Physiologie Animale

TP N° 1 : INITIATION AUX TRAVAUX PRATIQUES DE PHYSIOLOGIE

I/Les unités du système international (SI)

1.1. les unités fondamentales :

Elles sont au nombre de sept unité de base et deux supplémentaire :

· Le mètre : unité de longueur (m)

· Le kilogramme : unité de masse (kg)

· La seconde : unité de temps (s)

· L’ampère : unité d’intensité de courant électrique (A)

· Le Kelvin : unité de température thermodynamique  (K)

· La mole : unité de quantité de matière (mol)

· La candela : unité d’intensité lumineuse (cd)

Les deux unités supplémentaires sont :

· Le radian pour l’angle en plan 

· Le stéradian pour l’angle solide

1.2. Les unités du SI dérivées des unités fondamentales 

La fréquence (hertz= s-1 )

La force en Newton (N= m.kg.s-2)

La pression  en Pascal (N/m2 )  1kPa = 0.75 cm Hg = 10cm d’eau 

1.3. Les unité hors le SI

La minute (60s), heure (3600s), le jour , degrés , le litre (10-3 m3), tonne(103 kg)

1.4. les unités admises par le SI

Le mille (1mille= 1852m)

Le Nœud (1mille/heure= 1852/3600 m/s = 0.5144 m/s)

L’Angstrom A° (1A° = 0.1 nm = 10 –10 m)

II/Règles d’utilisation  des unités du SI :


2.1 Les multiples et les sous multiples 

	Facteur
	Préfixe
	Symbole
	Facteur
	Préfixe
	Symbole

	1018
	Exa
	E
	10-1
	Déci
	d

	1015
	Peta
	P
	10-2
	Centi
	c

	1012
	Téra
	T
	10-3
	Milli
	m

	109
	Giga
	G
	10-6
	Micro
	μ

	106
	Méga
	M
	10-9
	Nano
	n

	103
	Kilo
	K
	10-12
	Pico
	p

	102
	Hecto
	h
	10-15
	Femto
	f

	101
	Deca
	da
	10-18
	Atto
	a

	100
	unité
	-
	-
	-
	-


III/ Généralités sur les solutions
3.1. Définition

On appelle solution tout mélange homogène en phase condensé sous forme liquide, constitué d’un solvant et les corps dissous ou  soluté. 


                                      Solution = Solvant +  soluté (corps dissous)

3.2 Concentration d’une solution :


Il y a plusieurs façons pour définir une concentration, ceci repose sur la grandeur que l’on choisit, présenter les quantités du soluté  par rapport  au solvant.

A/ La fraction molaire :

La fraction molaire (f )ne distingue pas entre le solvant  et soluté. Si dans un certain volume sont en présence n1 molécule d’un constituant et n2  de l’autre :

          n1                                            n 2
 f1=                                       f2 =                                            

          n1 +  n2                                  n 1 +  n2     

B/La concentration pondérale : 


C’est le rapport de la masse de soluté μ au volume de la solution Vsol 
                  μ                                μ     

Cv =                  ou                     (μ0 : la masse de solvant)

            Vsol                            μ0

C/ La concentration molaire ou osmolaire (la molarité ) :


C’est le nombre de mole par unité de volume de la solution :

               Cv              n

mr  =                         =                               (M: masse molaire de soluté )

                    M               Vsol

D/ La concentration molale :


C’est le nombre de mole par unité de masse de solvant

                                                                               n  

                                       ml =                  

                                                    μ0                          

Exercices :

1/ Soit un litre de solution aqueuse contient 6.000g d’urée. Sachant que la masse molaire M = 60.

Quelles sont les différentes expressions de la concentration de l’urée ?

· fraction molaire

· concentration molaire

· concentration molale 

· concentration pondérale

2/ Soit la solution de 0.710g de SO4Na2 (M= 142) dans 100.000g de solution aqueuse.

Comment exprimer  la concentration de cet électrolyte ? 

3/ Un chercheur veut tester un principe actif d’une molécule sur une fonction endocrine du rat de laboratoire, pour cela il a choisit deux doses différentes 50 et 100 mg/kg de poids vif.
· calculez la dose d’injection pour un rat  pesant 200g 

Sachant que le volume d’injection chez le rat ne doit pas dépasser 0.5ml.

· Qu’elle est la concentration et le volume de la solution mère que le chercheur doit préparer pour traiter 10 rats.

IV/ Conseil pratiques pour les techniques opératoires 

4.1. Marquage des animaux


La méthode de marquage est appliquée aux animaux surrénalectomisés  ou castrés (surveillance post-opératoire). Afin de distinguer les différents animaux, procéder de la manière suivante :

· Placer l’animal sur le ventre ;

·  Numéroter les différents doigts ;

· Marquer les animaux en expérience en coupant un ou plusieurs doigt.

4.2. Anesthésie de l’animal

1.Anesthésie à l’éther

1.1. matériel : entonnoir, coton, rat ou souris

1.2. Procédé :

· Imbiber un coton d’éther ;

· Mettre l’animal et le tampon d’éther sous l’entonnoir ;

· Après une ou deux minutes d’agitation, l’animal s’endort ;

· Lorsque l’animal est bien endormi, compter 20 ou 30s avant de le retirer ;

· Si l’animal se réveille (anesthésie insuffisante), le remettre sous entonnoir jusqu’à ce qu’il se rendorme

· Eviter toutefois une anesthésie trop poussée car elle risque de provoquer une syncope respiratoire rapidement mortelle ;

· A la fin de l’opération (interruption de l’anesthésie), le réveil est rapide.

2. Anesthésie au nembutal (pentobarbital sodique)

· l’anesthésie est dissout dans du sérum physiologique à raison de 4 à 6 mg/ml/100g de poids corporel ;

· la solution chauffée à 38°C est injectée dans la cavité péritonéal ;

· Si l’anesthésie est liquide utiliser 100UI pour 100g de PV.

4.3. Prises de sang

1.Ponction cardiaque

· la ponction cardiaque est réalisée seulement sur rat

· Procédé à une légère anesthésie à l’éther ;

· Réaliser la ponction à l’aide d’une seringue 2ml

· Utiliser une aiguille à biseau court abordant transversalement le ventricule droit qui se projette au niveau du 5éme espace intercostal. La quantité de sang prélevé ne doit pas excéder le tiers de la volémie.

2.Ponction de la veine jugulaire

· Anesthésie de l’animal à l’éther

· Faire un incision longitudinal de la peau à la base du cou

· Dégager la jugulaire, la ponctionner à l’aide d’une seringue.

3. Ponction par section de l’extrémité de la queue

· Plonger la queue de l’animal dans une eau à 45°C pendant quelques minutes.

· Sécher la queue puis à l’aide de ciseaux sectionner son extrémité et presser jusqu’à obtenir la quantité de sang nécessaire.
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TP N° 1 : Les Groupes sanguins

1/But : détermination du groupe sanguin

2/ Principe : utilisation de la méthode sérum-test

3/ Matériel : 

· Lame, sérum anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, sang, alcool, cotton, vaccinostyle.

4/Manipulation: 

a- Préparer 4 lames

· Sur la première lame déposer une goutte de sérum anti-A sur un coté et une goutte de sérum anti-B sur l’autre coté.

· Sur la deuxième lame déposer une goutte de sérum anti-AB au centre.

· Sur la troisième lame déposer une goutte de sérum anti-D au centre.

· La quatrième lame va servire à mélanger la goutte du sang au sérum .

     b / Prélèvement du sang capillaire : 

-Déposer sur chaque goutte de sérum, une goutte de sang capillaire et mélanger afin d’homogénéiser le mélange (sérum-sang).

5/ Observation et interprétation :

a- Qu’observez vous au niveau de la première lame ?

· Expliquez pourquoi ? (conclusion que vous tirez de ces observations
b- Qu’observez vous au niveau de la deuxième lame ?

· Expliquez pourquoi ?

· Quelle est l’utilité de la deuxième lame pour la détermination du groupe sanguin ?

· A partir de l’observation des deux premières lame, que peut-on conclure concernant le groupage ?

c- Qu’observez vous sur la troisième lame ?

· expliquez pourquoi ?

d- conclusion : de quel groupe êtes vous ?

e- quelles sont vos  possibilités transfusionnelles dans ce cas ?
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TP N° 2 : Le Frottis sanguins et détermination de la formule nucléaire sanguine

A . Prélèvement du sang capillaire :


Le prélèvement  du sang capillaire se fait :

· A jeun pour éviter les lipides en phase de digestion

· Au  repos car l’exercice musculaire entraîne une polyglobulie et hyperleucocytose pendant 2 heurs .

1/ Extrémité d’un doigt de la main gauche (doigt intact)

2/ Désinfection avec du coton imbibé d’alcool, laisser sécher complètement

3/ Piquer avec un vaccinostyle stérile

4/ laisser sortir le sang par la plaie

B. Réalisation d’un frottis sanguin


Dépôt d’une goutte de sang à 1 cm d’un bord de la lame .A l’aide d’une 2eme  placée obliquement suivant un angle de 30° par rapport à la première, étaler la goutte de sang sur toute la langueur de la lame sécher rapidement à l’air et à la température ambiante.

B.1 Fixation et coloration d’un frottis sanguin


A : coloration de Pappenheim : cette coloration est basée sur l’emploi successif de 2 colorants : May Grunwoald et Giemsa.

Le May Grunwoald fixe les frottis par son alcool methylique et colore surtout les cytoplasmes et les granulations neutrophiles, basophiles et eosinophiles.

Le Giemsa colore surtout les noyaux et les granulations azurophiles

1/ fixation

· Placer le frottis sur le support

· Verser sur le frottis un nombre de gouttes de May-grunwoald pour recouvrir toute la surface et laisser pendant 3 minutes.

2/ Coloration :

      -Après 3 minutes, ajouter au colorant répandu sur le frottis autant de gouttes d’eau distillée et laisser au contact 1 mn.

· Puis égoutter la lame, sans laver et ajouter autant de gouttes de Giemsa diluée et laisser agir 10 mn.

· Après 10 mn, rincer d’un jet d’eau

· Placer la lame verticalement et laisser sécher complètement avant l’examen au microscope.

· Cytoplasme des lymphocytes : gris ou lavande

· Granules des neutrophiles tr foncés

· Granules des eosinophiles gris ou bleu

1/But : 

Observation et détermination de la formule leucocytaire

2/ Principe

Réalisation d’un frottis sanguin

Comptage par la méthode Shilling

3/ Matériel

· Solutions pour coloration

· Sang

· Lames

· Vaccinostyle, coton, alcool

· Microscope

4/ Manipulation

      -    prélèvement du sang capillaire

· réalisation d’un frottis sanguin 

5/ Observation

a- quel type de globules observez-vous ?

b- détermination du % age des globules par la méthode de Shilling.

· Méthode de Shilling : balayage rationnel du champ d’observation et comptage de 100 globules selon le schéma suivant :

· Remplir le tableau suivant :

	Type    de globule
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	70
	80
	90
	100

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Conclusion (comparaison avec les résultats théoriques)
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TP N° 3 : RESISTANCE GLOBULAIRE

1/But : détermination du seuil de résistance des hématies à l’hypotonie .

2/ Principe : dépôt des globules rouges dans des milieux ou la concentration est graduellement décroissante.

3/ Matériel :

  9 tubes à essai

· Solution de Nacl à 1%

· Eau ditstillée

· Pipettes

4/ Manipulation

Numéroter les tubes et les remplir suivant les indications du tableau :

	N° des tubes
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Volume Nacl 1% (ml)
	0.9
	0.8
	0.7
	0.6
	0.5
	0.4
	0.3
	0.2
	0.1

	Volume eau distillée
	0.1
	0.2
	0.3
	0.4
	0.5
	0.6
	0.7
	0.8
	0.9

	Concentration solution %/ml
	0.9
	0.8
	0.7
	0.6
	0.5
	0.4
	0.3
	0.2
	0.1


· On obtient donc des solutions où la concentration est graduellement décroissante.

· Ajouter 2 gouttes du culots globulaire dans chaque tube, agiter pour mélanger.

5/Observations :

a/quelle est la concentration du plasma ?

b/ Qu’est que l’hémolyse ?

c/ Au niveau de quel tube observe -t-on une hémolyse partielle ?

*- Pourquoi est-ce une hémolyse partielle (d’après les tubes)

*- Dans quel cas le seuil de résistance globulaire est  max ou mim ? (donner la concentration du tube correspondant)

d/  Au niveau de quel tube observe-t-on une hémolyse totale ?

*- pourquoi est-ce une hémolyse totale ?

e/ Conclusion : hémolyse et milieu 
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TP N° 4 : Dosage d’hémoglobine

1/ Préparation 

a/ remplir le tube jusqu’à la graduation 0.02 g avec une solution standard d’Hcl 1/10

b/ Prélèvement du sang capillaire :

      -
Le prélèvement  du sang capillaire se fait :

· A jeun pour éviter les lipides en phase de digestion

· Au  repos car l’exercice musculaire entraîne une polyglobulie et hyperleucocytose pendant 2 heures.
1/ Extrémité d’un doigt de la main gauche (doigt intact)

2/ Désinfection avec du coton imbibé d’alcool, laisser sécher complètement

3/ Piquer avec un vaccinostyle stérile

4/ laisser sortir le sang par la plaie

c/ avec la micro-pipette , pipetez le sang jusqu’à la marque 20 mm (évacuer les bulles d’air ).

D/ détermination de l’hémoblobinimie

1/ versez le sang contenu dans la pipette dans l’hémo-metre

2/ diluer avec de l’eau distillée jusqu’à la couleur soit la même que dans hémo-metre 

3/ lire le résultat 3 minutes après que le sang est mis au contact du Hcl.

Valeur normale Hb g % = 14 à 18.

TP N°5 : REGULATION DE LA  GYCEMIE  CHEZ LES MAMMIFERES

Chez les sujets normaux, la glycémie est une constante dont la valeur varie avec l’espèce (1 g/l chez l’homme, 0.75 g/l chez le rat, 1.5 g/l chez la souris, 0.5 g/l chez le bœuf, 0.7 g/l chez le mouton, 1.5 g/l chez le pigeon).

Le maintien de cette constante dans le milieu intérieur, résulte de l’antagonisme des processus qui retirent le glucose du sang et de ceux qui l’y restituent.

I . PRINCIPE DA LA METHODE DE DOSAGR DE LA GLYCEMIE :

C’est la méthode colorimétrique de Folin Wu, basée sur le principe suivant : après purification par le tungstate de sodium en milieu sulfurique du sang prélevé sur fluorure, on évalue le pouvoir réductionnel du surnageant vis à vis d’un réactif cuivrique en mesurant l’intensité de la coloration bleue obtenue par addition d’un réactif phosphomolybdique à l’oxyde cuivreux.

II .PREPARATION DE L’ANIMAL :


Prélèvement du sang par : 

· canulation de la carotide (rat) après anesthésie de l’animal.

· Ponction du sinus rétro-orbital (rat ou souris) sur l’animal vigile.

Pour ces opérations, voir techniques opératoires.

III .EXTRACTION DES SUCRES DU MILIEU6 PURIFICATION

1. Chez l’animal normal (1)

Dans un tube à essai, introduire :

-    0.5 ml de fluorure de Na à 10 %.

· 0.5 ml de sang.

· 0.5 ml de tungstate de Na à 10 %.

· 3 ml d’eau distillée.

· 0.5 ml d’acide sulfurique 2/3 N

· Agiter au vortex pendant quelques secondes.

· Laisser reposer 10 min, centrifuger

· Récupérer le surnageant en le transvasant dans un tube propre

· Si le surnageant n’est pas limpide, placer le tube pendant 2 min dans un bain-Marie bouillant puis recentrifuger.

2. Chez l’animal ayant subi une injection d’insuline (2)

· Administrer à l’animal 2 UI d’insuline à partir d’une solution à 40 UI/ml (injection sous-cutanée).

· Noter le moment de l’injection

· Une demi-heure plus tard, faire un prélèvement de sang

· Procéder à l’extraction et à la purification comme précédemment.

3. Chez l’animal ayant subi un gavage au glucose (3)

· Procéder au gavage à l’aide d’une sonde fixée à une seringue contenant 0.6 g de glucose/kg prélevé à partir d’une solution mère de glucose à 60 g/ 100 ml

· Effectuer une prise de sang au bout de 30 min

· Procéder à l’extraction et à la purification des sucres.


IV . REACTION COLORIMETRIQUE

1. Préparation de la gamme étalon de glucose

A partir de la solution stock, préparer la solution de glucose à 0.5 g/l.

Numéroter et préparer 8 tubes contenant :

tube I
   : 2 ml d’eau distillée ( Blanc

tube II
   : 0.2 ml de la solution de glucose à 0.5 g/l

tube III      : 0.3

« 

tube IV
   : 0.4     
« 

tube V 
   : 0.5   
« 

tube VI
   : 0.6

« 

tube VII
   : 0.7

« 

tube VIII   : 0.8

« 

Ajuster les volumes à 2 ml avec de l’eau distillée

Le tube II contient 0.1 mg de Glucose

Le tube III contient 0.15 mg de Glucose

Le tube IV contient 0.2 mg de Glucose

Le tube V contient 0.25 mg de Glucose

Le tube VI contient 0.3 mg de Glucose

Le tube VII contient 0.35 mg de Glucose

Le tube VIII contient 0.4 mg de Glucose

Ces différentes poids de glucose correspondent à 0.2 ml d’une solution contenant :


0.50 g/l pour le tube II


0.75 g/l pour le tube III

1.0 g/l pour le tube IV

1.25 g/l pour le tube V

1.50 g/l pour le tube VI

1.75 g/l pour le tube VII

2.00 g/l pour le tube VIII

2. préparation extemporanée de la solution de tartrate de Cuivre

· Mélanger à parts égales, solution A et solution B.

· Cette solution contient de l’hydroxyde cuivrique qui, en présence de glucose se réduit en oxyde cuivreux, dont la quantité g/l pour le tube formée est proportionnelle à la quantité de glucose présente.

3. Dosage colorimétrique




Dans 3 tubes marqués :





N pour l’animal normal





I pour l’animal à insuline





G pou l’animal au glucose

Dénommés essais, prélever 2 ml (correspondant à 0.2 ml de sang) de chacun des surnageant.

· A chaque tube (blanc, standard, essai) ajouter 2 ml de solution de tartrate

· Agiter ;

· Placer les tubes au bain-Marie bouillant pendant 8 min ;

· Les refroidir sous l’eau courante ;

· Ajouter 2 ml de réactif molybdique. Il se forme une coloration bleue d’autant plus intense qu’il y a d’oxyde cuivreux dans le tube, donc proportionnelle à la quantité de glucose présente.

· Au bout de 2 min, compléter chaque tube à 20 ml d’eau distillée.

· Agiter ; 

· Attendre 10min ;

· Lire les différentes densités optiques au spectrophotomètre à 530 nm.


V- EVALUATION DE LA CONCENTRATION DE GLUCOSE

· Tracer la courbe étalon : fonction linéaire (y =ax) représentant les densités optiques (en ordonnée) en fonction des concentrations de glucose ( en abscisse) ;n

· Si les points obtenus sont disparates, représenter un angle avec les points extrêmes et tracer la bissectrice : c’est la courbe étalon ;

· Ramener sur cette droite, la valeur de la densité optique correspondante à chaque surnageant ;

· L’axe des abscisses étant représenté en g/l, déduire directement la teneur en glucose sanguin

· Discuter vos résultats.

VI . PRECAUTIONS A PRENDRE POUR LE BON DEROULEMENT DU TP

· Disposer les réactifs dans leur ordre d’utilisation :

*  fluorure de Na

· tungstate de Na

· eau distillée

· acide sulfurique solution stock de glucose

· solution A

· solution B

· solution tartrate de Cu

· réactif molbydique

· eau distillée

-Vérifier que le matériel dont vous avez besoin au cour de votre manipulation est sur votre paillasse :

· 3 entonnoirs marqués (N, I, G)

· pipettes de 1 ml, 2 ml, 5 ml, 20ml

· 3 tubes à centrifuger pour l’extraction

· 3 tubes à hémolyse pour récupérer les surnageant

· 11 tubes de 20 ml pour le dosage

· agitateur électrique

· Pour ne pas contaminer les réactifs, vous devez les prélever à l’aide de pipette propres (prendre soin de rincer les pipettes après chaque usage).

· Ne pas oublier de mettre en marche le bain-Marie en début de manipulation et le spectrophotomètre, ½ heure avant la lecture. 











