Chippaux J-P, 2002) et (Dramé B.S.1 2000) :

- Aglyphes : Ce groupe est constitué¢ de serpents qui ont des dents pleines, n’ont pas de
glande venimeuse.
Exemples : boas, python et la majorité des couleuvres.
- Opisthoglyphes Les crochets fixe (¢galement appelé glyphes) sont en arrie¢re du maxillaire
(au niveau de I’ceil) et sont creusés d’un sillon médian présence de glandes venimeuses ; ce
groupe est représenté par le reste des couleuvres, venin hémotoxique.
- Protéroglyphes : crochets en avant du maxillaire et fixe, on note la présence de glandes
venimeuses, leur venin est neurotoxique (cobras, mambas).
- Solénoglyphes : Leur appareil venimeux apparait comme [’un des plus perfectionnés du
monde animal. Les crochets sont antérieurs et mobile. Ils présentent de glandes venimeuses

et leurs venins sont hémotoxique et nécrosant (vipéres et crotales).

s 1: Aglyphe

3 = 2: Opisthoglyphe
P \ S
D 3: Protéroglyphe
TR »7%
Gl EEas - Solénoglyphe fermé

: Solénoglyphe ouvert

Figure 4: Type de dentition (Michel Le Blanc,1998)



2.2 La composition des venins

2.2.1 Les toxines

Les toxines sont des protéines de faible masse moléculaire qui ont la propriété de se fixer
sur un récepteur spécifique, le plus souvent membranaire. Leur effet pharmacologique est
dose-dépendant, c’est a dire proportionnel au rapport entre la quantité de toxine introduite
et la quantité de récepteurs correspondant présents dans 1’organisme de la victime.
(OMS,2018) et (Chippaux J-P, 2002)
D’autres facteurs comme la vitesse de diffusion de la toxine, elle-méme fortement
dépendante de sa taille, et I’affinité de la toxine pour son récepteur vont jouer un rdle dans
la rapidité d’apparition des symptomes et sur ’efficacité du traitement. Les toxines sont
caractéristiques des venins d'Elapidae. (OMS,2018) et (Chippaux J-P, 2002)
Le tropisme des toxines peut é&tre neurologique, cardio-vasculaire, musculaire ou
indifférencié selon la distribution anatomique des récepteurs reconnus (OMS2018) et
(Chippaux J-P, 2002). Les toxines sont classées en huit familles principales en fonction de
leur structure et/ou de leur mode d’action :
- Les neurotoxines postsynaptiques : Se fixent sur des récepteurs cellulaires localisés sur
la membrane postsynaptique de la jonction neuromusculaire. Elles sont composées :
* Des toxines curarisantes qui agissent sur la membrane postsynaptique et bloquent la
transmission de 1’influx nerveux au niveau des muscles, en se fixant directement sur le
récepteur de ’acétylcholine. On en rencontre 3 types : les neurotoxines-o courtes, les
neurotoxines-o longues et les neurotoxines-.
* Des toxines muscariniques qui présentent une structure voisine de celle des neurotoxines
curarisantes. Leur nom provient de leur forte affinité pour cette partie du récepteur
cholinergique.
* Des toxines « inclassables » qui ont surtout été isolées de venins de Viperidae.
- Les cytotoxines : Une cinquantaine de polypeptides composent ce groupe en raison de
leur grande homologie de structure. Les cytotoxines, encore appelées cardiotoxines,
dépolarisent rapidement et de fagon irréversible la membrane cellulaire, conduisant a sa
lyse.
- Les neurotoxines : Sont des neurotoxines pré-synaptiques ou neurotoxines-f, agissent en
amont de la synapse, en modifiant la libération des neuromédiateurs par blocage ou
libération massive. Les toxines présynaptiques ont en commun une fonction

phospholipasique A2 indispensable a leur activité toxique. Les neurotoxines-f3 sont classées



en trois groupes : les neurotoxines-f monocaténaires, la B-bungarotoxine et les autres
neurotoxines-f.

- Les dendrotoxines: Encore appelées toxines présynaptiques facilitatrices, favorisent la
libération d’acétylcholine en bloquant les canaux potassium voltage-dépendants.

- Les fasciculines : Sont des inhibiteurs de ’acétylcholinestérase, et s’opposent a la
régulation physiologique de la transmission de I’influx nerveux.

- Les myotoxines : Se fixent sur les canaux ioniques des cellules musculaires et provoquent
leur nécrose.

- Les sarafotoxines: Sont de puissants vasodilatateurs, structurellement et
fonctionnellement trés proches des endothélines, hormones vasoconstrictrices présentes
dans les cellules endothéliales des mammiferes.

-Les désintégrines : Ont pour action d’inhiber les intégrines. Les intégrines sont des
protéines trans- membranaires qui transférent les messages extracellulaires vers le

cytoplasme. (Goyffon M, 2010) et (Yang CC, 1974)

2.2.2 Les enzymes
Les enzymes sont des protéines pourvues de propriétés catalytiques et de masse moléculaire
plus élevée que les toxines. Les effets pharmacologiques des enzymes sont essentiellement
chrono-dépendants, puisqu’ils dépendent plus de la durée du cycle de la réaction
enzymatique que de la quantité initiale d’enzymes. L’action enzymatique est caractérisée
par une accélération d’un métabolisme particulier. Les venins de Viperidae et de Crotalidae
sont, par exemple, particuliérement riches en enzymes. (Chippaux J.P. 2002) et (Yang CC,
1974)
Les enzymes des venins de serpents possédent des spécificités variables et sont classées en
fonction de leur mode d'action :
- Les phospholipases : La plupart des venins de serpent contiennent des phospholipases.
Ces enzymes hydrolysent les phospholipides libres ou membranaires en acides gras et
lysophospholipides.
Les lysophospholipides sont des tensioactifs responsables de destruction cellulaire. Selon le
site de I’hydrolyse, on distingue plusieurs types de phospholipases. Dans les venins de
serpent, les phospholipases A2 sont trés largement majoritaires. Ces phospholipases
interviennent sur divers systémes physiologiques en fonction du type de phospholipides
hydrolysés, ce qui entraine des actions variées. Certaines phospholipases A2 ont pour cible

la membrane des hématies conduisant ainsi a une hémolyse. D'autres altérent les fibres
y



musculaires striées, provoquant aprés myolyse, une libération de la myoglobine. (Goyffon
M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini RM, Evans HJ 1990)

- Les acétylcholinestérases : Sont actives en milieu basique et jouent un rdle essentiel au
niveau des synapses en favorisant le passage de I’influx nerveux jusqu’a la membrane
postsynaptique. (Goyffon M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini RM, Evans HJ 1990)

- Les phosphoestérases : S’attaquent a la liaison entre le ribose ou le désoxyribose et le
phosphore. De nombreux venins contiennent des phosphoestérases. Les endonucléases et
les exonucléases hydrolysent les acides nucléiques. Enfin, les phosphomonoestérases sont
moins spécifiques et hydrolysent tous les mononucléotides, notamment ceux chargés du
transport énergétique au niveau cellulaire. (Goyffon M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini
RM, Evans HJ 1990)

- Les L-amino-acide-oxydases: Aprés désamination et oxydation, les L-amino-
acideoxydases transforment les acides aminés en acide a-cétonique. En raison de leur faible
concentration dans les venins, leur effet toxique est négligeable. Le groupement
prosthétique flavine-adénine-dinucléotide de ces enzymes donne sa couleur jaune au venin.
(Goyffon M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini RM, Evans HJ 1990)

- Les Hyaluronidases : Ces enzymes hydrolysent 1’acide hyaluronique ou le sulfate de
chondroitine, qui sont des mucopolysaccharides responsables de la cohésion du tissu
conjonctif. Les hyaluronidases favorisent par conséquent la diffusion du venin dans les
tissus de la victime aprés son injection. Les Hyaluronidases sont trés fréquentes dans la
plupart des venins. (Goyffon M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini RM, Evans HJ 1990)

- Les protéases : Les protéases agissent sur la structure des protéines. Elles interviennent
aussi bien sur les destructions tissulaires observées au cours des nécroses locales, que lors
de phénoménes comme les troubles de I’hémostase. On classe les protéases agissant sur la
coagulation sanguine en deux groupes structuraux :

* les sérine-protéases, qui agissent en stimulant la formation de caillots, le plus souvent des
micro-caillots. (Goyffon M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini RM, Evans HJ 1990)

* les métalloprotéases, qui s'attaquent plus spécialement a I’endothélium des capillaires d’ou
le nom d’hémorragine donné a quelques-unes d’entre elles. La conjugaison de ces deux
actions est a l'origine d'hémorragies externes ou internes redoutables.

- Les enzymes lytiques : On trouve également dans les venins de serpent de ’amylase en
faible quantité, des transaminases et des déshydrogénases, dont les effets toxiques sont

négligeables en pathologie humaine. (Goyffon M. 2010), (Yang CC, 1974) et (Kini RM,
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Evans HJ 1990)

2.2.3 Les autres composants
Des substances sans effet toxique connu ont été identifiées dans les venins de serpents :
- Les amines simples ou polyaminiques : Tous les venins contiennent des amines biogenes
(adrénaline et noradrénaline, dopamine, histamine, sérotonine...) qui possédent des effets
physiologiques connus de longue date, dont le role dans la toxicité des venins n'est pas
encore ¢établi.
- Le facteur de croissance des nerfs ou nerve growth factor (NGF) : Favorise la
différenciation des neurones sensoriels des ganglions sympathiques. Celui-ci est dépourvu
d’activité enzymatique et sa toxicité est nulle. Le facteur de croissance des nerfs est présent
essentiellement dans le venin des Elapidae.
- Les protéines actives sur les thrombocytes : De nombreuses molécules de masse
moléculaire et de structure trés variables interviennent sur les plaquettes sanguines ou
thrombocytes. Elles masquent les sites effecteurs de la membrane cytoplasmique ou
stimulent la dégranulation du thrombocyte.
- Les inhibiteurs et activateurs enzymatiques : Plusieurs molécules présentent une activité
spécifique sur certaines enzymes naturelles des vertébrés. Ces protéines sont généralement
dépourvues d’effets toxiques et cliniques
- Les facteurs du venin de cobra : Les venins de cobra contiennent un facteur de croissance
des tissus nerveux, le NGF (nerve growth factor), et un CVF (cobra venom factor) qui active
le complément impliqué dans I'immunité antibactérienne.
- Les dendropeptines : Les dendropeptines, par leurs structures et leurs propriétés, font
parties de la famille des facteurs cardiaques natriurétiques. Ces peptides jouent un role
hormonal dans I’excrétion rénale et la régulation de la pression artérielle. (Goyffon M.

2010), (Yang CC, 1974)

2.3 La variabilité des venins

La variabilité du venin a été déclarée depuis 1’antiquité en se basant sur le tableau
clinique, puis, plus récemment, sur des preuves expérimentales.

Elle a ét¢ largement confirmée par des techniques immunologiques et biochimiques.
(Chippaux J.P. 2002)

La variabilité du venin se présente sous deux aspects :
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2.3.1 La variabilité spécifique

La variabilité a été observée a deux niveaux :

-Entre les différentes familles d'ophidiens qui est, comme nous l'avons vu, extrémement
importante. Les venins d'Elapidae sont riches en toxines ayant un fort tropisme neuro-
musculaire ; les venins de Viperidae possédent un arsenal d'enzymes complexes agissant
sur de nombreux systémes, notamment la coagulation.

- Entre les différents genres, entre lesquels il existe certes une grande communauté de
structures chimiques, mais ou l'on peut observer néanmoins d'importantes différences
biochimiques et immunologiques. Aux niveaux spécifique ou sub-spécifique, la similitude
entre les venins est encore plus forte. On peut qualifier cette variabilité de phylogénique.

(Chippaux J.P. 2002)

2.3.2 Variations ontogéniques et environnementales

A Tintérieur d'une méme population, voire au sein d'une fratrie, nous retrouvons encore
des variations importantes du venin dont l'origine génétique a été confirmée depuis une
vingtaine d'années. Lorsque 1'on analyse la composition du venin d'un individu au cours de
son existence, on constate qu'il existe une grande stabilité biochimique. Certains auteurs ont
toutefois décrit des variations significatives du venin prélevé chez un méme individu a
différentes périodes de son existence. II a ¢t¢ montré, chez un méme spécimen de Crotalus
atrox, une variation de toxicité en fonction de 1'dge. Le venin des jeunes Bothrops jararaca
présente une toxicité plus élevée pour les batraciens que celui des adultes, ce qui s'accorde
avec le fait que les jeunes B. jararaca sont batrachophages ou sauriphages, et pas les adultes.

Ce phénomene n'est pas observé avec B. alternatus, qui est mammalophage a tous les ages.

Certaines protéines apparaissent, disparaissent ou se modifient au cours de la vie,
notamment chez un méme individu, ce qui induit des différences entre le venin synthétisé a
la naissance et celui synthétis¢ a 1'dge adulte. Chez certaines especes, le potentiel
enzymatique semble se développer au cours de la croissance puis se réduire lors de la
sénescence. La fonction digestive est sans doute plus utile chez les adultes, qui avalent de
plus grosses proies, que chez les juvéniles. En revanche, chez ces derniers, ce sont les

fonctions d'immobilisation et de toxicit¢ immédiate qui doivent étre privilégiées pour
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capturer et immobiliser rapidement la proie. Il n'en reste pas moins que certaines
observations, comme l'importante variation d'activités enzymatiques observée chez un
spécimen de Pseudonaja textilis au cours de l'année, ne trouvent pas d'explication.
(Chippaux J.P. 2002)

Cependant, le régime alimentaire ne modifie pas la composition du venin, pas plus que
le rythme des saisons, ni méme, comme on l'a suggéré, les facteurs physiologiques
importants comme la reproduction ou I'hibernation.

(Chippaux J.P. 2002)

2.4 Le mode d’action des venins
La toxicité du venin est accentuée lorsque ses composants agissent ensemble durant les
phénomenes de synergie et de potentialisation. Une meilleure connaissance de ces
mécanismes, et 1’étude toxicocinétique des venins permettent aujourd’hui de comprendre et

d’anticiper les nombreux symptomes pouvant apparaitre apres une envenimation.

2.4.1 Les phénomenes de synergie et de potentialisation

Certains venins contiennent des molécules qui ont la particularité d’additionner leurs
effets. Ce phénomeéne de synergie aggrave le tableau clinique en cumulant les effets
toxiques. (GOYFFON, Max 2012)

De plus, I’association d’actions de divers composants du venin amplifie les effets de
I'un ou plusieurs d'entre eux, c’est le phénomene de potentialisation. Ainsi, les venins de
Viperidae contiennent des protéines aux activités en apparence antagonistes mais qui sont,
en réalité, complémentaires. Des protéases a 1’activité dite pro coagulante sur les protéines
de la coagulation de la proie, peuvent notamment cohabiter dans le venin avec un activateur
de plasminogeéne. Celui-ci est alors transformé, par les protéases, en plasmine qui lyse les
caillots en formation. L’objectif de cette potentialisation est la consommation rapide de
I’ensemble des protéines intervenant dans la coagulation, rendant le sang de la victime
incoagulable avec un risque d'hémorragies spontanées ¢levé. De cette fagon, les Viperidae
immobilisent leurs proies par paralysie ou collapsus vasculaire et par choc hémorragique.

(GOYFFON, Max 2012)
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2.4.2 La toxicocinétique des venins

Apres inoculation du venin, les composants de faible masse moléculaire, tels que les
toxines des venins d’Elapidae, sont rapidement absorbées dans la circulation sanguine. Ces
composants sont ensuite distribués en quelques heures, vraisemblablement par voie
lymphatique, aux espaces extravasculaires ou se trouvent leurs cibles d’action. (OMS,
2018), (GOYFFON, Max 2012), (Chippaux J.P.2002) et (Chippaux J.P. 2013)

La situation est différente pour les constituants de masse moléculaire plus élevée,
comme les enzymes des venins de Viperidae et de Crotalidae. En effet, la plupart de ces
molécules agissant au niveau vasculaire, plusieurs jours leurs sont nécessaires pour
rejoindre les espaces extravasculaires. (OMS, 2018), (GOYFFON, Max 2012), (Chippaux
J.P.2002) et (Chippaux J.P. 2013)

L’apparition plus ou moins rapide des signes cliniques aprés une morsure est en partie
fonction des vitesses d’absorption et de distribution des composants toxiques des venins.
(OMS), (GOYFFON, Max 2012), (Chippaux J.P.2002) et (Chippaux J.P. 2013)

L’¢limination du venin s’effectue en quelques jours, essentiellement par voie rénale.
Toutefois, lors de certaines envenimations, une fraction variable du venin pourrait se fixer
sur les cellules autour de la morsure ou continuer de circuler dans le syst¢eme lymphatique.
Cette hypothese conduirait a une libération progressive et une recirculation du venin dans
I’organisme, qui expliquerait les rechutes cliniques fréquentes observées jusqu’a 10 jours
apres la morsure. (OMS,2018), (GOYFFON, Max 2012), (Chippaux J.P.2002) et
(Chippaux J.P. 2013)

2.5 La symptomatologie des envenimations

2.5.1 Le syndrome Vipérin

Le syndrome vipérin associe douleurs, cedéme, troubles cutanés et nécrose ; les
troubles hématologiques sont présents le plus souvent (Bochner R., Goyffon M 2007). La
douleur est immédiate, toujours vive, transfixiante, parfois syncopale, irradiant vers la
racine des membres et précede les autres symptdmes inflammatoires. L’cedéme apparait
moins d’une demi-heure aprés la morsure, c’est le premier signe objectif d’envenimation.
C’est un cedéme volumineux, dur et tendu qui s’étend le long du membre mordu au fil du
temps au cours des premiéres heures pour se stabiliser en 2 ou 6 heures pour décroitre tres

lentement (Bochner R., Goyffon M 2007).
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Les morsures de viperes et de crotales se manifestent par un syndrome hémorragique,
que celui-ci soit primitif cas le plus rare ou qu’il succéde a un syndrome thrombotique patent
ou pass¢ inapercu en raison du caractére instable du caillot. La victime présente une
hémorragie discréte et permanente par les perforations provoquées par les crochets
venimeux a son admission. Le saignement peut apparaitre a distance de la morsure, au
niveau d’une plaie récente occasionnée par une manceuvre a visée thérapeutique, comme
des scarifications, des incisions ou le débridement d’un cedéme volumineux. La plaie peut
¢galement étre spontanée et résulter d’une brutale augmentation de volume des téguments
qui se distendent et se fissurent (Bochner R., Goyffon M 2007). A un stade plus avancé,
les saignements peuvent survenir sur une ancienne cicatrice de plaie réputée guérie. Enfin
les hémorragies se manifestent sur une muqueuse ou une peau saine, non lésée auparavant.
Le défaut de coagulation va provoquer I’extravasation, ce qui se traduira par un purpura,
des épistaxis, des gingivorragies, des hémoptysies, des hématuries ou des mélénas, voir des
hémorragies cérébrales ou viscérales profondes. L’évolution vers une anémie sévere ou un
choc hypo volumique peut entrainer la mort du patient en quelques jours (Bochner R.,
Goyffon M 2007). Les troubles cutanés sont essentiellement li€s a I’importance de I’cedéme
et a I’existence d’un syndrome hémorragique. La peau perd son ¢élasticité, tend et craquelle
entralnant des fissures généralement superficielles mais sources de surinfection et
d’hémorragie. Les autres signes hémorragiques (ecchymoses, pétéchies, purpura, phlycténe)
apparaissent plus tardivement (figure 5) (J-P Chippeaux,2015)

La nécrose est progressive, débutant par un point noir qui peut étre visible une heure
aprés la morsure, I’extension se fait a la fois au niveau des plans superficiels et profonds (J-
P Chippaux,2015)

La nécrose est cotée du stade 0 au stade 3 :

-Stade 0 : Pas de nécrose.

-Stade 1 : Nécrose cutanée.

-Stade 2 : Atteinte du tissu musculaire

-Stade3 : Atteinte du tissu musculaire et tendineux (Reimann F, 2011). En I’absence de
surinfection qui pourrait évoluer vers une gangréne, la zone nécrosée se desseche et se

momifie. (J-P Chippaux,2015)

15



Figure 5: Patient souffrant du syndréme Vipérin (J-P Chippeaux,2013)

2.5.2 Le syndrome Cobraique :

L’envenimation cobraique est d’invasion rapide. Aprés un cortege de paresthésies
partant de la morsure et irradiant vers le tronc et la téte, essentiellement sensorielles
(anesthésie, picotement, fourmillements, frissons) et peu accessibles a 1’examen objectif,
le premier symptome nettement visible est la ptose palpébrale bilatérale (paralysie flasque
qui débute par les muscles de la face) et symétrique. Presque simultanément, on observe
I’apparition d’un trismus. Le patient perd lentement toute possibilité de communication, la
voix s’enroule puis s’éteint. Cette paralysie s’étend aux muscles des membres comme
présentée sur la (figure 6). L hypotension, qui évolue parfois vers un état de choc, est nette.
Des troubles digestifs peuvent apparaitre 30 minutes apreés (douleurs épigastriques,
vomissements, hypersalivation, sueurs profuses). La dyspnée apparait ainsi qu’une
somnolence, la victime donne 1’expression d’étre comateux mais il est conscient. Le déces
survient rapidement par asphyxie (Bochner R., Goyffon M 2007). L’évolution vers le stade
terminal peut s’étendre de deux a dix heures de temps selon la quantité de venin injectée et
la taille de la victime. Ce syndrome ne s’accompagne d’aucune lésion neuromusculaire ou
cérébrale.

Le coma terminal est un coma calme au cours duquel la conscience n’est jamais altérée
et qui n’est que la traduction de la paralysie motrice sans atteinte sensorielle. (Bochner R.,

Goyffon M 2007).
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Figure 6: Patient souffrant du syndrome Cobraique (OMS,2017)

2.5.3 L’atteinte des autres fonctions
D’autres atteintes plus ou moins spécifiques sont possibles :

- Une atteinte cardiovasculaire : Cette atteinte moins spécifique constitue toute la gravité
immédiate d’une envenimation.

- Une atteinte oculaire : Les cobras cracheurs sont capables de projeter leur venin jusqu’a
3 métres en visant les yeux de leur proie.

- Une atteinte musculaire : L’apparition d’une rhabdomyolyse est caractéristique des
Elapidae marins que 1’on rencontre du golfe arabique et le nord de 1’océan Indien jusqu’au
Japon.

- Une atteinte digestive : déclenchant diarrhée et vomissements non spécifiques.

- Une atteinte respiratoire : avec des cedémes glottiques ou pulmonaires et des dyspnées
asthmatiformes.

- Une atteinte générale : souvent causée par une hyperleucocytose accompagnée d’une
¢osinophilie, et parfois d’une adéno-splénomégalie. (G. Mion, et al, 2002) et (Larréché S,
et al, 2010)

3 L’évolution et les mécanismes de la sérothérapie antivenimeuse

De nombreuses avancées ont été faites depuis le premier succés de la sérothérapie
antivenimeuse (SAV) qui date depuis plus d’un siecle. Ces nouvelles connaissances ont
permis de comprendre précisément les mécanismes immunitaires entrant en jeu dans la

sérothérapie antivenimeuse (SAV). (Chippaux J-P, Goyffon M ; 1998)
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3.1 L’évolution de la sérothérapie antivenimeuse
L’efficacité des premiers SAO, quoique significative, nécessitait des doses relativement
importantes, ce qui était a la fois coliteux en produit et dangereux pour ’homme a cause des
risques d’intolérance aux protéines d’animaux. Les découvertes scientifiques successives ont
conduit a la production de nouvelles générations de SAO dotés d’une tolérance et d’une
efficacité accrues. (Chippaux J-P, Goyffon M ; 1998)

Tableau 1: Evolution de la fabrication des antivenins depuis leur decouverte (J-P

Chippeau,2010)
Date Intervention Produit obtenu Bénéfices
1894 | Décantation/centrifugation Sérum antivenimeux Traitement étiologique
(1™ génération) des envenimations
1930 Précipitation par IgG totale Concentration du
) le sulfate d’ammonium (2° génération) principe actif
1936 Digestion enzymatique Fmgm, L‘l'ElS d IgG Amdlm:allon
(3° génération) de la tolérance
1970 Ultrafiltration — dialyse Fragments purifiés Amélioration
(4° génération) de la tolérance
Fragments purifiés Amglioration
1990 Lyophilisation BN de la stabilité et
(4° génération) )
de la conservation
2000 rlmr{mnrsahgu "“_FCC Fragments purifiés Amélioration
ldF:thnb 10)(1(]!_1C5 o (5° génération) de 'immunisation
t binant .
oxines recombinantes

3.1.1 Les découvertes scientifiques majeures
Trois principales découvertes scientifiques ont eu un impact sur la production des SAO

au 20éme siécle.

3.1.1.1 L’interaction antigene-anticorps

En 1897, Paul Ehrlich (1854-1915), introduit le terme générique d’anticorps et développe
une théorie sur la réponse immunitaire centrée sur 1’interaction entre les antigénes et les
anticorps. Par la suite, les anticorps seront identifiés comme étant les molécules actives
responsables de I'action thérapeutique des sérums antivenimeux. Des techniques de
détection et de dosages voient rapidement le jour dans tous les laboratoires de sérothérapie.
11 fallut attendre 1958 pour que Porter ¢lucide la structure des anticorps, ce qui lui valut le

prix Nobel de médecine en 1972. (Daguet A, Watier H 2012)
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3.1.1.2 L’intérét des adjuvants

C'est Gaston Ramon vétérinaire et biologiste qui, en 1925, instaure le principe des
substances adjuvantes et les protocoles d’immunisation des animaux, des techniques qui ont
permis d'obtenir des sérums plus riches en antitoxines en joignant au vaccin une substance
irritante pour les tissus.

En effet, il démontre que I’addition d’un adjuvant au mélange de toxine atténuée
provoque une réaction inflammatoire locale qui favorise la réponse immunitaire de I’animal,
et un taux d’anticorps plus ¢élevé dans son sérum. Aujourd’hui encore, les techniques
d’immunisation emploient des adjuvants de nature variée dont le fonctionnement commence

seulement a étre compris. (GOYFFON, Max 2012)

3.1.1.3 La spécificité des sérums antivenimeux

Albert Calmette crut longtemps, a tort, que son sérum anticobraique avait un pouvoir
curatif universel vis-a-vis de toutes les envenimations ophidiennes. Dés la fin du 19¢éme
siecle, il apparut que les venins des serpents brésiliens et australiens notamment, n’étaient
pas neutralisés par le sérum de Calmette. Cette inefficacité fit expliquée et démontrée par la
variabilité de la composition des venins abordée plus haut. La principale contrainte qui
découle de cette spécificité est la nécessité de multiplier les SAO en fonction des especes.

(CHIPPAUX, J-P2002), (Chippaux JPet al ,1991) et (Gutiérrez JM, et al. 2009)

3.1.2 Les nouvelles générations de sérums antivenimeux

C’est en 1932, Felton montra que I'on pouvait concentrer les sérums thérapeutiques en
précipitant la fraction globulinique a l'aide du sulfate d'ammonium. Elle consiste a séparer
'albumine sérique qui n'intervient pas dans le pouvoir curatif des SAO, mais qui peut au
contraire déclencher de sérieuses intolérances allant jusqu'au choc anaphylactique. La
préparation obtenue est a la fois plus concentrée en anticorps et bien mieux tolérée.
(GOYFFON, Max 2012) et (Chippaux J.P. 2013)

Le deuxieme progres d’importance est le développement, par Pope en 1936, des méthodes
de clivage des anticorps par la pepsine puis la papaine. (Daguet A, Watier H 2012)
Ce procédé révolutionnaire entraine I’obtention des fragments d’anticorps relativement plus
actifs et surtout mieux tolérés. (Chippaux J-P, Goyffon M. 1998) (Chippaux J.P. 2013)

A partir des années 70, de nouvelles techniques de purification plus poussées, a laquelle
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s’ajoutent des procédures de stérilisation microbiologique rigoureuses, renforcent

considérablement la sécurité d’emploi des SAO.

3.2 Les mécanismes de la sérothérapie antivenimeuse
La production des SAO et la SAV est basé sur 1’association antigéne-anticorps, et font
intervenir respectivement I’hyper-immunisation de I’animal donneur et 1I’immunisation

artificielle passive du patient

3.2.1 La structure des antigénes

Sur le plan structural, les antigénes sont constitu¢s d’un ensemble de motifs moléculaires
de dimensions limitées, distincts les uns des autres, parfois identiques ou en partie
similaires. Ces motifs, appelées épitotes, sont spécifiques a chaque antigéne et sont
directement impliquées dans les liaisons aux cellules de I’'immunité. (Thomas J. Kindt e?
al .2017)

Les toxines et les enzymes sont les constituants protéiques toxiques en quantités les plus
importantes dans le venin de serpent. Or, les produits de dégradation des enzymes, dont
résulte la toxicité, sont en général dépourvus de propriété immunogene, c’est-a-dire dans
I’incapacité d’induire une réaction immunitaire spécifique. C’est pourquoi les toxines sont
considérées comme les principaux antigénes du venin de serpent.

Il existe plusieurs sites antigéniques sur une immunoglobuline avec les différents
niveaux de spécificité suivants :
Isotypique : Les isotypes sont spécifiques dans une I’espéce donnée, ils sont identiques chez
chacun d’entre nous.
Les classes et les sous-classes d’immunoglobuline peuvent lier un méme antigéne au niveau
d’un méme épitope et possedent des caracteres propres a l'espece.
Allotypique: Les allotypes sont déterminés par l'ordre d'acide aminé et la structure
tridimensionnelle correspondante de la région constante de la molécule d'immunoglobuline.
Les allotypes refleétent des différences génétiques au sein d'une méme espece.
Idiotypique : L'idiotype de l'anticorps implique les parties variables des chaines lourdes et

des chaines 1égéres. (Anonyme 3)

3.2.2 La structure des anticorps
Les anticorps sont les glycoprotéines multimériques circulant dans le milieu intérieur et

capables de se lier a leur antigéne spécifique. Les anticorps sont composés de quatre chaines
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polypeptidiques, deux chaines lourdes et deux chaines légeres identiques, représentées sur
la (figure 7). Les chaines lourdes sont reliées entre elles et aux chalnes légeres par des ponts
disulfures. Chaque chaine posséde une région constante, une région variable et une région
hypervariable. Les régions hypervariables ou paratopes, constituent deux sites de liaison a
I’épitote d’un antigéne et sont responsables de la spécificité de l'anticorps a 1’antigéne.
(Thomas J. et al,2017)

En outre, chaque anticorps est constitué¢ de deux parties appelées fragment cristallisable
(Fc) et fragment antigen binding (Fab). Le fragment Fc comprend le site de liaison des
cellules phagocytaires. (Thomas J. ef al .2017)

Site d'accroche de ‘ 4

iy ;

|/ o
Fp <

(Fragment « antigen

binding»)
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(Fragment 5 .
cristallisable) Réglon charniere
S

Figure 7: Schéma de structure d'un anticorps (Anonyme 3)

3.2.3 L’hyper-immunisation de I’animal

L’hyper-immunisation de 1’animal est le procédé par lequel des doses croissantes de
venin(s) sélectionné(s) sont injectés a 1’animal, aprés une possible atténuation, afin de
provoquer chez lui une réaction immunitaire spécifique contre ce ou ces venin(s). L hyper-
immunisation est une étape cruciale qui entraine 1’obtention d’un titre élevé en anticorps
dans le sang de I’animal pour la production d’un SAO. (OMS,2018)

Par ailleurs, une toxine pouvant étre multiépitopique ou un venin pouvant contenir de
nombreuses familles de toxines, celles-ci induisent la sécrétion d’anticorps différents. Pour
cette raison, la réponse immunitaire suivant I’inoculation de venin sera qualifiée de
polyclonale. Il en découle que les anticorps présents dans un SAO seront variés, hétérogeénes

et tous spécifiques d’un épitote d’une toxine donnée. (Thomas J. et al .2017)
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3.2.4 Immunisation artificielle passive du patient

L'immunité humorale peut étre transférée passivement d'un animal immunisé contre une
toxine donnée, a un homme non immunisé par injection de SAO, contenant les anticorps
spécifiques contre cette toxine. Les anticorps responsables de la neutralisation de cette
toxine sont les immunoglobulines G (IgG), qui sont majoritaires dans le sang et les liquides
extracellulaires. Les IgG sont des glycoprotéines, de masse moléculaire d’environ 150 000
daltons, douées d’une fonction d’anticorps. Ce sont donc principalement ces molécules que
I’on va chercher a extraire et isoler du sérum des animaux immunisés. (Lambin P, 1989)

Apres purification, les IgG sont injectées aux patients envenimés pour les immuniser
contre les toxines impliquées. Les IgG jouent des roles multiples dans I'¢limination des
toxines du venin. Les IgG se lient tout d’abord aux toxines circulantes par leur paratope
pour les neutraliser, donnant des complexes immun toxines-IgG.

Les IgG, par leur fragment Fc peuvent aussi recruter le complément, ou activer des
cellules de I’'immunité telles que des phagocytes ou des granulocytes. La liaison du fragment
Fc au récepteur d’un phagocyte facilite I'internalisation et la destruction des toxines via le
phénomene d’opsonisation. De méme, la liaison des fragments Fc des IgG aux granulocytes
favorise leur dégranulation, et déclenche des réponses antimicrobiennes puissantes
comprenant I'élimination des complexes immuns. (Leo O, et al 2011)

L’ immunité apportée par la sérothérapie est une immunité artificielle et passive. C’est
pourquoi, contrairement a la vaccination, la SAV a une action immédiate mais courte, qui ne

protégera pas le patient lors d’une prochaine envenimation. (Leo O,et al, 2011)
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Chapitre II : L’élaboration du sérum antivenimeux
ophidien

Les premiers travaux de recherche antivenimeux sont présentés a la société de biologie
en 1894 par deux francais Césaire Phisalix et Gabriel Bertrand.
Un médecin et bactériologiste frangais Albert Calmette va créer en 1895 le premier sérum
antivenimeux pour traiter universel sur toutes les morsures de serpent, ce qui sera contre-
prouvé quelques années plus tard par le docteur Brésilien Vital Brazil : pour lui aucun
doute, il faut un anti-venin pour quasiment chaque espéce venimeuse. (J-P Chippaux
,2002)

Elaborer des sérums antivenimeux n’est pas sans danger. Le venin des serpents doit étre
prélevé directement dans les crochets de I’animal seul des professionnels aguerries peuvent
s’y risquer.

La production de SAO doit respecter les principales qualités essentielles de fagon a obtenir
des produits de qualité, de sécurité et d’efficacité constante. Toutes les opérations doivent
étre effectuées par du personnel qualifié, dans des locaux et avec du matériel approprié. Le
contréle des risques microbiologique et 1’existence d’un systéeme de documentation qui
assure la tracabilité de toutes les étapes de la production sont particulieérement importants.

(OMS ,2018)

1 Préparation des venins de serpents

La sélection, des serpents, le prélévement, le traitement, le stockage et le contrdle de
qualité de ces venins sont essentiels pour la production de SAO répondant aux exigences de

qualité et d’efficacité.

1.1 La sélection des serpents venimeux
Pour fabriquer des SAO appropriés, une sélection des espéces venimeuse par pays ou
région est faite puis des serpents pour chaque espeéce. Mais avant d’entreprendre la sélection
des spécimens, le choix de produire un sérum monospécifique ou polyspécifique doit étre
fait.

Le choix de I’un ou de I’autre type dépend de nombreuses considérations. En principe un
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sérum antivenimeux monovalent est plus efficace pour traiter I’envenimation par I’espece
correspondante mais ce n’est pas une régle absolue. Un antigeéne toxique présent en faible
oy . . . . . .
quantité dans le venin de Dendroaspis angusticeps n'immunise pas les chevaux tandis qu'un
antigéne voisin abondant chez D. jamesoni protége les chevaux contre l'antigéne de D.
angusticeps. En conséquence, le sérum polyvalent angusticeps-jamesoni se révele plus
efficace contre le venin de D. angusticeps que le monovalent angusticeps. Tout se passe
comme si des antigénes proches agissaient en synergie pour conduire a une meilleure

réponse immunologique. (J-P Chippaux ,2002)

1.1.1 Le choix d’un sérum monospécifique ou polyspécifique
Les anti-venins monospécifiques sont fabriqués avec des venins d'une seule espece de
serpent venimeux, et leur efficacité est largement limitée a cette espéce de serpent. Ces
conditions s'appliquent dans les zones ou :
* Il n'y a qu'une seule espece d'importance médicale ;
* Un simple test sanguin, adapté a une utilisation méme dans les centres de santé
manquant de ressources, peut définir les especes piqueuses ;
* Une approche algorithmique simple permet de déduire I'espéce a partir du schéma des
caractéristiques cliniques et biologiques ;
+ Il existe un test immunodiagnostic rapide fiable et abordable, facilement disponible,
permettant d'identifier les toxines sans ambiguité.
Les anti-venins monospécifiques peuvent étre efficaces dans le traitement de I'envenimation
par quelques especes étroitement apparentées dont les venins présentent une neutralisation
croisée cliniquement efficace mais cela nécessite une confirmation préclinique et clinique.
(OMS 2016)
Lorsque la reconnaissance de 'espéce de serpent responsable n'est pas siire, il est fortement
recommandé de produire un SAO polyspécifique efficace contre les venins de plusieurs
especes de serpents présents dans la zone géographique. Un tel sérum est préparé soit en
mélangeant des SAO monospécifiques, soit en hyper-immunisant des animaux avec un pool

de venins de diverses especes de serpents.

1.1.2 La sélection des espéces venimeuses par pays ou région
Les pools de venins utilisés pour la production de SAO doivent étre spécifiques pour
chaque pays ou région ou le sérum sera administré. (Chippaux JP et al, 1991)

La sélection d'une espece de serpent en tant que candidate pour la production de SAO est
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basée sur divers critéres, dont les deux principaux sont sa répartition géographique, et sa

responsabilité dans les envenimations de sa région.

1.1.3 La sélection des serpents pour chaque espéce venimeuse

En raison des variations ontogéniques et environnementales des venins de serpents au
sein d’une méme espece, il est impératif que le pool de venins destiné a la fabrication de
SAO mono ou polyspécifique soit représentatif de I’espéce. Pour cela, le pool doit étre
obtenu a partir d'un nombre relativement important de spécimens, généralement entre 20 et
50 serpents d’age et de sexe différents, prélevés dans diverses régions au sein de 'aire de
répartition de I'espece. (Chippaux JP ef al, 1991)
De ce fait, la connaissance des variations ontogéniques et environnementales des venins de
serpents d’une méme espece est nécessaire pour la sélection des localités spécifiques ou les

spécimens doivent étre recueillis. (Theakston RDG et al, 2003)

1.2 Préparation et stockage des venins

Les préparations de venin, matiére premiere dont il faut assurer la qualité, sont utilisées
a la fois pour immuniser les animaux, dans le cadre de production de sérum antivenimeux,
et pour fournir des échantillons de venin de référence pour 1’évaluation de routine. (OMS,
2016)
Les venins utilisés pour la fabrication des SAO doivent étre représentatifs de la population
de serpents vivant dans la zone ou I’anti-venin doit étre utilisé et il faut tenir compte de la
variabilité de la composition du venin au sein d’une méme espéece. Il faudrait également
envisager d’inclure le venin de serpents juvéniles ou subadultes dans ces pools de venin car
il existe de solide preuve de variation de venin liée a 1’age au sein des spécimens et des

populations. (OMS, 2016)

1.2.1 Elevage de serpents
L’entretien d’un serpentarium et la manipulation des serpents utilisés pour la production
de sérum antivenimeux doit étre conforme aux principes des systeémes de qualité.
Les nouveaux arrivés doivent étre mis en quarantaine pendant au moins deux mois dans une
« chambre de quarantaine » qui doit étre située le plus loin de la «la chambre de production »

et doivent étre examinés par un vétérinaire spécialiste.
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1.2.2 Le prélevement du venin

Selon les especes, I’intervalle entre les prélévements de venin varie de toutes les deux
semaines a tous les trois mois, sauf pour les spécimens en quarantaine ou en cours de
traitement. (OMS 2016)
Le venin est obtenu par pression manuelle de la téte du serpent tel que présenté sur la figure
(8) ou plus rarement par une bréve stimulation électrique des glandes a venins combinée a
une anesthésie du serpent. Le matériel utilisé doit étre approprié pour provoquer le moins
de stress possible pour I’animal tout en assurant la sécurité de I’opérateur. (Goyffon M,

2010) (J-P Chippeaux, 2002)

Figure 8: Prélévement de venin de serpent (Anonyme 4)

1.2.3 Le traitement et stockage du venin

Plusieurs serpents du méme groupe (mémes especes et sous-especes collectées en méme
temps dans la méme zone) peuvent étre traités dans le méme récipient de collecte de venin.
Le récipient doit étre conservé dans un bain de glace entre les extractions individuelles, et
le venin aliquoté dans des tubes / flacons de stockage étiquetés est surgelé a -20 ° C ou plus
froid en 1 heure.
Pour les venins a forte activité protéolytique, le pool de venins collecté doit étre transféré
dans un flacon maintenu a une température ultra-basse (-70 a -80 ° C) ou au moins -20 ° C,
toutes les 10-30 minutes, avant de poursuivre les extractions de ce groupe de spécimens.
Une autre méthode consiste a transférer le venin collecté dans un flacon maintenu dans un

bain de glace. La centrifugation réfrigérée du venin fraichement collecté est recommandée,
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par exemple a 1000 g pendant 5 minutes (4°C), pour éliminer les débris cellulaires.
(OMS;,2016)

Lors de la préparation des pools de venins, ceux-ci sont décongelés, homogénéisés et
desséchés sous vide ou lyophilisé€s, afin de pouvoir étre conservés a basse température
pendant des dizaines d’années. Si ces étapes ne sont pas réalisées correctement, les protéines
du venin sont rapidement dégradées ou dénaturées. Le stockage des venins desséchés ou
lyophilisés durant de longues périodes entraine un risque d'hydratation, avec une altération

significative de la qualité¢ du venin. (Gutiérrez JM, Lomonte et al.2009)

1.3 Le controle de qualité du venin

Pour chaque lot de venin, il est de la responsabilité du fournisseur de mettre a disposition
du producteur de SAO, et de toute autorité si nécessaire, un certificat indiquant les
informations clés de tracabilité du lot. (OMS,2018)
En plus du certificat, le fournisseur de venin peut effectuer des tests biochimiques et
pharmacologiques supplémentaires sur chaque lot, pour détecter la dégradation des
protéines par l'apparition de nouveaux composants. Ces analyses peuvent étre réalisées en
paralléle de tests toxicologiques et fonctionnels tels que la détermination de la dose 1étale
médiane ou la quantification des activités enzymatiques. Si le fournisseur de venin n’est pas
en mesure d'effectuer ces analyses, celles-ci peuvent étre sous-traitées ou, en fonction de

l'accord, étre opérées par le fabricant lui-méme. (Gutiérrez JM et al. 2009)

2 L’hyper-immunisation des animaux

La préparation de la solution de venin servant a I’hyper-immunisation des animaux et son
association a un adjuvant sont des étapes décisives dans la fabrication des SAO. De méme,
la sélection des animaux donneurs et le protocole d’hyper-immunisation doivent &tre

réalisés avec soin.

2.1 La préparation de la solution du venin
La qualité¢ de la solution de venin de serpent utilisée pour I’hyper-immunisation des
animaux, c’est a dire la solution d’antigénes, revét une importance capitale. En effet, pour
ne pas nuire au bien-étre et a la santé de 1’animal, celle-ci doit étre ajustée a pH

physiologique et exempt de tout micro-organismes et pyrogenes. Cette solution doit étre
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préparée de facon a minimiser la dénaturation des protéines du venin, afin de déclencher
une réponse immunitaire acceptable chez 1’animal. (OMS,2018, Pratanaphon R et al,
1997)

La préparation d’antigénes est obtenue par dissolution du ou des venin(s) lyophilisé(s) dans
de l'eau physiologique ou dans une solution saline tamponnée au phosphate, avant d’étre
centrifugée pour ¢limination des impuretés. La préparation est ensuite stérilisée par filtration
a travers une membrane 0,22 um, aliquotée et stockée entre -15 et -20 ° C dans des flacons
stériles identifiés. Pour minimiser l'infection au niveau des sites d'injection, il est nécessaire
que toutes ces manipulations soient réalisées dans des conditions aseptiques. (Pratanaphon
R et al, 1997)

L’inoculation du venin brut est souvent mal tolérée par I’animal receveur. Aussi a-t-on été
conduit a préparer un anavenin en détoxifiant le venin tout en lui conservant ses propriétés
immunologiques.

Depuis la préparation des premiers sérums antivenimeux, les techniques proposées pour
détoxifier le venin ont ét€ nombreuses. Les plus usuelles sont les combinaisons avec des
aldéhydes : formol, proposé par Ramon dés 1924, ou glutaraldéhyde. (J-P Chippeaux,
2002)

2.2 L’emploie d’un adjuvant
Détoxifi¢ ou non, le venin est souvent associé a un adjuvant. Le role précis de I'adjuvant
n'est pas ¢€lucidé, mais on pense qu'il ralentit la résorption du venin et qu'il stimule
puissamment la réaction immunitaire. Les plus courants sont l'adjuvant de Freund, la
bentonite, I'hydroxyde d'aluminium, I'alginate de sodium. (J-P Chippeaux, 2002)

Le choix de I'adjuvant est déterminé par son efficacité, ses effets secondaires, sa facilité
de préparation, notamment a grande échelle, et son cott. Il peut varier en fonction du type
de venins et de I'expérience des fabricants. L'adjuvant incomplet de Freund (FIA) contient
de 1'huile minérale et un émulsifiant. (OMS, 2016)

L'adjuvant complet de Freund (FCA), qui contient de 1'huile minérale, un émulsifiant et
Mpycobacterium tuberculosis inactivé, a ét¢ montré chez les animaux de laboratoire comme
l'un des adjuvants les plus puissants connus. Cependant, les chevaux sont assez sensibles au
FCA qui a tendance a provoquer la formation de granulomes. Pour cette raison, certains
producteurs préférent utiliser d'autres adjuvants. Il est recommandé¢ que lors de 1'utilisation

de FCA et FIA qu’ils ne soient utilisés qu'au début du calendrier de vaccination, et non
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pendant le reste de la vaccination, ni pendant les injections de rappel de venin ; cela réduit

considérablement la formation de granulomes chez les chevaux. (Reed, S.G., et al. 2016).

2.3 La sélection des animaux
De nombreuses especes animales ont été utilisées a différentes échelles dans la production
de sérum antivenimeux (cheval, mouton, ane, chévre et lapin) ou a des fins expérimentales
(chameau, lama, chien et poule). (Landon, J. et al 1995) et (Landon, J. and D. Smith,
2003)
Cependant, la production de grands volumes d'anti-venin a partir de grands animaux tels
que les équidés est un avantage par rapport aux especes plus petites. La sélection des especes
animales doit étre basée sur plusieurs considérations, telles que les maladies localement
répandues, la disponibilité, la région, 1’adaptation a l'environnement local et colt de
maintenance. Les informations contenues dans ces directives se référent principalement aux
immunoglobulines dérivées du cheval.
Le cheval est I'animal de choix pour la production commerciale de sérum antivenimeux. Les
chevaux sont dociles, prospérent dans la plupart des climats et produisent un grand volume
de plasma. Les anti-venins fabriqués a partir de plasma de cheval se sont avérés au fil du
temps avoir un profil de sécurité et d'efficacité satisfaisant. (Theakston ef al, 2003)
Les moutons ont ¢galement été utilisés comme source alternative pour la production de
sérums antivenimeux car ils sont moins chers, plus faciles a élever, peuvent mieux tolérer
l'adjuvant a base d'huile que les chevaux, et leurs anticorps peuvent étre utiles chez les
patients qui sont hypersensibles aux protéines équines. Cependant, les inquiétudes
croissantes concernant les maladies a prions peuvent limiter l'utilisation du mouton comme
animal pour la production commerciale de sérums antivenimeux. Les grands animaux sont
préférables aux plus petits en raison de leur plus grand volume sanguin, mais la race et 'age
sont moins importants. Tous les animaux utilisés doivent étre sous surveillance vétérinaire.
Lorsque des ovins ou des caprins doivent étre utilisés, les fabricants doivent respecter les
réglementations visant a minimiser le risque d'encéphalopathies spongiformes
transmissibles pour 'homme, telles que les lignes directrices de I'OMS sur la distribution de
l'infectiosité des tissus dans les encéphalopathies spongiformes transmissibles a I’homme.

(OMS,2006)
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2.4 Le protocole d’immunisation
Le protocole d’hyper-immunisation souléve des points importants tels que le volume de
la solution antigénes-adjuvant a injecter, la voie d’administration, le nombre de sites
d’injection et les injections de rappel. Par ailleurs, la surveillance des animaux et la tenue
d’un dossier d’immunisation individuel sont indispensables durant toute la durée du

programme.

2.4.1 Le volume de la préparation antigénes-adjuvant

En regle générale, les volumes d'injection doivent €tre aussi petits que possible, a la fois
pour limiter les effets secondaires et aussi parce que la réponse immunitaire est
généralement plus forte contre un antigéne administré en concentration élevée qu'une
quantité similaire a faible concentration. Une autre considération importante est 1'adjuvant
utilisé. Comme discuté précédemment, les adjuvants a base d'huile, en particulier ceux
incorporant des produits microbiens, et les adjuvants visqueux qui sont la cause d'un dépdt
au site d'injection et induisent une inflammation locale, qui a le potentiel d'induire la
formation d'abces stériles. Pour ces raisons, les antigénes en émulsion doivent étre
administrés en plus petits volumes que les aqueux. Dans le cas d'une injection SC, de petits
volumes peuvent étre injectés sur plusieurs sites pour réduire l'intensité des effets
secondaires. Cependant, le nombre de sites d'injection doit étre limité. (ERB and HAU

1994)

2.4.2 La voie d’injection
La voie d'injection peut étre sous-cutanée, intramusculaire, intradermique,
intrapéritonéale. Celle-ci doit étre choisie de facon a provoquer le moins de détresse possible
chez l'animal. Les solutions d’antigeénes associées a un adjuvant a base d'huile ou de gel
visqueux, doivent €tre injectées par voie sous-cutanée pour éviter les embolies pulmonaires

ou la formation d'abcés stériles. (CCPA 2002)
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2.4.3 Les sites d’injection
Les zones a immuniser doivent étre soigneusement nettoyées avec un désinfectant, rasées
et frottées avec de I'éthanol a 70% avant l'injection d'immunogene de venin. En général, les
sites d'immunisation (figure 09) doivent étre situés dans des zones proches des principaux
ganglions lymphatiques, de préférence sur le cou et le dos de 1'animal. (Pratanaphon, R.,

et al.1997) et (Chotwiwatthanakun, C., et al, 2001)

Figure 09 : Zones d'immunisation recommandées chez le cheval (OMS,2018)

2.4.4 Les injections de rappel

Généralement, les titres ne sont pas satisfaisants si les animaux ne sont immunisés qu'une
seule fois, méme si un adjuvant est utilisé. L'intervalle de temps apres lequel la vaccination
de rappel est administrée a une grande conséquence, mais il est difficile de donner des
recommandations fixes. En régle générale, un rappel peut étre envisagé apres que le titre
d'anticorps a atteint un plateau ou commence a décliner. Habituellement, ceci environ 3
semaines apres l'immunisation primaire en utilisant un antigéne aqueux, et au moins 4
semaines lorsqu'un adjuvant formant dépdt est utilis¢€ ; de petits échantillons de sang sont
souvent prélevés pour déterminer le titre et ainsi aider a établir le moment le plus approprié
pour récolter les anticorps. Le nombre de vaccinations de rappel doit étre limité a trois au
maximum. Si les réponses anticorps sont encore insuffisantes, I'expérience doit
normalement étre interrompue. Cependant, les antigenes de faible poids moléculaire

nécessitent souvent plus de rappels.
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De plus, des vaccinations de rappel fréquentes peuvent étre nécessaires lorsque les

animaux sont utilisés comme donneurs d'anticorps. (Bryan Howard, ez al, 2011)

2.4.5 La surveillance des animaux et le dossier d’immunisation

Les animaux doivent étre surveillés quotidiennement et les procédés normalisés de
fonctionnement doivent inclure une liste de vérification pour les points limites.

Les injections d'immunogénes ou de mélanges d'immunogeéne/adjuvant peuvent
provoquer des réactions inflammatoires ; par conséquent on doit surveiller tous les jours les
réactions aux sites d'injection en particulier et vérifier 1'état de santé et de détresse des
animaux en général. Leur consommation d'eau et de nourriture, leur activité¢ et leur
apparence générale doivent étre surveillées. (CCPA, 2002)

La tenue d’un dossier est obligatoire pour chaque animal impliqué dans un programme
d'hyper-immunisation pour la production de SAO. Ce dossier doit indiquer notamment, la
composition de I'agent d’immunisation, la voie d'administration, le ou les sites
d'administration, le volume et la date des injections, le poids, I’état de santé et le titre sanguin
en anticorps antivenimeux de 1'animal tout au long de la procédure d'hyper-immunisation.

(Theakston RDG et al, 2003)

3 Recueil, Pool et controle du plasma

Lorsque les animaux hyperimmunisés ont développé un titre d'anticorps antivenimeux
correspondant aux spécifications du producteur, ceux-ci peuvent étre saignés. Les plasmas

séparés du sang sont ensuite poolés et controlés.

3.1 La saignée

Les chevaux et les moutons sont saignés au niveau de la veine jugulaire externe. (OMS,
2016)
Afin de minimiser la potentielle charge bactérienne et virale du plasma, le saignement doit
étre réalis¢ avec du matériel stérile adapté et dans des locaux dédiés soigneusement nettoyes
avant et apres chaque session (OMS,2018).
Le plasma peut étre obtenu soit par aphérése manuelle soit par plasmaphérese :
- L’aphérése manuelle est une technique exigeant la collecte du sang total. Le volume de
sang a prélever dépend de l'espece et de la taille de 1'animal donneur, soit entre 3 et 6L pour

un cheval, et environ 0,5L pour un mouton. Idéalement, le sang est recueilli stérilement dans
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des poches plastiques a usage unique, ou des bouteilles en verre contenant un anticoagulant
afin d'éviter la formation de caillots. La durée d'une saignée est généralement comprise entre
30 et 45 minutes selon le volume total de sang a recueillir. Les sacs ou les bouteilles de sang
sont placés dans une chambre réfrigérée a 5°C +/- 3°C pour la procédure de s€dimentation.
Les érythrocytes séparés du plasma sont retournés a I’animal donneur, aprés remise en
suspension dans une solution saline stérile a 32-37°C, et au maximum 24h apres le
prélevement. (OMS,2018)

- La plasmaphérése est une méthode de collecte automatique du plasma donnant des
rendements plus élevés que 1’aphérése manuelle et un plasma moins contaminé par les
cellules sanguines (figure 10). Lors de cette procédure, le sang est prélevé sur l'animal,
mélangé a un anticoagulant stérile, et passé a travers un séparateur de cellules automatisé.
Le plasma est récupéré stérilement dans une poche plastique a usage unique tandis que les
érythrocytes sont réinjectés a 1'animal. Cette technique fonctionne par cycle avec un cycle
de collecte/séparation du plasma, et un cycle de retour des érythrocytes. Le nombre de cycle
pour chaque animal donneur dépend du volume total de plasma a recueillir. Par exemple
pour les chevaux, tel que présenté en (figure 11), le volume moyen de plasma obtenu est
d‘environ 6 litres par session. Le nombre de cycles varie de 10 a 20 selon I'hématocrite des
chevaux et le processus dur entre 1 et 4 heures. (OMS,2018) Les sacs ou les bouteilles
doivent étre conservés dans une piece réfrigérée (2 a 8 ° C) dans 1'obscurité jusqu'au début

du processus de fractionnement.

Figure 10 : Récolte de plasma par plasmaphérése (Chancelin G.,2007)
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Figure 11 : Poche de plasma récolté d'un cheval (Chancelin G.,2007)

3.2 Le pool du plasma

Apres la saignée de I’ensemble des chevaux du programme, les plasmas peuvent &tre
poolés dans des containers stériles clairement identifiés. En vue de prévenir toute
contamination bactérienne, cette opération est effectuée dans une zone a environnement
contrdlée. A cette étape, des conservateurs comme le phénol ou le crésol peuvent étre ajoutés
au mélange. Ces conservateurs sont préalablement dilués avec de I’eau ou de la solution
saline pour éviter la dénaturation des protéines contenues dans le plasma. (OMS ,2016)
Le pool de plasma peut étre stocké a 5°C +/- 3°C ou congelé a -20°C si aucun conservateur

n’a été ajouté. (OMS, 2016)

3.3 Le controle du pool de plasma
Avant la poursuite du procédé, le pool de plasma est soumis a des controles tels que la
vérification de 1’absence de précipités macroscopiques et de virus, le dosage de la charge
bactérienne et de I’activité neutralisante. Si le résultat de 1’un de ces contrdles ne correspond
pas a la spécification établie par le producteur, la qualité et I’efficacité du futur SAO ne sont
pas garanties et le pool de plasma est détruit. Des contrdles supplémentaires peuvent inclure,

le cas échéant, une recherche des pyrogenes et la teneur totale en protéines. (OMS ,2016)
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4 La Purification

Cette étape a été introduite pour réduire la fréquence des réactions antivenimeuses.

Afin d'éviter tout risque de contamination, il est recommand¢ de purifier le plus tot possible
le plasma hyper immun individuel ou le poolé.

La premicre étape de purification est I’élimination des éléments cellulaires par
centrifugation du plasma. Par la suite, différentes méthodes de purification ont été mises au
point pour obtenir 1'une des trois substances actives suivantes :

- des IgG enticres apres purification pour €limination des protéines sé€riques non-IgG
comme 1’albumine,

- des fragments F(ab')2 de masse molaire d’environ 100 000 Da apres digestion des IgG
par la pepsine,

- des fragments Fab de masse molaire de 1’ordre de 50 000 Da apres digestion des IgG par
la papaine. (Chippaux et al, 1998, Goyffon, 2012)

La purification d’IGG ou de leurs fragments d’IGG repose sur le fractionnement du plasma
hyper immun, c’est a dire sur une succession de processus de précipitation, de filtration, de

centrifugation et/ou de digestion des IgG. (Nguyen, 2010)

4.1 La purification des IgG entiers

L'utilisation d’IgG entieres pour la fabrication de SAO présente un tres grand inconvénient
en raison de la forte quantité de sérums anti-ophidiens a injecter, et par les effets indésirables
provoqué par I’interaction du fragment Fc des IgG avec le complément. (Chippaux et al,
1998)
Néanmoins cette purification peut étre réalisée, en diminuant les risques soit par
précipitation des IgG par le sulfate d'ammonium ou par la précipitation des protéines non-
IgG par l'acide caprylique (Burnouf et al, 2004) ou encore combinaison des deux. (Perosa

et al, 1990)

4.1.1 La méthode de précipitation par le sulfate d’ammonium ou de
sodium

Dans le passé, la plupart des laboratoires qui produisaient des antivenins IgG entiers ont
utilisé des protocoles de fractionnement basés sur des procédures de relargage utilisant

I'ammonium sulfate ou sulfate de sodium. Deux étapes de précipitation sont incluses en
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utilisant deux différentes concentrations de sel.

En présence de 30 a 50 % de sulfate d'ammonium ou de sodium, la force ionique du plasma
hyperimmun augmente, entrainant la précipitation des IgG. Le culot d’IGG ainsi obtenu est
alors repris et dialysé avec une solution appelée PBS pour phosphate-buffered saline. Le
surnageant est précipité une nouvelle fois avec une concentration différente en sulfate
d’ammonium, afin de précipiter les IgG résiduelles. Le culot, apres dialyse, est mélangé au
premier tandis que le surnageant composé des protéines non-IgG est éliminé (Nguyen,
2010 ; Otero et al, 1999 ; Perosa, 1990)

Ces protocoles de fractionnement conduisent généralement a la récupération des
anticorps de 40 a 50 % et a la formation d'agrégats de protéines. Néanmoins la présence en
quantité importante de protéines non-IgG, tels que 1’albumine, dans le produit final entraine

une incidence ¢élevée de réactions indésirables précoces.

4.2 La méthode de précipitation par I’acide caprylique

Plusieurs procédés utilisant la précipitation de protéines non-IgG en présence d’acide
caprylique ont ét¢ développés pour purifier les IgG du plasma hyperimmun. (Rojas et al,
1994 ; Gutierrez et al, 2005)

En particulier un procédé dans lequel le pH du plasma hyperimmun est ajusté a 5,5 avec
de I’acide acétique, puis de l'acide caprylique est ajouté lentement, sous agitation constante,
pour atteindre une concentration de 5% (v/v). Le mélange est agité a 22-25°C durant 1h
minimum. Dé¢s la fin de I’agitation, les protéines non-IgG précipitées sont ¢liminées par
filtration ou centrifugation. Le filtrat ou le surnageant contenant les IgG est ensuite soumis
a une filtration tangentielle, pour éliminer l'acide caprylique résiduel et les protéines de
faible masse moléculaire. Des variantes de cette procédure, au niveau du pH, de la
température ou de la concentration en acide caprylique ont ét¢ mises au point par des
fabricants. (Burnouf et al, 2004 ; Perosa et al, 1990)

Le fractionnement de l'acide caprylique permet la production de SAO de pureté
relativement élevée, et un rendement pouvant atteindre jusqu'a 60-75% de l'activité du
plasma hyperimmun de départ et une faible teneur en agrégats de protéines, car les
immunoglobulines ne sont pas précipitées au cours du processus. (Otero et al, 1999 ; Dos

Santos et al, 1989)
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4.3 La purification des fragments d’I1GG (ab’)2
De nombreux fabricants de SOA suivent le protocole classique pour 'antivenin F(ab")2
décrite par Pope en 1938 avec une certaine modification récente. Cette méthode de
fractionnement est basée en premier lieu sur une étape de digestion des IgG par la pepsine
en fragment F (ab’) 2 et en fragment Fc ensuite par 1’étape de précipitation au sulfate

d’ammonium (Raw et al, 1991 ; Grandgeorge et al, 1996 ; Landon et al, 2003)

Un protocole typique est basé sur une incubation de plasma hyperimmun a pH 3,3 pendant
1 heure, a 30-37 °C dans un réservoir a double paroi, avec une concentration de pepsine de
1,0 g/L. D'autres procédures peuvent étre utilisées qui donnent des résultats similaires

Aprées digestion par la pepsine, le pH est ajusté a 4,5-5,0 par addition de NaOH ou d'un
tampon alcalin faible pour inactiver I'enzyme. La durée de cette étape est calculée pour
hydrolyser I’ensemble des IgG sans trop fragmenter la partie F(ab’)2 en Fab. (Morais et al,
2005).

La deuxieme partie du procédé débute avec 1’addition de sulfate d'ammonium, sous
agitation, a une concentration habituellement proche de 12% (m/v). Le précipité¢ de
protéines non-IgG est €liminé par filtration ou centrifugation. Le filtrat ou le surnageant est
soumis a un traitement thermique de 56°C pendant 1h appelé thermocoagulation. La
thermocoagulation a pH acide en présence de sulfate d’ammonium permet de précipiter les
protéines résiduelles instables.

Apres refroidissement a moins de 30°C et centrifugation ou filtration, le précipité¢ de
protéines non-IgG est ¢liminé. Le pH est ajusté a 7,0-7,2 ultérieurement avec du NaOH, et
une solution de sulfate d'ammonium est ajoutée sous agitation a une concentration
suffisamment élevée pour précipiter les fragments F (ab') 2, soit 23% (m/ v) minimum. Les
petits fragments protéiques issus de 1’action enzymatique de la pepsine restent dans le
surnageant et sont ¢éliminés par filtration ou centrifugation. Le sulfate d’ammonium
potentiellement présent dans le précipité contenant les fragments F (ab’) 2 est éliminé par
diafiltration apres dissolution du précipité dans du PBS. (David et al, 1997 ; Burnouf et al,
2004)

Ce protocole de fractionnement donne des fragments F (ab') 2 de pureté élevée, avec un
rendement se situant habituellement entre 30% et 40% de l'activité du plasma hyperimmun
de départ. Par ailleurs, I'é¢tape de précipitation au sulfate d’ammonium 23% (m/v) est

remplacée par certains fabricants par une ultrafiltration. (Nguyen, 2010 ; Burnouf et al,

37



2004)

4.4 La purification des fragments d’IgG Fab

Elle consiste en un procédé dans lequel les immunoglobulines sont précipitées du plasma
par l'ajout de sulfate d'ammonium ou de sulfate de sodium a une concentration de 23%.
Apres filtration, le filtrat contenant les proteines non_IgG est ¢liminé alors que le précipité
d'immunoglobuline est dissous dans une solution de chlorure de sodium a pH 7,4. La
papaine est ajoutée et la digestion est effectuée a 37 °C pendant 18-20 heures avant d’étre
stoppé¢ par 1'ajout d'iodoacétamide.

L'iodoacétamide, les sels et les peptides de faible masse moléculaire sont ¢liminés par
diafiltration.Alors que le filtrat contenant les fragments Fab et Fc est quant a lui équilibré
avec une solution isotonique tamponnée de NaCl, puis chromatographié sur une colonne
¢changeuse d’anions .Les fragments Fc et les autres impuretés sont liés sur la colonne, tandis
que Des fragments de Fab sont récupérés pour donner une solution concentrée en fragments
Fab. (Bush et al, 2015)

Les fragments Fab ont malgré tout une demi-vie faible dans 1’organisme ce qui a pour
conséquence de réduire la durée de leur action. L'élimination des fragments Fab est de 1 a
20 fois plus rapide que I'élimination des IgG enticres, et de 4 a 5 fois plus rapide que des
fragments F(ab ')2 (Bochner et al, 2007 ; Fernandes et al, 2008). Une étude sur
I'envenimation par des serpents nord-américains, a montré que 1’administration de SAO
composés de fragments F(ab')2, de demi-vie plus longue, réduit le risque de récidive post
traitement et de coagulopathies tardives, par rapport a une prise en charge avec un SAO

compos¢ de fragments Fab. (Bush et al, 2015)

4.5 Les procédés de purification additionnels
Certains producteurs de SAO ont enrichi les procédés décrits ci-dessus par des étapes
supplémentaires, comme la chromatographie échangeuse d’ions qui améliore la pureté, la
sécurité et 1’efficacité préclinique adéquates du produit. (Nguyen, 2010 ; J-p Chippeaux
2013)

4.5.1 La chromatographie échangeuse d’ions
La chromatographie échangeuse d’anions ou de cations peut étre utilisée avec succes pour

la purification des SAO, en jouant sur le différentiel de charge entre les IgG entieres ou leurs
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fragments et les impuretés, par modification du pH (Nguyen, 2010)

Les colonnes échangeuses d'anions, sont équilibrées a un pH basique. Les IgG entieéres ou
fragmentées chargées positivement sont ¢luées, alors que les impuretés chargées
négativement sont retenues sur 1’échangeur. (Fernandes et al, 2008)

A I’inverse, les colonnes échangeuses de cations, sont équilibrées a pH acide. Les IgG
entiéres ou leurs fragments chargés négativement se lient a I’échangeur, tandis que les
impuretés chargées positivement sont ¢éluées. Les IgG entieres ou fragmentées sont
récupérées via un tampon d’¢élution. (Raweerith et al, 2003 ; Saetang et al, 1997) [Les
colonnes de chromatographie doivent étre correctement régénérées et désinfectées pour

¢viter la contamination entre différents lots (Raweerith et al, 2003)

5 La formulation

Lors de la formulation de la solution d'IgG ou de fragments d’IgG purifiée, il faut
envisager l'ajout de sels pour ajuster 1'osmolalité, des conservateurs pour prévenir la
contamination bactérienne et fongique, des excipients, si nécessaire pour la stabilité¢ des
protéines, des stabilisants (Les tensioactifs Polysorbate 20 et Polysorbate 80 sont largement
utilisés a de faibles concentrations pour leur propriété stabilisante), ainsi que I’ajustement
du pH.

En général, les antivenins sont formulés a un pH neutre (pH 7,0 £ 0,5) de manicre a ne pas
provoquer de douleur lors de I’injection. Toutefois, certains fabricants explorent la
faisabilit¢ d’une formulation a pH acide pour améliorer la stabilit¢ de la solution. La
formulation a un pH supérieur a 7,5 n'est en revanche pas recommandée, car I’instabilité des
IgG et de leurs fragments en milieu alcalin favorise la formation d'agrégats. (OMS,

Chippaux J-P, Goyffon M 1998, et al, 2009)

6 La réduction du risque de contamination virale

Le SAO final doit étre exempt de contamination virale.La réduction du risque de
contamination virale des SAO résulte de la combinaison de :
» La minimisation de la charge virale initiale du plasma par la mise en place d’un
systtme qualité tout au long de la chaine de production, d’une surveillance
épidémiologique stricte et d’un controle sanitaire des animaux donneurs (Theakston et

al,2003)
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» La contribution des procédés de fabrication a I’inactivation et/ou I’élimination des
virus a titre d’exemple le traitement a pH acide, la digestion par la pepsine et la
précipitation par 'acide caprylique, qui contribuent a la réduction des virus a enveloppe
(Burnouf et al ; 2004 ; Solano et a/,2003)

Si ces mesures se révelent insuffisantes, 1'introduction d’une étape de réduction virale
dédiée telle que la pasteurisation doit étre envisagée (Theakston et al, 2003). Elle consiste
a chauffer les solutions d’IgG entieres ou fragmentées, avant ou apres la formulation, a 60°C
pendant 10 heures. Ces conditions opératoires permettent d’inactiver les virus

¢ventuellement présents avec une dénaturation minimum des IgG (Nguyen, 2010)

7 Conditionnement et conservation

7.1 Conditionnement
e Le conditionnement primaire

Les SAO sont répartis dans leur conditionnement primaire sous forme liquide en
générale (Burnouf et al, 2004) ; administrer soit par perfusion intraveineuse apres dilution
dans une solution saline, ou bien par injection lente. La premic¢re méthode a pour avantage
de mieux controler 1’apparition d’effets secondaires immédiats tandis que la deuxi¢me
permet de réduire les quantités injectées, et surtout une efficacité plus rapide (Chippaux et
al, 1998)

Le SAO stérile est réparti aseptiquement en flacon ou en ampoule en verre borosilicaté
de type I préalablement dépyrogénisés. La répartition doit étre effectuée dans un
environnement adapté, sous une hotte a flux laminaire, avec un équipement calibré pour
délivrer le volume attendu, en général autour de 10 ml. (Al-Abdulla et al, 2003). Le
remplissage est effectué via des seringues de précision qui fonctionnent de la méme fagon
que des pompes aspirantes et refoulantes. La course du piston est réglée a I’aide d’une vis
micrométrique. Grace a un jeu de clapets, chaque dose de SAO aspirée par le piston est
refoulée vers 1’aiguille qui pénétre dans I’ampoule ou le flacon. Les ampoules se déplacent
devant les postes de remplissage et de scellage. Pour les produits sensibles a I’oxydation, un
gaz inerte stérile peut étre introduit dans 1’ampoule avant injection du liquide.

Le systéme de scellage des ampoules est composé de pinces qui assurent I’étirement du
verre, apres sa fusion au chalumeau, pour former la pointe de I’ampoule. Dans le cas des

flacons, un bouchon en caoutchouc inerte et stérile est utilisé pour les obturer. Comme le montre
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la figure 16 ci-dessous, les bouchons sont eux-mémes sertis avec une bague et une capsule en
aluminium pour assurer leur maintien. Lors de 1’utilisation, le bouchon préalablement aseptisé

est transpercé par 1’aiguille pour le prélévement du SAO.

Les formes liquides peuvent étre conservées jusqu’a 3 ans a une température de 2-8°C.
Des températures plus ¢levées induisent la dénaturation des IgG réduisant ainsi leur durée
de validité et leur efficacité.

Neéanmoins, un faible nombre de producteurs poursuivent la fabrication par une étape
de lyophilisation avant de procéder au conditionnement secondaire. C’est un procédé de
conservation sous vide a température ambiante, qui consiste a extraire 1I’eau contenue dans
une substance organique par interaction des techniques du vide et du froid. Avant utilisation,
le lyophilisat est reconstitué, a 1’aide d’un solvant. Le procédé de lyophilisation doit &tre
adapté a chaque SAO. Des stabilisants spécifiques comme des polyols, visant a protéger les
IgG de la dénaturation et de l'agrégation, peuvent étre ajoutés a la formulation du SAO. Le
solvant utilisé pour la reconstitution du lyophilisat est en général de 1’eau pour préparation
injectable (EPPI). (Burnouf et al, 2004)

Bien que la lyophilisation soit un procédé coliteux, les formes lyophilisées sont plus
satisfaisantes que les formes liquides en termes de conservation. Celles-ci peuvent étre
conservées 5 ans a 1’abri de la lumicre a des températures allant jusqu’a 25°C. (David et al,
1997).

e Le conditionnement secondaire

Il est généralement composé¢ d’une boite en carton, dans laquelle le flacon ou les
ampoules sont emballées avec la notice d’utilisation. Selon la forme pharmaceutique, une
ampoule d’EPPI pour reconstitution du lyophilisat, une aiguille ou encore une seringue
stérile ; peuvent €tre jointes au produit.

Les conditionnements primaires et secondaires doivent étre correctement identifiés.
Le flacon ou I'ampoule doit étre étiqueté avec, a minima, les informations suivantes :
- le nom du produit et du producteur ;
- le nom des espeéces animales utilisées pour produire le SAO ;
- le nom commun et scientifique des espeéces contre lesquelles le produit est efficace ;
- le numéro de lot ;
- la forme pharmaceutique : liquide ou lyophilisée ;
- le volume de produit contenu dans 1’ampoule ou le flacon ;

- la voie d’administration ;
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- le pouvoir neutralisant du produit ;

- les conditions de stockage a respecter ;

- la date de péremption.
Des informations supplémentaires peuvent étre demandées par les autorités réglementaires

nationales.

Le conditionnement secondaire doit comporter les mémes informations que celles fournies
sur le contenant primaire avec en plus :

- la posologie recommandée ;

- le mode de reconstitution pour les formes lyophilisées ;

- le mode d’administration ;

- les effets indésirables précoces et retardés ;

- une indication que le produit est a usage unique.
Les ampoules ou les flacons correctement identifiés et conditionnés sont alors stockés dans
des locaux appropriés, en attente des résultats de contrdle pour leur libération (OMS et al,

1971).

7.2 Conservation

Lorsque les antivenins sont conservés dans de bonnes conditions, La plupart des
préparations antivenimeuses liquides ont une durée de conservation allant jusqu'a 3 ans au
réfrigérateur a 2-8 °C, et plus longtemps sous la forme lyophilisée a 1’obscurité et a
température ambiante.

Ces conditions peuvent étre difficiles a atteindre dans les zones tropicales. Par conséquent,
les écarts par rapport a cette plage de température, dus a des interruptions de la chaine du
froid pendant le transport ou le stockage, sont susceptibles d'entrainer une détérioration du

produit. (Chippaux et al, 2002; OMS et al, 1971)

8 Le controle qualité

Afin de s’assurer de la bonne qualité du produit final, des tests de contrdles qualités
doivent étre effectués apres chaque étape intermédiaire de fabrication d’un lot de SAO. La
libération du lot est ensuite conditionnée par la conformité des tests libératoires, réalisés sur
le produit final, par rapport aux spécifications établies (Nguyen, 2010 ; Raweerith, 2005 ;
Furtado, 1991).
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Dans le cas des produits lyophilisés, un échantillon représentatif du lot est dissous dans le

solvant et controlé comme les formes liquides (OMS, 1971).

Les différents types de controle du produit final sont décrits ci-dessous :

8.1 L’inspection visuelle
Le produit final doit étre inspecté et tout flacon ou ampoule présentant une turbidité, une

coloration anormale ou des particules est ¢liminé. (OMS, 1971 ; Moroz et al, 1963).

8.2 L’étanchéité
L’¢étanchéité des flacons ou des ampoules (ex : microfissures) est contrdlée en les plagant

dans un bain coloré, et détectée par la pénétration du colorant a I’intérieure du produit.

D’autres méthodes basées sur la conductivité, ou I’observation microscopique automatique

des pointes d’ampoules sont possibles (Moroz et al, 1963).

8.3 La solubilité
La durée de dissolution compléte d’un SAO lyophilisé apres ajout du solvant, a température
ambiante, tout en évitant de les secouer pour éviter formation de mousse doit étre inférieure a

10 min (OMS, 1971).

8.4 Le volume extractible
La mesure du volume de SAO extrait du contenant doit étre conforme a celui indiqué sur

I'étiquette (Moroz et al, 1963).

8.5 L’humidité résiduelle
L’humidité résiduelle maximale autorisée doit étre établie pour chaque SAO lyophilisé
afin de garantir sa stabilité au cours de la conservation. Parmi les méthodes les plus utilisées
pour détecter la teneur en humidité résiduelle des SOA est le titrage de Karl- Fischer et elle

doit étre inférieure a 3% (Moroz et al, 1963).

8.6 La mesure du pH
Le pH des SAO est mesuré au moyen d’un pH-métre. La mesure doit étre conforme aux

normes préétablies (OMS, 1971 ; Moroz et al, 1963).

8.7 La mesure de I’osmolalité
L'osmolalité est obtenue au moyen d’un cryoscope ou d’un osmometre. Elle doit étre

d'au moins 240 mOsmol / kg. La détermination de 1'osmolalité est également un moyen
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indirect de déterminer la quantité de sels ou d'excipients ajoutés pour la formulation du lot

(OMS, 1971 ; Moroz et al, 1963).

8.8 Le test de stérilité
Les SAO doivent étre stériles. Le test de stérilit¢ est effectué¢ sur un échantillon
représentatif du lot de produit prélevé apres la filtration stérilisante. En théorie, I’état de
stérilité absolue n’existe pas. La Pharmacopée Européenne par exemple, autorise un niveau

d’assurance de stérilité de 10 puissance-6 (OMS, 1971)

8.9 Le test des pyrogénes
Les SAO doivent étre apyrogenes. Le test des pyrogeénes est basé sur la détection d’une
¢lévation de la température rectale des lapins, apres injection du SAO dans la veine de
I’oreille. Par ailleurs, les endotoxines bactériennes peuvent étre plus précisément détectées

par le test de Limulus Amebocyte Lysate (OMS, 1971 ; Moroz et al, 1963).

8.10 La concentration en protéine

La concentration totale en protéines des sérums antivenimeux peut étre déterminée en
utilisant plusieurs méthodes notamment :

v La méthode Kjeldahl pour déterminer la teneur en azote ;

v' Plusieurs procédures colorimétriques ;
v" Dosages spectrophotométriques (280 nm).

La concentration totale en protéines des sérums antivenimeux ne doit de préférence pas
dépasser 10 g/ dl, car ’administration de quantités plus €élevées de protéines peut étre

Associés a des taux d’effets indésirables plus élevés (OMS , 1971 ; Moroz et al, 1963).

8.11 Le pouvoir neutralisant
Le pouvoir neutralisant du SAO est évalué par le test de la dose efficace médiane ED50
(le volume de SAO qui protege 50% de souris envenimés des effets toxiques du venin contre
lequel il a été congu pour agir). Le test de la ED50 reste un indicateur quantitatif du pouvoir

neutralisant du SAO (OMS ,1971 ; Moroz et al, 1963)

8.12 L’identification des IgG
Pour confirmer 1’origine du produit, les IGG sont identifiés obligatoirement par les
laboratoires qui produisent plusieurs SOA. Différents tests biologiques, physico-chimiques

et immunologiques seront alors effectués (Who exprert committee on Biological
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Standardization, 1971 ; Fernandes et al, 2008)

8.13 La pureté
La pureté des IgG ou des fragments d’IgG doit €tre mesurée par 1’¢électrophorése sur gel
de polyacrylamide, cette derniére permet la détection des contaminants protéiques, en
particulier 1'albumine (OMS, 1971 ; Nguyen, 2010) qui ne devrait idéalement pas
dépasser 1% de la teneur totale en protéines.
La pureté des IgG et leurs fragments constituent normalement la grande majorité de la

préparation avec un taux supérieure a 90%.

8.14 La distribution de la taille moléculaire
Les agrégats de protéines, I’abondance des IgG entieres, de leurs fragments, ainsi que des
produits de digestion enzymatique de faible masse moléculaire peuvent étre évalué par des

analyses densitométriques des profils chromatographiques (OMS, 1971 ; Nguyen, 2010)

8.15 La concentration en excipients
La concentration des différents excipients ajoutés doit étre déterminée en utilisant les
méthodes chimiques appropriées. Par exemple la concentration en conservateurs tel que le
phénol ne doit pas dépasser 2,5 g/ L qui peut étre déterminée par spectrophotométrie

(OMS, 1971)

8.16 La concentration en agents chimiques

Les réactifs chimiques utilisés pour la purification des IgG ou des fragments d’IgG tels que
le sulfate d'ammonium, l'acide caprylique et d'autres sont éliminés du produit final par
diafiltration ou dialyse. Si ces étapes d’¢limination sont validées, le dosage de la quantité
résiduelle en agent chimique peut étre exclu. La détermination de la quantité résiduelle
d'agents utilisés dans le fractionnement du plasma pourrait étre exclue du test de mise en
service de routine si le processus de fabrication est validé pour éliminer ces réactifs (OMS,

1971)
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CHAPITRE III : La crise globale de la sérothérapie
venimeuse ophidienne

1 Epidémiologie des envenimations ophidiennes : incidences et
circonstances

1.1 Incidences des morsures

Les envenimations ophidiennes constituent un important probléme de santé publique dans de
nombreux pays, surtout dans les régions rurales pauvres des pays en développement ou
I’incidence est la plus élevée. (Chippaux J.P. 2000)

Deux familles de serpents sont a l'origine de la majorité des morsures : les Elapidae (cobras et
mambas) et les Viperidae (viperes). Environ 1500 espéces de scorpions toutes venimeuses
sont a l'origine des piqures.

Les serpents mordent 500.000 a 5.000.000 de personnes dans le monde par an (Chippaux
J.P. 2002). Elle serait de 1.000.000 par an en milieu tropical avec une mortalité entre 30.000
et 50.000 selon I’OMS. (Chippaux J.P. 2002)

En Europe, sur 750.000.000 habitants, il y’a 250.000 cas de morsures dont 8.000 cas
d’envenimations avec 30 cas de décés. En France, on estime que I’incidence des morsures
de serpents est environ 3,5 pour 100.000 habitants soit environ 2.000 morsures ophidiennes
et pres de 500 envenimations et 1 déces par an. (Chippaux J.P. 2002)

Au Canada, avec une population de 270.000.000, il y a 450.000 cas de morsures dont 6.500
cas d’envenimations et dont 15 cas de déces.

En Asie, il y a 100.000 cas de déces sur 2.000.000 de cas d’envenimations sur 4.000.000
de morsures par an avec 300.000.000 habitants. (Chippaux J.P. 2002)

En Afrique, plus de 20 000 déces sont enregistrés par an et 400 000 de victimes
d’envenimation gardent des séquelles fonctionnelles graves et permanentes.

En Afrique du Nord les serpents venimeux et dangereux sont représentés par les Vipéridés
et les Elapidés (MION.G, OLIVE F. 1998)

En Algérie, un taux ¢€levé de piqures de serpent a été enregistré au niveau de la wilaya
de Ghardaia, Laghouat et el Beyed. Depuis le début 2013, le CAP a enregistré 70 cas de
piqlires dont 1 cas mortel de piqlire de serpent. EI-Menia et Hassi El-Gara sont les deux
communes de la wilaya de Ghardaia ou est enregistré le plus grand nombre de piqilires de

serpent et de scorpion. (HADJ DAOUD A, 2013)
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Les activités humaines en milieu rural représentent une exposition de fait aux morsures
de serpents, on parlera donc d’accidents de nature professionnelle (agricultures,
forestiers...), chasse ou le déplacement pédestre en rapport avec le travail. (Chippaux J.P.
2002)

Selon les pays, 50-70% des morsures se situent au niveau des membres inférieurs ; 1/3 a
1/4 1a main, la téte et le tronc dans les autres cas. (Chippaux J.P. 2002)

Dans les pays en développement, les hommes jeunes sont plus atteints : 50-75%. En régions
foresticres, les morsures sont plus étalées dans I’année alors qu’en savane, les accidents sont
plus nombreux en saison pluvieuse.

Une majorité de morsures se produit en fin d’aprés-midi ou en début de soirée ; quelques-
unes ont lieu la nuit, a domicile et sont infligées au cours du sommeil. Plus de 80% des
morsures siégent aux membres inférieurs, principalement au-dessous du genou. (Chippaux
J.P. 2002)

Dans les pays industrialis€s, les morsures surviennent essentiellement lors d’occupations
récréatives. (Chippaux J.P. 2002)

Dans les pays tempérés, les morsures surviennent entre le printemps et I’automne,
principalement pendant la journée. Il y a une augmentation au moment des vacances.
(Chippaux J.P. 2002)

Depuis quelques années, un nouveau type de morsure se développe, nous parlerons alors de
morsures induites ou morsures illégitimes qui surviennent chez des herpétologistes
professionnels ou amateurs lors de la manipulation intentionnelle mais encore a cause du
développement du phénomeéne des « nouveaux animaux de compagnie ». (Chippaux J.P.

2002)

2 Situation mondiale

Selon les estimations, 5 millions de personnes sont mordues chaque année. Il en résulte
jusqu’a 2,5 millions de cas d’envenimement (figure 12), au moins 100 000 déces et environ
trois fois plus d’amputations et d’autres incapacités définitives. Dans leur grande majorité,
les victimes sont des femmes, des enfants et des agriculteurs vivant dans des communautés

rurales pauvres, ou les systémes de santé sont mal équipés et manquent de ressources.
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Figure 12 : Distribution Mondiale de l'incidence et de la mortalité par envenimation
ophidienne (J-P Chippeaux, 1998)

Tableau 2: Incidence et mortalité par morsure de serpents dans le monde ( J-P
Chippaux,1998)

Nombre Nombre
Population Nombre
total de de
10¢ d'envenimations
morsures morts
EUROPE 730 25000 & 000 30
MOYEN ORIENT 160 20 000 15 000 100
USA et CANADA 270 45 000 6 500 15
AMERIQUE CENTRE 400 300 000 150 000 5000
ET SUD
AFRIQUE 760 1 000 000 (500 000 20 000
ASIE 3500 4 000 000 |2 000 000 100 000
OCEANIE 20 10 000 3000 200
TOTAL 5 840 5400 000 2 682500 125 345
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2.1 Circonstances des morsures
Les activités humaines en milieu rural représentent une exposition de fait aux morsures
de serpents, on parlera donc d’accidents de nature professionnelle (agricultures,
forestiers...), chasse ou le déplacement pédestre en rapport avec le travail. (Chippaux J.P.
2002)

Selon les pays, 50-70% des morsures se situent au niveau des membres inférieurs ; 1/3 a
1/4 1a main, la téte et le tronc dans les autres cas. (Chippaux J.P. 2002)

Dans les pays en développement, les hommes jeunes sont plus atteints : 50-75%. En régions
foresticres, les morsures sont plus étalées dans 1’année alors qu’en savane, les accidents sont
plus nombreux en saison pluvieuse.

Une majorité de morsures se produit en fin d’aprés-midi ou en début de soirée ; quelques-
unes ont lieu la nuit, a domicile et sont infligées au cours du sommeil. Plus de 80% des
morsures siegent aux membres inférieurs, principalement au-dessous du genou. (Chippaux
J.P. 2002)

Dans les pays industrialisés, les morsures surviennent essentiellement lors d’occupations
récréatives. (Chippaux J.P. 2002)

Dans les pays tempérés, les morsures surviennent entre le printemps et 1’automne,
principalement pendant la journée. Il y a une augmentation au moment des vacances.
(Chippaux J.P. 2002)

Depuis quelques années, un nouveau type de morsure se développe, nous parlerons alors
de morsures induites ou morsures illégitimes qui surviennent chez des herpétologistes
professionnels ou amateurs lors de la manipulation intentionnelle mais encore a cause du
développement du phénomene des « nouveaux animaux de compagnie ». (Chippaux J.P.

2002)

2.2 La Gravité des morsures
La gravité des morsures de serpents est influencée par plusieurs facteurs : toxicité du venin
et la quantité¢ injectée, ’espece de serpent, la victime (age, siege, taille, poids) ; les
circonstances de la morsure et le délai entre la morsure et la prise en charge efficace.

(Chippaux J.P. 2002)
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3 Les causes de la pénurie des sérums anti ophidiens

Aujourd’hui, il y a une pénurie mondiale de sérums adaptés, strs et efficaces contre les
venins de serpents. Plusieurs facteurs se sont associés pour aboutir a la situation actuelle :
données insuffisantes sur le nombre et le type des morsures de serpents, difficulté a définir
les marchés, déficience des politiques de distribution.

La généralisation des SAO polyvalents en remplacement des monovalents est en partie
responsable de la diminution du nombre de spécialités, mais elle n’explique pas tout
(Goyffon, 2012).

L’efficacit¢ du sérum antivenimeux, seul traitement spécifique des envenimations,
n’empéche pas de constater une sous-utilisation paradoxale, notamment dans les pays ou il
y en a le plus besoin : les pays en développement. Les récentes études menées dans ces pays,
y compris en Asie ou la situation est pourtant plus favorable, montrent que la consommation
en sérums antivenimeux est actuellement inférieure a 10 % des besoins réels, voire
inférieure a 1 % dans certains pays d’Afrique sub-saharienne (J-P Chippaux, 2002).

Parmi les causes :

3.1 Une méconnaissance des besoins
La méconnaissance des besoins, la faute d’informations épidémiologiques pertinentes et
d’une détermination précise du probléme médical constituent des causes de la pénurie. En
effet, la majorité des morsures se produisent dans les zones rurales de pays qui ne disposent
pas des infrastructures et des ressources nécessaires pour collecter des données statistiques
solides sur ce probléme (Kasturiratne, 2008 ; Guitiérrez, 2012)
De plus, le nombre de cas notifiés aux ministéres de la santé par les hopitaux, les cliniques
ou les dispensaires, ne constitue qu’un faible pourcentage des victimes, car de nombreuses
personnes envenimées ne parviennent pas ou ne souhaitent pas rejoindre un centre de soins,
et ne sont donc pas recensés
Donc la rareté des études épidémiologiques correctement congues expliquent pourquoi
I'impact de cet important probléme de santé publique est resté longtemps non reconnu et

négligé (Theakston et al, 2003, Gutiérres, 2012).
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3.2 Un déficit d’accessibilité

A cette méconnaissance des besoins s’ajoute fréquemment un déficit d'accessibilité des
SAV, notamment sur le continent africain. En d'autres termes, la gestion des stocks de SAV
(au demeurant modeste) destinés au traitement des victimes de morsures de serpents laisse
trop souvent a désirer : lieux de stockages rares, en petit nombre et donc parfois ¢loignés du
site de l'accident d'envenimation, problémes de conservation de la chaine du froid
indispensable mais qui n'est pas toujours respectée vis-a-vis des SAV sous forme liquide.
Tres souvent les SAV sont stockés en milieu urbain, laissant paradoxalement démunies les
zones rurales généralement les plus exposées au risque dans un contexte d'urgence. Un
nombre insuffisant d’établissements de soins, principalement dans les zones rurales et enfin
par un échec d’approvisionnement des zones les plus touchées par les envenimations (J-P

Chippaux, 2002).

3.3 Un personnel médical peu ou non formé

Compte tenu de la forte variabilité des venins, la diversité¢ et la complexité des
symptomes sont de nature a dérouter les praticiens mal formés a la prise en charge des
envenimations, surtout dans les pays tropicaux ou plusieurs dizaines d’espeéces peuvent
coexister (Goyffon, 2012 ; J-P Chippaux, 1998).

Les personnels des centres de soin, n’ayant pas de SAV en stock, perdent la notion de
leur importance et de leur efficacité, mais aussi les indications, la pratique d’une bonne
administration, les points critiques a surveiller, et la conduite a tenir en cas d’incident. Les
patients, ne se voyant plus prescrire de SAV, pensent qu’ils sont inutiles et dangereux et
reprennent 1’habitude de consulter d’abord le tradipraticien. Entrainant une perte de

confiance totale en la SAV (Calvette et al, 2009)

3.4 Le coiit des SAV

Si modestes que paraissent chacune des améliorations techniques successivement
apportées dans la préparation des SAV pour améliorer a la fois leur tolérance et leur
efficacité, elles n’en ont pas moins chacune un colt dont le montant atteint un niveau
prohibitif qui représente parfois plusieurs mois du revenu d’un ménage de paysans. Pour
compenser la baisse des ventes, les fabricants augmentent le prix, ainsi s’établit un véritable

cercle vicieux qui s’auto-entretient (figure 13) : la demande diminue, le marché du SAV se
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rétrécit, le SAV devient de moins en moins accessible et est de moins en moins utilisé, et

donc les colits de fabrication augmentent, et ainsi de suite. (Chippaux, 2002 ; Sorge, 2016)

Amélioration
technologique
Réducrion Cotir élevé 1
arche —- . .
du marché Potrmitiie
limirée

Rejer des

i . Antivenin
CENLTes s.it: sanoe

inaccessible

Perre de confiance

Figure 13 : Cercle vicieux alimentant la mauvaise disponibilité des antivenins (J-P Chippaux,2002)

4 Conséquences de la pénurie

Depuis une trentaine d’années, la vente des SAO se réduit considérablement, donnant
de tres faibles volumes de production qui ne sont plus en adéquation avec les besoins du
marché. Cette incohérence, dont les causes sont multiples, a entrainé une crise durable qui
limite actuellement la disponibilité de ces traitements vitaux, en particulier en Afrique
subsaharienne ou la rupture est imminente. (Gutiérrez J-M. et al, 2014)

La conséquence la plus dramatique de la pénurie en SAO est I’importance de la mortalité

malgré 1’existence d’un traitement sr et efficace.

5 Prévention de ’envenimation

Les mesures de prévention des morsures de serpents s’appuieront sur des mesures
d’éducation sanitaire pour lesquelles la formation des personnels de santé est capitale :
présentation des espéces dangereuses (tableaux, spécimens), des conduites a risques, des
précautions simples a prendre pour éviter le risque (caractéristiques des biotopes,
habillement), conduite a tenir en cas de morsure par les serpents venimeux. La prévention a
pour but de réduire, d’une part, le nombre de morsures de serpent et, d’autre part, la sévérité

des envenimations et la mortalité. Elle peut s’organiser a trois niveaux (Sorge et al, 2006)
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5.1 Lutte contre les serpents
Plusieurs stratégies ont été€ proposées pour controler les populations de serpents avec des
succes divers. Il faut toutefois se souvenir que les serpents contribuent a 1’équilibre de
I’environnement et que leur controle peut entrainer une pullulation de leurs proies

habituelles, notamment les rongeurs qui sont également des nuisibles (Sorge et al, 2006).

5.1.1 Protection territoriale et controle par des moyens physiques
Cette protection se fait par I’élevage de chiens dressés a la détection de serpents ainsi
que ’utilisation des volailles (poules, dindons, canards) pour prévenir de la présence de
reptiles.
De la mise en place de dispositifs de protection (fossés a bords lisses entourant la plantation,
filets en nylon), I’utilisation de barriéres €lectriques et du piégeage. Mais ces techniques,
coliteuses en investissement et en fonctionnement, nécessitent des conditions

topographiques particuliéres pour étre vraiment efficaces (Sorge et al, 2006).

5.1.2 Contréle écologique

La modification de I’environnement intervient sur le peuplement ophidiens, soit en
favorisant le développement de certaines populations, soit au contraire en limitant leur
conservation.
Le remembrement des parcelles, qui a autoris¢ une agriculture extensive fortement
mécanisée, est a I’origine de la diminution de la morbidité ophidienne dans de nombreux
pays industrialisés. De méme la destruction de certains habitats (murs de pierres séches,
débroussaillage, chablis), permet de réduire la densit¢ de population ophidienne dans

certaines zones. (Sorge et al, 2006).

5.1.3 Controle biologique

Les mangoustes, notamment la mangouste indienne (Herpetes edwardsi) réputée
prédatrice de serpents, ont été introduites dans plusieurs régions tropicales pour lutter contre
les serpents. Leur régime alimentaire carnivore tres large a été confirmé aux iles Amami, a
Trinidad et Porto Rico ou I’on peut méme observer une relative compétition entre certains
serpents venimeux et les mangoustes. Les serpents représentent de toute fagon moins de 10
% des proies capturées par les mangoustes. De plus, ces dernieres chassent de jour et leur

rencontre avec des serpents venimeux, trés souvent nocturnes, est trés aléatoire. Enfin, on
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peut objecter que 1’action de la mangouste s’exerce également sur 1I’ensemble des vertébrés,

ce qui peut entrainer des effets nuisibles sur I’environnement. (Sorge et al, 2006).

5.1.4 Controéle chimique

Cette stratégie a été proposée depuis longtemps mais avec un succes trés modeste.
L’utilisation d’eau ou de proies empoisonnées, notamment par de la nicotine ou de la
strychnine, a permis d’obtenir des résultats intéressants en Amérique du Nord ou au Japon
avant les années 1960. Les effets néfastes sur ’environnement et les risques de telles
pratiques les ont fait abandonner.

L’utilisation de répulsifs ou de pesticides — organochlorés, association de naphtaline
et de soufre (Snake-A-Way®, commercialisé aux FEtats-Unis), pyréthrynoides
(deltaméthrine, insecticide toxique pour les animaux a sang froid : K-Othrine®, Décis®) —
nécessite des doses ¢levées, ce qui est coliteux et dangereux pour 1’environnement.

La fumigation a I’aide de bromure de méthyle est efficace mais représente un risque
de destruction non négligeable de la couche d’ozone. Certaines plantes semblent capables
d’¢loigner les serpents sans risque pour les autres vertébrés. Securidaca longepedunculata,
antivenimeux africain trés réputé, Samsevieria sp. Liliacée ornementale tropicale, et
Ipomoea carnea, arbuste américain répandu du Texas a I’ Argentine, passent pour étre de

puissants répulsifs naturels (Sorge et al, 2006).

5.1.5 Protection contre les morsures

L’un des moyens les plus simples et les moins onéreux est constitué par les habits de
protection. Le port de bottes et de gants épais réduit trés significativement le risque de
morsures. Les chapeaux a large bord protégent contre les serpents arboricoles qui peuvent
tomber sur la victime ou mordre au niveau de la téte. Il faut proscrire certains gestes
dangereux ou prendre des précautions avant de les entreprendre : sonder les cavités avec un
baton, utiliser un outil ou se protéger la main. Enfin, la mécanisation de 1’agriculture est
¢galement un facteur de réduction important du risque en limitant le contact direct
homme/serpent.

La prévention individuelle repose surtout sur une information large du public portant
sur les modalités des accidents, I’écologie des espéces dangereuses et les premiers secours
en cas de morsure. Les conseils sont diffusés en milieu scolaire, par voie de presse ou
d’affiche. Sans avoir vraiment fait la preuve de son efficacité, cette méthode a le mérite

d’étre peu coliteuse (Sorge et al, 2006).
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5.2 Organisation de la prise en charge médicale

La rapidité d’intervention et la mise en route du traitement correct sont les points
essentiels.
Il faut éviter I’affolement, qui conduit souvent a des gestes néfastes. Les premiers secours
doivent rester simples, ce qui nécessite I’information adéquate du public que 1’on doit inciter
a consulter un centre de santé au plus vite. Par ailleurs, 1’organisation du systéme de santé

doit satisfaire 1’attente du public et ses besoins
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Conclusion

L’immunothérapie passive constitue le traitement privilégi¢ des envenimations. Elle neutralise
le venin et en facilite 1’élimination rapide optimisant les traitements symptomatiques qui
accélerent la guérison et diminuent les complications ou les risques de séquelles. Grace au
fractionnement et a la purification des anticorps, dont la tolérance est améliorée sans perte
d’efficacité, un produit simple d’utilisation est disponible, notamment dans les régions peu
médicalisées et dépourvues de moyens sanitaires. Malgré les atouts désormais reconnus des
antivenins dans le traitement de 1’envenimation, leur sous-utilisation devient préoccupante, en
particulier dans les pays en développement. En conséquence, de nouvelles stratégies de prise
en charge des envenimations doivent étre développées. Des enquétes épidémiologiques
appropriées ou la déclaration obligatoire des cas d’envenimation dans les pays ou 1’incidence

est élevée, identifieront les besoins en vue d’une réponse adaptée.
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Recommandations

I1 est important que ’OMS, les fabricants d’antivenin, les autorités sanitaires nationales et les
organisations non gouvernementales s’impliquent pour diffuser les antivenins polyvalents
existants et développer la recherche afin de créer des antivenins efficaces, polyvalents, bien
tolérés et d’utilisation simple dans les conditions de terrain (monodose, lyophilisé,etc...).

La formation du personnel de santé, en réintroduisant 1’enseignement du diagnostic et du
traitement des envenimations dans les écoles d’infirmiers et les facultés de médecine et de
pharmacie dont on I’a progressivement retiré, reste une priorité, notamment les zones rurales
de I’Afrique du Nord : Maghreb, région de 1'Atlas, Sahara (zone saharienne et subsaharienne).
L’information du public sur les propriétés des nouveaux antivenins et la nécessité de les
administrer précocement, incitera les victimes a consulter plus rapidement. Enfin, il est
indispensable d’améliorer I’accessibilité des antivenins adéquats, en assurant une péréquation
de leur financement et en soutenant le controle de qualité et la pharmacovigilance des produits

de santé dans les pays en développement.
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Résumé :

Les sérums antivenimeux sont préparés a partir du plasma d’animaux préalablement
hyperimmunisés contre le venin pertinent.
Lors de son injection a un patient envenimé, le sérum antivenimeux neutralise le venin utilisé
pour sa production. C’est la sérothérapie antivenimeuse. Cette thése a pour objectif
I’exploration et la vulgarisation d’une discipline pharmacologique méconnue qui est la
production des sérums antivenimeux dirigés contre les venins de serpents, appelés sérums anti-
ophidiens, mais aussi d’informer sur les causes et les conséquences de la pénurie mondiale
actuelle. La production des sérums anti-ophidiens doit respecter les principes qualité essentiels.
Les améliorations successives des procédés de fabrication ont conduit a 1’apparition de
nouvelles générations de sérums anti-ophidiens dotés d’une tolérance et d’une efficacité
accrues. Bien que les sérums anti-ophidiens constituent le seul traitement spécifique efficace et
sir contre les envenimations par morsure de serpent, ceux-ci restent indisponibles pour des
milliers de victimes a travers le monde. Cette pénurie est un véritable probléme de santé
publique, particulierement en Afrique subsaharienne et dans certains pays d’Asie ou la rupture
d’approvisionnement est imminente.
Mots clés : Sérum anti-ophidien, Morsure de serpent, Venin, Envenimation, Sérothérapie,
Production, Immunoglobuline G - Pénurie.

Abstract:

Antivenoms are prepared from the plasma of animals previously hyperimmunized against the
relevant venom.
When injected into a poisoned patient, the antivenom neutralizes the venom used for its
production. This is called serotherapy or antivenom immunotherapy.
This thesis aims to present the different stages in the development of antivenoms directed
against snake venoms, called anti-ophidial serum, but also to provide information on the causes
and consequences of the current global shortage. The production of anti-ophidial serums must
respect the essential quality principles. Successive improvements in manufacturing processes
have led to the emergence of new generations of anti-ophidial sera with increased tolerance and
efficacy.
Although anti-ophidial sera are the only effective and safe specific treatment for snakebite
envenomation, they remain unavailable to thousands of victims around the world. This shortage
is a real public health problem, especially in sub-Saharan Africa and in some Asian countries
where supply disruption is imminent.
Keywords: Anti-ophidian serum, Snake bite, Venom, Envenomation, Serotherapy, production
Immunoglobulin G, Shortage.
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