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Summary: Study on the venoms of the principal venomous snakes from French Guiana and the neu-
tralization.

We studied some biochemical, toxic and immunological characteristics of the venoms of Bothrops
atrox, Bothrops brazili and Lachesis muta, Viperidae responsible for most of the bites of venomous
snakes in French Guiana. Chromatographic (HPLC) and electrophoretical profiles (SDS-PAGE), lethal,
hemorrhagic, defibrinogenating, coagulant, thrombin like, proteolytic, fibrino(geno)lytic and phos-
pholipase activities were studied. In addition, the neutralization of some toxic activities conferred by
four antivenins was compared. The chromatographic and electrophoretic profiles were different for
the three venoms, showing differences between Bothrops and L. muta venoms. In general, bothropic
venoms showed the highest toxic and enzymatic activities, while the venom of L. muta showed the
lowest lethal, hemorrhagic and coagulant activities. The enzymes of bothropic venoms responsible
for gelatinolytic activity were around 50-90 kDa. All the venoms were able to hydrolyze o and B
chains of the fibrinogen, showing different patterns of degradation. Although all the antivenoms
tested were effective to various degrees in neutralizing the venom of B. brazili and B. atrox, neutrali-
zation of L. muta venom was significantly better achieved using the antivenom including this venom
in its immunogenic mixture. For the neutralization of L. muta venom, homologous or polyvalent anti-
venoms that include the “bushmaster” venom in their immunogenic mixture should be preferred.

Résumé:

Nous avons étudié certaines caractéristiques biochimiques, pharmacologiques et immunologiques
des venins de Bothrops atrox, B. brazili et Lachesis muta (le « maitre de la brousse »), Viperidae
responsables de la plupart des morsures par serpents venimeux en Guyane francaise. Les profils
chromatographiques (HPLC) et électrophorétiques (SDS-PAGE), ainsi que les activités létale, hémor-
ragique, défibrinante, coagulante, thrombinique, protéolytique, fibrino(géno)lytique et phospholipa-
sique ont été étudiées. En outre, la neutralisation des activités toxiques et enzymatiques par quatre
antivenins a été comparée. Les profils chromatographiques et électrophorétiques étaient différents
dans les trois venins. Généralement, les venins de Bothrops ont présenté les activités toxiques et
enzymatiques les plus élevées, alors que la toxicité et les activités hémorragiques ou coagulantes du
venin de Lachesis muta étaient plus faibles. Les enzymes des venins de Bothrops responsables de I'ac-
tivité gélatinolytique avaient une masse molaire voisine de 50-90 kDa. Tous les venins hydrolysaient
les chaines o et B du fibrinogene, montrant différents profils de dégradation. Alors que tous les anti-
venins examinés ont neutralisé a différents degrés le venin de B. brazili et B. atrox, la neutralisation
du venin de L. muta était significativement plus forte avec le seul antivenin incluant ce venin dans sa
préparation. Pour la neutralisation du venin de L. muta, des antivenins monovalents ou polyvalents
incluant le venin du « maitre de la brousse » dans leur préparation devraient étre privilégiés.
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Introduction

es accidents d’envenimation par morsure de serpents veni-

meux sont fréquents dans les régions tropicales parce que
la densité de serpents y est plus élevée et que de nombreuses
causes environnementales et biologiques favorisent le contact
entre ’homme et les serpents venimeux. En Amérique, les
principaux serpents responsables des accidents appartiennent
3 la famille des Viperidae (4, 5, 29) et les principaux genres
impliqués dans les envenimations sont Bothrops (fer de lance),
Crotalus (serpent a sonnettes) et Lachesis (maitre de la brousse
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ou bushmaster) (5, 18, 29). En Amérique centrale et du Sud,
ces genres sont responsables de la majorité des envenimations
humaines (25, 30).

En Guyane francaise, les morsures de serpent sont fréquentes
et les principales especes impliquées sont des serpents des
genres Bothrops et Lachesis (9). Jusqu’a présent, aucun anti-
venin développé avec des venins de serpents guyanais n’est
disponible et la seule possibilité est d’utiliser des antivenins
obtenus a partir de pays étrangers (8).

Dans ce travail, nous avons étudié certaines caractéristi-
ques biochimiques et toxiques du venin des trois serpents
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d’importance sanitaire en Guyane frangaise, Bothrops atrox,
B. brazili et Lachesis muta. Nous avons également mesuré la
neutralisation de certaines de leurs activités toxiques ou enzy-
matiques par trois antivenins commerciaux disponibles dans
cette région, ainsi qu’un antivenin expérimental, aujourd’hui
commercialisé.

Matériel et méthodes

Venins

Les venins de Bothrops atrox, B. brazili et Lachesis muta ont
été obtenus par I'un des auteurs (NV) a partir d’adultes captu-
rés en Guyane et prélevés manuellement sur place; les venins
ont été desséchés sous vide. Tous les venins étaient stockés
a =20 °C jusqu’a leur utilisation. Les tests ont été effectués
a partir d’un mélange des échantillons de venins de méme
espece.

SDS-PAGE

Des échantillons contenant 25 pg de venin ont été mis 4 migrer
en milieu non-réducteur sur un gel vertical d’acrylamide de
12,5 % en utilisant le systeme discontinu de tampon décrit par
LAEMMLI (20). Pour I’évaluation des masses molaires des pro-
téines de venin, un kit de marqueurs (Broad Range, BioRad)
a migré dans le méme gel. Les gels ont été colorés au bleu de
Coomassie (Brilliant Blue R, Sigma).

Chromatographie

Des échantillons contenant 200 pg de chaque venin dilués dans
80 pl d’eau distillée ont migré dans une colonne C 18 en chro-
matographie liquide sous haute pression (HPLC, Waters),
en utilisant un gradient d’acétonitrile (5 4 40 %), pendant 35
minutes 2 un débit de 1 ml-mn-1. Labsorbance de I’éluat a
été lue 2 280 nm.

Détermination des activités toxiques et enzymati-
ques

Toxicité

Elle a été déterminée par titrage sur souris en suivant les
recommandations de la pharmacopée mexicaine (1) et du
ministere de la santé du Brésil (26). Des doses croissantes de
chaque venin diluées dans du sérum physiologique 2 0,15 M
de NaCl ont été administrées par voie intraveineuse (i.v.). Huit
souris CF-1 de 18 2 22 grammes ont été utilisées pour chaque
dose administrée sous un volume de 0,2 ml. Les déces ont été
enregistrés aprés une mise en observation de 48 h. La dose
mortelle 50 % (DL50), définie comme la dose de venin qui tue
50 % des souris envenimées, a été déterminée par la méthode
de Spearman et Karber (27) qui répond a une loi log-probit.
Les tests de toxicité ont été effectués au laboratoire de I'Ins-
titut de biotechnologie de I’Université nationale autonome
du Mexique 2 Cuernavaca qui posséde son propre élevage et
I’habilitation 2 mener des expérimentations sur les animaux
conformément 2 la pharmacopée mexicaine.

Activité hémorragique

Elle a été déterminée selon la méthode décrite par THEAKSTON
et REID (34) modifiée par FERREIRA et al. (16). Des quantités
croissantes (de 12300 pg) de chaque venin diluées dans 100 pl
de sérum physiologique a 0,15 M, ont été injectées par voie
intradermique (i.d.) dans la peau du dos préalablement rasée
de souris CF-1. Apres 3 h, les souris ont été sacrifiées et le
plus grand diametre de la tache hémorragique observée sur
la face interne de la peau du dos a été mesuré avec un pied a
coulisse. La dose minimale hémorragique (MHD) a été con-
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sidérée comme la plus petite dose de venin produisant une
lésion hémorragique d’un centimetre de diametre. Chaque
test a été exécuté en triple.

Activité coagulante

Elle a été déterminée sur plasma humain ajusté 2 2,8 g de
fibrinogene comme décrit par THEAKSTON et REID (34). Nous
avons ajouté a 200 pl de plasma humain des quantités crois-
santes (1 2 200 pg) de chaque venin diluées dans 50 pl de
sérum physiologique a2 0,15 M. La dose minimale coagulante
sur le plasma humain (MCD-P) a été estimée comme la dose
minimale de venin produisant la coagulation en 60 secondes
et a été exprimée en mg-l-1 (34) ou en pg'ml-1 (21). Chaque
test a été reproduit cinq fois.

Activité thrombinique

Elle a été déterminée sur le fibrinogene de bovin (2 % en
sérum physiologique 4 0,15 M) comme décrit par THEAKSTON
et REID (34). Nous avons ajouté 2 200 ul de sérum de fibrino-
gene des quantités croissantes (1 a 200 pg) de chaque venin
diluées dans 50 pl de sérum physiologique a 0,15 M. La dose
minimale coagulante sur fibrinogene de bovin (MCD-F) a été
estimée comme la dose de venin produisant une coagulation
en 60 secondes et a été exprimée en mg-1-1 (34) ou en pg-ml-1
(21). Chaque test a été renouvelé cing fois.

Activité défribrinogénante

La dose minimale défribrinogénante (MDD) a été déterminée
selon la méthode décrite par THEAKSTON et REID (34). Des
groupes de 6 souris CF-1 de 18 2 20 g ont regu des doses
croissantes infra-létales de chacun des venins en i.v. Apres
1 heure, les souris ont été anesthésiées a I’éther, puis du sang
a été prélevé dans le plexus veineux rétro-orbitaire a I’aide de
tubes capillaires non héparinés; la présence ou ’absence de
la coagulation pour chaque dose a été observée. La MDD a
été estimée comme la dose minimale de venin qui produit une
absence de coagulation sanguine en 60 minutes. Chaque test
a été exécuté en triple.

Activité fibrino(géno)lytique

Elle a été effectuée en utilisant des méthodes classiques (11).
Des échantillons contenant 1,8 ml de fibrinogéne de bovin a
2 % (Sigma) ont été mélangés avec 400 pg de chaque venin
dilué dans 200 pl de sérum physiologique a 0,15 M. Apres
incubation du mélange pendant 120 minutes a 37 °C, des
échantillons de 20 pl ont été prélevés puis déposés sur un gel
de SDS-PAGE (acrylamide/bisacrylamide a 10 % en milieu
réducteur) en systeme discontinu comme décrit par LAEMMLI
(20). Apres la migration, les gels ont été fixés et colorés au bleu
de Coomassie. Des témoins ont été déposés dans les mémes
gels : fibrinogéne préparé dans les mémes conditions, sans
venin (témoin négatif) et mélangé avec du venin de Bothrops
asper comme témoin.

Hydrolyse protéolytique (zymogramme) de gélatine

Elle a été effectuée en utilisant la méthode décrite par
MARKLAND et PERDON (24) avec quelques modifications
(11). Des échantillons contenant 100 pg de venin ont migré
sur un gel de SDS-PAGE (acrylamide/bisacrylamide 2 10 %)
contenant 5 % de gélose pour biologie moléculaire (BioRad),
en milieu non réducteur sans ébullition préalable et en sys-
teme discontinu comme décrit par LAEMMLI (20). L’évalua-
tion des masses molaires a été effectuée en utilisant le kit de
marqueurs comme décrit précédemment. Aprés avoir pris
une photo de chacun d’eux, les gels, lavés trois fois avec de
I’eau distillée, puis avec un sérum physiologique a 0,15 M,
sont ensuite incubés dans une solution de tampon phosphate
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3 pH 7,4 pendant 180 minutes & 37 °C et colorés au bleu de
Coomassie : 'absence de coloration correspond a I’action des
enzymes protéolytiques.

Activité gélatinolytique

Des doses décroissantes (500 a 6,25 pg) de chaque venin
diluées en sérum physiologique a 0,15 M ont été mélangées
a1 ml de gélatine 2 20 % (BioRad) a 37 °C. Les échantillons
ont incubé pendant 6 heures a 37 °C, puis ont été laissés a la
température ambiante. La présence ou I’absence de liquéfac-
tion de la gélatine a été observée et la dose minimale de venin
produisant la liquéfaction notée (12).

Activité phospholipasique

Cette activité enzymatique a été étudiée sur le jaune d’ceuf
(13). Nous avons mélangé dans une boite de Pétri, 15 ml
d’agarose a 1 % (Sigma) en sérum physiologique 4 0,15 M.
avec 0,5 ml de jaune d’ceuf et 100 pl d’une solution de 100
mM de CaCl2. Apres solidification, des doses croissantes de
venins diluées dans 40 pl de sérum physiologique 2 0,15 M. ont
été placées dans les puits de 5 mm de diametre perforés dans
la phase solide. Apres incubation a la température ambiante
pendant 48 heures, les halos de I’hydrolyse radiale ont été
mesurés et le pouvoir hydrolytique a été estimé comme la dose
de venin capable de produire un halo d’un diametre moyen
de 2 centimetres; la dose a été exprimée en microgrammes de
venin. Chaque test a été reproduit cinq fois.

Antivenins

Les antivenins utilisés dans la présente étude ont été I’ Anti-
vipmyn® (AV; Bioclén, Mexique, lot B-2E-05), I’ Antibotrd-
pico-Crotilico® (ABC; Instituto Butantan, Sio-Paulo, lot
9810123/A), I’Antibotrépico® (AB; Instituto Vital Brazil, Rio
de Janeiro, lot 951118) et ’Antivipmyn-Tri® expérimental
(Exp-AV3; Bioclén, México), aujourd’hui commercialisé sous
le méme nom. AV est produit en immunisant des chevaux
avec du venin de B. asper et Crotalus durissus terrificus selon
les recommandations de la pharmacopée mexicaine (1). CABC
est produit en immunisant des chevaux avec un mélange de
venins de Bothrops (50 % de venin de B. jararaca et 12,5 %
de venin de chacune des especes suivantes : B. alternatus,
B. nenwiedii, B. jararacussu, B. moojeni; 15) et du venin de
C. durissus terrificus (6). L'AB est produit en immunisant des
chevaux avec les venins de Bothrops brésiliens. Enfin, "Exp-
AV3 est produit en immunisant des chevaux avec du venin de
différents Bothrops d’ Amérique latine, de C. durissus terrificus
et de Lachesis muta. La teneur en protéines des antivenins
était respectivement de 2,2 g-dl-1, 4,5 g-dl-1, 5,2 g-dl-1 et 4,2
g-dl-1. Les antivenins commerciaux étaient des fragments
d’immunoglobulines (F(ab'),) et Exp-AV3 était composée
d’immunoglobulines entieres (IgG), précipitées par I’acide
caprylique (28).

Neutralisation des activités toxiques

Neutralisation de la létalité

Des doses croissantes de chacun des antivenins ont été incubées
avec 3 DL50 des différents venins pendant 30 minutes 4 37 °C
puis 0,2 ml du mélange en sérum physiologique 2 0,15 M a été
injectés en i.v. chez les souris CF-1 (18-22 g, n = 8 par dose).
Les déces ont été enregistrés 48 h apres injection et la dose
efficace 2 50 % (ED50) a été estimée comme la dose d’antive-
nin nécessaire pour assurer la survie de 50 % des souris. Des
témoins ont recu 3 DL50 de venin sous un volume de 0,3 ml
en sérum physiologique a 0,15 M. Les doses administrées et
le délai d’observation étaient conformes a la pharmacopée

Bull Soc Pathol Exot, 2008, 101, 4, 353-359

mexicaine (1). Les résultats ont été analysés par la méthode
Spearman et Karber (27).

Neutralisation de I'activité hémorragique

Les souris CF-1 ont recu eni.d. dans le dos 100 pl de mélange
contenant 3 MHD de chaque venin dilué en sérum physiologi-
que 2 0,15 M incubé avec des quantités croissantes de chacun
des antivenins (1 a 80 ul) pendant 30 minutes a 37 °C. Des
témoins ont re¢u 3 MHD de venin dilué en sérum physio-
logique a 0,1 M. Apres 3 h, des souris ont été sacrifiées par
anesthésie a ’éther et les halos hémorragiques ont été mesurés
comme décrit ci-dessus. La capacité neutralisante a été défi-
nie comme la dose d’antivenin réduisant de 50 % le diametre
des cercles hémorragiques en comparaison avec les témoins
(34). Les résultats ont été effectuées a I’aide du logiciel Prism3
(GraphPad inc., San Diego, CA) qui utilise une analyse non
paramétrique des résultats.

Neutralisation de Iactivité coagulante

Une quantité fixe de venin correspondant a2 4 MCD-P (soit
40 pg de venin de B. atrox, 25 pg de venin de B. brazili et
200 pg de celui de L. muta) dissoute dans 0,5 ml de sérum
physiologique a 0,15 M. a été incubée pendant 30 minutes a
37 °C avec des quantités croissantes (1 2 100 pl) de chacun des
antivenins complétées 2 110 pl par sérum physiologique 2 0,15
M. Puis nous avons ajouté 0,5 ml de plasma humain ajusté a
2,8 gI-1 de fibrinogene. Nous avons ensuite mesuré le temps

Figure 1.

Profils chromatographiques en HPLC des venins de B. atrox, B. brazili et L. muta.
Chromatographic profiles of the venoms of B. atrox, B. brazili and L. muta
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de coagulation pour chacun des tubes. Les témoins étaient
constitués par des échantillons sans antivenin. La capacité
neutralisante des antivenins a été exprimée comme la dose
minimale d’antivenin qui a retardé le temps de coagulation de
plus de cing minutes en comparaison avec les témoins.

Neutralisation de I'activité thrombinique

Une quantité fixe de venin correspondant a 1,2 MCD-F (soit
120 pg de venin de B. atrox, 75 pg de venin de B. brazili venom
et 900 pg de celui de L. muta) dissoute dans 0,5 ml de sérum
physiologique a 0,1 M. a été incubée pendant 30 minutes a
37 °C avec des quantités croissantes (1 2 100 pl) de chacun des
antivenins, complétées a 110 pl par du sérum physiologique
4 0,15 M. Puis nous avons ajouté 0,5 ml d’une solution de
fibrinogeéne bovin a 2 %. Nous avons ensuite mesuré le temps
de coagulation pour chacun des tubes. Les témoins étaient
constitués par des échantillons sans antivenin. La capacité
neutralisante des antivenins a été exprimée comme la dose
minimale d’antivenin qui a retardé le temps de coagulation de
plus de cing minutes en comparaison avec les témoins.

Résultats

Les profils chromatographiques et électrophorétiques sont
présentés sur la figure 1. Le nombre de crétes et la vitesse
d’élution des principales fractions ont différé selon les venins,
excepté la premicére, la plus élevée, qui est apparue en 5 minu-
tes environ pour tous les venins étudiés. Le venin de B. atrox
a montré 7 pics principaux tous élués en moins de 25 minutes
(figure 1a). Le venin de B. brazili a montré 14 pics qui ont été
élués en moins de 18 minutes (figure 1b). Le venin de L. muta
a montré 12 pics, élués en moins de 19 minutes (figure 1c).
Les profils électrophorétiques ont également montré de gran-
des différences entre les trois venins. Celui de B. brazili a pré-
senté les bandes les plus denses au-dessous de 45 kDa. Celui
de B. atrox comporte quelques bandes au-dela de 100 kDa,
mais les plus importantes se situent autours de 40-48 et 20-30
kDa. Enfin, L. muta posséde un venin dont quelques bandes
sont supérieures a 100 kDa et les plus denses autours de 24
kDa. Tous les venins ont présenté des bandes fortement colo-
rées autour de 7-15 kDa (figure 2).

Les résultats de I’étude des activités toxiques et enzymatiques
sont détaillées dans le tableau I et sur les figures 3 et 4. Nous
avons utilisé les tests recommandés par TOMS (27) et décrits
en détail avec les modalités de représentation des résultats
par THEAKSTON et REID (34). Tous les venins ont hydrolysé
le fibrinogéne montrant ’hydrolyse des chaines o et § du
fibrinogene et une digestion partielle de la chaine y (figure 3).
Le venin de B. brazili a montré I’hydrolyse la plus complete
avec une absence des chaines a et , tandis que les venins de
B. atrox et L. muta montraient des fragments de masse molé-
culaire inférieure a celle des chaines de fibrinogene.
Dactivité hydrolytique sur la gélatine était présente dans les
trois venins. Lactivité du venin de B. atrox est la plus élevée
(12,5 pg), suivie par ceux de B. brazili (25 pg) et de L. muta
(100 pg). Le zymogramme a montré que les masses molaires
des enzymes responsables de cette activité se situent entre 50
et 90 kDa (figure 4), ce qui est concordant avec les masses
molaires des métalloprotéases des venins de serpent (2, 23).
Le venin de B. brazili a montré les activités létale (36 pg),
coagulante (2,4 pg), thrombinique (25 pg) et phospholipa-
sique (0,3 pg) les plus élevées. Le venin de B. atrox a mon-
tré activité defibrinogénante la plus élevée (5 pg). Enfin, le
venin de L. muta a montré les plus faibles activités toxiques

Toxicologie

et enzymatiques, excepté ’activité defibrinogénante qui était
plus élevée que celle de B. brazili.

Les résultats des expériences de neutralisation sont présentés
dans le tableau II. La neutralisation la plus efficace du venin
de B. atrox a été obtenue avec les antivenins AB, ABC et
Exp-AV3 (p <0,05). Ce dernier antivenin était au moins deux
fois plus efficace que les autres pour ce qui concerne la neu-
tralisation du venin de B. brazili. La neutralisation du venin
de L. muta, comme prévisible, a été tres significativement
supérieure (p < 0,05) avec I’antivenin qui incluait ce venin
dans sa préparation (Exp-AV3).

Figure 2.

Profils électrophorétiques en SDS-PAGE des venins de
Bothrops atrox (B. a.), B. brazili (B. b.) et Lachesis muta (L.m.).
SDS-PAGE profiles under non reducing conditions profiles of the venoms of
Bothrops atrox (B. a), B. brazili (B. b.) and Lachesis muta (L. m.).
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Figure 3.

Activité fibrino(géno)lytique des venins de Bothrops asper (B. asp.), Bothrops atrox
(B. atr.), B. brazili (B. braz.) et Lachesis muta (L. m.) sur le fibrinogéne (Fibr.)
Fibrino(geno)lytic activity of the venoms of Bothrops asper (B. asp.), Bothrops atrox
(B. atr.), B. brazili (B. braz) and Lachesis muta (L. m.) on the fibrinogen (Fibr.).
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Figure 4.

Hydrolyse protéolytique (zymogramme) de gélatine par les venins de
Bothrops atrox (B. a.), B. brazili (B. b.) et Lachesis muta (L.m.).
Proteolytic hydrolysis (zymogram) of gelatin by the venoms of
Bothrops atrox (B. a), B. brazili (B. b.) and Lachesis muta (L. m.).
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Les marqueurs de masses molaires exprimés en kDa sont a droite du gel
(The molecular weight markers expressed in kDa are at the right of the gel)

Les antivenins AB, ABC et Exp-AV3 ont neutralisé Iactivité
coagulante du venin de B. atrox, tandis que les antivenins
AB et ABC ont montré le meilleur pouvoir neutralisant sur
le venin de B. brazili. Seuls les antivenins AV et Exp-AV-3
ont neutralisé ’activité coagulante du venin de L. muta; le
second s’est révélé le plus efficace. Les résultats des analyses
de neutralisation des enzymes thrombiniques montrent que
I’antivenin Exp-AV3 était le plus efficace, bien que ’ABC
ait neutralisé a la méme dose cette activité dans le venin de
B. atrox.

L’hémorragie a été mieux neutralisée par ’Exp-AV3 et ’ABC;
le pouvoir neutralisant du premier, cependant, était signi-
ficativement plus élevé que celui des antivenins AV et AB
(p < 0,05).

Discussion

Les venins ont montré des différences électrophorétiques
et chromatographiques, y compris entre les deux venins de
Bothrops (figures 1 et 2).

Les activités toxiques des venins étaient similaires a ce qui est
décrit pour les autres venins sud-américains de Bothrops sp et
Lachesis sp (11; 31). Les activités hémorragique, coagulante,
thrombinique et défibrinogénante étaient élevées dans le venin
des trois serpents et confirmaient les observations cliniques
chez les personnes mordues par ces serpents (5, 8, 9, 25).
Bien que le venin de B. brazili ait

puisque ces serpents peuvent injecter des quantités de venin
tres supérieures 2 celles des Bothrops : les accidents par le
« bushmaster » restent une urgence médicale (2, 19, 25, 32).
Lactivité hémorragique exprimée en MDH traduit I’action
des métalloprotéases hémorragiques qui dégradent les endo-
théliums et provoquent 'inflammation locale, I’extravasation
et les saignements locaux persistant plusieurs heures ou jours
apres la morsure (23). Les trois venins présentent une MHD
basse avec une activité nettement plus hémorragique pour
les Bothrops.

Tous les venins hydrolysent le fibrinogene. L’hydrolyse du
fibrinogene par chacun des venins produit des fragments dis-
tincts, ce qui suggere des mécanismes de dégradation différents
selon les venins (figure 4). Chez les Viperidae, auxquels appar-
tiennent les trois espéces guyanaises étudiées, le fibrinogene
est généralement dégradé par des enzymes thrombiniques
dont la composition et le mode d’action varient selon I’espece
(3, 23). Cliniquement, cela se traduit par une rapide consom-
mation du fibrinogéne et une incoagulabilité sanguine par
défibrination. Au plan thérapeutique, I’antivenin doit avoir
été fabriqué avec un venin contenant ’enzyme thrombinique
correspondante ou une enzyme dont la composition voisine
favorise une immunogénicité croisée. En outre, les inhibiteurs
classiques de la thrombine (héparine, hirudine, par exemple)
n’ont que peu d’effets sur ces enzymes thrombiniques, ce
qui réduit le champ des médicaments anti-hémorragiques
utilisables.

Les activités gélatinolytique et, dans une moindre mesure,
phospholipasique traduisent le pouvoir nécrosant du venin.
Bien que les trois venins aient hydrolysé la gélatine, des ban-
des d’hydrolyse n’ont été observées que dans le zymogramme
des venins de B. brazili (masse molaire autour de 90 kDa) et B.
atrox (entre 50-90 kDa). Cependant, la nécrose clinique obser-
vée lors de la morsure par ces deux espéces est tres différente
(9). Lenvenimation par B. atrox se manifeste par une nécrose
externe progressive, tandis que celle de B. brazili est profonde,
plus caractéristique d’une myolyse respectant la peau et 'apo-
névrose. Il est possible que I’activité phospholipasique plus
puissante du venin de cette derniére espece y soit associée. Le
venin de L. muta n’a pas montré de bandes d’hydrolyse, méme
avec des quantités de venin supérieures a 100 pg (données non
présentées). Cependant, ’activité protéolytique de ce venin
sur la gélatine est confirmée par ’hydrolyse de ces substrats et
son activité hémorragique (tableau I). Lactivité protéolytique
sur la gélatine est liée A Pactivité hémorragique (14), ce qui
est confirmé dans cette étude puisque les venins présentant
une forte activité hémorragique étaient ceux qui ont montré
Pactivité gélatinolytique la plus élevée (tableau I).

La capacité neutralisante voisine des quatre antivenins sur
la toxicité globale de B. atrox peut s’expliquer par les venins
utilisés pour leur préparation. Ces antivenins sont fabriqués,

montré des activités toxiques et
enzymatiques supérieures a celui
de B. atrox, les valeurs observées
étaient voisines. En revanche,
les activités du venin de Lache-
sis étaient inférieures a celles des
venins de Bothrops, 3 exception
de lactivité défibrinogénante
supérieure a celle du venin de B.
brazili. Cependant, on ne doit
pas en déduire que les morsures
de Lachesis représentent un ris-
que vital ou d’incapacité moindre,

Tableau I.

Activités biologiques des venins de Bothrops atrox, B. brazili et Lachesis muta (+ deviation standard; p = 0,05).
Biological activities of the venoms from Bothrops atrox, B. brazili and Lachesis muta (+ standard deviation; p = 0.05).

venin DL50 MHD MCD-P MCD-F MDD activité activité
(pg/souris)  (pg/souris) (mg/l) (mg/l) (ng/mice) gélatinolytique  phospholipasique
[ug/ml] [ug/ml] (ng) (ng)
Bothrops atrox 57 24 £ 1 19 195 5 6.25 77 +1.6
(44-73) [19+0,5] [195 + 20]
Bothrops brazili 36 24 +5 12 125 80 12.5 03+0.1
(32-41) [12 +£3] [125 £ 15]
Lachesis muta 125 5710 90 1500 30 100 41,1+154
(105-139) [90 +13] (1500 + 120)

MDH = dose minimale hémorragique (minimal hemorrhagic dose)

MCD-P = dose minimale coagulante sur plasma humain (minimal coagulant dose on human plasma)
MCD-F = dose minimale coagulante sur fibrinogéne bovin (minimal coagulant dose on bovine fibrinogen)
MDD = dose minimale défibrinogénante (minimal defibrinogenating dose)
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Tableau II.
Neutralisation des activités toxiques par les antivenins AB (antibothropic, Instituto Vital Brazil), ABC (antibothropic-crotalic, Butantan Institute),
AV (Antivipmyn NR, Instituto Bioclon) et Exp-AV3 (experimental antibothropic, crotalic and Lachesis antivenin).
Neutralization of toxic activities by antivenoms AB (antibothropic, Instituto Vital Brazil), ABC (antibothropic-crotalic, Butantan Institute),
AV (Antivipmyn NR, Instituto Bioclon), Exp-AV3 (experimental antibothropic, crotalic and Lachesis antivenin).
toxicité coagulation du plasma coagulation du fibrinogéne hémorragie
oo Al d'antivenin neutralisant 3 DL50)!  (ul d'antivenin neutralisant 4 MCD-P) __(ul d"antivenin neutralisant 1,2 MCD-F) __(ul d"antivenin neutralisant 3 MHD)!
venin  B. atrox B. brazili L. muta B. atrox B. brazili L. muta B. atrox B. brazili L. muta B. atrox B. brazili L. muta
antivenin
AB 7.8 27.0 2459 25 50 >100 50 100 >100 1" 6 60
(5,7-10,8) (26,5-27,5)  (229,3-263,7) (8-13) (4-7) (52-69)
ABC 40.3 35.5 104.4 25 50 >100 100 >100 >100 9 6 1"
(31,8-51,00  (34,3-36,7) (71,8-151,8) (6-13) (3-9) (7-16)
AV 78 130,0 300,4 >100 >100 50 >100 >100 >100 16 7 24
(5,7-10,8)  (124,6-135,7) (296,6-304,4) (13-18) (5-10) (16-35)
Exp-AV3 9,2 9,1 89 25 100 25 50 50 100 6 2 4
(6,5-13,0) (7,5-10,9) (8,7-9,1) (4-7) (1-3) (1-9)

" Les intervalles de confiance a 95 % sont donnés entre parenthéses (the 95% confidence intervals are given in brackets)

MCD-P = dose minimale coagulante sur plasma humain (minimal coagulant dose on human plasma)

MCD-F = dose minimale coagulante sur fibrinogéne bovin (minimal coagulant dose on bovine fibrinogen)

MDD = dose minimale défibrinogénante (minimal defibrinogenating dose)

entre autres, 2 partir de venin de B. asper ou de B. moojeni. Ces
especes ont de grandes similitudes avec B. atrox, puisqu’elles
appartiennent toutes au méme complexe zoologique (17; 35),
ce qui pourrait traduire une proximité de composition de ces
différents venins.

La neutralisation du venin de L. muta a été obtenue avec une
efficacité significative seulement avec ’antivenin Exp-AV3. Ce
dernier était le seul parmi ceux étudiés qui comportait ce venin
dans sa préparation. Ce résultat pourrait paraitre évident;
toutefois, des études expérimentales récentes ont montré un
pouvoir neutralisant similaire entre les antivenins polyvalents
anti-Bothrops et les antivenins polyvalents anti-Bothrops et
Lachesis (21), ce que nous n’avons pas observé dans notre
étude. Les données cliniques et expérimentales suggerent que
le venin de Lachesis doit étre inclus dans la préparation des
antivenins employés pour traiter ses morsures (2, 7, 19, 2, 32,
3, 36), ce que nos résultats semblent confirmer, puisque nous
avons observé la meilleure neutralisation de ce venin avec
I’antivenin incluant dans sa préparation le venin de Lachesis.
Il s’agit, & notre connaissance, de la premiere étude sur les
activités biochimiques, toxiques et enzymatiques des venins
des principaux serpents venimeux guyanais. Il était nécessaire
de mener cette étude pour répondre aux recommandations
de POMS (27) qui souligne, avec d’autres auteurs (10; 34), la
variabilité spécifique et géographique des venins. Ainsi, les
antivenins commerciaux étudiés dans cette étude sont utilisés
généralement en Guyane pour traiter les envenimations (8).
Toutefois, la capacité de neutralisation du venin des princi-
paux serpents venimeux de la région n’est pas controlée en
routine par les fabricants et la question de leur pertinence pour
traiter les envenimations guyanaises est récurrente.

Conclusions

Les activités toxiques et enzymatiques des venins sont en
général plus élevées chez les Bothrops que chez L. muta.
Les premiers se révelent ainsi plus fortement hémorragiques
et nécrosants que ce dernier. La nécrose ne revét, cependant,
pas les mémes manifestations cliniques chez les deux especes
de Bothrops.

Indépendamment des bons résultats observés avec les antive-
nins polyvalents anti-Bothrops hétérologues dans la neutrali-
sation des venins de Bothrops, il a été clairement montré que
leur activité paraspécifique n’est pas suffisante pour obtenir
une neutralisation acceptable du venin de L. muta 3 ’égard des
différentes activités étudiées. Bien que les antivenins disponi-
bles puissent étre utiles dans le traitement des accidents par

Toxicologie

des especes de Bothrops en Guyane, le traitement de L. muta
impose ’emploi d’un antivenin incluant ce venin dans sa pré-
paration.

Bien que les morsures de Lachesis muta soient relativement
rares en Guyane (8, 9), il est reccommandé d’utiliser systéma-
tiquement un sérum polyvalent comportant cette valence.
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