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РЕФЕРАТ

Кваліфікаційна робота викладена на 63 сторінках друкованого тексту, містить 1 таблицю та 3 рисунки. Список літератури включає 88 джерело.
Численні літературні дані засвідчують модуляторний вплив медичної п’явки на імунітет. Тому стало актуально дослідити комплексний вплив біологічно активних речовин медичної п’явки на вроджену ланку імунітету.

Мета роботи полягала у дослідженні фагоцитарної активності нейтрофілів самок щурів на фоні впливу біологічно активних речовин медичної п’явки виду Hirudo verbana.
Об’єкт дослідження – імуномодуляторні властивості водно-сольового екстракту отриманого з тканин  Нirudo verbana.

Методи дослідження – визначення кількості лейкоцитів, підрахунок лейкоцитарної формули крові, визначення фагоцитарної активності нейтрофілів: фагоцитарний індекс та число. 
В результаті експериментальних досліджень було виявлено, що у дослідної групи тварин під впливом водно-сольового екстракту медичної п’явки порівняно з контролем збільшувалась кількість лейкоцитів. Показники лейкоцитарної формули в порівнянні з контрольною групою знаходились в межах фізіологчних норм. Підвищувалася фагоцитарна активність нейтрофілів: фагоцитарний індекс та число. 
Новизна роботи полягає у тому, що вперше досліджено фагоцитарну активність у статевозрілих самок щурів на фоні впливу біологічно активних речовин медичної п’явки після вигодовування та відсадки від них їх приплоду.
БІОЛОГІЧНО АКТИВНІ РЕЧОВИНИ, МЕДИЧНА П’ЯВКА, ЛЕЙКОЦИТИ, ЛЕЙКОЦИТАРНА ФОРМУЛА КРОВІ, ФАГОЦИТАРНИЙ ІНДЕКС, ФАГОЦИТАРНЕ ЧИСЛО.
ABSTRACT
The qualifying work described on page 63 of the printed text contains 1 table and 3 figure. References includes 88 sources.
Numerous literary data confirm the modulatory effect of medical leeches on immunity. Therefore, it became urgent to explore the complex impact of biologically active substances medical leeches on the innate immune system.

The purpose of the work was to study the phagocytic activity of neutrophils of female rats on the background of the influence of biologically active substances of medical leeches of the species Hirudo verbana.

The object of the study is the immunomodulatory properties of the water-salt extract obtained from the tissues of Нirudo verbana.

Methods of research - determination of the number of leukocytes, calculation of leukocyte blood formula, determination of phagocytic activity of neutrophils: phagocytic index and number. 
As a result of experimental studies, it was found that in the experimental group of animals, under the influence of a water-salt extract of medical leeches, in comparison with the control, the number of leukocytes increased. Indicators of leukocyte formula in comparison with the control group were within the physiological norms. Increased phagocytic activity of neutrophils: phagocytic index and number.

The novelty of the work is that for the first time the phagocytic activity in sexually mature female rats against the background of the influence of biologically active substances of medical leeches after feeding and discharging from them their offspring was investigated for the first time.
BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES, MEDICAL LEECHES, LEYOCYCIIT, BLOOD LEUKOTHYTIC FORMULA, FAGOCYTAL INDEX, FAGOCYTIC NUMBER.     
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ, СИМВОЛІВ, ОДИНИЦЬ,
СКОРОЧЕНЬ І ТЕРМІНІВ

БАР – біологічно активні речовини

ГТ – гірудотерапія
ГВ – гірудовплив 

ДК– дестабілазний комплекс
МП – медична п'явка

СЗ–слинні залози

СМП – слина медичної п'явки

ССЗ – секрет слинних залоз
ФІ – фагоцитарний індекс

ФЧ – фагоцитарне чило 
ВСТУП
Медичні п’явки (МП) є одними із перспективних продуцентів, які продукують більше ніж понад 100 унікальних біологічно активних речовин (БАР), що не мають аналогів у світі та необхідні в сучасній ветеринарії, сільському господарстві та медицині — гірудин, егліни, бделіни, ферменти: гіалуронідаза, дестабілаза, колагеназа, апіраза, еластаза [1-4]. 
Численні літературні дані засвідчують імуномодуляторний вплив БАР МП гомеостатичного характеру [1]. 
Імуномодуляторні сполуки МП чинять лімфостимуляторний вплив на інтерстиціальний гуморальний транспорт і лімфатичний дренаж тканин. 
Протизапальна дія гірудологічного впливу (ГВ) супроводжується зниженням абсолютної кількості циркулюючих нейтрофілів. Однак, при цьому відновлюється фагоцитарна та секреторна функції поліморфноядерних лейкоцитів, підвищується вміст лізосомально-катіонних білків, що свідчить про нормалізацію стану їх кисневонезалежної системи та активацію механізмів імунного захисту [3, 5]. 
У низці досліджень показано, що секрет слинних залоз БАР МП гальмують патологічну активацію системи комплементу [1, 3, 6, 7]. 
БАР МП позитивно впливають на проліферативну (спонтанну та стимульовану) активність лімфоцитів [8]. 
В умовах активації імунної системи на тлі розвитку запальних захворювань БАР МП знижують кількість CD3+, CD4+, CD8+ Т-лімфоцитів одночасно з підвищенням кількості циркулюючих СD20+ клітин [3, 7]. 
БАР МП нормалізують цитокіновий профіль за умов його порушення: знижуються попередньо підвищені рівні прозапальних ІЛ-1β, ІЛ-2 та ФНП-α та нормалізується рівень протизапального ІЛ-4, відповідно з цим нормалізується і співвідношення між прозапальними й протизапальними цитокінами [3, 8, 9].
Клінічні спостереження засвідчують здатність БАР МП впливати на системний та місцевий імунітет у хворих із хронічними захворюваннями слизової оболонки рота [10]. Імуномодуляторні сполуки БАР МП чинять лімфостимуляторний вплив на інтерстиціальний гуморальний транспорт та лімфатичний дренаж тканин при реабілітації хворих із ішемічною хворобою серця середнього та похилого віку [3, 5]. БАР МП при гірудотерапії (ГТ) позитивно впливають на стан ендотеліальної функції, антиоксидантний захист, процеси ліпопероксидації та рівні деяких цитокінів і клінічний перебіг захворювання в пацієнтів із ревматоїдним артритом [3, 9]. 
У сукупності всі ці літературні дані свідчать про те, що більшість терапевтичних ефектів ГВ опосередковані її імуномодуляторним впливом.

Тому метою нашої роботи актуально стало дослідити фагоцитарну активність нейтрофілів самок щурів на фоні впливу біологічно активних речовин медичної п’явки виду Hirudo verbana.
Об’єкт дослідження – імуномодуляторні властивості водно-сольового екстракту отриманого з тканин  Нirudo verbana.

Предмет дослідження – вміст лейкоцитів, лейкоцитарна формула крові, фагоцитарна активність нейтрофілів: фагоцитарний індекс та число статевозрілих самиць щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тканин  Нirudo verbana.

Вказана мета реалізовувалась через вирішення таких завдань:

1)  Визначити загальну кількість лейкоцитів крові самиць щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тканин  Нirudo verbana;  
2) Оцінити лейкоцитарну формулу крові  самиць щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тканин  Нirudo verbana; 
3) Дослідити фагоцитарну активність нейтрофілів: фагоцитарний індекс та число на фоні впливу водно-сольового екстракту з тканин  Нirudo verbana.                                                                                                                                   

Теоретичне значення досліджень – розширення знань щодо комплексного впливу біологічно активних речовин медичної п’явки.
Новизна роботи полягає у тому, що вперше досліджено фагоцитарну активність у статевозрілих самок щурів на фоні впливу біологічно активних речовин медичної п’явки після вигодовування та відсадки від них їх приплоду.

1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Біологічні особливості, розповсюдження, застосування медичних п’явок
За систематичним положенням медичні п’явки належать до типу кільчастих хробаків (Тип: Annelida). Їх також відносять до класу Hirudinea, підтипу Clitellata. Вони мають сегментовану будову тіла і є гермафродитами, дорослі особини виробляють, як чоловічі, так і жіночі статеві клітини [11]. П’явки (Тип: Annelida, Клас: Hirudinea) широко поширені в усьому світі і живуть в різних середовищах, таких як прісноводні водойми, моря, пустельні оазиси, де вони можуть бути важливими компонентами трофічних зв’язків [12, 13]. МП мають ареал поширення в 24 країнах Європи [14]. МП має характерне для кожного виду зовнішню будову. Форма тіла у них червоподібна, трохи сплющена в дорсовентральному напрямку. Середня довжина дорослої п’явки становить 50-120 мм, ширина – 1,2-2,0 см. Для них характерне перехресне запліднення. У світі відомо понад 680 видів п’явок, приблизно 480 з яких представляють прісноводну форму, але лише три види МП найчастіше використовують із профілактично-лікувальною метою: аптечну (H. verbаna Carena, 1820), медичну/українську (H. medicinalis Linnaeus, 1758) [3, 15, 16], рідше – східну п’явку (H. orientalis S. Utevsky et Trontelj, 2005) [15]. Але ще й досі зоологи та гірудотерапевти сперечаються чи це три різні види чи це один вид та три його форми.
1.1.1 Використання медичних п’явок у сільському господарстві та ветеринарії 

ГВ у ветеринарії та сільському господарстві застосовується при різних захворюваннях у котів, собак, коней, корів, кіз [3, 17-20] та ін., наприклад, для лікування маститів і підвищення репродуктивної здатності у корів [21], при лікуванні судинних захворювань коней та інших сільськогосподарських та домашніх тварин [3, 17-20]. 

Дослідження щодо ефективності сеансів ГВ при розведенні сільськогосподарських тварин (кіз) показали її позитивний вплив на загальний стан (підвищення апетиту, покращення стану шерстяного покриву, зникнення тріщин на рогах та копитах), продуктивність (масу тіла, надої) та репродуктивну здатність (кількість та масу тіла приплоду) тварин. Після сеансів ГВ у кіз відбувався міграційний перерозподіл лімфоцитів крові з тимчасовим їх депонуванням у місцях приставки МП, підвищення фагоцитарної активності крові у тварини [1, 3]. 

Експериментальні дослідження І. С. Попової вказують на ефективність після сеансів гірудопунктури на корекцію перебігу постпологових інволюційних процесів і підвищення репродуктивної здатності у корів.

Гірудопунктура не має негативного впливу на фізіологічний стан організму здорових корів, вона викликає тимчасові зміни морфологічного та біохімічного складу крові тварин. 

Під впливом БАР МП, приставлених на біологічно активні зони, в крові спостерігається збільшення кількості еритроцитів та гемоглобіну, базофілів, еозинофілів, альбумінів, підвищується фагоцитарна активність лейкоцитів, бактерицидна та лізоцимна активність; дещо зменшується фагоцитарний індекс, вміст лейкоцитів, сегментоядерних нейтрофілів, тромбоцитів; уповільнюється швидкість згортання крові [1, 3]. 

Ефективність застосування ГВ у собак досліджували наступні вчені: И.С. Попова, Л. К. Попов, С. А. Долгова, О. В. Крячко, Л. А. Лукоянова,  Л.С. Ричапова [1, 18, 22, 23]. 

Однією із найважливіших проблем власників домашніх та сільськогосподарських тварин є інтоксикаційний синдром, який спостерігається при різних захворюванях. Основними причинами його розвитку є фактори, що знижують природну резистентність організму тварин (поганий екологічний стан, порушення правил годування та утримання). Захворювання, що супроводжуються інтоксикаційним синдромом, потребують довгого та недешевого лікування, яке не завжди веде до одужання. Інтоксикація супроводжується реакцією всього організму: відмічається компенсаторна реакція зі сторони еритроцитарної ланки гемопоезу (збільшення вмісту гемоглобіну в еритроцитах), зі сторони лейкоцитарної ланки – реакція гранулоцитарної ланки (розвиток специфічних імунних реакцій). Обмінні процеси характеризуються станом зниженого харчування та порушенням метаболізму білка. Динаміка гематологічних показників після сеансів ГВ свідчить про усунення запальної реакції, причому активуються як неспецифічні, так і специфічні компоненти імунного захисту [1, 3]. 

Таким чином, супутній імунотропний ефект МП полягає, в першу чергу, в активації механізмів вродженого імунного захисту, а потім і адаптивного імунітету. 

Аналіз зарубіжних та вітчизняних літературних джерел показав, що застосування МП у ветеринарії та сільському господарстві експериментально виправдане, досліджено склад БАР МП, механізми їх впливу, але наступні питання залишаються не вирішеними та потребують подальшого вивчення: механізми імунотропної дії МП [1, 3, 7].

1.1.2 Використання медичних п’явок у медицині
У складі слини МП містяться більше 100 БАР, які володіють багатьма терапевтичними ефектами при ГТ. Так, ГТ та фармакологічні препарати на основі секрету слинних залоз (ССЗ) МП ефективно використовують із метою профілактики та лікуванні багатьох захворювань: лікування хронічних дерматозів [24], псоріазу [25], при лікуванні гіпертонічної хвороби [26], інфекційного міокардиту [27], для лікування глаукоми [28, 29], геморагічно-фібриноїдного синдрому [30], при гострій сенсоневральній приглухуватості [31], при артритах [32], артрозах [33], при цереброваскулярних захворюваннях [34], при ендометріозі, міомі матки, хронічних запаленнях придатків [35], при нефритах [35], при діабеті [36], при лікуванні тромбофлебітів [37], варикозу та інших судинних розладів [38, 39], при стоматитах, пульпітах та ін. [40-42]. 
В практиці зарубіжних країн МП найчастіше використовують при трансплантаціях із метою усунення венозного застою (конгестії) [43-46], до того ж із превентивною антибіотикотерапією, в реконструктивній хірургії [47-51]. 
Нещодвано, ГT почали застосовувати в терапії раку [1, 3], проводяться дослідження щодо терапевтичної ролі МП при різних хворобах [52-54], таких як інфекційнійні захворювання [55, 56], чоловіче та жіноче безпліддя [57, 58], чоловічий пріапізм , діабет, захворювання передміхурової залози, бронхіальна астма, еритематозний вовчак та багато інших. ГТ також використовують із метою профілактики онкологічних захворювань. 

Але існують деякі протипоказання до ГТ, серед яких: тривалі кровотечі, захворювання, що характеризуються схильністю до кровоточивості (геморагічні діатези), кахексія, виражена анемія, алергія на МП [1, 3], але всі ці противопоказання ще потрібно детально вивчати, тому що після сеансів гірудотерапії організм людини, чи тварини відновлюється до гомеостатичного стану. Всі показники, якщо вони були знижені, чи підвищені модулюються до фізіологічних норм організму.
Сучасне лікування МП відрізняється від стародавньої терапії. В даний час, з терапевтичною метою використосують лише п’явок, вирощених на біофабриках, які пройшли суворий карантин, до того ж одноразово, з наступною утилізацією [1, 3]. 

Встановлена чітко виражена протизапальна, бактеріотропна, імунотропна дії ГТ [1, 3], але в сучасній вітчизняній та зарубіжній літературі існують поодинокі та суперечливі роботи, що стосуються імунотропного впливу ГТ [1, 59]. 
Є дані про активуючий вплив ГТ на лімфоцити периферичної крові, що свідчить про те, що більшість терапевтичних ефектів ГТ опосередковані через її імуномодулюючий вплив [3]. Ряд досліджень свідчить про нормалізацію цитокінового профілю після ГТ [1]. 
Після сеансів ГТ у хворих із верхівковим периодонтитом виражено БАР МП проявляють дезінтоксикаційний, протизапальний, протибольовий та деконгестивний вплив. Протизапальна дія після сеансів ГТ підтверджується даними цитологічного дослідження змішаної слини: зниженням показників цитозу та абсолютного вмісту нейтрофілів; підвищення вмісту лізосомально-катіонних білків у нейтрофілах, що свідчить про нормалізацію стану їх кисневонезалежної системи та активацію механізмів місцевого неспецифічного імунного захисту  [1, 3]. 
1.2  Біологічно активні речовини медичної п'явки

ССЗ МП містить більше ніж 100 сполук білкової, ліпідної та вуглеводної природи: 80 компонентів фракцій із молекулярною масою понад 500 Да, 20 компонентів низькомолекулярної фракції (менше 500 Да) (Баскова, Завалова, 2001) [161], які володіють широким спектром біологічної активності [3, 15, 16]. 

В кінці ХІХ ст. J. B. Haycraft (1884) вперше отримав речовину з МП, яка перешкоджала згортанню крові — гірудин [15]. Ця подія стала початком наукового етапу розвитку ГТ, але лише в 1955 р. F. Markwardt отримав гірудин у чистому вигляді. ССЗ МП являє собою складну комбінацію БАР, але вивчені ще не всі, що пов’язано зі складнощами його отримання. 
Відомі на сьогодні методи отримання ССЗ МП (J. B. Haycraft, S. Apathi, І. П. Баскова та Г. І. Ніконов, M. Rigbi) не дозволяють повною мірою відобразити повний склад секрету залозистих клітин МП, бо містять різні домішки речовин, що продукуються травними залозами п’явки та її мікрофлорою [3, 15]. 

Метод запропонований О.°Ю. Каменевим дозволяє цього уникнути [15]. О. Ю. Каменев виділяє 4 групи БАР МП у відповідності до вирішення різних завдань та динаміки їх виділення при укусі: першими секретуються літичні сполуки (руйнування тканин і мікросудин жертви), антигемостатики (блокада механізмів гемостазу), блокатори захисних реакцій організму (протидія запальним реакціям, що розвиваються в тканинах у відповідь на пошкодження) та допоміжні речовини [1, 3, 15, 16]. 
1.2.1 Літичні сполуки

Сполуки, які забезпечують проникнення речовин слини МП, руйнування тканин жертви, розширення рани, розплавлення мікросудин, впливають на проникність міжклітинного матриксу дерми. При фракційному зборі слини, в процесі харчування МП, речовини даної групи виявляють лише в перших і середніх порціях секрету, останні порції їх не містять. Дана група включає такі речовини: пептидазу (дестабілазу), гіалуронідазу, колагеназу [3, 15].

 1) Пептидаза (дестабілаза) — це фермент, що руйнує певний тип зв’язків у молекулі білка — ε-(γ-глутаміл)-лізинові-ізопептидні зв’язки, які утворюють поперечні зшивки («крос-лінкінги») [3, 16], вони широко представлені в плазмових, мембранних і структурних білках. Даний тип зв’язків утворюється при стабілізації фібрину, а їх руйнування забезпечує фібринолітичну активність секрету [1, 3, 15]. Пептидаза здатна впливати на функціональну активність різних клітин: ендотеліоцитів, лімфоцитів, тромбоцитів, макрофагів та ін. [1, 3]. Поліфункціональний білок дестабілаза-лізоцим володіє не лише активністю дестабілази, а й лізоцимною та антимікробною активністю, він є антибіотиком, який пригнічує розвиток багатьох бактерій, грибів та архей. Спектр його антимікробної дії зростає при втраті мурамідазної активності [60]. Лізоцимна активність спостерігається не лише у H. medicinalis, а й у інших видів родини Hirudinea: Herpobdella octoculata, Hemopsis sanguisuga [3].

2) Гіалуронідаза — це фермент, що каталізує реакції гідролітичного розщеплення і деполімеризації гіалуронової кислоти і споріднених із нею сполук — кислих мукополісахаридів [1]. Враховуючи, що глікозоаміноглікани гіалуронової кислоти входять до складу базальної мембрани, міжклітинного матриксу, а також базальних мембран капілярів, вона відіграє велику роль не лише як фактор проникнення, а й у виникненні наступних фізіологічних реакцій [1, 3]. У складі слини МП виявлені 2 гіалуронідази, які відрізняються за здатністю впливати на хондроітинсульфат [1].

3) Колагеназа викликає гідроліз волокон колагену І типу і подібна до колагенази людини. Можливо, бере участь у інгібіції колаген-індукованої агрегації тромбоцитів [3, 15]. Гіалуронідаза та колагеназа — ферменти, які збільшують проникнення до організму різних речовин, також виконують бактерицидну та бактеріостатичну дію [1]. 
1.2.2 Антигемостатики 

Група речовин, які перешкоджають розвитку механізмів згортання крові, забезпечують вільний відтік крові з пошкоджених судин протягом всього періоду харчування МП. Антигемостатики починають виділятись із моменту руйнування мікросудин і появи крові в ранці, тому виявляються в середній фракції слини. Потрапляючи з кров’ю в кишечник МП підтримують її в рідкому стані. У складі ССЗ МП виявлені речовини, що блокують всі основні механізми активації системи згортання крові (первинний і вторинний). До них відносять: калін, апіраза, антагоніст PAF, інгібітор Ха фактора, гірудин. 

1) Калін — це інгібітор адгезії та агрегації тромбоцитів, активації фактора Вілебранда, молекулярна маса — 65 кДа [1, 15].

2) Апіраза — це інгібітор агрегації тромбоцитів ініційований АДФ [1], викликає гідроліз аденозинових нуклеотидів (АТФ і АДФ), причому майже з однаковою початковою швидкістю [3]. Апіраза визначає протисклеротичний вплив ССЗ МП, підвищує активність ліпопротеїдліпази, і як наслідок — знижує рівень загального холестерину і β-ліпопротеїдів низької щільності [15]. 

3) Антагоніст PAF (фактору активації тромбоцитів) — перешкоджає адгезії та активації тромбоцитів, міграції тромбоцитів і нейтрофілів до вогнища ураження [3], а також скороченню гладенько-м’язових клітин. PAF — фосфогліцерид, що виділяється в процесі імунологічних реакцій нейтрофілами, базофілами та макрофагами, а також у процесі специфічної активації тромбоцитів. PAF є потужним медіатором запалення і, виділяючись у ділянці нанесення ранки, ініціює гемостаз та запальну реакцію [1].
4) Інгібітор Ха фактора (FXaI — factor Xa inhibitor) — у каскаді білків плазменного гемостазу фактор Ха є ферментом, що каталізує перетворення протромбіну в тромбін у присутності іонів Са2+, фактора згортання крові V наповерхні мембран активованих тромбоцитів чи фрагментів зруйнованих ендотеліальних і/або гладенько-м’язових клітин (інколи фактор Ха називають протромбіназою). Синтезований рекомбінантний FХаІ, який здійснює захисний вплив проти венозного тромбоутворення [1, 3]. Відіграє важливу роль при лікуванні остеоартриту і ревматоїдного артриту. 

5) Гірудин — це унікальний високоспецифічний інгібітор ферменту тромбіну, він блокує всі відомі реакції, активатором яких виступає тромбін [1, 3, 15]: активацію фібриногену і перетворення його в нерозчинний фібриновий згусток; регуляцію V, VIII, XIII факторів згортання; регуляцію компонентів системи комплементу; зміни функціонального стану клітин крові (моноцитів, нейтрофілів), у тому числі і агрегацію тромбоцитів; зміни стану ендотеліальних та гладенько-м’язових клітин кровоносних судин. Методами генної інженерії отриманий рекомбінантний гірудин і фармацевтичний препарат на його основі [1].

1.2.3 Блокатори запальних реакцій організму 

Речовини поліпептидної природи, що слугують інгібіторами ферментів, продукуються різними клітинами організму в ході реакції-відповіді на пошкодження шкіри [1, 15]. В літературі роль цих речовин пов’язують з інгібуванням процесів перетравлення білків у кишечнику МП. Припускають, що речовини даної групи виконують захисну функцію, перешкоджаючи пошкодженню внутрішніх структур п’явки ферментами, що виділяються у вогнищі пошкодження і потрапляють у кишечник зі з’їденою кров’ю. Вважають, що в процесі вилучення крові вони блокують прояви захисної запальної реакції організму (розвиток спазму, набряку, болю та ін.) із метою забезпечення харчування тварини. Речовини даної групи виявлені в середніх та особливо останніх фракціях слини, де вони присутні в максимальних концентраціях. Деякі з них (наприклад, гірустазин) мають значення і для блокування системи гемостазу.

1. Бделіни — це група поліпептидів із невеликою молекулярною масою, серед яких виділяють бделіни А з молекулярною масою 7 кДа і бделіни В із молекулярною масою 5 кДа. Методом рівновагової хроматографії виділені численні форми бделінів А і В; які позначені від А1 до А6 і від В1 до В6 [1]. Вони є сильними інгібіторами трипсину, плазміну [1, 3], акрозину сперми [3, 15]. Вони не блокують активність хімотрипсину, тканинного та плазменного калікреїнів, субтилізину. Отримана рекомбінантна форма бделастазину [1, 8]. 

2. Гірустазин — належить до тієї ж родини антистазинових інгібіторів серинових протеаз [15, 16], молекулярна маса становить 5,9 кДа, він інгібує тканинний калікреїн, трипсин, хімотрипсин, катепсин G нейтрофілів [3]. Здатність блокувати тканинний калікреїн важлива, бо останній каталізує вивільнення високоактивних кінінів, які через специфічні рецептори на клітинах-мішенях модулюють широкий спектр біологічних активностей, зокрема беруть участь у підтримці нормального кров’яного тиску. Отримана рекомбінантна форма [1, 3].
3. LDTI (leech derived tryptase ingibitor) — це інгібітор триптази, отриманий із екстракту МП [61]. Триптаза є основним компонентом секреторних цитоплазматичних гранул мастоцитів і приводить до руйнування білків екстраклітинного матриксу. Відома роль триптази при алергічних та запальних реакціях. Отримана рекомбінантна форма [1]. 

4. LCI (leech carboxypeptidase ingibitor) — це інгібітор карбоксипептидази А, існує 2 ізоформи з молекулярною масою 7,3 та 7,2 кДа. Стійкий у широкому діапазоні рН та температур. LCI знаходиться в складі ССЗ МП, припускають, що він здатен блокувати гідроліз кінінів металопротеїназами у місці укусу шкіри МП, посилюючи індуковане кінінами збільшення кровотоку. Створена рекомбінантна форма [3].

5. Егліни — це низькомолекулярні білки з екстрактів МП із молекулярними масами 8,073 та 8,099 кДа («b» і «c» форми відповідно). Інгібують активність α-хімотрипсину, хімази мастоцитів, субтилізину та нейтральних протеїназ нейтрофілів: еластази і катепсину G [1, 15]. Мають високу стійкість до денатурації та прогрівання. Інгібіторний спектр егліну «с» дозволяє вважати його одним із найважливіших протизапальних агентів. Але є підстави вважати, що егліни, які виділені з МП, не присутні в ССЗ, а продукуються шлунковою залозою [3]. Біологічна цінність еглінів залежить від їх здатності блокувати активність лейкоцитарних протеаз, що вивільняються при запальних реакціях [1]. 

1.2.4 Допоміжні речовини 

Речовини, які сприяють стабілізації, захисту, транспортуванню, посиленню дії інших компонентів ССЗ МП [1]. Наявність у ССЗ великої кількості ліпідів дозволяє зробити припущення про можливість формування ліпідно-ферментних комплексів, в яких молекули білка чи їх активні ділянки можуть «екрануватися» ліпідами [3]. В результаті клітини-макрофаги організму не розпізнають чужих білків і не реагують на них. Введені речовини тривало зберігаються в тканинах і, не дивлячись на надзвичайно малу кількість, виявляють значний і тривалий біологічний ефект. Певно, з маскуванням чужорідних білків ліпідами пов’язана майже повна відсутність алергічних реакцій на ССЗ МП. Про можливість утворення складних комплексів у слині п’явки вперше повідомив Г. І. Ніконов. Він припустив, що в ССЗ МП наявні ліпосоми [1, 15]. Ліпосома п’явок — це перший приклад такої структури природного походження. Її компоненти: дестабілаза, стабільний аналог простацикліну, інгібітор калікреїну плазми крові та гірудин. Ліпосома може змінювати свою просторову орієнтацію, що залежить від полярності розчинника, — це забезпечує її безперешкодне проникнення через мембрану клітини [3, 15]. А. Ю. Барановський та О. Ю. Каменев не виявили в нативній слині ліпосоми. Але ліпіди слини мають велику молекулярну масу і являють собою незвично довгі для ліпідів ланцюги, що утворюють спіраль із активними групами на кінцях, що підтверджує можливість формування складних просторових утворень [1].

Окрім вищевказаних МП продукують велику кількість інших сполук: колагеназа, кініназа, кініногеназа, ліпази, простагландини [15], ацетилхолін, гістаміноподібні судинорозширювальні сполуки, які подовжують час кровотечі, ферменти, які знижують утворення рубцевої тканини і спайок (фібриназа, колагеназа) [1] антибіотики (хлороміцетин) , анальгетикоподібні речовини [3]. Оригінальні дослідження І. П. Баскової та ін. (2008) доводять наявність у ССЗ МП стероїдних гормонів (прогестерон, тестостерон, естрадіол, дегідроепіандростерон, кортизол) та важливих нейромедіаторів (гістамін, серотонін). Так, серотонін — це регулятор харчової поведінки МП, а гістамін викликає вазодилатацію судин мікроциркуляції. Можливо, він із серотоніном викликає місцеву алергічну реакцію поблизу ранки, після укусу МП [1, 62]. Однак, очевидно, що спектр БАР ССЗ МП все ще залишається недостатньо вивченим. Залишається недостатньо вивченою антигенна схожість БАР МП різних видів, яких використовуть для ГТ. Так, порівняння складу білків і пептидів ССЗ МП видів H. verbаna, H. medicinalis і H. оrientalis, показало, що 30-40% індивідуальних мас ССЗ кожного виду п’явок припадає на частку мас, що містяться в ССЗ хоча б одного з двох інших видів. Мала частка загальних мас може свідчити про високий поліморфізм амінокислотних послідовностей або високу частоту посттрансляційних модифікацій білків і пептидів ССЗ. При цьому встановлено, що H. medicinalis і H. orientalis є найбільш близькими між собою за складом ССЗ, що відповідає даним літератури про філогенетичну спорідненість цих видів п’явок [3]. Окрім вищевказаних ССЗ МП, вона виділяє в оточуюче середовище, зокрема кондиційоване середовище утримання МП, разом із продуктами життєдіяльності (гуано, сеча, слиз, злущені залишки кутикули та ін.) так звані, екзогенні БАР. 

Оригінальні дослідження К. В. Рассадіної (2006) показують, що до складу важливих метаболітів, які продукуються МП у навколишнє середовище входять речовини з високою біологічною активністю, зокрема: білки сироватки крові годувальника — альбуміни і глобуліни, гірудин, ферменти: гіалуронідаза, тригліцеридаза, еластаза, апіраза. До метаболітів МП також входять 19 амінокислот (у найбільших концентраціях: триптофан, глютамінова кислота, аланін, лізин, лейцин), біогенні елементи — калій, натрій, фосфор і мікроелементи (селен, йод, бром, сірка). 

Тому, вода, оброблена МП, містить комплекс БАР, до яких входять: білки плазми крові, незамінні амінокислоти, знеболюючі та протизапальні речовини, біогенні елементи, мікроелементи. Така вода не несе біологічної небезпеки, бо є нетоксичною (підтверджено дослідами на білих мишах), не містить патогенної мікрофлори, і за пропозицією К. В. Рассадіної (2006), дозволяє рекомендувати її використання з лікувальною метою [1]. 

В народній медицині, ветеринарії використовують води, оброблені МП, для лікування запальних процесів, шлунково-кишкових захворювань, дерматологічних захворювань [3, 15]. 

При дослідженні МП [3] показали, що БАР МП проявляють бактеріостатичну дію, подібну до антибіотиків. Так, при аналізі впливу екзогенних БАР МП на пігментоутворювальні сапрофітні бактерії (Serratia marcescens, Azotobacter chroococcum, Pseudomonas fluorescens, P. iodium) виявлено пригнічення пігментоутворення та зміну морфології бактеріальних клітин (укорочення розміру бактерій) [3]. 

Встановлений бактеріостатичний ефект МП обумовлений наявністю в ньому БАР з антимікробною дією (наприклад, гіалуронідаза, колагеназа) [40], а також антибіотика (хлороміцетин), який виділяє МП [1]. 

Враховуючи результати проведених всіх досліджень, а також пристінкове розміщення бактерії-ендосимбіонту МП — A. hydrophila [63], дослідники вважати, що, екзо- та ендосимбіонти МП не можуть бути джерелом бактеріологічних ускладнень при ГВ [3]. 

Також досліджено вплив БАР МП на рослинні (Cucumis sativus) [1] та тваринні (Daphnia magna) об’єкти [3]. Так, у тесті гострої летальної токсичності на нижчих ракоподібних (Daphnia magna) встановлено токсичний та стимулюючий ефекти [3]. 

Також встановлена опосередкована причина летальності через виявлену дослідниками бактеріостатичну дію БАР МП [1, 3,, 15, 16], що може спричинити порушення мікробного симбіоценозу, наприклад кишечного. 

1.3 Загальна характеристика крові щура
Загальна кількість крові у лабораторного білого щура в середньому становить близько 7,5 % від маси тіла. Вміст гемоглобіну становить — 60–80 г/л. Кількість еритроцитів — 5–6х1012/л. Еритроцити крові досить великих розмірів (5,7–7,0 мкм), у периферійній крові часто виявляються поліхроматофільні форми (близько 5 % від їх загальної кількості у дорослих тварин, а в період новонародженості — більша частина). 

Кількість ретикулоцитів: у дорослої тварини 3–4,6 %, у новонароджених— 91–96 %. Тривалість життя еритроцитів близько 8 днів. 

Кількість лейкоцитів у крові дорівнює (7,3–14,3)х109/л. 

Дослідження гематологічних показників, проведені різними авторами в різні роки, не мають принципових відмінностей. 

Ядро гранулоцитів (еозинофілів і нейтрофілів) розвивається за кільчастим типом, тому серед юних і паличкоядерних гранулоцитів нерідко виявляються кільцеподібні форми. 

Базофільні гранулоцити великих розмірів, мають блідо забарвлену сірувато-блакитну цитоплазму з рідко розташованими в ній базофільними гранулами різного розміру. Ядро неправильної форми, сферичне чи посегментоване, дуже блідо фарбується за рахунок переважання еухроматину. 

Еозинофільні гранули дрібні, округлі, густо виповнюють цитоплазму. Зернистість нейтрофільних гранулоцитів дуже дрібна, проте добре помітна на фіксованих і забарвлених за Паппенгеймом мазках крові. Агранулоцити (лімфоцити та моноцити) мають типовий вигляд. 

Біла кров щурів надзвичайно лабільна. У двох здорових тварин одного віку і навіть у однієї і тієї ж тварини відмічаються значні коливання співвідношення між окремими видами лейкоцитів. 

Слід зауважити, що кров білих щурів підлягає помітним сезонним коливанням. Так, в осінньо-зимовий період збільшується загальна кількість лейкоцитів, еритроцитів, тромбоцитів, проте кількість гемоглобіну найвища навесні. Про стан кровотворення свідчить клітинний склад пунктату червоного кісткового мозку. Показники клітинного складу кісткового мозку, як і периферійної крові, досить варіабельні. 

Лейкоцитарна формула крові білих щурів у %: базофіли 0; еозинофіли 0,8–5,0; нейтрофіли - юні 0, паличко ядерні 0,1–0,7; сегментоядерні 13,7–30,26; лімфоцити 44,06–97,94; моноцити 1,6–5,2. 

Клітинний склад кісткового мозку білого щура у %: мієлобласти 2,5; промієлоцити 4; мієлоцити: нейтрофільні 23, ацидофільні 65; метамієлоцити: нейтрофільні 37, ацидофільні 5; лімфоцити 3; моноцити 2; еритробласти 12 [1, 64].

1.4 Особливості зміни імунологічних показників крові імунної системи щура з віком

Із ключових позицій в імунній системі належить фагоцитозу, який не тільки розглядається, як протиінфекційний імунітет, а і як універсальний ефектор гомеостазу [1]. 

В.Г. Овсяніков (2008) досліджуючи особливості лейкоцитарної реакції та фагоцитозу крові білих нелінійних щурів-самців різних вікових груп при гострій соматичній болі виявив, що у тварин інтактної групи щурів різного віку зміни лейкоцитарного профілю та фагоцитарної ланки імунітету, які відображають основний принцип розвитку цих систем в ході постнатального онтогенезу, згідно з якими кожному віковому періоду відповідають свої закономірності цитоструктури білої крові і її функціональної активності в здійсненні фагоцитарних реакцій [65]. 

У новонароджених щурів високі фонові показники всіх фракцій лейкоцитів. Як відомо, фізіологічний та реактивний лейкоцитоз новонароджених є універсальним феноменом, роль якого, на погляд Овсянікова, полягає перш за все в компенсації низької функціональної активності незрілої лейкоцитарної системи, що дозволяє забезпечити необхідний рівень біологічного захисту організму в період адаптації до умов позаутробного існування. Відомо, що в ранньому віці нейтрофіли та моноцити не справляються з завершальною фазою фагоцитозу, що пояснює високий ризик виникнення септичної патології у немовлят. У інтактних місячних щурів на тлі фізіологічної лейкопенії та зменшенню відсоткової частки паличкоядерних нейтрофілів та моноцитів, щодо неонатального періоду, відзначається тенденція до підвищення активності фагоцитарної ланки, в основному за рахунок збільшення поглинальної здатності фагоцитів. Це дозволяє стабілізувати фагоцитарную ємність крові, незважаючи на значну редукцію загального фагоцитарного пулу та низький відсоток фагоцитуючих лейкоцитів. У дорослих статевозрілих щурів при підвищенні фонових показників всіх компонентів лейкоцитарного профілю значно посилюється фагоцитарна ланка за рахунок зростання загального пулу фагоцитів, підвищення в ньому відсоткової частки моноцитів, збільшення фагоцитуючих лейкоцитів і їх поглинальної здатності [65]. 
Е.Ю. Бессалова (2011) аналізуючи показники лейкоцитарної формули крові у статевозрілих нелінійних щурів (самок та самців) отриману із хвоста показала, що у нормі у щурів відсутні сезонні, статеві і циклічні відмінності показників лейкоцитарної формули крові, що відображають їх загальний адаптаційний статус організму – вміст нейтрофілів, лімфоцитів та їх співвідношення. Показники лейкоцитарної формули відрізняються у щурів першого та другого року життя внаслідок розвитку вікових змін, у самців у віці 15 місяців ці процеси більш виражені, ніж у самок [1]. За Бессаловою найбільш лабільною клітинної популяцією є нейтрофіли, що несуть потужний рецепторний та ефекторний потенціал в здійсненні реакцій гомеостазу [1]. 
Е. Є. Нурашева (2015) досліджуючи метаболічну та поглинаючу активність нейтрофілів молодих та старих білих самців щурів виявила, що метаболічна та поглинаюча активність нейтрофілів у старих щурів порівняно з молодими тваринами знижається [66].
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1 Об’єкти і матеріали дослідження 

Дослідження проводилися в навчально-науково-дослідній лабораторії клітинної та організменної біотехнології ЗНУ (зав. лаб. д. м. н., професор Фролов О. К.). Експериментальні дослідження виконано на білих нелінійних лабораторних самок щурів. У дослідженнях було використано 30 статевозрілих самиць щурів. Для дослідження використовували тварин, які пройшли карантинний режим та не мали зовнішніх проявів захворювань. Маніпуляції з тваринами проводили з дотриманням регламентованих норм і правил поводження з лабораторними тваринами: принципів біоетики, законодавчих норм та вимог згідно з положенням «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та наукових цілей» (м. Страсбург, Франція, 1986) [67], Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» [68]. 
2.2 Схема дослідження впливу водно-сольового екстракту з тканин медичної п’явки Hirudo verbana в експерименті на лабораторних щурах

Тварини були розподілені з використанням принципу рандомізації на 2 підгрупи: 
1) контрольна група: самиці, яким шляхом короткочасного фіксування тварини у пристрої [69] внутрішньочеревно один раз на тиждень вводили 0,5 мл фізіологічного розчину чотири рази, один раз на тиждень.
2) дослідна група: самиці, яким шляхом короткочасного фіксування тварини у пристрої [69], самицям внутрішньочеревно вводили 4 рази, один раз на тиждень в об’ємі 0,5 мл з кінцевою концентрацією речовини 5 мкг/г тварини [1].
Після вигодовування та відсадки приплоду від самиць обох груп, досліджували їх показники імунної системи. 
Об’єкт дослідження – імуномодуляторні властивості водно-сольового екстракту отриманого з тканин Нirudo verbana.

Предмет дослідження – вміст лейкоцитів, лейкоцитарна формула крові, фагоцитарна активність нейтрофілів: фагоцитарний індекс та число статевозрілих самиць щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту з тканин  Нirudo verbana.

Матеріалом дослідження була периферична кров щурів стабілізована кристалічним гепарином.
В якості об’єкту впливу взятий водно-сольовий екстракт з тканин Нirudo verbana.
2.3 Методи дослідження
2.3.1 Отримання імуномодулятору з водно-сольового екстракту медичної п’явки 
Для приготування витяжки із тіл медичних п'явок Н. verbana (Carena, 1820) було відібрано 40 особин вагою 0,8-1,1 гр., їх просушували фільтрувальним стерильним папером, фрагментували тіла, розтирали у битому стерильному склі із фізіологічним розчином, екстрагували тканинні структури, фільтрували надосад через фільтри, промивали у фізіологічному розчині, просушували, розтирали та додавали до перетертої маси фізіологічний розчин у масовому співвідношенні 1:10, екстрагували суміш фізіологічним розчином у холодильнику, центрифугували та стерилізували надосад у стерильних міліпорових бакфільтрах та отримували приблизно 50 мл екстракту. Після цього визначили у ньому концентрацію білка за методом Лоурі, яка дорівнювала 6 мг/л [1].

2.3.2 Визначення в екстрактах кількість білка за Лоурі

Метод заснований на утворенні забарвлених продуктів ароматичних амінокислот з реактивом Фоліна в поєднанні з біуретовою реакцією на пептидні зв'язки. Метод характеризується високою чутливістю (10 – 100 мкг білка в пробі). На розвиток забарвлення впливає велика кількість речовин: компоненти буферних систем (трис – буфер в концентрації 0,2 мМ, гліцилгліцин), відновники ( цистеїн, дитиотреітол в концентрації 0,01 – 0,4 мМ, аскорбінова кислота), комплексони (ЕДТА в концентрації 0,5 мМ), детергенти (тритон Х-100 в концентрації 0,1-0,2 % викликає випадання осадку), сірчанокислий амоній в концентрації 0,15 %, сахароза в концентрації 10 %. В зв'язку з цим при побудові калібрувального графіку для визначення білка по Лоурі в розчинник для стандартного білка необхідно включати всі компоненти, які містяться в аналізованих пробах. В деяких випадках доцільне попереднє осадження білків з розчинів, наприклад трихлороуксусною кислотою, з подальшим розчиненням їх в лужних розчинах, або очищення білкових розчинів від низькомолекулярних компонентів шляхом діалізу або гельфільтрацією на сефадексі G-25.

Постановка методу:

До 0,4 мл досліджуваного розчину, який містить 10 - 100 мкг білка, доливають 2,0 мл робочого розчину(1 мл CuSO₄·5H₂O-0,5 % розчин в 1% цитраті натрію змішують з 50 мл Na₂CO₃-2% розчин в 0,1 н. розчині NaOH) змішують і залишають при кімнатній температурі на 10 хвилин. Потім додають 0,2 мл реактиву Фоліна – Чокальтеу, вміст пробірки ретельно перемішують і через 30 хвилин колориметрують при 750 нм. Зміст білка розраховують по калібрувальному графіку. У разі попереднього осадження білка до досліджуваного розчину додають  CCI₃COOH з таким розрахунком,щоб кінцева концентрація його була рівна 3-4 %. Розчин ретельно перемішують і залишають на 10-20 хвилин. Випавший осад білка відділяють центрифугуванням і промивають 2 % CCI₃COOH. До осаду додають 1-2 мл 1 н. розчину лугу і обережно підігрівають до розчинення осаду білка. Розчин білка кількісно переносять в мірну колбу на 25-50 мл, доводять до мітки водою, ретельно перемішують і проводять визначення білка [1, 70].
2.3.3 Спосіб взяття крові у щура
Взяття крові у тварин проводили шляхом їх декапітації під ефірним наркозом. Декапітація тварин проводилась згідно біоетичних принципів при роботі з лабораторними тваринами [71]. 
Спосіб здійснювався так: наркотизованого щура беруть в ліву руку, а в праву «кравцеві» ножиці. Одним рухом проводять декапітацію тварини та збирають витікаючу кров в чашку Петрі, використовуючи в якості антикоагулянта 2% кристалічний гепарин [1].

2.3.4 Аналіз лейкоцитарної формули крові
Лейкоцитарною формулою крові називають процентне співвідношення окремих форм лейкоцитів крові.
Для приготування мазка крові на сухе знежирене предметне скло, ближче до короткого боку, наносять піпеткою невелику краплю крові. Предметне скло слід держати на столі або у лівій руці за вузькі краї. Правою рукою приставляють шліфоване скло вузьким краєм до скла з кров’ю зліва від краплі під кутом 45° та продвинути його вправо до з’єднання з краплею крові. Почекати до тих пір, поки кров розподілиться по всьому ребру шліфованого скла, а потім легким швидким рухом провести його зправа наліво до тих пір, поки не буде вичерпана вся крапля. Крапля крові повинна бути невеликою (5-10 мкл), щоб весь мазок поміщався на склі, не доходячи 1,0-1,5 см до його краю. Не можна сильно нажимати на скло, так як більшість клітин крові можуть бути ушкодженими. Добре зроблений мазок тонкий, має жовтуватий колір та закінчується «щіточкою» [70]. 

Після приготування мазків їх слід швидко висушити на повітрі до зникнення вологого блиску. При повільному висушуванні може змінюватися морфологія клітин крові. 

Фіксація мазка робиться для того, щоб ущільнити протоплазму формених елементів крові і зробити мазок більш стійким. В якості фіксатора використовували хімічно чистий абсолютний етиловий спирт, в якому мазок фіксується 5 хвилин [1]. 

Фарбування мазків проводили за Романовським-Гімзе. Використовували готову фарбу Гімзе, до складу якої входять азур, еозин, гліцерин та нейтральний метиленовий спирт. 
Мазки фарбували у 15% розчині фарби (15 мл фарби та 85 мл дистильваної води). Попередньо зафіксований мазок фарбували 35-40 хвилин. Після фарбування барвник змивають струменем води, а мазки ставлять вертикально на фільтрувальний папір для просушування [70]. 

Після правильного приготування мазка крові й якісного забарвлення приступають до його вивчення. 
Огляд мазка починають з малого збільшення, при якому оцінюють якість мазка, але аналіз його проводять під імерсією. Слід мати на увазі, що не зважаючи на достатньо правильне технічне виконання мазка, клітини крові розподіляються не рівномірно по всьому препарату. Тому для отримання достовірних даних при підрахунку лейкоцитарної формули прийнято рахувати лейкоцити в різних ділянках мазка крові. Щоб уникнути повторного підрахунку одних і тих же лейкоцитів рекомендується рухатися по мазку крові зигзагами – лінією Меандра. Прийнято рахувати 200 лейкоцитів, відступаючи 0,3-0,5 см від основи «вусиків», рухаючись зигзагами на всю ширину мазка через 2-3 поля зору. 
Необхідно прагнути набрати дану кількість клітин на 1/2 мазка, де клітини розподілені найбільш оптимально без накладень. Різні види лейкоцитів, що зустрічаються при аналізі препарату, заносять в таблицю або враховують за допомогою спеціалізованого десятиклавішного лейкоцитарного лічильника. Після закінчення перегляду 200 лейкоцитів, визначають відсотковий вміст кожного з видів лейкоцитів [1, 70].
2.3.5 Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким

 У лунці планшета для сірологічних досліджень дозованою варіпіпеткою відміряють 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. Узяту для дослідження кров видувають з капіляра на чисті знежирені стекла і відміряють дозованою мікропіпеткою 0,02 мл (20 мкл) крові, яку вносять в лунку з 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. В цьому випадку розведення крові виходить 1:20. Порцію крові перемішують піпетуванням тією ж піпеткою і залишають на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводять в рахунковій камері Горяєва. Рахункова камера є скляною пластинкою, що має невелике поглиблення в центрі, куди поміщається розведена кров. На дні поглиблення вигравійовано дві сітки, розділені одна від одної подовжнім і двома поперечними жолобами. Перед підрахунком формених елементів крові на камеру обережно кладуть знежирене покривне скло і притирають його до країв камери шляхом притиснення великими пальцями обох рук і легкими зсувами покривного скла вгору і вниз. 
Доказом щільності прилягання покривного скла є поява веселкових ліній, так званих кілець Ньютона, по притертим його краям. Оскільки покривне скло накладають на бічні пластинки рахункової камери, цим створюється поглиблення, яке закрите з двох сторін (притертих)  і відкрите з двох зовнішніх сторін у вигляді щілин. Через ці щілини рахункова камера заповнюється суспензією лейкоцитів. 
Для заповнення камери суспензію лейкоцитів в лунці з кислотою ретельно перемішують мікропіпеткою і невелику порцію суспензії піпеткою доставляють до щілини камери. Суспензія клітин, витікаючи з мікропіпетки заповнює камеру, надлишок  рідини стече в жолоби. Іншу частину камери можна заповнити суспензією клітин наступного зразка лейкоцитів.

Після того, як рахункова камера заповниться суспензією клітин, приступають до підрахунку лейкоцитів. Експозиція в камері Горяєва суспензії клітин складає близько 1 хвилини для їх рівномірного осідання на поверхні камери. Для підрахунку лейкоцитів камеру розглядають під мікроскопом і рахують формені елементи, що лежать в сітці Горяєва.

Сітка Горяєва складається з 225 великих квадратів (по 15 в кожному з рядів), 25 з них розділені на 15 маленьких квадратів (для підрахунку еритроцитів)  і 100 великих порожніх квадратів зібрано в групи по 4 квадрати кожна (для підрахунку лейкоцитів). Сторони малого квадрата рівні 0,05 мм; отже площа його рівна 0,0025 мм2;  глибина рахункової камери рівна 0,1 мм, тому об’єм малого квадрата рівний 0,00025 мм3. Великий квадрат сітки Горяєва складається з 16 малих квадратів, отже має S=0,04 мм2, а V=0,004 мм3.

Лейкоцити підраховують у 100 великих порожніх квадратах (20 x5) площа яких рівна 4 мм2 (площа одного великого квадрата дорівнює 0,04 мм2). Кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих порожніх квадратах, ділять на 4 і перемножують на 200, одержують кількість лейкоцитів в 1мм3 крові. Ділять на 4 з розрахунку загальної площі 100 великих порожніх квадратів, рівної 4 мм2. Перемножують з розрахунку, що ступінь розведення крові дорівнює 20  (0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти і 0,02 мл крові), а глибина камери 0,1 мм. Замість вище приведених розрахунків можна кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих квадратах, помножити на 50 (якщо врахувати попередні розрахунки: 200:4=50). Для того, щоб повторно не підрахувати один і той же лейкоцит, потрібно суворо дотримуватися певного порядку :

- рахувати ряди великих порожніх квадратів зліва направо і справа наліво, переміщуючи камеру на один ряд зверху вниз;

- у кожному квадраті потрібно рахувати елементи, що лежать в середині, а також на лівому та верхньому боці камери [72].

2.3.6 Визначення фагоцитарної активності нейтрофілів
Визначення фагоцитарної активності здійснювали за методом Амінова Р. Ф. та ін [1]. Спочатку готували суспензію дріжджів: брали ліофілізовані пекарські дріжджі, які розводили фізіологічним розчином у співвідношенні 1:5 іх витримували на киплячій водяній бані 70 хв., отриману концентровану суспензію дріжджів центрифугували при 1200 об./хв. протягом 15 хв., відбирали надосад, до 0,1 мл осаду дріжджів додавали 10 мл фізіологічного розчину, отриману суміш ресуспензували. Після чого здійснювали забір крові; стабілізуали її гепарином та наносили в обсязі 200 мкл на пробілковані предметні скельця, попередньо оброблені 20 % розчином пульмованої плазми крові, додавали до неї приготовану 1 % суспензію дріжджів у співвідношенні 1:1; інкубували суміш у вологій камері при температурі, яка відповідає нормальній температурі клітин крові тіла, впродовж 90 хв. в умовах струшування; після інкубації предметні скельці обережно занурювали у 2 порції фосфатно-сольового розчину при рН 7,4, висушували їх на повітрі при кімнатній температурі, фіксували протягом 10 хв. у метанолі; фарбували предметні скельця 15 % розчином фарби Романовського-Гімзи протягом 45 хв.; промивали зразки у порції дистильованої води, диференціюювали клітини у НСl; промивали зразки у 2 порціях дистильованої води та підраховували фагоцитарну активність нейтрофілів за допомогою мікроскопа з використанням імерсійного об'єктива, окуляра для чого визначають відсоток тих клітин, які містять у своїй цитоплазмі дріжджі.
2.4 Статистична обробка отриманих результатів
Статистичну обробку результатів проводили методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення [73]. При порівнянні більше як двох незалежних вибірок використовували однофакторний дисперсний аналіз за допомогою комп'ютерної програми Microsoft Office Excel 2010. Вірогідність відмінностей між середніми величинами оцінювали за критерієм Ст'юдента [73],  попередньо перевіривши вибірки на нормальність розподілу, при цьому значення в таблицях представлені у вигляді Х ± SE, де Х – вибіркове середнє, SE – стандартна помилка середнього, за допомогою пакету прикладних програм Microsoft XP «Exсel» та IBM SPSS Statistics 21,0 (USA). Основним показником, що характеризує сукупність за величиною ознаки, яка вивчається, є середня арифметична ( X ). Прямий спосіб її обчислення полягає в складанні усіх варіант ( X1 + Х2 + . . . Xn) з наступним діленням суми на число варіант сукупності ( N ) за формулою [2.3]:
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Далі підраховували відхилення кожного з отриманих результатів відсередньої арифметичної[image: image3.wmf]X
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Потім знаходили величину середньої помилки (т[image: image6.wmf]X

),яка прямо пропорційнасередньому квадратичному відхиленнюта обернено пропорційна числу проведених досліджень за формулою[2.5]:
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Середня помилка для долі (m P) за формулою [2.6]:
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Вірогідність різниці (td) за формулою [2.7]:
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Показник вірогідності (р) встановлювали по таблиці Ст'юдента на підставі даних td і (n1+n2-2) [73].

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
При досліджені дослідних тварин слід відмітити, що вони проявляли більшу активність їх шерсть була більш блискуча та гладка порівняно з контрольною групою тварин. Дослідна група мала більшу масу та більшу кількість приплоду, швидше відновлювалися після пологів та менше проявляли агресивність до людей порівняно з контрольною групою. 

Порівняльний аналіз кількості лейкоцитів у крові самиць виявив статистично значуще їх підвищення (на 41,02%) рис. 3.1. 
Рисунок 3.1 –  Середні показники лейкоцитів (х109/л) самиць щурів, n = 15 для кожної підгрупи тварин.
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Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою.

При аналізі відносного співвідношення популяцій лейкоцитів у лейкоцитарній формулі крові тварин не виявив негативного впливу БАР МП на гомеостатичне диферинціювання лейкоцитів у мієлопоезі та лімфопоезі у дослідної групи, в межах фізіологічної норми (табл.3.1).
Таблиця 3.1 –  Вміст лейкоцитів та лейкоцитарна формула крові самиць щурів та за впливу водно-сольового екстракту МП
	Група тварин
	Лейкоцити/л

(×109)
	Лейкоцитарна формула крові,% (Х ± SE)

	
	
	Еозинофі-ли

	Нейтрофіли
	Лімфоцити
	Моноцити


	
	
	
	Паличко-ядерні


	Сегменто-ядерні
	Загальний відсоток
	
	

	Самиці
	Контроль, n=15
	6,83 ± 0,13
	0,45 ± 0,07
	7,70 ± 1,25
	18,70 ± 1,99
	26,40 ± 2,40
	70,80 ± 0,99
	2,35 ± 0,52 

	
	Дослід, n=15
	11,90±0,37*
	0,40 ± 0,06
	6,00 ± 0,80
	17,70 ± 1,22
	24,70 ± 2,25
	72,10 ± 1,01
	2,80 ± 0,66


Примітка: * - р < 0,05 порівняно із контрольною групою; %- відносне значення.
Збільшення загальної кількості лейкоцитів в межах фізіологічних норм без змін в лейкоцитарній формулі крові, свідчить про позитивний стимулюючий вплив БАР МП. Також, слід відмітити, що тератогенних ознак у дослідних тварин не виявлено.
При досліджені поглинаючої активності нейтрофілів, у дослідних тварин під впливом водно-сольового екстракту медичної п'явки, відмічається достовірне збільшення фагоцитарного індексу (на 19,35%) р < 0,05, порівняно з контрольною групою (рис. 3.2). 
Рисунок 3.2 –  Фагоцитарний індекс самиць щурів, n = 15 для кожної підгрупи тварин.
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Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою.

Досліджуючи фагоцитарне число у дослідних тварин під впливом водно-сольового екстракту медичної п'явки, відмічається його достовірне збільшення (на 25,00 %) р < 0,05.
Рисунок 3.3 –  Фагоцитарний число самиць щурів, n = 15 для кожної підгрупи тварин.
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Примітка: * – р < 0,05 порівняно із контрольною групою.
Відомий факт, що збільшення частки активованих до фагоцитозу циркулюючих нейтрофілів – ознака їх прозапальної активності. З літературних джерел відомо, що зниження ФАН веде до хронізації запального процесу та сприяє підтримці алергії та ауотоалергії. Тому отримані наші дані стосовно впливу водно-сольового екстракту БАР МП на поглинаючу активність нейтрофілів у лабораторних щурів самиць, яка проявляється підвищенням її порівняно з контрольними групами тварин, пов’язано з активацією вродженого імунітету під впливом МП, і відповідає даним інших авторів [3, 15].  При аналізі дослідних груп тварин встановлено, що водно-сольовий екстракт МП проявляє виражену морфогенетичну дію на самиць, яка зареєстрована на клітинному рівні протягом 65 діб спостереження після останньої приставки МП щурам. У наших дослідженнях активно проявлявся стимулюючий ефект на тканину внутрішнього середовища: гемопоетичну, структурною основою якої є ретикулярна тканина, що відноситься до спеціалізованої пухкої сполучної тканини, основні властивості якої: трофічна, захисна, регуляторна, що в повній мірі пояснює в наших дослідах збільшення кількості лейкоцитів та підвищення функціональної активності нейтрофілів без достовірних змін у лейкоцитарній формулі крові.

Причому пролонгована стимуляція морфогенезу у дослідної групи щурів, окрім можливого депонування в тканинах залишкових кількостей водно-сольового екстракту МП, більш ймовірно, обумовлено основною функцією імунної системи – це контроль та регуляції цитогенезу та гістогенезу усіх клітин та тканин, яка за багатьма дослідниками називається морфогенетичною функцією імунної системи [74-76]. 
Отримані наші результати збігаються, також з іншими даними провідних науковців, щодо участі в регуляції регенераторного процесу різних елементів імунної системи: лімфоцитів, макрофагів, нейтрофілів, тучних клітин, еозінофілів. Так, при стимуляції клітин Купфера хід регенерації гепатоцитів прискорюється, а при гальмуванні їх поглинальної здатності до часткової резекції печінки або в перші години після неї сповільнюється.
Передбачається, що незабаром після часткової гепатектомії купферовскі клітини починають виділяти в мікросередовище фактори, що стимулюють проліферацію гепатоцитів. На моделях часткової гепатектомії та крововтрати встановлено, що в регуляції відновлювальних процесів особливу роль відіграють макрофаги. Для різних механізмів відновного процесу (клітинних або внутрішньоклітинних) необхідні різні елементи імунної системи. Так, активація Т-лімфоцитів стимулює внутрішньоклітинні процеси регенерації, а макрофаги - клітинні [74]. На участь нейтрофілів в регуляції регенераторного процесу вказують дослідження І. І. Долгушина та О. В. Бухаріна [74], які на моделі адаптивного перенесення показали, що перитонеальні нейтрофіли інтактних мишей F1 (CBA × C57BL) при трансплантації сингенним тваринам зі стандартною опікової травмою (25-30% поверхні тіла) помітно прискорюють епітелізацію рани. Цей стимулюючий ефект автори пов'язують з секретуючими нейтрофілами низькомолекулярними пептидами. Тучні клітини беруть участь в регенераторному процесі, викликаючи фіброз тканини, пригнічуючи проліферацію фібробластів та посилюють їх диференціювання, а також синтез колагену. Вони виділяють фактори росту нових капілярів, беруть участь в ангіогенезі, виділяють фактори, що привертають лімфоцити, нейтрофіли, макрофаги, тромбоцити, моноцити і еозинофіли [74]. Нещодавно проведені дослідження доводять, що і інші клітини впливають на регуляцію регенерації пошкодженого органу. Наприклад ендотеліоцити підтримують нормальну реваскуляризацію та відновлюють її в разі патологій. Тромбоцити грають проміжну роль у загоєню тканини за рахунок властивості виділяти із своїх α-гранул фактори росту. 
Таким чином, в даний час вже показано, що різні елементи імунної системи беруть участь в регуляції регенераторного процесу. А наші отримані дослідження доводять про позитивний вплив БАР МП на морфогенетичну функцію імунної системи.
Гемостатичний вплив МП здійснювався в гомеостатичних межах фізіологічних норм, на що також вказує онтогенетично збалансована лейкоцитарна формула крові в порівнянні з контрольними групами, а також відсутність тератогенних ознак у дослідної групи тварин.

4 ОХОРОНА ПРАЦІ


Даний розділ має за мету висвітлити основні засоби та заходи щодо безпечної роботи під час виконання досліджень, пов’язаних із даною тематикою магістерської роботи. Таким чином забезпечується повна безпека при роботі з технікою, обладнанням, які також забезпечують здорову атмосферу робочого приміщення (видалення шкідливих речовин, кондиціонування, зниження шуму, зручність робочого міста, організація найбільш оптимального режиму роботи тощо) у повній відповідності до нормативно-правових актів з охорони праці.

Методологічною основою створення безпечних та комфортних умов праці є всебічний аналіз небезпечних і шкідливих виробничих факторів, які потенційно можуть виникнути на робочому місці.

При виконанні досліджень були задіяні електроустаткування, в якості об’єкту дослідження виступали лабораторні щури, а матеріалом дослідження – артеріовенозна кров, окрім того статистична обробка даних виконувалась за допомогою комп’ютерної техніки. 

Темою моєї роботи є дослідження фагоцитарної активності нейтрофілів самиць щурів на фоні впливу водно-сольового екстракту Нirudo verbana.

В процесі написання своєї дипломної роботи зі мною був проведений інструктаж з протипожежної безпеки (інструкція № 62) та з охорони праці (інструкція № 296).
Основні небезпечні виробничі фактори при виконанні моєї кваліфікаційної роботи – це використання реактивів, електричного  устаткування, оптичних приладів, робота з біологічною рідиною.
Оптимальні умови роботи створювалися завдяки підтримці санітарно-гігієнічного режиму лабораторії. Так, параметри температури, вологості, освітленості, швидкості переміщення повітря протягом усього експерименту, відповідали вимогам [77]. 
Працювати в лабораторії необхідно в халаті з бавовняної тканини згідно ст. 163 кодексу законів про працю України [78], захищаючи одяг і шкіру від попадання і роз’їдання реактивами. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, тому що у випадку займання оплавленні частинки важко видаляти від одягу.  
Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою  безпечної роботи дослідника. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря. Параметри мікроклімату повинні бути такими в теплий період: температура 23-25 ˚C, вологість 40-60% і швидкість переміщення повітря 0,35 м/с, а в холодний: температура 22-24 ˚C, вологість 40-60% і швидкість переміщення повітря 0,25 м/с. Гранично допустимі концентрації пилу i мікроорганізмів у зоні дихання працюючих. Для забезпечення оптимальних параметрів мікроклімату передбачено:  природня вентиляція; водяне опалення; вологе прибирання один раз на день [79].
Робоче місце треба залишати в чистоті, не захаращувати предметами, які не відносяться до цієї роботи. При проведені робіт необхідно дотримуватися правил пожежної безпеки, електробезпеки, а також правил роботи в лабораторії, дотримуватися правил техніки безпеки, не захаращувати його посудом і побічними речами, так як безладність, поспішність або неохайність у роботі часто призводять до нещасних випадків з тяжкими наслідками. Забороняється в лабораторії пити воду, вживати їжу. При виконанні завдань, пов'язаних з використанням крові, необхідно користуватися одноразовими гумовими хірургічними рукавичками. 
Приступаючи до роботи необхідно: усвідомити методику роботи, правила її безпечного виконання; перевірити відповідність взятих речовин, які вказані в методиці роботи. Забороняється користуватися (з навчальною чи науковою метою) несправними приладами. 
Хімічний посуд повинен бути абсолютно чистим; без виконання цієї умови працювати не можна. Для відмірювання кожного реактиву потрібно мати мірний посуд (піпетки, бюретки, мензурки, циліндр або мірний стакан); не слід виливати надлишок налитого в пробірку реактиву назад в ємність, щоб не зіпсувати реактив. При проведенні дослідів у лабораторії використовується хімічний посуд загального і спеціального призначення. Дуже часто використовуються пробірки. Неприпустимо, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому виді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця чи одержати опік. При нагріванні відкритий кінець пробірки повинен бути звернений убік від працюючого і від сусідів по столу, щоб уникнути попадання на шкіру чи в очі випадково виплеснутої рідини. 
При митті посуду треба стежити за тим, щоб йорж не вдарявся об дно і стінки посуду, тому що так можна вибити дно чи проломити стінку і поранитися. У раковину не можна виливати і викидати концентровані розчини кислот і лугів, що сильно пахнуть, та отруйні речовини. При виливанні в раковину таких речовин можливе їхнє випаровування й отруєння повітря лабораторії. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі [80].
Повітря в лабораторних кімнатах забруднюється виділеннями шкідливих речовин. Кожна лабораторія повинна бути обладнана системою природної і припливної вентиляції. Припливні системи забезпечують поновлення повітря, що видаляється системою вентиляції, місцеві системи забезпечують технологічні потреби. Попередження застою повітря досягається шляхом відчиняння вікон лабораторії ще до початку досліду, а у разі використання отруйних речовин та речовин, що неприємно пахнуть – витяжної вентиляції [81].
При виконанні досліджень важливу роль грає освітлення робочого місця. Освітлення у приміщенні при проведені досліджень повинно бути не менше 750 Лк, при цьому освітлення може бути як природним, так і штучним. Природне освітлення під час роботи створювалося боковим сонячним світлом, а штучне – за допомогою ламп розжарювання та люмінесцентних ламп [81]. 
Що стосується роботи з комп’ютером, то особливістю роботи на комп’ютері являється постійна напруга  зорового аналізатора, викликана необхідністю розрізнення об’єктів, що висвічуються (символів, знаків та ін.), при наявності відблисків на екрані, обумовлених строчковою структурою зображення, мерехтінням зображення, недостатньою чіткістю об’єктів розрізняння [81, 82]. 
Умови праці користувача, що працює з дисплеєм, визначаються умовами освітлення і на робочому місці, параметрами мікроклімату, ергономічними характеристиками робочого місця.
Якщо проводиться робота з персональним комп’ютером, то необхідно відрегулювати яскравість і контрастність монітора. Не слід робити зображення занадто яскравим, від цього втомлюються очі.
Відстань від ока користувача до екрану дисплея повинна становити 50-70 см, кут зору 10-20º, але не більше 40º. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. 
Щоб запобігти впливу шкідливого високочастотного електромагнітного  випромінювання, не слід сідати ближче до екрану ніж 50-70 см [81]. Умови праці користувача, що працює з дисплеєм, визначаються умовами освітлення і на робочому місці, параметрами мікроклімату, ергономічними характеристиками робочого місця.

В приміщеннях з дисплеями слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання на протязі робочої зміни.
Перед початком роботи необхідно впевнитись у наявності аптечки, до якої повинні входити такі медикаменти: настойка йоду, нашатирний спирт, борна кислота, перманганат калію, бинт, вата, захисний крем для рук, вазелін.

Роботи, що пов’язані із використанням летючих, рідких або твердих речовин, які виділяють шкідливі гази, проводиться у витяжній шафі, стулки якої слід відчиняти на мінімальну зручну для праці висоту, але не більше ніж  на 1/3. Вікна витяжної шафи, якою на даний момент не користуються, повинні бути закритими.

Відпрацьовані кислоти й луги слід утилізувати в спеціально призначений посуд окремо і зливати в каналізацію тільки після нейтралізації.

Прироботі з кров’ю необхідно працювати у гумових рукавичках, так як можливе зараження СНІДом або гепатитом у випадку поранення шкіри.

При роботі зі скляним посудом застосовувати підвищені зусилля не дозволяється. При з'єднанні або роз'єднанні окремих частин із скла необхідно захищати руки тканиною.

При митті посуду необхідно дізнатися чим був забруднений посуд, вибрати метод чищення.

При роботі з електроприладами у разі появи диму або специфічного запаху, характерного для ізоляції, що горить; появи підвищеного шуму, стуку, вібрації тощо; при раптовому припиненні роботи електроустаткування (зникнення напруги, заклинення частин приладу, що рухаються (центрифуга тощо)), необхідно вимкнути обладнання вимикачем.

Забороняється залишати без нагляду електроустаткування, яке підключене до електромережі. Об’єктом дослідження моєї кваліфікаційної роботи була периферична кров лабораторних щурів, тому у цьому розділі я розглянула особливості роботи у віварію; правила утримання лабораторних тварин, їх використання в експерименті.
Тварини для проведення дослiдiв повиннi надходити тiльки до вiварiю. Категорично забороняється приводити на кафедру тварин, які не були перевiрені ветеринарним лiкарем i тих, що не пройшли покладений карантинний термiн [82].
Категорично забороняється: тримати тварин поза клiтками, залишаючи їх на кафедрi на нiч. Наприкiнцi робочого дня тварини повиннi бути зданi у вiварiй.
Для віварію відводять окреме приміщення з окремим входом, відокремлене від лабораторії і робочих кімнат. Приміщення, де розміщуються тварини, має бути обладнане шафами для кліток, від яких відходить витяжка. Повітря, що викидається назовні, повинно очищуватися.
Вентиляція віварію повинна працювати цілодобово без перерв на вихідні і святкові дні. Для знезараження повітря встановлюють бактерицидні опромінювачі. Підлогу роблять з щільного водонепроникного матеріалу з ухилом убік водостоків-трапів, які доступні для миття і мають перфоровані кришки; плінтуси робити не слід.
Стіни приміщень, в яких містяться тварини, і кормокухні від підлоги до стелі покривають глазурованою плиткою.
Прибирання віварію проводять щодня в наступному порядку:

– столи, полиці, табурети, стіни і підлогу протирають вологою ганчіркою, змоченою дезинфікуючим розчином;

– чищення кліток з тваринами починають з контрольних банок (кліток), в яких незаражених тварин;

– годівниці для очищення від залишків корму витягують банок (кліток) корнцангом, поміщають в бак дезинфікуючим розчином, після чого ретельно промивають водою;

– у зв’язку з дезинфікуючих розчинів, щоб уникнути псування, дерев’яні клітки мають бути фарбою.
Після закінчення прибирання все зібране у віварію сміття (кал, залишки їжі, сіно, солома тощо) спалюють або утилізують [81].
Основною специфічною небезпекою для експериментатора, що працює з дрібними лабораторними тваринами, є можливість зараження збудниками інфекцій, небезпечних для людини. Особливо небезпечні в цьому випадку укуси тварин.
Для попередження травматизму (подряпин і укусів) усі маніпуляції з лабораторними тваринами виконують в спеціальних фіксаторах, а з дрібними тваринами працюють у рукавичках.
При фiксацiї щурiв варто попередньо мiцно захопити шкiру в потиличнiй областi мiж вухами, пiсля чого, тримаючи тварину у вертикальному положеннi, накинути лямки на заднi i переднi кiнцiвки i закрiпити їх. Тiльки пiсля такої попередньої пiдготовки тварину можна остаточно фiксувати у верстатi. Там, де це можливо, краще перед фiксацiєю тварину наркотизувати. Пiсля кожного дослiду варто ретельно вимити руки теплою водою з милом, або протерти дезрозчином.
При укусi щуром варто негайно промити рану спиртом, обробити розчином йоду i довести до вiдома завідуючому кафедрою або викладачеві [42]. 
До нещасних випадків, які можуть статися в лабораторії, відносяться електротравми,  попадання  біологічних рідин, крові на одяг, шкіру і слизові оболонки, хімічні опіки; при виникненні пожежі можливе виникнення термічних опіків.
При  забрудненні  рук  кров’ю  та  іншими біологічними рідинами слід ретельно протерти їх тампоном, змоченим шкірним  антисептиком, після чого вимити проточною водою з милом. При забрудненні  рук, захищених  рукавичками – рукавички обробити серветкою, потім  вимити  проточною  водою, зняти рукавички робочою  поверхнею всередину, вимити руки і обробити їх шкірним антисептиком [83].
Якщо контакт з кров’ю, іншими біологічними рідинами супроводиться  порушенням  цілісності  шкіри (уколом, порізом), то необхідно  зробити  наступні  заходи:

–  вимити  руки  не  знімаючи  рукавичок  проточною  водою  з  милом;

–  зняти  рукавички  робочою поверхнею всередину і скинути їх в дезрозчин, видавити кров  з  рани;

–   вимити  руки  з  милом;

–  обробити  рану  70%  спиртом, потім  шкіру  навколо  рани 5% спиртним  розчином йоду;

– на  рану накласти бактерицидний пластир, надіти напальчник, а при необхідності  продовжувати  роботу – надіти  нові  гумові  рукавички.
При попаданні крові або рідин на слизову оболонку носа –закапати 0,05% розчин марганцевокислого калія, рот і горло негайно прополоскати 70% спиртом  або  0,05%  розчином  марганцевокислого  калія [84].
При попаданні біологічних рідин в очі слід негайно промити їх проточною водою, потім промити  їх  розчином  марганцевокислого  калія  за  допомогою  одноразового шприца  в співвідношенні  1: 10000. Розчин готують  з  «основного»  1%  розчину  марганцевокислого  калія,  беремо  1  мл  розчину  і  додаємо  його  до  99  мл  дистильованої  води.
При попаданні  біологічного  матеріалу  на  халат,  одяг  зробити  наступне:

–  одяг  зняти  і  замочити  в  одному  з  дезрозчинів;

–  шкіру  рук  і  інших  ділянок  тіла  при  їх  забрудненні, через одяг, після  зняття  одягу, протерти  70%  розчином  етилового  спирту;

–  поверхню  промити  водою  з  милом  і  повторно  протерти  спиртом;

– забруднене  взуття  двократно протерти тампоном, змоченим в розчині  одного  з дезінфекційних  засобів.
Хімічні реакції виконуються з такою кількістю та концентрацією, в такому посуді та приладах і в таких умовах, як це вказано в відповідних інструкціях. Враховуючи вивчені основи охорони праці, проводила дослідження, додержуючись правил безпеки в роботі з агресивними речовинами, кислотами та лугами. Хімічні опіки виникають при потраплянні на шкіру розчинів кислот і солей важких металів (характеризуються невеликою глибиною), а також лугів (глибокі опіки) [85]. 
Надання першої допомоги при хімічних опіках починається з рясного промивання ураженої ділянки водою (за винятком опіків, отриманих при потраплянні на шкіру негашеного вапна). Згодом речовини, що залишилися на поверхні шкіри, варто нейтралізувати. Для нейтралізації кислот використовують 2 %-й розчин питної соди, для нейтралізації лугів – 2%-й розчин борної, оцтової або лимонної кислот. Потім на опік накладається стерильна пов'язка. Опіки дуже болючі і небезпечні, тому що при опіках ушкоджується один з головних органів людини – шкіра, що виконує захисну функцію. Необхідно якнайшвидше надати першу медичну допомогу, щоб уникнути больового шоку і проникнення інфекції крізь обпалену поверхню.
При виникненні аварійної ситуації необхідно ліквідувати джерело її виникнення. При пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямовані на забезпечення безпеки та евакуації людей. При виявленні пожежі, необхідно вимкнути від енергопостачання прилади та обладнання; приступити до гасіння пожежі первинними засобами пожежогасіння, а при неможливості здійснення даних дій, вийти з приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна, щоб запобігти приливу свіжого повітря, яке сприятиме швидкому поширенню вогню. Негайно викликати пожежну охорону [86].
Якщо на потерпілому горить одяг, його потрібно повалити на землю (звичайно людина в такій ситуації втрачає контроль над собою і починає метатися в паніці) і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінну одежу. При опіках 1 ступеня слід промити уражені ділянки шкіри антисептичними засобами, потім обробити спиртом. До обпечених ділянок не можна торкатися руками, не можна проколювати пухирі та обривати шматки одягу, що прилипли до місця опіку, поверхню опіку не можна змазувати або засипати порошками. Обпечену поверхню необхідно накрити чистою марлею або бавовняною тканиною. Якщо у обпеченого з’явилась остуда, його необхідно зiгрiти. Потерпілому дають тепле пиття, водно сольовий розчин. Якщо потерпілий знепритомнів через отруєння чадним газом, необхідно дати йому понюхати нашатирний спирт. У випадку зупинки дихання слід зробити штучну вентиляцію легень [87]. 
Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. Із-за скорочення м’язів людина не може самостійно звільнитися. Електротравми можуть призвести до зупинки серця, дихання, ураження головного мозку. 
Рятування потерпілого від електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. При цьому повинно пам’ятати і дотримуватися деяких правил техніки безпеки. По-перше, для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропроводу. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини і користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. 
По-друге, при відсутності ознак  життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів.
По-третє, якщо ваші дії виявилися успішними і потерпілий ожив, вам необхідно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на «мітки струму», які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [87, 88]. 
По закінченню роботи необхідно вимкнути обладнання, електроприлади, закрити  воду, вимкнути електроенергію. Реактиви та інші речовини і матеріали покласти у відведене для них місце. Прибрати робоче місце. Витерти від імерсійного масла об’єктив мікроскопу та препарат. Спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту покласти у відведене для них місце. Помити руки, лице теплою водою з милом [82-86].
ВИСНОВКИ
1. Уведення водно-сольового екстракту з тканин МП викликає вірогідне збільшення циркулюючих лейкоцитів в самиць на 41,02 % (р<0,05) в порівнянні з контрольною групою.
2.  При аналізі кольорового показника та лейкоцитарної формули крові, вони в межах фізіологічних норм даного віку тварини. 

3. Введення водно-сольового екстракту з тканин спричинило статистично вірогідне  збільшення поглинальної активності нейтрофілів у самиць: фагоцитарного індексу на 19,35 % та фагоцитарного числа на 25,00% відповідно (р<0,05).
4. Виявлена динаміка у зміні імунологічних показників крові під впливом БАР МП свідчить про їх стимулюючий вплив на лейкопоез.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Отримані результати свідчать про можливе застосування комплексу БАР медичної п’явки в ветеренарії для підвищення імунітету тварин.
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