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PЕФЕPАТ
Дана pобота викладена на 88 стоpiнках дpукованого тексту, мiстить 6 таблиць, 1 рисунок. Список лiтеpатуpи включає 119 джеpел, в тому числі 20 із них латиницею та 33 за останні 5 років.
Об’єкт дослiдження – периферична кров нелінійних лабораторних щурів під впливом біологічно активних речовин (БАР) медичної п’явки. Мета pоботи – визначення морфофункціональних особливостей лімфоцитів та нейтрофілів крові нелінійних лабораторних щурів при гірудовпливі.
Методи дослiдження: імунологічні (кількість лейкоцитів, лейкоцитарна формула крові, цитоморфометричний метод), статистичні.
У pезультатi дослiдження встановлено, що на наступний день після останньої приставки медичної п’явки у нелінійних лабораторних щурів порівняно з контролем спостерігаються статистично значимі зміни в лейкоформулі крові, зокрема, зниження абсолютної та відносної кількості еозинофілів, сегментоядерних нейтрофілів; підвищення відносної кількості паличкоядерних нейтрофілів, моноцитів та лімфоцитів. Після гірудовпливу виявлено статистично значимі зміни цитоморфометричних ознак лімфоцитів (зменшення ядра, площі клітини та збільшення частки малих лімфоцитів) та нейтрофілів (збільшення частки паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром, зменшення середнього діаметру та кількості сегментів у сегментоядерних нейтрофілів).
Новизна pоботи: доповнено наукові дані про вплив БАР медичної п’явки на цитоморфометричні показники лімфоцитів та нейтрофілів крові нелінійних лабораторних щурів старого віку. 

Практичне значення pоботи: отримані результати можуть бути використані для оцінки лікувального ефекту гірудотерапії у ссавців. 
МЕДИЧНА П’ЯВКА, ГІРУДОВПЛИВ, ЛАБОРАТОРНІ ЩУРИ, ЛІМФОЦИТИ, НЕЙТРОФІЛИ, ЦИТОМОРФОМЕТРІЯ
                                                      ABSTRACT
This work is presented on 88 pages of printed text, contains 6 Tables, 1 figure. The list of references includes 119 sources, including 20 of them in Latin and 33 for the last 5 years.
The object of the study is the peripheral blood of nonlinear laboratory rats under the influence of biologically active substances (BAS) of a medicinal leech. The aim of the work is to determine the morphofunctional features of blood lymphocytes and neutrophils of nonlinear laboratory rats with hirudoinfluence.
Research methods: immunological (number of white blood cells, leukocyte formula of blood, cytomorphometric method), statistical.

As a result of the study, it was found that on next day after the last medical leeches prescription in elderly in nonlinear laboratory rats compared to the control, statistically significant changes in the leukocyte blood formula are observed, in particular, a decrease in the absolute and relative number of eosinophils, segmented neutrophils; an increase in the relative number of stab neutrophils, monocytes and lymphocytes. After hirudoinfluence, statistically significant changes in cytomorphometric characteristics were found in lymphocytes (a decrease in the nucleus, cell area and an increase in the content of small lymphocytes), and in neutrophils (an increase in the percentage of stab shaped neutrophils with a ring-shaped nucleus, a decrease in their average diameter and the number of segments in segmentonuclear neutrophils).

Novelty of the work: scientific data on the effect of medicinal leech BAS on the cytomorphometric parameters of lymphocytes and neutrophils in the blood of nonlinear laboratory rats of old age are supplemented.

Practical significance of the work: obtained results can be used to evaluate the therapeutic effect of hirudotherapy in mammals.

MEDICINAL LEECH, hirudoinfluence, LABoratory RATS, LYMPHOCYTES, NEUTROPHILS, CYTOMORPHOMETRY
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ВСТУП
В останні роки, через велику кількість побічних ефектів фармакотерапії, більш досконаліше стали вивчати медичну п’явку (МП) як продуцента понад 100 біологічно активних речовин (БАР) природного походження, які не викликають алергічних реакцій [1,2]. МП вже використовують з профілактичною та лікувальною метою в медичній та ветеринарній практиці. Натомість, механізми впливу БАР МП, які спричиняють їх терапевтичний ефект, не до кінця вивчені. 
Не дивлячись на велику кількість проведених дослідів та введення лікарських препаратів, які здатні регулювати імунні процеси, пошук та виготовлення високоефективних, а найголовніше нешкідливих імунотропних препаратів лишається першорядним завданням сучасної імунології [1]. Зараз не рідко випускають та застосовують у медичній практиці лікарські препарати, які володіють імунотропною дією та використовуються для лікування ран, що тривало не загоюються [3], венозних застоїв [4], періодонтитів [5], радикулітів, варикозного розширення вен, неврозів, урологічних та гінекологічних захворювань [1, 6]. Ці препарати мають мікробне (грибкове), рослинне, тваринне або синтетичне походження [1].
Більшість із них є синтетичними та мають ряд недоліків, один з них найважливіших – цитотоксичні ефекти. Саме тому, є актуальним пошук природних речовин, які не несуть загрози здоров’ю, містять великий спектр біологічної активності, незначну кількість побічних ефектів та помірну імуномодулюючу дію. Перспективним продуцентом БАР з імунотропною дією є МП, так як її організм продукує комплекс речовин, які не мають аналогів та необхідні при лікуванні різноманітних захворювань в медицині та ветеринарії. Серед них добре вивчені гірудин, бделіни, егліни, а також ферменти: колагеназа, еластаза. апіраза, гіалуронідаза, дестабілаза тощо, антибіотикоподібні та анальгезуючі речовини. БАР МП включають в себе широкий спектр терапевтичного впливу (антиатерогенна, тромболітична, антигіпертензивна, антитромботична, антигіпоксична, регенераційна, імуномодулююча та анальгезуюча дія), що слугувало формуванню такої галузі, як – гірудотерапія (ГТ). Не так давно ГТ та фармакологічні препарати, в основі яких секрет слинних залоз (ССЗ) МП, почали вдало використовуватись з профілактичною та лікувальною метою в різноманітних галузях медицини. Натомість, клітинно-молекулярні механізми імунотропної дії БАР МП залишаються не досить розкритими. Так, за допомогою цитоморфометричних ознак, які можуть змінюватись під впливом різноманітних факторів можна оцінити метаболічний стан клітини, що стало предметом цього дослідження. 
Мета роботи полягала у визначенні морфофункціональних особливостей лімфоцитів та нейтрофілів крові нелінійних лабораторних щурів при гірудовпливі.
Відповідно до мети дослідження були поставлені наступні завдання:
1) визначити загальну кількість лейкоцитів та лейкоцитарну формулу крові у нелінійних лабораторних щурів старого віку до та після гірудовпливу;
2) визначити цитоморфометричні показники лімфоцитів (згруповані цитоморфометричні класи, площу клітини та ядра, цитоплазматично-ядерне та ядерно-цитоплазматичне співвідношення) у мазку крові нелінійних лабораторних щурів старого віку до та після гірудовпливу;
3) визначити цитоморфометричні показники нейтрофілів (середній діаметр, кількість сегментів в ядрі) у мазку крові нелінійних лабораторних щурів старого віку до та після гірудовпливу.
Об’єкт дослідження – периферична кров нелінійних лабораторних щурів під впливом БАР МП. 
Предмет дослідження – лейкоцитарні показники крові нелінійних лабораторних щурів під впливом БАР МП. 
Методи дослідження: імунологічні (кількість лейкоцитів, лейкоцитарна формула крові, цитоморфометричний метод), статистичні.
Новизна роботи: доповнено наукові дані про вплив БАР медичної п’явки на цитоморфометричні показники лімфоцитів та нейтрофілів крові нелінійних лабораторних щурів старого віку.
Теоретичне значення: у pезультатi дослiдження встановлено, що на наступний день після останньої приставки медичної п’явки у нелінійних лабораторних щурів порівняно з контролем спостерігаються статистично значимі зміни в лейкоформулі крові, зокрема, зниження абсолютної та відносної кількості еозинофілів, сегментоядерних нейтрофілів; підвищення відносної кількості паличкоядерних нейтрофілів, моноцитів та лімфоцитів. Після гірудовпливу виявлено статистично значимі зміни цитоморфометричних ознак лімфоцитів (зменшення ядра, площі клітини та збільшення частки малих лімфоцитів) та нейтрофілів (збільшення частки паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром, зменшення середнього діаметру та кількості сегментів у сегментоядерних нейтрофілів).
Практичне значення: отримані результати можуть бути використані для оцінки лікувального ефекту гірудотерапії у ссавців та впроваджені в навчальний процес при підготовці здобувачів вищої освіти за спеціальністю 091 Біологія. 
Апробацію результатів дослідження було проведено на університетській науково-практичній конференції студентів, аспірантів і молодих вчених «Молода наука-2020» (Запоріжжя, 20 травня 2020 р.) та на міжнародній науковій конференції студентів, аспірантів та молодих вчених «Biomedical perspectives II» (Суми, 20-22 жовтня 2020 р.) з публікацією тез.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Біологічні та екологічні концепції гірудотерапії та гірудології 
На сьогоднішній день головним завданням залишається забезпечення здоров’я людини, яке може бути поліпшено за рахунок використання профілактичних та лікувальних засобів біотехнологічного, або природного походження. Сенс даного напрямку в тому, що через збільшення кількості побічних ефектів, алергічних реакцій на лікарські речовини, розвиток толерантності до них, порушення імунного статусу, наразі розробляються і впроваджуються не медикаментозні, а натуропатичні методи терапії. До них відносять ГТ, яка впливає на основні системи організму і надає місцеву дію на патологічний осередок: зникає венозний застій, розсмоктуються спайки, підвищується місцевий імунітет, поліпшується кровообіг і живлення тканин. Вона застосовується для профілактики та лікування різних захворювань тварин та людини. БАР МП місстять широкий спектр терапевтичної дії [7, 8]. Тепер можливо використання ГТ за допомогою розвитку нових теоретичних та практичних знань, які пояснюють механізми впливу МП. ГТ містить комплекс факторів: руйнування цілісності шкіри та певні реакції-відповідь організму, незначну крововтрату. БАР ССЗ МП надходять до організму під час укусу в деякій послідовності та дозі, а саме відповідно до їх призначення: перші – літичні сполуки, які здатні пошкоджувати мікросудини та тканини жертви, водночас надходять антигемостатики та останні поступають – блокатори захисних реакцій організму. БАР МП не тільки забезпечують гіпотензивну, антитромботичну та тромболітичну дію, але і репаративний вплив на ушкоджену стінку судин, антигіпоксичну, муностимулюючу, протизапальну, антиатерогенну, протиішемічну, анальгезуючу дію [1, 9]. Терапевтичний вплив проходить на декількох рівнях при постановці МП. Крім усунення захворювання, ГТ впливає на підвищення резистентності організму активізації імунної системи [1, 8]. Застосування МП з терапевтичною та профілактичною метою викликане її видовими особливостями. Оскільки МП по своїй суті кровосисні ектопаразити, то БАР їх слини самі надходять в організм людини чи тварини при укусі. МП мають відповідну спеціалізацію, як паразитичні види: добре розвинену нервову систему, органи чуття, мускулатуру та особливості будови травної системи [8]. Проте, залишається не розкрите питання щодо клітинно-молекулярних механізмів лікувального впливу БАР МП.
Загальновідомо, що на планеті більше 600 видів п’явок, які належать до царства –Тварини (Animalia), підцарства – Двосторонні, симетричні (Bilateria), типу – Кільчасті черви (Annelida), підтипу – Пояскові (Clitellata), класу – П’явки (Hirudinea),  В  країнах колишнього СНД та Європі водяться тільки 3 види МП, тому конкретно їх використовують у медичній практиці: медичну/українську (H. medicinalis, Linnaeus 1758), аптечну (H. verbаna, Carena 1820) [8, 9], зрідка – східну п’явку (H. orientalis, S. Utevsky et Trontelj 2005) [1, 9]. В тих країнах, у яких не мешкають дані види п’явок, використовують інші, наприклад – Macrobdella decora, Hirudinaria granulosa, H. nipponia, H. michaelseni [8].

1.2 Біологічно активні речовини секрету слинних залоз  медичної п’явки та їх ефекти
ССЗ МП включає в себе більше 100 сполук вуглеводної, ліпідної, та білкової природи: 90 складових елементів фракцій з молекулярною масою більше 500, які мають великий спектр біологічної активності [9, 10]. В 1884 році J. B. Haycraft уперше отримав речовину з МП, яка не давала крові згортатись – гірудин [10]. Ця подія вважається основою розвитку ГТ, але F. Markwardt тільки в 1955 році отримав у чистому вигляді гірудин. ССЗ МП є складною комбінацією БАР, але значна кількість компонентів слини, як і попервах, не добре охарактеризовані чи зовсім невідомі. Пов’язано це з тим, що їх  дуже складно отримати. На сьогоднішній день, вже давно відомі методи отримання ССЗ МП не дають повністю показати дійсний склад секрету залозистих клітин, через те, що містять домішки речовин, які продукуються мікрофлорою та травними залозами п’явки [10]. Запропонований метод О. Ю. Каменевим дозволяє це оминути. Він виділяє 4 групи БАР МП у належності до вирішення різноманітних завдань та динаміки виділення при укусі: першими виділяються літичні сполуки (пошкодження мікросудин і тканин жертви), антигемостатики (блокада системи гемостазу), блокатори захисних реакцій організму (опір захисним реакціям, які формуються в тканинах у відповідь на пошкодження) та допоміжні речовини [11].
1. Літичні сполуки надають можливість проникати речовинам слини, пошкоджувати тканини, розплавлювати мікросудини, розширювати рани, впливають на проникність дерми, міжклітинного матриксу жертви. В процесі харчування МП, при зборі слини фракціями, речовини даної групи простежуються тільки в перших та середніх порціях секрету, а от останні порції їх не мають. Дана група включає: гіалуронідазу, колагеназу, пептидазу (дестабілазу) [11].
 Пептидаза (дестабілаза) – фермент, який приймає участь в важливих біологічних процесах. Під час стресу її активність підвищується. Вона здатна руйнувати певний тип зв’язків у молекулі білка – ε-(γ-глутаміл)-лізинові-ізопептидні зв’язки, які утворюють «крос-лінкінги» (поперечні зшивки), що широко представлені в мембранних, плазмових і структурних білках. Даний тип зв’язків формується при стабілізації фібрину, їх руйнацію забезпечує фібринолітична активність секрету. Пептидаза може впливати на функціональну активність різноманітних клітин: лімфоцитів, макрофагів, ендотеліоцитів, тромбоцитів та ін. [10]. Дестабілаза-лізоцим –поліфункціональний білок, який орудує не тільки активністю дестабілази, але і антимікробною, та лізоцимною активністю, він є антибіотиком, що пригнічує розвиток грибів, бактерій та архей. При втраті мурамідазної активності його спектр антимікробної дії зростає [11]. Лізоцимна активність наявна не тільки у H. medicinalis, але і у інших видів родини Hirudinea: Hemopsis sanguisuga, Herpobdella octoculata [11].
 Гіалуронідаза – це фермент, який здатен каталізувати реакції деполімеризації гіалуронової кислоти та споріднених з нею сполук, а саме гідролітичне розщеплення та кислих мукополісахаридів [11, 12]. Глікозоаміноглікани гіалуронової кислоти містяться у складі міжклітинного матриксу, базальних мембран капілярів та базальної мембрани, вона грає значну роль не тільки як фактор проникнення, але і у прояву чергових фізіологічних реакцій [10]. Даний фермент пригнічує відновлює мієлінізацію та неврологічну функцію, руйнує спайки у вогнищі запалення, сполучнотканинні перемички, тим самим посилюючи відтік лімфи, очищаючи від застою тканини та покращуючи обмінні процеси в них [13]. У слині МП виявлено 2 гіалуронідази, що різняться за здатністю впливу на хондроітинсульфат [12].
 Колагеназа може розщеплювати пептидні зв’язки в окремих частинах спеціальних областей колагена. Колаген, по відношенню до інших ферментів, проявляє  високий ступінь стійкості, бере участь в інгібіції колаген-індукованої агрегації тромбоцитів. Гіалуронідаза й колагеназа – це ферменти, що збільшують попадання до організму різноманітних речовин, також виконують бактеріостатичну та бактерицидну дію [14].
2. Антигемостатики – понижують рівень згортання крові, сприяють вільному відтіку крові з пошкоджених судин на протязі періоду харчування МП. Починають вивільнятись з моменту пошкодження мікросудин та появи крові в рані, саме тому виявлені в середній фракції слини. Надходячи з кров’ю в кишечник МП зберігають її в рідкому стані. У складі ССЗ МП містяться речовини, які можуть блокувати всі основні та специфічні механізми активації системи згортання крові. До нихналежать: апіраза, антагоніст PAF, калін, гірудин, інгібітор Ха фактора.
Калін –  являє собою інгібітор агрегації та адгезії тромбоцитів, активації фактора Вілебранда, має молекулярну масу – 65 кДа [14, 15].
Апіраза – є інгібітором агрегації тромбоцитів ініційований АДФ [11], спричиняє гідроліз нуклеотидів (АДФ і АТФ), та майже з однаковою початковою швидкістю. Відкриті дві її ізоформи –високо- і низькомолекулярні (45 і більше 400 кДа). Сильніша активність при рН 7,5. Вона визначає протисклеротичний вплив ССЗ МП, збільшує активність ліпопротеїдліпази, та як наслідок – понижує рівень β-ліпопротеїдів низької щільності і загального холестерину. 

Антагоніст PAF (фактор активації тромбоцитів) – це медіатор фосфоліпідного походження, затримує адгезію, активацію, міграцію  тромбоцитів та нейтрофілів до вогнища запалення [15], а також скорочення гладенько-м’язових клітин. PAF вивільняється в процесі імунологічних реакцій базофілами, макрофагами, та нейтрофілами, і в процесі активації тромбоцитів. PAF дуже сильний медіатор запалення, тому виділяючись у ділянці ранки, сприяє гемостазу та запальній реакції [15].
Інгібітор Ха фактора (FXaI – factor Xa inhibitor) – є ферментом у каскаді білків плазменного гемостазу, каталізує трансформацію протромбіну в тромбін в присутності іонів кальцію чи фрагментів зруйнованих гладенько-м’язових клітин, або ендотеліальних. Рекомбінантний FХаІ, який є синтезованим, здійснює реалізовує вплив проти тромбоутворення [16]. Бере участь при лікуванні ревматоїдного артриту та остеоартриту.
Гірудин –  найбільш вивчений фактор, який є єдиним, котрий успішно перейшов від природного до клінічного застосування [17]. Дана речовина має білкову природу, та являє собою унікальний інгібітор ферменту тромбіну. Він поліпшує реологічні властивості крові (текучість крові), що дозволяє збільшити кровотік і, в свою чергу, збільшити надходження кисню до тканин та поліпшити відтік лімфи з патологічного вогнища. Також, понижує експресію білків та збільшену кількість апоптотичних тіл [18], інгубує проліферацію фібробластів [19], блокує реакції, активатором яких є тромбін [17]: регуляцію V, VIII, XIII факторів згортання, активацію фібриногену і перетворення його в нерозчинний фібриновий згусток, зміни функціонального стану клітин крові (моноцитів, нейтрофілів), у тому числі і агрегацію тромбоцитів; зміни стану ендотеліальних та гладенько-м’язових клітин кровоносних судин, регуляцію компонентів системи комплементу. За допомогою інших компонентів секрету п'явки, гірудин зменшує активність тромбіну, блокуючи його дію, таким чином, утворення фібринових волокон не здійснюється [18] Завдяки методам генної інженерії одержали рекомбінантний гірудин і лікувальний препарат на його основі [17].
3. Блокатори захисних реакцій організму – речовини поліпептидної природи, які слугують інгібіторами ферментів, синтезуються різними клітинами в ході реакції-відповіді на руйнування тканини шкіри [16]. У кишечнику МП, роль цих речовин пов’язана з інгібуванням перетравлення білків. Вважають, що даної групи речовини виконують захисну функцію, так як перешкоджають пошкодження внутрішніх структур МП ферментами, які надходять у вогнище пошкодження та опиняються у кишечнику із з’їденою кров’ю. В процесі забирання крові вони заблокують прояви запальної реакції (набряку, болю, розвиток спазму та ін.) з метою задоволення харчування тварини. Речовини цієї групи наявні в середніх та останніх фракціях слини, де вони мітяться в максимальних концентраціях. Один з них (наприклад, гірустазин) має значення при блокуванні системи гемостазу.
Бделіни –  це група поліпептидів, які невеликі за  молекулярною масою, серед яких: бделіни А з молекулярною масою 7 кДа та бделіни В з молекулярною масою 5 кДа. Виділені численні форми бделінів А і В за допомогою метода рівновагової хроматографії [16]. Являються сильними інгібіторами плазміну, трипсину [15], акрозину сперми. Отримана рекомбінантна форма бделастазину. Не можуть блокувати активність тканинного та плазменного калікреїнів, хімотрипсину та субтилізину. 
Гірустазин – входить у родину антистазинових інгібіторів серинових протеаз [15], молекулярна маса становить 5,8 кДа, може інгібувати тканинний хімотрипсин, трипсин, катепсин G нейтрофілів, калікреїн. Блокує тканинний калікреїн, тому що каталізує виділення кінінів, які через рецептори на клітинах-мішенях приймають участь в підтримці кров’яного тиску. [16, 17].
LDTI (leech derived tryptase ingibitor) – отриманий із екстракту МП інгібітор триптази [17]. Триптаза являється основним компонентом секреторних гранул мастоцитів і приводить до руйнування білків екстраклітинного матриксу. Відома роль триптази при алергічних та запальних реакціях. Отримана рекомбінантна форма [18].
Егліни –  це низькомолекулярні білки, що виділені з екстрактів МП. Молекулярна маса 8,072 та 8,098 кДа. Мають здібність пригнічувати активність мастоцитів, хімази, субтилізину, α-хімотрипсину та протеїназ нейтрофілів: катепсину G і еластази  [18]. Досить стійкі до прогрівання та денатурації. Вважається, що еглін «с» один із найцінніших протизапальних агентів через наявність інгібіторного спектру. Натомість, егліни, що виділені з МП, не присутні в ССЗ, а продукуються шлунковою залозою [17, 20]. Біологічна цінність еглінів залежить від здатності блокувати активність лейкоцитарних протеаз, які виділяються при запальних процесах.

LCI (leech carboxypeptidase ingibitor) – інгібітор карбоксипептидази А,  наявні 2 ізоформи з молекулярною масою 7,3 та 7,2 кДа. Вважають, що він може блокувати гідроліз кінінів металопротеїназами у місці укусу тканин шкіри МП, підсилюючи викликане кінінами збільшення кровотоку, досить стійкий в діапазоні температур та рН. Створена рекомбінантна форма. LCI знаходиться в складі ССЗ МП [20].

4. Допоміжні речовини – транспортують, стабілізують, захищають та посилюють дію інших компонентів ССЗ МП [21]. Наявність у ССЗ значної кількості ліпідів може вказувати на можливість утворення ліпідно-ферментних комплексів, в яких молекули білка «екрануватися» ліпідами. В результаті,  макрофаги не розпізнають чужих білків та не реагують на них. Введені речовини довго зберігаються в тканинах у досить малих кількостях та проявляють тривалий біологічний ефект. Мабуть, з маскуванням чужих білків ліпідами пов’язана повна відсутність алергічних реакцій на ССЗ МП.
1.3 Терапевтична дія біологічно активних речовин секрету слинних залоз медичної п’явки
Вкрай складним є питання про механізми дії багатьох компонентів ССЗ МП на організм людини. Достатньо звернути увагу на те, що більша кількість досліджень, які допомогли виявити у складі ССЗ МП невідомі раніше компоненти, відносять до останнього десятиріччя XX століття. Натомість, властивості цих речовин на сьогоднішній день не досконало вивчені. Також, не треба забувати, що головним завданням, яке ставлять перед собою вчені – не визначення дії на організм біологічного комплексу, яким являється ССЗ МП, а створення та впровадження нових лікарських препаратів [22].

Так, існує певна особливість, яка зовсім не враховується при аналізі цієї проблеми. А саме, дія речовин в концентраціях яких, вони містяться у складі ССЗ та вводяться МП в організм людини чи тварини в порівнянні з ефектами, які можна спостерігати в експерименті, коли досліджується дія цих речовин, але в достатньо високих концентраціях. Ці ефекти не завжди аналогічні.

Для збереження цілісності понять і не переведення аналізу механізмів лікувальної дії МП до звичайного перерахування позитивних ефектів (анальгетичний, ліполітичний, судинорозширювальний, гіпотензивний та ін.), наступний виклад механізмів потрібно розглядати з позицій значущих ефектів, які помітні при застосуванні ГТ. При цьому, дія ССЗ реалізується як в зоні введення, так і на рівні всього організму [11, 23]. З приводу першого є ряд спостережень, досліджень та гіпотез, а от про другий відомо дуже мало. В значній мірі, дія на рівні всього організму, залежить від кількості потрапляння в кровообіг секрету та від кількості приставлених МП.

Клінічні спостереження та результати досліджень, що були накопичені до сьогодні, вказують на наявність протизапальної дії ССЗ МП. Так, чим вогнище запалення до поверхні шкіри ближче, тим легше отримати клінічний ефект від приставки п'явок. При панариціях, фурункулах, гідроаденітах, маститах та інших запальних захворюваннях підшкірної клітковини і шкіри, запаленнях поверхневих вен, ГТ за декілька сеансів дозволяє в 1,5-2 рази скоротити тривалість лікування. Дуже ефективним є застосування МП і при інших захворюваннях [11, 24].

Виділяють ряд основних процесів, які протікають у вогнищі запалення. Ключове значення має формування набряку у міжклітинних просторах та виникнення венозного стазу, що підсилюється збільшенням в'язкості крові. Утруднення лімфатичного дренування приводить до накопичення метаболітів, продуктів розпаду та ослаблення імунної системи. У той час, як порушення відтоку крові може призвести до обмеження її притоку в осередок запалення, зменшується кількість надходження потрібних клітинам поживних речовин, а найголовніше – кисню. Починає розвиватися гіпоксія, яка погіршує стан тканин. Вогнище запалення поступово відмежовується від оточуючих тканин за рахунок того, що розвивається перифокальна клітинна інфільтрація та утворюється надлишок колагенових волокон і сполучнотканинне переродження спазмованих артеріол та дрібних артерій. З’являється грануляційний вал, зберігання якого свідчить про відсутність запальної реакції та підсилює порушення кровообігу, знижує ефективність проведеної медикаментозної терапії.

На першому етапі процесу запалення застосування п'явок забезпечує ряд важливих ефектів, а саме: ліквідацію гіпоксії та відновлення мікроциркуляції крові,  активацію місцевих імунних процесів. Досягається все це за рахунок:

· зменшення агрегації формених елементів крові, ліквідація мікротромбів, покращення реологічних властивостей, що обумовлено дією комплексу тромболітичних та антитромботичних факторів ССЗ МП;

· розвантаження венозного русла в результаті вилучення крові п'явкою і подальшої кровотечі з ранки;

·  місцевої дії інгібіторів протеолітичних ферментів, виявлених у МП. Протеолітичні ферменти проникають в міжклітинний простір та гинуть у вогнищі запалення клітин, мігруючих сюди мікрофагів і активованих макрофагів з агрегованих тромбоцитів. Ці ферменти призводять до виникнення набряку міжклітинних просторів і дезінтеграції проміжної тканини, а отже, і до підвищення інтерстиціального тиску і блокади капілярів;

·  дії гіалуронідази з ССЗ МП, яка підвищуючи проникність базальних мембран капілярів, сприяє формуванню набряку інтерстицію. Але це лише в незмінених тканинах. Якщо набряк вже розвинувся, дія гіалуронідази МП н реалізується на рівні основної речовини. Відбувається відщеплення гідроксилаглікозо-аміногліканів, що призводить до відновлення агрегатного стану основної речовини і поліпшення процесів інтерстиціального транспорту, а також сприяє відновленню інтерстиціального тиску [6, 25].

Таким чином, достатньо висока ефективність ГВ при запальному процесі аргументується тим, що лікування МП призводить до лімфатичного дренування відновлення капілярного кровообігу, поліпшення інтерстиціального транспорту при одночасному поліпшенні реології крові та активізації місцевих імунних процесів у вогнищі запалення.

Треба звернути увагу на унікальність введення МП БАР в місце запалення. При лікуванні вводяться лікарські препарати, які, при парентеральному введенні – потрапляють в кровоносне русло, або, при ентеральному – в шлунок, а вже потім з током крові розносяться по всьому організму, потрапляють в зони ураження капілярів, після чого проникають через ендотелій капілярів в інтерстиціальний простір, а вже потім досягають клітин-мішеней [26].
Існує ще одна з важливіших переваг ГВ, а саме протизапальний засіб в порівнянні з більшістю сучасних медичних препаратів. Фармацевтичні препарати, зазвичай, блокують розвиток певних ланок запальної реакції, яка ще не завершилася. Натомість, ГТ сприяє переведенню з патологічного процесу в захисну реакцію. В такому разі запалення завершується відсутністю залишкових реакцій та відновленням пошкоджених структур. Після застосування МП завершеність запального процесу становить унікальність цього профілактичного та лікувального методу.

МП ефективні не тільки в гострий період запалення, але і по завершенню його. Комплекс даних факторів забезпечує розсмоктуючу дію, яка ефективна при ліквідації гематом і крововиливів. При розвитку процесу рубцювання за допомогою протеолітичних ферментів зі слини МП їх використання дозволяє понизити колосальне утворення колагену, а, наприклад, застосування їх на етапі сформованого рубця призводить до зменшення спайок.

Так, використання МП на всіх етапах запального процесу дає позитивний ефект. Але, в залежності від стадії, етіології, характеру і особливостей розвитку процес застосування п'явок та їх поєднання з відомими методами лікування можуть дуже відрізнятися. Не дивлячись на те, що вплив надається стандартною, здоровою, спеціальним чином вирощеною п'явкою, а також не брати до уваги те, що в залежності від погодних умов, фази місячного циклу, пори року харчова активність тварин різна і при цьому реакції, що виникають у процесі проведення ГВ, будуть залежати від окремих чинників: початковим станом організму та комплексом змін,  які пов'язані з різними наявними на момент ГТ хронічними і гострими захворюваннями, силою впливу, яка залежить від кількості поставлених МП [23, 24].
Тромболітична та антитромботична дія ГВ опосередкована певними механізмами. Коли пошкоджуються судини, то відбувається оголення волокон колагену, що призводить до активації тромбоцитарно-судинного механізму (зовнішнього та внутрішнього): починається адгезія тромбоцитів до колагену. Достатньо швидко, на протязі декількох секунд, вони накопичуються в місці пошкодження і утворюють пробку. Тромбоцити, після агрегації на місці пошкодження, служать ядрами, навколо яких формуються нитки фібрину; потім тромбоцити лізуються, вивільняючи вазоактивні медіатори, та фактор XIII, фосфогліцеридів.
Для того, щоб запустити каскад реакцій механізму згортання фактор Хагемана повинен бути в контакті з поверхнею, що сприяє активації даного механізму. На основі багатьох досліджень, вважають, що мукоїди  та глікопротеїди, в перших порціях слини, накривають захисною плівкою пошкоджену поверхню судин та цим перешкоджають запуску реакцій внутрішнього механізму згортання і активації тромбоцитів. Швидке згортання відбувається за участю зовнішнього механізму, якщо внутрішній механізм здійснюється досить повільно. Зініціюється його запуск активацією тканинного фактора – тромбопластина. Плазмовий тромбопластин з'являється в надлишку у крові і лімфі при глибокій гіпоксії, м'язовій діяльності та інших впливах, при яких є небезпека крововтрати. Тканинний тромбопластин був знайдений в кровоносних судинах, деяких клітинах, плазматичних мембранах ендотеліальних клітин. Він, як правило, активуються певними чинниками, але мусить пройти зіткнення зі зруйнованими частинками кровоносних судин. Можливо, даний фактор має ліпопротеїдну природу.

Внутрішній та зовнішній механізми призводять до активації X фактора згортання, його активна форма призводить до активації протромбіну плазми крові і має назву – протромбіназа. В результаті утворений тромбін володіє широким спектром дії, але відомий він за своєю здатністю активувати полімеризацію молекул фібриногену плазми крові, що призводить до утворення м'якого згустку. В результаті спільної із тромбіном дії фібринстабілізучого фактора, який виділяється активованими тромбоцитами, проходить утворення ε-(γ-глутаміл)-лізинових зшивок між нитками фібрину. Так, утворюється нерозчинний, щільний, твердий згусток [26].

Отримані на сьогоднішній день дані дозволяють говорити про те, що трофічна і репаративна дія МП та їх екстрактів на різні тканини може дати ряд унікальних засобів.

Психотерапевтичний аспект дії МП на організм дуже великий, що навіть, деякі фахівці, зовсім не розуміючи реальних механізмів дії даного лікувального засобу, досить успішно використовують його для «латання енергетичних дірок» та ряду інших засобів відновлення біополів. Не варто забувати про те, що «плацебо-ефект» лежить в основі 66% всіх випадків позитивного лікування захворювань. Тобто, дві третини хворих можуть вилікуватися за рахунок мобілізації захисних ресурсів організму та віри в дійсне існування потужного лікувального ефекту у будь-якого іншого методу або засобу [24, 26].

П'явки мають найміцнішу дію на психіку. Вона може бути як позитивною, так і негативною, так як заснована на неусвідомленому страху перед даними хробаками, що харчуються кров'ю своїх жертв. Використовуючи уміло інформацію про міфічні, або реальні концепції дії МП, підкреслюючи наявність потужної позитивної сили, здатність впливати на глибинні основи людського організму, їхню еволюційну старовину, досвідчений лікар може домогтися значних психотерапевтичних результатів [26].

Натомість, було б абсолютно неправильно спиратися тільки на психотерапевтичний вплив ГТ та бачити в цьому методі виключно психотерапевтичний засіб.
1.4 Перспективи застосування гірудотерапії в медицині
Використання МП при ГТ можна пояснити широким спектром терапевтичної дії. Так як ГТ та фармакологічні препарати на основі ССЗ МП продуктивно використовують з метою профілактики та лікування в дерматології – при лікуванні склеродермії, нейродерміту, фурункульозу [27], в кардіології для комплексного лікування гіпертонічної хвороби, аритмії, ішемії, в офтальмології при лікуванні геморагічно-фібриноїдного синдрому, глаукоми, катаракти, в оториноларингології – при гаймориті, тонзиліті, гострих та хронічних захворюваннях середнього та внутрішнього вуха, фронтиті, в травматології – при артрозах, артритах, радикулопатіях, остеохондрозах [28], у невропатології – для лікування цереброваскулярних захворювань [29], у гінекології – при хронічних запаленнях придатків, ендометріозі, міомі матки, в урології  – при пієліті, гломерулонефриті, циститі, простатиті, пієлонефриті, у терапії – при діабетичній стопі, нефритах, в ендокринології – при діабетах різних типів, в хірургії – при лікуванні варикозу, тромбофлебітів, та інших судинних патологіях [29], в стоматології – при дистрофічних та хронічних захворюваннях слинних залоз, при альвеолітах, стоматитах, пульпітах, парадонтитах та ін. Так само, досить ефективне застосування ГТ у психотерапії та педіатрії [28, 29], для ліквідування проявів алергії. За кордоном, МП використовують при трансплантаціях з метою усунення венозного застою [30, 31], а також із застосуванням антибіотикотерапії, в реконструктивній хірургії. Нещодавно, ГT знайшла нове застосування в лікуванні злоякісних пухлин, проводяться дослідження щодо терапевтичної ролі МП при різноманітних хворобах, таких як карбункульоз, чоловіче і жіноче безпліддя, захворювання передміхурової залози, фурункульоз, еритематозний вовчак, бронхіальна астма та багато інших [32-34]. Натомість, існують певні протипоказання до ГТ, серед них: захворювання, що характеризуються схильністю до кровоточивості (геморагічні діатези); тривалі кровотечі; кахексія; алергія на МП; виражена анемія [32]. Сьогоднішні методи лікування МП досить відрізняєються від стародавньої терапії. Так, з терапевтичною метою використовують лише тих п’явок, які вирощені на біофабриках, пройшли карантин та одноразово, тобто з наступною утилізацією [33]. Не дивлячись на широке застосування ГТ у клінічній практиці, не всі концепції механізму лікувальної дії МП на організм тварин та людини добре вивчені. Найповніше досліджені аспекти щодо впливу ССЗ МП на компоненти, які беруть участь у процесі калікреїн-кініновій системі  та гемостазі. Однак, ГТ виявляє позитивний вплив, при захворюваннях не пов’язаних з порушеннями гемостазу [34]. Знайдена чітко виражена бактеріотропна, імунотропна, протизапальна дії ГТ. ГВ виконує гомеостатичний вплив на організм хворого. Виявлено, що ССЗ МП стимулює антикомплементарну активність секрету та фагоцитарну активність нейтрофілів. Наявні дані про активуючий вплив ГТ на лімфоцити, що може свідчити про те, що більшість терапевтичних ефектів ГВ опосередковані через його імуномодулюючий вплив. Низка досліджень засвідчує, що  після ГТ  нормалізується цитокіновий профіль [35].
Так, О.О. Захарова у своєму дослідженні патогенетично обґрунтувала позитивну дію ГТ при лікуванні суглобової форми ревматоїдного артриту, та показала, що ГТ добре впиває на стан антиоксидантного захисту, ендотеліальну функцію, процеси ліпопероксидії і клінічний перебіг захворювання. До ГТ у даної групи хворих відмічали погіршення стану, а саме зниження концентрації протизапальних цитокінів (ІЛ-4), ендотеліальної функції та збільшення продукції прозапальних (ІЛ-1β, ФНП-α) [36].
В. М. Фролов та ін. провели дослідження, які були присвячені вивченню впливу ГТ на функціональну активність макрофагів при захворюваннях, які супроводжуються вторинними імунодефіцитними станами (на прикладі, синдрому психоемоційного вигорання), показали, що ГТ забезпечує активацію попередньо знижених фагоцитарних показників моноцитів/макрофагів до нижньої межі норми та підвищення функціональної активності системи фагоцитуючих макрофагів [37]. 
У своїх дослідженнях І.Г. Саліхов  та С.А. Лапшина доводять свою думку про те, що при ревматоїдному артриті ГВ має здатність забезпечувати  тромболітичну анальгетичну, антитромботичну дію та відновлюючу проникність судинної стінки. А також, усуває протипухлинний ефект, мікроциркуляторні порушення, що призводить до пониження активності патологічного процесу [38].
Експериментально показав переваги застосування п'явок при зубних аномаліях J. Кunal. Кровопускання п'явками використовувалося як доповнення при лікуванні важкої післяопераційної макроглосії, крім звичайного методу лікування. Також, є випадки застосування п'явки при лікуванні сублінгвальної  та масивної мовної гематоми, при захворюваннях ясен, як засіб від абсцесу і запалення. П'явки усувають запалення в місці абсцесу. Антикоагулянти підсилюють кровотік в яснах, виводять токсини, збільшують живлення в зоні ураження. Антибактеріальні компоненти слини п'явки знижують зростання бактерій. Гірудотерапія також використовується в лікуванні кореневих каналів зубів [39].
Ефективність використання ГТ при рецидивуючих фурункулах носа, які супроводжуються системною ендотоксемією з розвитком гнійно-септичних, тромбогеморагічних ускладнень обґрунтувала А.О. Станченко. Відомо, що ендотоксин грамнегативної флори кишечника є інтегральним чинником, на якому перетинаються імунна і гемокоагуляційна системи. Комбінація місцевого та загального застосування ГТ, дозволяє посилювати найважливіший фактор дії МП – гуморальний, за рахунок викиду в кров БАР. Дія ГТ при рецидивуючих фурункулах носа найбільш значна у відношенні до болю, реактивного набряку і гіперемії в ділянці запалення, підвищення температури тіла, нормалізації підвищеної здатності крові до згортання, позитивної динаміки антиоксидантного потенціалу, показників активності протеаз та інгібіторів протеолізу [40].

За експериментальними даними D. Koeppen доказано ефективне застосування гірудовпливу при венозних застоях та різних формах виразкової хвороби. Така терапія надає тромболітичну, антикоагулянтну, крово- і лімфостимулюючу, протизапальну та знеболювальну дію. Біологічно активні речовини слини медичної п’явки допомагають рані краще та швидше загоюватись [41].

Ефективне використання ГТ при остеоартриті колінного суглоба. Вважається, що протизапальні речовини, які містяться в ССЗ МП, пригнічують цитокіни та інші фактори, які викликають подальше виродження суглобу. Крім того, ССЗ МП містить знеболюючі речовини, саме вони проявляють тимчасовий та довгостроковий знеболюючий ефект. ССЗ МП також містить інші БАР, такі як вазодилятатори, що призводять до витікання крові в місці укусу та допомагає усувати медіатори запалення, патологічні метаболіти та  підвищити доступність поживних та лікувальних речовин до місця пошкодження. Як результат, БАР МП зменшують запалення при остеоартриті коліна, дозволяють зняти набряки і жорсткість за рахунок зменшення застою крові; сприяють надходженню поживних речовин і БАР, покращують циркуляцію крові; зменшують біль у колінному суглобі, захищають його від подальшого пошкодження через деякі медіатори запалення [42].
Gilemhanova A.A. довела ефективність ГТ при хронічному генералізованому пародонтиті, який проявляється здатністю БАР МП нівелювати хитання зубів та кровотечі ясен і, як наслідок, зменшенням симптомів клінічних проявів та болю [43].

За експериментальними даними Т.Н. Сеселкіної ефективне застосування ГТ при лікуванні хворих на ішемічний інсульт у відновлювальному періоді. Так, цей спосіб достатньо підвищує ефективність лікування і реабілітації, сприяє зменшенню ступеня враженості моторних, ментальних та координаційних порушень. Крім цього, запропонований метод лікування приводить до зниження частоти повторних церебральних (гострі порушення мозкового кровообігу) і екстрацеребральних (аритмії, приступів стенокардії, інфаркти міокарда) розладів [44].
Теорію про ефективне використання медичної п’явки при лікуванні хронічного випадку комплексного регіонального больового синдрому підтвердила R. Kulbida. У пацієнта, який мав дану патологію правої руки, після п’яти сеансів спостерігалось швидке та значне полегшення симптомів, особливо щодо показників інтенсивності болю та асиметрії шкіри. Крім того, очевидно покращилася активна та пасивна рухливість ураженої кінцівки [45].
І.І. Зєльоний та ін. показали, що ГВ сприяє нормалізації цитокінового профілю. Так як ГТ включили до комплексу лікувальних заходів у хворих із рецидивуючою бешихою на тлі варикозної хвороби вен гомілки, це обумовило відновлення вмісту цитокінів у крові: нормалізацію рівня протизапального ІЛ-4, зниження попередньо підвищених рівнів прозапальних ІЛ-1β, ІЛ-2 та ФНП- α та, відповідно з цим нормалізувался і співвідношення між протизапальними й прозапальними цитокінами [46]. 
C.D. Hohmann впровадив лікування п’явками неспецифічного хронічного болю у попереку. Після чотиритижневого застосування такої терапії спостерігалось зниження інтенсивності болю, покращення фізичних функцій та якості життя [47]. 
Запропонував комплексне лікування гірудовпливом фурункулів носа у дітей Х.Є. Карабаєв. У своїх спостереженнях він виявив, що на другий день після такої терапії гнійні стрижні фурункула починають відторгатися, припиняється розвиток запального процесу, нормалізується загальний стан та показники крові [48].
Доведена ефективність використання ГТ в отоларингології О.О. Щетініною, У хворих з хронічними запальними процесами у вусі після ГТ спостерігалось покращення слуху за рахунок загальної дії БАР ССЗ МП на організм людини та зниження можливості рецидивів. ГТ здійснювала ефективну протизапальну, протинабрякову, антибактеріальну та знеболюючу дію, а також загальну дію на організм людини при гострому зовнішньому дифузному отиті, травмах вушної раковини, вушних шумах [49].
Сумісне використання ГТ з імуномодулюючими препаратами вказує  на позитивний результат при лікуванні хронічного тонзиліту асоційованого з синдромом вторинного імунодефіциту у вигляді частих загострень, призводить до зниження кількості рецидивів. При цьому МП виконує функцію деконгестії, та виділяє комплекс БАР, які мають деблокуючу мікроциркуляційну, протизапальну та імуномодулюючу дії. Супроводжувалась дана імуноорієнтована терапія відновленням секреторної та фагоцитарної функцій поліморфноядерних лейкоцитів, а також зниженням кількості зрілих імунних клітин – CD3+, CD4+, CD8+ і підвищенням СD20+ лімфоцитів. Підвищувалась спонтанна проліферація мононуклеарних клітин периферичної крові і зростала стимульована, що привело до деякого збільшення коефіцієнту стимуляції. Знижувалась концентрація ФНП-α, ІЛ-6, ІЛ-4 у сироватці крові. Також знижувалась спонтанна продукція ІЛ-1 та ФНП-α в культурі мононуклеарних клітин, а стимульована – зростала [50]. 
В.І. Спіцина досліджувала вплив ГТ на місцевий та системний імунітет, продукцію ІЛ у хворих із хронічними захворюваннями слизової оболонки рота. Результати показали, що ГТ чинить стимулюючий вплив у першу чергу на секреторні та клітинні механізми місцевого захисту, а потім і на системний імунітет. На фоні ГТ у хворих на синдром печії слизової оболонки рота, попередньо знижені показники місцевого імунітету, достовірно підвищувались із одночасним позитивним клінічним ефектом і подовженням періоду ремісії до 1,5 років та більше. У хворих із верхівковим периодонтитом ГТ здійснювала виражений протизапальний, деконгестивний, дезінтоксикаційний, та протибольовий вплив [51]. 
Виявив ефективність застосування ГТ у педіатрії при лікуванні ускладнень важких форм перитоніту М.В. Глагович, які супроводжуються високим лейкоцитарним індексом інтоксикації, еозинофілією, лейкоцитозом та гіперпродукцією ФНП-α. В післяопераційний період такі хворі отримували загальноприйняте лікування, а починаючи з 3-4 доби їм призначали сеанси ГТ. Впровадження даної схеми лікування призвело до пониження рівня ФНП-α з моменту госпіталізації до початку сеансів ГТ (із 110,4 до 71,3 пг/мл), але повна його нормалізація не відмічалась, що разом із іншими показниками було рекомендовано для введення ГТ. Зниження концентрації ФНП-α при застосуванні ГТ (із 71,3 до 38,9 пг/мл) співпадало з позитивною динамікою та нормалізацією лабораторних показників, натомість рівень ФНП-α все ще перевищував в 2 рази його вміст у здорових дітей. Так, при застосуванні ГТ зменшувалась тривалість лікування, швидше нормалізувався загальний стан хворого, показники крові, температура тіла [52]. 
Дуже поширене використання ГТ в урологічній клініці. За спостереженням Н.О. Чернух при пієліті, гломерулонефриті, циститі, простатиті, пієлонефриті та інших урологічних захворюваннях, ССЗ п’явок  усуває запалення та набряки, поліпшує нейростимуляцію, кровотік, надає регенераторний вплив на пошкодженні хворобою тканини та клітини [53]. 
Г.С. Ісаханян запропонував, при дистрофії сітківки, катаракті, іридоцикліті широке застосування ГТ. Показано, що ферменти які містяться в слині МП мають бактерицидну дію, що пришвидшує процес одужання пацієнта, а сама ГТ знімає запалення. Бактерії, що містяться в кишківнику ектопаразитів посилюють дію лікарських речовин, котрі вживає хворий [54].
Протизапальна дія ГТ підтвердилась даними цитологічного дослідження змішаної слини Є.В. Деніскіною: зниження абсолютного вмісту нейтрофілів та показників цитозу; підвищення вмісту лізосомально-катіонних білків у нейтрофілах, що свідчить про нормалізацію стану їх кисневонезалежної системи та активацію механізмів місцевого неспецифічного імунного захисту. Так, у хворих на верхівковий периодонтит ГВ сприяв вираженій протизапальній та деконгестивній дії [55].
За експериментальними даними Т.А. Бєлецької використання ГТ досить ефективне при глаукомі. Доведено, що ГТ сприяє покращенню кровопостачання у зоровому нерві, зміні коагуляційного гомеостазу. При дії нейротрофічних факторів та нейрит-стимулюючу активність компонентів ССЗ МП виникає підтримка життя нейронів, збереження зорових функцій у хворих глаукомою та оборотність процесів парабіозу [56].
М.Л. Поспєлова та ін. довели позитивний ефект сенсу ГТ при лікуванні цереброваскулярних патологій, так як корегується адаптація, за рахунок БАР, які містяться в ССЗ п’явок а також  покращуються гемостазіологічні показники і мікроциркуляція [57].
Вивченням ГТ в ортопедії та травматології займався Н.І. Сулім, який виявив, що приставка МП на місце рани супроводжується швидким загоєнням за допомогою ССЗ МП. Так, екстракт п'явки здатний викликати зростання нервових клітин, при травмах центральної нервової системи, та появі у них відростків, за допомогою яких вони контактують. Основна функція нервової тканини – передача інформації. Спроможність секрету МП до відновлення цієї функції нервових клітин є вражаючою, так як відкриває великі можливості для лікування уражень центральної нервової системи, наприклад, наслідків розсіяного склерозу, інсультів, порушень слуху і зору, травм, хвороби Альцгеймера, паркінсонізму, міопатії, спайкових хвороб, та багатьох інших захворювань, які раніше вважали невиліковними [58].
Довів позитивний вплив ГВ при хронічному паренхіматозному сіалоадениті Г. М. Руман. У своєму експерименті він зафіксував, що після сеансу ГТ у пацієнтів зменшився набряк залози, зник біль, відновилось слиновиділення та подовжився термін ремісії [59].
Ефективне застосування ГТ при цервікогенних головних болях у своїх експериментальних дослідженнях показав Л.Т. Максимчук. Так, комплексне лікування МП, такого типу болю, сприяє покращенню та нормалізації клінічного стану хворих – регресу вестибулярного, м’язово-тонічного, цефалічного, синдромів та знижує показання циркуляторного опору в судинах вертебробазилярного басейну [60].
Таким чином, багатьма вченими експериментально доведена ефективність ГТ, яка залежить не тільки від біологічних властивостей секрету слини МП, а й від кількості використаних МП на сеанс та тривалості курсу ГТ при комплексному лікуванні різних патологій людини.
1.5 Перспективи застосування гірудотерапії в ветеринарії
Новий етап розвитку ветеринарної медицини відмічається найбільшим піднесенням медикаментозної терапії. Не дивлячись на достатню кількість переваг медикаментозна терапія має низку недоліків, а саме: непереносимість деяких лікарських препаратів, що супроводжується ускладненнями чи алергіями, а також замалий терапевтичний ефект при лікуванні різноманітних патологій.
У ветеринарній практиці, мають широке поширення немедикаментозні методи лікування і в ряду таких методів особливе місце займає ГТ [61].
Практично ГВ немає протипоказань. Теоретично, можуть проявлятися незначні алергічні реакції у відповідь на гістаміноподібну речовину, яка міститься в слині МП. Однак, на практиці при роботі із тваринами подібні випадки виникають досить рідко. 
При лікуванні тварин ГТ застосовується – в точки акупунктури, зони рубців, болю та його проекції, хворого органу з метою відновлення нормального кровообігу та зняття запалення. Вплив слини МП поліпшує мікроциркуляцію в зоні запалення і руйнує утворені там токсини [61].

Своєрідністю застосування ГТ в практиці лікування тварин є присутність вовняного покриву, яка закриває практично всю поверхню тіла, що утруднює маніпуляції при постановці МП. Так, при лікуванні загально патологічних процесів застосовується приставка МП на анус відповідно до органів і функціональних систем по рефлексогенних зонах. Передня зона – сечовий міхур, простата, тимус  та лобові частки головного мозку. Середня зона – піхва, шлунок, серце, щитовидна залоза, кора головного мозку. Задня зона – крижі, поперекова зона, шийні і грудні хребці, епіфіз і мозочок. Ліва зона – ліва нирка, лівий яєчник, селезінка, товста кишка, ліва гемісфера мозку. Права зона – товста кишка, правий яєчник, права нирка, права гемісфера мозку, печінка. 

Ветеринарія вдається до ГТ при лікуванні інфекцій, захворюваннях репродуктивних органів, шкіри, серцево-судинної та гормональної систем, при терапії, після операцій, для швидкого зараження ран та болях невідомої етіології. Введені секрети МП, як у людини, так і тварин, прискорюють загоювання ран, знімають набряки, дають протипухлинний та протизапальний фект, зменшують гематоми, покращують кровообіг у проблемних зонах і органах.
Тож, екологи та біологи часто бачать,  як дикі водопійні тварини, а саме копитні, ведуть активний пошук водоймищ, де водяться МП, заходять у них та стоять, чим дають змогу МП харчуватись їхньою кров’ю. При цьому  тварини отримують полегшення фізіологічного стану, що інстинктивно закріплюється  у їх поведінці та сприяє позитивній сумісній еволюції копитних та МП. Натомість, сучасний спосіб тваринництва порушив цей позитивний взаємозв’язок своїм стійловим утриманням. Результатом чого стало підвищення частоти бактеріальних, паразитарних та вірусних захворювань [62, 63]. 
Часто, ГТ у ветеринарії застосовується при різноманітних захворюваннях котів, коней, собак, наприклад, для підвищення репродуктивної здатності і лікування маститів у корів [64], при лікуванні судинних захворювань сільськогосподарських та домашніх тварин тощо. 
Доказала позитивний вплив гірудовпливу при ендометритах у собак та кішок Л.С. Ричалова. Після сеансів у тварин спостерігалось підвищення резистентності організму, усунення ознак інтоксикації, посилення кровообігу в шарах матки і прискорення процесу виведення патологічно скупчуючого ексудату [65].
Дані щодо ефективного застосування ГТ при розведенні кіз показали позитивний вплив на загальний стан (покращення стану шерстяного покриву, підвищення апетиту, зникнення тріщин на рогах та копитах), репродуктивну здатність (масу тіла та кількість приплоду) та продуктивність (надої, масу тіла) кіз. ГВ у кіз супроводжувався міграційним підвищенням фагоцитарної активності нейтрофілів та перерозподілом лімфоцитів крові з тимчасовим її перерозподілом у місцях приставки МП [66]. 
Так, N. J. Buote у своїх дослідженнях щодо лікування ГТ венозного застою у тварин показав позитивний вплив. Застосування п'явок в цьому випадку дозволило усунути важку венозну застійність і повне повернення до функціонування у пацієнта без постійної втрати шкіри. Механізм дії гірудотерапії при венозній закупорці полягав у тому, щоб дозволити альтернативний витік згущеної венозної крові, що призводить до зниження капілярного тиску і посилення артеріальної реперфузії капілярних русел [67].
На ефективність гірудопунктури для зміни перебігу постпологових інволюційних процесів та підвищення репродуктивної здатності корів вказують. дослідження І. С. Попової. Недостатній зворотний розвиток матки після пологів у корів супроводжується підвищенням показників загальної резистентності організму. ГВ викликає тимчасові зміни морфологічного та біохімічного складу крові тварин та не має негативного впливу на фізіологічний стан організму здорових корів. Під впливом БАР МП, які  приставлені на біологічно активні проекції, в крові відмічається статистично значиме збільшення кількості гемоглобіну та еритроцитів, альбумінів, еозинофілів, базофілів, підвищується фагоцитарна активність лейкоцитів, лізоцимна та бактерицидна активність; зменшується вміст лейкоцитів, тромбоцитів, сегментоядерних нейтрофілів; фагоцитарний індекс, знижується швидкість згортання крові [68]. 
Застосування гірудовпливу при ранах, які довгий час не загоюються, запропонував  I. Arsheed, який у своїх дослідженнях виявив, що після терапії п’явками у тварин покращується репаративна відповідь, посилюється мікроциркуляція в тканинах, поліпшується реологія крові, активується імунна система, що результаті пришвидшує загоєння ран [69].
О. В. Романова у своїх дослідженнях спостерігала позитивний вплив гірудотерапії при важко протікаючих тромбофлебітах і флебітах яремної вени у коней. Так, за результатами дослідження було отримано: зниження запальної реакції, резорбція гнійно-флегмонозного вмісту, відновлення структурної та функціональної цілісності вен [70].
 Ефективність ГТ у щурів з експериментальним цукровим діабетом досліджував Е.А. Леонтьєв. У своїх дослідах він зазначив, що застосування ГВ у щурів старого віку призвело до розвиненості мікроциркулярного русла, збереження та активної регенерації  епідермісу, пришвидшенню контракції ран, зниженню враженості запальних реакцій (слабка дифузна та вогнищева лейкоцитарна інфільтрація), більш активному розвитку елементів мікроциркулярного русла [71].
Питання про ефективність застосування ГВ у собак розкрили наступні вчені: Л. К. Попов, С. А. Долгова, О. В. Крячко, Л. А. Лукоянова [72]. Інтоксикаційний синдром є одним із важливих проблем власників тварин, який спостерігається при нефропатіях та гепатопатіях, деяких паразитарних та інфекційних захворюваннях. Фактори, що знижують природну резистентність організму тварин (порушення правил годування та утримання, поганий екологічний стан) є визначальними причинами розвитку захворювання, що супроводжуються інтоксикаційним синдромом та потребують довгого лікування, яке не завжди приводить до одужання. Реакція всього організму  на інтоксикацію супроводжується: компенсаторною реакцією зі сторони еритроцитарної ланки гемопоезу (підвищення вмісту гемоглобіну в еритроцитах), зі сторони лейкоцитарної ланки – гранулоцитарна реакція (розвиток специфічних імунних реакцій). Обмінні процеси характеризуються порушенням метаболізму білка. Зміна гематологічних показників після ГВ свідчить про зняття запальної реакції та активації як неспецифічних, так і специфічних компонентів імунного захисту [73, 74]. 
Виявив ефективне використання ГВ для самиць щурів в передкоїтальний та після коїтальний періодах Р.Ф. Амінов. Відмічалось,\ збільшення, в динаміці постнатального онтогенезу, маси їх приплоду. Маса приплоду у тварин, що зазнали ГТ, найбільшою мірою, відрізнялася від такої у контрольних тварин у підсисному періоді на 15,2% та в період початку на 24,2%, а також кінця статевого дозрівання на 13,8%. Отримані результати можуть свідчити про позитивний ефект ГВ на ефективність формування гормональних систем приплоду та грудного вигодовування [75].
За результатами літературного огляду встановлено, що ГТ – це натуропатичний широко застосований метод лікування та профілактики у вітчизняній, зарубіжній медицині та ветеринарії. Це пов’язано з комплексом терапевтичних ефектів БАРССЗ МП, які вона вводить в організм жертви при укусі. ГВ майже не має побічних ефектів. Він включає ряд переваг, при порівнянні з синтетичними лікарськими засобами. Не викликає цитотоксичні та алергічні реакції.
На основі аналізу джерел продемонстровано, що в більшості БАР МП проявляють імуномодуляторну дію, яка сприяє нормалізації цитокінового профілю, посиленню спонтанної проліферативної активності лімфоцитів, підвищенню фагоцитарної активності нейтрофілів, зниженню лейкоцитозу, пригніченню спонтанної та стимульованої продукції прозапальних цитокінів мононуклеарними лейкоцитами периферичної крові.
Таким чином, не дивлячись на незначні труднощі в методиці ГТ, вчені не зупиняються працювати над даним способом лікування різних хвороб тварин та людини, тому що на сьогоднішній день ГВ є універсальним та дієвим методом профілактики та лікування різноманітних захворювань. 
1.6 Інформативність морфофункціональних показників лімфоцитів та нейтрофілів при діагностиці стану імунної системи
На основі аналізу літературних джерел, практично відсутні дані щодо морфометричних показників лімфоцитів та нейтрофілів у щурів. Натомість, основна частина джерел присвячена дослідженню таких у людини. 

Так, за даними експериментальних досліджень Т.В. Павлової, при запальних процесах поверхня мембрани нейтрофілів характеризується певними особливостями. Профіль ядра є відносно низьким. Висота цитоплазми щодо ядра складає 63,9 ± 8,8 нм; кількість мікровиступів, на обраній в якості стандартної, квадратній ділянці мембрани нейтрофіла зі стороною 2,25 мкм – 14,2 ± 3,2, максимальна висота виступу 45 ± 8,8 нм, максимальний діаметр основи 630 ± 139 нм. Місцями, особливо під час запалення, на поверхні мембран нейтрофілів утворюються досить великі піднесення, і складаючі їх мікровиступи, що злилися воєдино, досить важко диференціювати один від одного, тому їх оцінюють як єдине ціле. Натомість, в організмі у якому відсутні запальні процеси, цитоплазма і ядро мають практично однакову висоту 4,2 ± 4,9 нм, кількість мікровиступів на стандартній квадратній ділянці мембрани нейтрофіла зі стороною 2,25 мкм становить 7,7 ± 1,8, максимальна висота виступу — в середньому до 20,2 ± 3,2 нм, максимальний діаметр основи — до 267 ± 22 нм [76].
Щодо інформативності показників лімфоцитів при запаленнях, то І. Л. Давидкін встановив, що їх інформативність залежить від віку. Так, наприклад, у людей похилого віку із запаленням легень, морфометричні параметри лімфоцитів не змінюються відносно здорових, що свідчить про порушення імунної відповіді на запалення. У осіб молодого (53,4 мкм²) та середнього віку (55,8 мкм²), які хворі на пневмонію, цитоплазма лімфоцитів збільшується в порівнянні зі здоровими (50,1 мкм²) і літніми особами (49,7 мкм²). Натомість, у хворих середнього віку зменшується площа ядра лімфоцитів (67,7 мкм²) та збільшується цитоплазматично-ядерне співвідношення (0,81), в порівнянні зі здоровими (площа ядра лімфоцитів – 70,0 мкм², ЦЯВ – 0,68) і літніми (площа ядра лімфоцитів – 68,8 мкм², ЦЯВ – 0,70) людьми. У осіб молодого і середнього віку наявна різна реакція лімфоцитів. Характер змін морфометричних показників лімфоцитів (зменшення площі лімфоцитів, їх ядра, цитоплазми, відсутність збільшення цитоплазматично-ядерного співвідношення) може свідчити про зниження метаболізму в лімфоцитах при розвитку запалення, а внаслідок цього – зниження рівня активації лімфоцитів [77].
В. В. Гайнитдинова у своїх дослідженнях спостерігала, те що в крові хворих на хронічне обструктивне захворювання легень, на відміну від групи контролю, було виявлено більше нейтрофілів з меншою кількістю сегментів ядра. Характерною особливістю сегментоядерних нейтрофілів пацієнтів з даною патологією є збільшення фазової висоти клітини, яка в групі здорових осіб становила 0.91 ± 0.05 нм, а у хворих вище в 1,3 рази в порівнянні з контролем (р <0.05). Вивчення особливостей нейтрофілів показало, що поверхня клітин у хворих в порівнянні з контрольною групою, має більш шорсткий рельєф. Висота гранул у досліді в порівнянні з контролем (1,01 ± 0.05 нм) збільшена в 1.3 рази (р <0.05) і склала в середньому 1.34± 0.05 нм. Відомо, що проявом високої реактивності лейкоцитів є зміна топографії поверхні і загальної морфології клітин. Величина площі сегментоядерних нейтрофілів групи хворих дещо знижена щодо контролю і склала в середньому 122.48 ± 4.65 нм2 та 124.78 ± 3.05 нм2 відповідно (р <0.05). Існує думка, що зменшення розмірів нейтрофілів при запаленні можна пояснити тим, що нейтрофіли великих розмірів першими йдуть в тканини (вогнища запалення), а в крові залишаються клітини менших розмірів. Площа ядра нейтрофілів при даному захворюванні значно зменшується щодо контрольної групи (р <0.05), що по всій видимості є наслідком зменшення середнього числа сегментів у популяції циркулюючих нейтрофілів в крові хворих на хронічне обструктивне захворювання легень [78].
Інформативність гематологічних показників крові після холодового впливу досліджував Л. Л. Шагров. Його результати свідчать про те, що холодовий вплив діє на активність клітин, що забезпечують реакції неспецифічної та специфічної імунної відповіді. Так, відзначено зниження кількості лімфоцитів на 6% на 3-7-му добу, максимально зростаючи на 21-шу добу на 10,5%. При вивченні сегментограми відбулися зміни у групі контролю, а саме, переважали нейтрофіли, що містять 5 і більше сегментів в ядрі,  – 96,0%. На 3-ю добу після локального холодового ушкодження реєстрували статистично значуще зниження концентрації нейтрофілів з 5 сегментами в ядрі на 48,5% і збільшення 3-х та 4-сегментних форм на 14,5 і 24% відповідно. Статистично значущих відмінностей між формами з 1, 2, 3 і 4 сегментами в ядрі на 7-14-ту добу не виявлено, тоді як концентрація 5-сегментних форм збільшилася на 7-му добу на 24,5% і незначно знизилася на 14-ту добу (4%). Зміст нейтрофілів з 1 та 2 сегментами в ядрі на 21-шу добу відповідало значенням у групі контролю, нейтрофіли з 3 і 4 сегментами в ядрі зберігали високі концентрації 2 і 7,5%, рівень нейтрофілів з 5 сегментами в ядрі продовжував відновлюватися до близького до контролю значення  на 3-тю і 7-му добу знижується (на 16%), не дивлячись на те що на 14-ту добу відзначається незначне підвищення (на 2%) і різке зниження на 21-ту добу (на 8%) у порівнянні з контролем [79].
Таким чином, щодо інформативності нейтрофілів, то при запальних процесах їм властиві структурні зміни, а саме: зменшення площі ядра і клітини, збільшення її фазової висоти та гранулювання цитоплазми, що пояснюється тим, що нейтрофіли більших розмірів першими йдуть в тканини (вогнища запалення), а в крові залишаються клітини менших розмірів. Натомість, реакція лімфоцитів на запалення супроводжується збільшенням площі цитоплазми клітини, зменшенням площі ядра, що вказує на зниження рівня активації лімфоцитів.
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
2.1 Матеріали та об’єкти досліджень

Експериментальні дослідження було виконано на 16 білих нелінійних лабораторних щурах (самцях) старого віку (20-24 місяці) та масою 250-350 г. Для дослідження використовували тварин, які не мали зовнішніх проявів захворювань та пройшли карантинний режим. Щурів утримували у віварії в пластмасових клітках при природному й додатковому штучному освітленні за температури 22-24 °С, підстилкою була тирса. Для годування використовували збалансований комбікорм у період між 9:00 – 17:00, для пиття — відстояну водопровідну воду, доступ до якої не обмежувався. Експерименти проводили з дотриманням регламентованих норм і правил поводження з лабораторними тваринами [80] на базі навчально-науково-дослідної лабораторії клітинної та організменної біотехнології Запорізького національного університету. Тварин поділили рандомним шляхом на 2 групи: 
1) контрольна (інтактна) група щурів (n=8);

2) дослідна група щурів (n=8), яким здійснювали триразову приставку по 1 голодній МП з інтервалом 2 доби, і досліджували  імунологічні показники на наступну добу після останньої приставки МП.

Приставку МП проводили досить швидко, після короткочасного фіксування тварини, гоління хутра в загривковій ділянці і приставки 2 МП, після присмоктування однієї, іншу знімали, тому повний акт годування проходила лише 1 МП. Після відпадання МП від тіла щура ранку присипали стерильним порошком крейди. Кожен із дослідних щурів після приставки МП перебував в індивідуальній клітці до загоєння ранки. Ефект гірудовпливу оцінювали на наступну добу після останньої приставки МП. Тварин виводили з експерименту під ефірним наркозом методом декапітації. У зразках гепаринізованої периферичної крові аналізували загальну кількість лейкоцитів пробірковим методом, лейкоформулу крові з паралельним визначенням цитоморфометричних показників  лейкоцитів та нейтрофілів крові.
2.2 Методи досліджень
2.2.1 Визначення кількості лейкоцитів

Аналіз кількісті лейкоцитів проводили за методом П’ятницького. Досліджувану стабілізовану антикоагулянтом венозну кров розводили в 20 разів. В лунку планшета вносили 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти, підфарбованого кількома краплями розчину метиленового синього (для фарбування ядер лейкоцитів), і додавали 0,02 мл досліджуваної крові.  Дану суміш перемішували піпеткою та залишали на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів, після чого знов перемішували, заповнювали нею камеру Горяєва, залишали її в горизонтальному положенні на 1 хв. для осідання лейкоцитів. Лейкоцити рахували під мікроскопом у 100 великих квадратах камери Горяєва при малому збільшенні (окуляр К7×, об’єктив 20×). Для того, щоб повторно не підрахувати одну і ту ж клітину, підрахунок проводили зліва направо, зверху вниз, при цьому в кожному квадраті рахували елементи, що лежать всередині, на лівій та верхній сторонах квадрата. Розрахунок кількості лейкоцитів (109/л або Г/л) проводили, виходячи з розведення крові (20), числа підрахованих квадратів (100) та об’єму одного великого квадрата (1/250 мкл), за формулою (2.1):

                           Χ=а×250×20/100, тобто Χ=а×50,                                    (2.1)

де Χ – число лейкоцитів у 1 мкл крові;

а – число лейкоцитів у 100 великих квадратах [81].
2.2.2 Приготування та фарбування мазка крові
Для морфологічного дослідження мазки крові готували за стандартним методом [82] і фарбували за Папенгеймом [83]. Мазки висушували на повітрі та фіксували етиловим спиртом на протязі 5 хв., надалі проводили експозицію 4 хв. у фосфатному буфері Соренсена з рН 6,8. Надалі, мазки фарбували 1 хв. насиченим розчином фарби Май-Грюнвальда, ополіскували у дистильованій воді, а потім дофарбовували протягом 15 хв. 15% розчином фарби Романовського-Гімза, приготованої на буфері Соренсена після чого ще раз ополіскували у дистильованій воді та диференціювали протягом однієї секунди у слабкому розчині соляної кислоти на дистильованій воді для видалення надмірної кількості фарби, ополіскували у декількох порціях дистильованої води, висушували на повітрі. Потім проводили визначення клітин під мікроскопом [84].

2.2.3 Визначення лейкоцитарної формули крові

Вивчення пофарбованого мазка крові здійснювали під імерсійним об’єктивом (100×) мікроскопа [85]. Диференціювання лейкоцитів проводили за певними морфологічними ознаками рахували 200 лейкоцитів за допомогою 11-клавішного лічильника, розпочинаючи від «вусиків» мазка. Для отримання правдивих результатів лейкоцити рахували в різних ділянках мазка. Для уникнення повторного підрахунку одних і тих же клітин рухались по мазку крові зигзагами. Після того, як завершили аналіз 200 лейкоцитів визначали лейкоцитарну формулу – абсолютне та відносне співвідношення різних, за морфологічними ознаками, видів лейкоцитів [86].
Так, еозинофіли лабораторних щурів являють собою округлі великі (8,2-19,8 мкм) клітини. Цитоплазма базофільна, блакитнувата чи безкольорова. Зерна пофарбовані яскраво еозином у інтенсивний червоний, чи рожево-червоний колір (рис. 2.1). Ядро еозинофілів, а особливо спеціальних гранулоцитів, розвивається по кільчастому типу. Тож, нерідко, можна зустріти кільцеподібні форми юних і паличкоядерних гранулоцитів. Еозинофільні гранули круглі, не великі, густо заповнюють цитоплазму, мають яскраво червоний колір. Зернистість спеціальних гранулоцитів дуже дрібна, але її добре видно на  фіксованих і пофарбованих мазках крові [85, 87]. 

Нейтрофіли є відносно великими клітинами (7,0-15,0 мкм), що мають в цитоплазмі значну кількість дрібної зернистості (рис. 2.1). Сама цитоплазма є оксифільною, фарбується в блідо-рожевий колір, інколи безкольорова. Ядро по мірі розвитку клітини поступово сегментується. Незрілі нейтрофіли мають ядро у вигляді палички (нерідко зогнутої), іноді зі звуженнями у вигляді «бублика», зернистість заповнює цитоплазму нерівномірно. Зрілі форми нейтрофілів мають ядро, яке складається з 2-5 сегментів, які зв’язані хроматиновими ниточками, сегменти мають щільну структуру, наявна зернистість. Ядро нейтрофілів забарвлюється у червоно-фіолетовий колір, а зернистість у рожево-фіолетовий колір. Нейтрофільна зернистість завжди забарвлюється у колір ядра [87]. 

За своєю морфологією моноцити великі за розміром (10,0-20,0 мкм), округлі клітини крові, іноді неправильної форми з добре вираженою цитоплазмою, яка має дрібну азурофільну зернистість та досить велике ексцентричне ядро (рис. 2.1). Цитоплазма моноцитів базофільна, блакитно-сірого кольору. Ядро велике, має тонку структуру, утворює поглиблення, блідо фарбується. Структура хроматину петлиста, крупносітчаста [82, 87].
Базофіли округло-овальної, або округлої форми, розміром (8-15 мкм). Цитоплазма слабооксіфільна і забарвлюється в блідий, рожево-фіолетовий або сіро-блакитний колір, але знаходяться в ній великі округлі зерна (гранули) різко базофільної природи і фарбуються метахроматично в темний червоно-фіолетовий колір. Розташування гранул в цитоплазмі нерівномірне, пухке (рис. 2.1). Ядро округле, або неправильно лопатеве, забарвлюється у фіолетово-рожевий колір. В ядрі розпливчасто чергуються світліші поля оксихроматина з темнозабарвленими базихроматиновими полями [83].
В основному, лімфоцити розділяють на малі лімфоцити, які мають розміри 6,0-7,0 мкм, середні – 10,0-12,0 мкм та великі – 9,0-15,0 мкм [82]. Цитоплазма лімфоцитів базофільна, має блідо-блакитний колір у великих і середніх клітин, а синій у малих. Навколо ядра наявна світла перинуклеарна зона, саме вона дозволяє диференціювати великі лімфоцити від моноцитів. В цитоплазмі малих та середніх клітин зустрічається невелика кількість азурофільної зернистості (рис. 2.1). Досить рідко її можна побачити у великих лімфоцитів. Ядро округле, іноді овальне, велике, забарвлене у фіолетовий колір, особливо правильне у малих клітин. Часто можна зустріти ядра з одностороннім вдавленням, яке придає ядру форму бобу. Великі лімфоцити мають ядро у вигляді кута, з виступами або вдавленнями [87].
Лейкоцити периферичної крові, в нормі, представлені різними формами, які розподіляються в забарвлених препаратах в таких пропорціях: лімфоцити 19-37%, моноцити 3-11%, паличкоядерні нейтрофіли 1-6%, сегментоядерні нейтрофіли 47-72%, базофіли 0-1%, еозинофіли 0,5-5%. В абсолютних цифрах в 1 мкл крові міститься: лімфоцитів 1200-3000, моноцитів 90-600, паличкоядерних 40-300, сегментоядерних 2000-5500, базофілів 0-65, еозинофілів 20-300 [82, 87].
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Рисунок 2.1 – Клітини крові щурів: 1 – паличкоядерний нейтрофіл; 2 – сегментоядерний нейтрофіл; 3 – еозинофіл; 4 – моноцит; 5 – базофіл; 6 – великий лімфоцит; 7 – середній лімфоцит, 8 – малий лімфоцит [87]
2.2.4 Цитоморфометричне дослідження лімфоцитів у мазку крові
Цитоморфометричне дослідження лімфоцитів периферичної крові здійснювали в мазку крові відповідно до методики [88, 89]. Аналізували мінімум 100 лімфоцитів на площі половини мазка крові. Вимірювання проводили за допомогою окуляр-мікрометра (об’єктив 100×, окуляр К7×), ціну поділки виставляли за об’єкт-мікрометром [90]. 
Вимірювали максимальний та мінімальний діаметр клітини та ядра, далі вираховували середнє значення кожної окремої клітини та середнє значення для всіх прорахованих клітин. Потім, знаходили діаметр клітини в мкм, для чого середній діаметр множили на ціну поділки (в даному випадку вона становить 6,0 мкм). Після цього складали варіаційний ряд розмірних класів лімфоцитів  щурів з інтервалом 0,3 мкм (відповідає мінімальному значенню роздільної здатності методу з використанням об’єктиву 100×, окуляру К7×) і поєднували їх у групи: малі з розмірами 8,4 мкм і менше (КЛ ≤8,5 мкм), середні – 8,7-10,8 мкм (КЛ >8,5-<11,0 мкм) та великі – 11,1 мкм і більше (КЛ ≥11,0 мкм) згідно з пропозицією Р.О. Литвиненко та співавторів [91]. Визначали кількість кожного класу у відсотках. 
Окрім розмірних характеристик, малі, середні та великі лімфоцити мають, також, різну функцію та морфологію. Порівняння відсоткового співвідношення малих, середніх та великих лімфоцитів має прогностичне значення. Так, в периферичній крові ссавців 90% становлять малі (зрілі) лімфоцити та 10-12% середні. В нормі, великі (бластні) лімфоцити в циркулюючий крові практично не зустрічаються, їх наявність може означати напружений стан імунної системи організму [92]. Посилені реакції імунітету можуть супроводжуються зрушенням лімфоцитарної формули вліво, саме виходом у рециркуляцію незрілих клітин лімфоцитів. Вони за діаметром можуть бути середніх і великих розмірів [93]. О.К. Фролов та співавтори до активованих лімфоцитів у людини відносять клітини з діаметром 6,5 мкм і менше, в нормі у здорових осіб їх кількість становить 45,4% [94].
Крім того, на основі даних діаметру клітини та ядра визначали площу клітини та площу ядра (за геометричною формулою для визначення площі кулі:  S = 4 π R2, де R - радіус кулі) [77], яку використовували для розрахунку ядерно-цитоплазматичного відношення (ЯЦВ) та цитоплазматично-ядерного відношення (ЦЯВ). ЯЦВ та ЦЯВ розраховували за формулою (3.2) та (3.3):
                                                        ЯЦВ = Sя /Sк – Sя,                                           (3.2)

                                                        ЦЯВ = Sк – Sя / Sя,                                          (3.3)
де S я – площа ядра клітини;

     S к – площа клітини [77].
                 2.2.5 Цитоморфометричні дослідження нейтрофілів у мазку крові
Цитоморфометричне дослідження нейтрофілів периферичної крові здійснювали в мазку крові  шурів відповідно до методики [88, 89]. Аналізували мінімум 50 нейтрофілів. За допомогою окуляр-мікрометра (об’єктив 100×, окуляр К7×), проводили вимірювання, ціну поділки потім виставляли за об’єкт-мікрометром [90]. 
Вимірювали максимальний та мінімальний діаметр клітини, після чого визначали середнє значення кожної окремої клітини та середнє значення для всіх прорахованих клітин. Потім знаходили діаметр клітини в мкм, для чого середній діаметр множили на ціну поділки (в даному випадку вона становить 6,0 мкм). 
Так, нейтрофіли у щурів є відносно великими клітинами 7,0-15,0 мкм. Зміни їх розмірів можуть свідчити про перебудову ультраструктури поверхні клітини, а також зміну її пластичності.
Також, визначали кількість сегментів у сегментоядерних нейтрофілів. Зрілі форми нейтрофілів, в нормі, мають ядро, яке складається з 2-5 сегментів, які зв’язані хроматиновими ниточками [87]. Якщо ядерних сегментів налічується 6-8, то це вказує на гіперсегментацію, яка свідчить про мегалобласну анемію, захворювання кровоносної системи, онкологічні захворювання, тяжкі інфекційні та септичні процеси [86].
2.2.6 Статистичні  методи дослідження
Систематизацію матеріалів дослідження та представлення розрахунків результатів виконано з використанням пакету прикладних програм Microsoft XP «Exel», статистичні розрахунки проводились за допомогою пакету прикладних прогам IBM SPSS Statistics 20,0 (USA) з використанням методів непараметричної статистики.

Оцінку отриманих даних здійснювали з використанням методів статистичного опису та перевірки статистичних гіпотез [95]. Для кожної вибірки обчислювали середньовибіркові характеристики: середнє арифметичне – сума всіх фіксованих значень набору, поділена на кількість елементів набору, медіану – величина ознаки, що розташована по середині ранжованого ряду вибірки, перший (25%) і третій (75%) квартилі, які ділять сукупність на чотири частини. 
Для оцінки достовірності відмінностей незалежних вибірок (досліджували різних щурів до та після ГВ) використовували ранговий критерій Манна-Уітні. 
U-критерій Манна-Уїтні – це непараметричний статистичний критерій, що використовується для порівняння вираженості показників в двох незв'язних вибірках. 

Критерій Манна-Уїтні має певні обмеження:

1. Число випробовуваних в групах при використанні критерію Манна-Уїтні не повинно бути більше 60.

2. Мінімальна кількість випробовуваних – 3 особи в кожній групі.

3. Обсяг груп не повинен бути строго однаковим, але не повинен сильно відрізнятися.

Ці критерії менш точні, але зате у них немає жорстких вимог до даних. Дані можуть бути майже будь-якими.
Середні дані в таблицях представлені у вигляді Mе (Q1; Q3), де Ме – медіана, Q – квартиль. 
Відмінності вважали достовірними при рівні значимості р ˂ 0,05 [95, 96].
3 ЕСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Лейкоцитарні показники периферичної крові нелінійних лабораторних щурів при гірудовпливі
Дані описової статистики кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули периферичної крові нелінійних лабораторних щурів старого віку до та після впливу БАР слини МП представлені у табл. 3.1.
Так, у контрольній групі нелінійних лабораторних щурів (інтактна група) індивідуальні показники загальної кількості лейкоцитів знаходились у межах 6,8-9,1 Г/л, що відповідає даним літератури, а також вказує на відсутність патології (наприклад, вираженого імунодефіцитного стану або активного запального процесу) на момент проведення дослідження. Значення лейкоцитарної формули крові також відповідали даним літератури для нелінійних лабораторних щурів старого віку [97]. Так, абсолютна кількість еозинофілів коливалась у межах 0,14-0,45 Г/л, а відносна 2-5%. Абсолютна кількість паличкоядерних нейтрофілів у щурів старого віку становила 0,07-0,27 Г/л, а відносна 1-3%,  що вказує на відсутність запалення. Відносна кількість сегментоядерних нейтрофілів була у межах 38,5-48%, а абсолютна 2,8-3,5 Г/л. Процентний вміст моноцитів у мазку периферичної крові щурів старого віку сягав 2,5-5%, а абсолютний 0,2-0,4 Г/л. Значення по відносному вмісту лімфоцитів становили 47-51%, а абсолютному 3,3-4,6 Г/л, що знаходиться у межах референтних значень для даного віку [87].
У дослідній групі лабораторних щурів показники загальної кількості лейкоцитів коливались у межах 5,37-9,27 Г/л, що за літературними джерелами також відповідало референтним значенням для щурів старого віку. Відносна кількість еозинофілів становила 1-4%, а абсолютна 0,10-0,30 Г/л. Отримані дані вказують на відсутність виражених запальних або імунодефіцитних реакцій. 
Таблиця 3.1 – Показники описової статистики загальної кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули крові контрольної та дослідної груп нелінійних лабораторних щурів
	Показники
	Кількість
Le, Г/л
	Лейкоцитарна формула

	
	
	Еозинофіли
	Нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	
	Всього
	Палички
	Сегменти
	
	

	
	
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л
	%
	Г/л

	Контрольна група, n=8

	Середнє 
	7,99
	4,00
	0,31
	43,18
	3,36
	2,25
	0,17
	41,00
	3,21
	3,50
	0,28
	49,37
	3,97

	Мінімум
	6,80
	2,00
	0,14
	38,50
	2,90
	1,00
	0,07
	37,00
	2,80
	2,50
	0,20
	47,00
	3,30

	Максимум
	9,10
	5,00
	0,45
	48,00
	3,70
	3,00
	0,27
	47,00
	3,50
	5,00
	0,40
	51,00
	4,60

	Q1
	7,40
	3,25
	0,26
	40,00
	3,06
	1,25
	0,099
	38,25
	3,01
	3,00
	0,20
	48,12
	3,50

	Me
	7,90
	4,00
	0,31
	43,00
	3,40
	2,50
	0,177
	41,00
	3,30
	3,00
	0,24
	49,50
	3,98

	Q3
	8,65
	5,00
	0,38
	45,00
	3,60
	3,00
	0,249
	42,75
	3,41
	4,37
	0,32
	50,87
	4,39

	Дослідна група, n=8       

	Середнє
	7,21
	2,06
	0,14
	33,25
	2,38
	4,37
	0,33
	28,87
	2,11
	6,31
	0,46
	58,50
	4,19

	Мінімум
	5,37
	1,00
	0,10
	27,00
	1,70
	3,00
	0,20
	23,50
	1,50
	4,50
	0,20
	48,00
	3,30

	Максимум
	9,27
	4,00
	0,30
	41,50
	3,00
	5,50
	0,50
	36,00
	3,30
	8,50
	0,80
	63,00
	5,00

	Q1
	6,28
	1,62
	 0,096
	30,25
	1,78
	3,50
	0,21
	25,62
	1,54
	5,00
	0,32
	53,25
	3,92

	Me
	6,43
	2,00
	 0,118
	31,75
	1,96
	4,50
	0,27
	28,25
	1,76
	5,75
	0,40
	61,50
	4,02

	Q3
	8,91
	2,00
	 0,171
	37,50
	2,98
	5,37
	0,49
	32,62
	2,86
	8,00
	0,65
	62,50
	4,81


Відносна кількість паличкоядерних нейтрофілів відповідала нормальним значенням 3-5,5%, що можна сказати й про абсолютну 0,20-0,50 Г/л. Також, простежувався нормальний абсолютний вміст сегментоядерних нейтрофілів 1,5-3,3% та відповідно відносний 23,5-36 Г/л, що вказувало на відсутність патологічних станів. Відносна кількість моноцитів була 4,5-8,5% та абсолютна 0,2-0,8 Г/л свідчила про відсутність імунологічних відхилень. Отримані значення по лімфоцитам відповідали нормальним значенням, а саме абсолютна 3,3-5 Г/л,  а відносна кількість була 48-63%.
Результати статистичного аналізу лейкоформули та кількості лейкоцитів периферичної крові  нелінійних лабораторних щурів старого віку під впливом БАР слини МП з використанням непараметричного критерію Манна-Уітні представлені у табл. 3.2. 
При дослідженні мазків крові на наступний день після останньої приставки МП у нелінійних щурів виявлено відсутність статистично значимих змін у загальній кількості лейкоцитів (тенденція до зниження на 18,6% при p > 0,05), абсолютній кількості паличкоядерних нейтрофілів, відносній кількості лімфоцитів, еозинофілів та моноцитів (p > 0,05). В лейкоформулі крові лабораторних щурів старого віку після ГВ порівняно з контролем виявлено статистично значиме:

- зниження: відносної та абсолютної кількості еозинофілів (на 50%, (р ˂ 0,05) та 61,9% (р ˂ 0,05); нейтрофілів (на 26% та 42,3% відповідно, р ˂ 0,05); сегментоядерних нейтрофілів (на 31% та 46,6% відповідно, р ˂ 0,05);

· підвищення: відносної кількості паличкоядерних нейтрофілів (на 80%, р ˂ 0,05); моноцитів (на 91,6%, р ˂ 0,05) та лімфоцитів (на 24%, p ˂ 0,05).

Деяке зниження кількості лейкоцитів та зміни в лейкоформулі крові при дослідженні на наступний день після останньої приставки МП, імовірно, обумовлені депонуванням імунних клітин у місце її укусу.
Таблиця 3.2 – Лейкоцитарна формула крові нелінійних лабораторних щурів до та після гірудовпливу,  Ме  (Q1;Q3)
	Показники, 
одиниці вимірювання
	Досліджувані групи
	U, pu

	
	Контроль, n=8
	Дослід, n=8
	

	Лейкоцити, Г/л
	7,90 (7,40; 8,65)
	6,43 (6,28; 8,91)
	U=21,0; pu = 0,248

	Лейкоцитарна формула крові
	Еозинофіли
	%
	4,0 (3,25; 5,0)
	2,0 (1,62; 2,0) *
	U=6,0; pu = 0,005 

	
	
	Г/л
	0,31 (0,26; 0,38)
	0,118 (0,096; 0,171) *
	U=7,0; pu = 0,009 

	
	Нейтрофіли
	%
	43,0 (40,0; 45,0)
	31,75 (30,25; 37,50) *
	U=3,0; pu = 0,001

	
	
	Г/л
	3,40 (3,06; 3,60)
	1,96 (1,78; 2,98) *
	U=10,5; pu = 0,024 

	
	Паличкоядерні
	%
	2,50 (1,25; 3,0)
	4,50 (3,50; 5,37) *
	U=2; pu = 0,001 

	
	
	Г/л
	0,177 (0,099; 0,249)
	0,27 (0,21; 0,49) 
	U=13,0; pu = 0,46

	
	Сегментоядерні
	%
	41,0 (38,25; 42,75)
	28,25 (25,62; 32,62) *
	U=0,0; pu = 0,001

	
	
	Г/л
	3,30 (3,01; 3,41)
	1,76 (1,54; 2,86) *
	U=6,5; pu = 0,007

	
	Моноцити
	%
	3,0 (3,0; 4,37)
	5,75 (5,00; 8,00) *
	U=2,5; pu = 0,002

	
	
	Г/л
	0,24 (0,20; 0,32)
	0,40 (0,32; 0,65) 
	U=11,0; pu = 0,27

	
	Лімфоцити
	%
	49,50 (48,12; 50,87)
	61,50 (53,25; 62,50) *
	U=6,5; pu = 0,007

	
	
	Г/л
	3,98 (3,50; 4,39)
	4,02 (3,92; 4,81)
	U=27,0; pu = 0,600


Примітки:

1. Mе (Q1;Q3) – медіана (25 та 75 квартилі) відповідно.

2. U, pu – відмінності між групами за критерієм Манна-Уітні.

3. * – відмінності між групами до та після гірудовпливу статистично значимі при р ˂ 0,05.
3.2 Морфофункціональні показники лімфоцитів периферичної крові нелінійних лабораторних щурів при гірудовпливі
Дослідження морфометричних розмірів клітинних структур грає значну роль у визначенні оцінки функціональної активності лейкоцитів і характеру розподілу популяцій клітин при діагностиці стану імунітету ссавців. Так, аналіз розподілу лімфоцитів за величиною їх діаметру допомагає більш досконало охарактеризувати особливості внутрішньо-популяційного складу імунокомпетентних клітин. Доведено, що лімфоцити периферичної крові розрізняються між собою за характером мікрорельєфу клітинної мембрани та розмірами. Дані характеристики можуть змінюватися під впливом різних ендо- та екзогенних речовин, факторів, а також залежать від використаних методів візуалізації чи способу фіксації [98, 99]. 
За результатами, проведених на фіксованих етиловим спиртом мазках крові, досліджень встановлено, що у лабораторних щурів старого віку, так само як і у інших видів ссавців, форма і розмір лімфоцитів периферичної крові коливаються з приблизно чітким розподілом на 3 морфофункціональні групи: малі, середні та великі. В залежності від відсоткового співвідношення цих цитоморфометричних класів лімфоцитів можна судити про стан імунітету на період проведення обстеження. Дані описової статистики по цитоморфометричним показникам лімфоцитів периферичної крові лабораторних щурів старого віку до та після ГВ та розподіл їх на цитоморфометричні класи наведені в таблицях 3.3 та 3.4. Так, у контрольній групі щурів показники згрупованих цитоморфометричних класів лімфоцитів коливались у межах: малі лімфоцити з середніми розмірами 8,4 мкм та менше – від 18 до 26%, середні лімфоцити з розмірами клітин 8,7-10,8 мкм – від 50 до 70%, великі лімфоцити розміром 11,1 мкм і більше – від 12 до 25%. Однак, у дослідній групі показники коливались у межах: малі лімфоцити – від 30 до 44%, середні лімфоцити – від 41 до 52%, великі лімфоцити – від 15 до 21%.
Таблиця 3.3 – Показники описової статистики контрольної та досліджуваної груп 
	Показники
	Цитоморфометричні класи лімфоцитів, %
	Sклітини, мкм2
	Sядра, мкм2
	ЦЯВ
	ЯЦВ

	
	Малі
(≤ 8,5 мкм)
	Середні 
(>8,5 - <11,0 мкм)
	Великі
(≥ 11,0 мкм)
	
	
	
	

	Контрольна група, n=8

	Середнє
	21,7
	58,3
	19,8
	306,542
	241,749
	0,290
	3,551

	Мінімум
	18,0
	50,0
	12,0
	300,448
	224,965
	0,154
	3,025

	Максимум
	26,0
	70,0
	25,0
	312,903
	292,589
	0,398
	3,801

	Q1
	19,0
	55,5
	18,2
	302,766
	228,311
	0,239
	3,432

	Me
	21,5
	57,0
	20,0
	306,965
	236,258
	0,306
	3,637

	Q3
	24,7
	60,7
	23,2
	309,567
	242,794
	0,330
	3,693

	Дослідна група, n=8

	Середнє
	35,6
	47,0
	17,3
	270,010
	189,583
	0,283
	3,563

	Мінімум
	30,0
	41,0
	15,0
	236,958
	156,259
	0,255
	3,199

	Максимум
	44,0
	52,0
	21,0
	321,740
	209,958
	0,313
	3,917

	Q1
	32,0
	41,2
	16,0
	255,958
	160,785
	0,255
	3,201

	Me
	34,0
	48,5
	16,5
	258,125
	201,771
	0,280
	3,574

	Q3
	39,7
	51,7
	18,0
	292,584
	209,034
	0,312
	3,917


Відмінності, які були отримані в досліджуваних групах щурів можуть бути пояснені наступним чином. У нелінійних щурів до ГВ певна кількість великих лімфоцитів, імовірно, пов’язана з компенсаторною появою великих активованих лімфоцитів та «старіючих» лімфоцитів, як прискорення апоптотичних реакцій. 
Активно мігруючі постпроліферативні лімфоцити здебільшого депонуються в тканинах та виконують морфогенетичну функцію, натомість,  преапоптотичні – елімінуються (пояснення незначної кількості малих лімфоцитів). З великими лімфоцитами безпосередньо пов’язані імунні реакції на периферії та вони менш мігруючі [100]. 
Інакше кажучи, старіння організму нелінійних щурів супроводжується перерозподілом співвідношення цитоморфометричних класів лімфоцитів за рахунок зменшення частки малих лімфоцитів та збільшення великих [22]. Це, імовірно, здійснюється внаслідок зменшення пулу стовбурових клітин на відновлення гістогенезу тканин, у тому числі лімфоїдної [101], тому знижується проліферативна активність та зменшується кількість малих лімфоцитів. 
Також, з віком зростає частота імунодефіцитних станів та аутоімунних процесів [103], що теж призводить до витрати лімфоцитів на усунення цієї патології.
Описова статистика розрахунків площі клітини, ядра, цитоплазматично-ядерного (ЦЯВ) та ядерно-цитоплазматичного (ЯЦВ) співвідношення циркулюючих лімфоцитів показана в табл. 3.3 та 3.4.  
У контрольної групи щурів площа клітини становила – 300,448 - 312,903 мкм2, ядра – 224,965 - 292,589 мкм2, при цьому ЦЯВ коливалось від 0,154 - 0,398, а ЯЦВ – 3,025 - 3,801.
У дослідній групі тварин площа клітини становила 236,958 – 321,740 мкм2, ядра  – 156,259 - 209,958 мкм2, при цьому ЦЯВ коливалось у межах 0,255-0,312,  а ЯЦВ – варіювало від 3,199 до 3,917. 
Показники ЦЯВ та ЯЦВ вказують на метаболічний стан клітин. З літературних джерел відомо, якщо ЯЦВ дорівнює або більше 1, це означає, що клітина має велике ядро і мало цитоплазми. Таке відношення можуть мати малі лімфоцити, стовбурові та старіючі клітини. Зміни розмірів ядерно-цитоплазматичного співвідношення і ядер можуть слугувати індикатором проявів компенсаторних реакцій та запальних процесів [77].
Результати статистичного аналізу цитоморфометричних показників лімфоцитів крові лабораторних щурів старого віку під впливом БАР слини МП з використанням непараметричного критерію Манна-Уітні представлені у таблиці 3.4. 
Так, у лабораторних щурів при дослідженні крові після ГТ був виявлений перерозподіл співвідношення цитоморфометричних класів лімфоцитів: статистично значиме підвищення вмісту малих (на 58,1%, при р ˂ 0,05), зниження вмісту середніх (на 14,9%, при р ˂ 0,05) та тенденція до зниження вмісту великих (на 17,5%, при р > 0,05) лімфоцитів.
При аналізі площі клітини та ядра, ЦЯВ та ЯЦВ циркулюючих лімфоцитів виявлено, що після ГВ відбулося зниження площі клітини (на 15,4% при р ˂ 0,05), ядра (на 29,5% при р ˂ 0,05), натомість значення ЦЯВ збільшилося на 6,6% (р > 0,05), порівняно з контрольною групою; а показник ЯЦВ зменшився після ГВ  на 6,7% (р > 0,05).

Отримані дані цитоморфометричних ознак циркулюючих лімфоцитів співпадають за напрямком змін згрупованих цитоморфометричних класів лімфоцитів після ГТ. Так, до ГВ у нелінійних лабораторних щурів старого віку переважає кількість середніх та великих лімфоцитів, тому й площа ядра у клітин в мазку була дещо вищою (р > 0,05) ніж після ГВ. ГВ сприяв збільшенню частки малих лімфоцитів, що відобразилось на середній площі лімфоцитів у мазку. Відповідні зміни виявили й при аналізі ЯЦВ і ЦЯВ, так зниження ЯЦВ та підвищення ЦЯВ після гірудовпливу вказує на циркуляцію в більшості малих та середніх лімфоцитів.
Таблиця 3.4 – Цитоморфометричні показники лімфоцитів лабораторних щурів до та після гірудовпливу, Ме(Q1;Q3), %  
	Групи тварин
	Цитоморфометричні класи лімфоцитів, %
	Sклітини, 

мкм2
	Sядра, 

мкм2
	ЦЯВ
	ЯЦВ

	
	Малі лімфоцити, 

КЛ ≤ 8,5  мкм
	Середні 
лімфоцити, 

КЛ >8,5 - <11,0 мкм
	Великі лімфоцити, КЛ ≥ 11,0 мкм
	
	
	
	

	Контроль,

n=8
	21,5
(19,0; 
24,7)
	57,0
(55,5; 
60,7)
	20,0
(18,2;

23,2)
	302,766
(306,965; 309,567)
	228,311
(236,258; 242,794)
	0,239
(0,306; 0,330)
	3,432
(3,637; 3,693)

	Дослід, 
n =8
	34,0
(32,0; 
39,7) *
	48,5
(41,2; 
51,7) *
	16,5
(16,0; 
18,0)
	255,958
(258,125;
292,584) *
	160,785 (201,771; 209,034) *
	0,255
(0,280; 0,312)
	3,201
(3,574; 3,917)

	U, pu
	U= 0,00
pu= 0,001 
	U= 3,00
pu = 0,002 
	U= 15,5
pu = 0,081
	U=8,000
pu =0,012
	U=0,000
pu =0,001
	U=24,000
pu =0,400
	U=28,000
pu =0,673


Примітки: 
1. Mе – медіана.

2. (Q1;Q3) – 25 та 75 квартилі.

3. U, pu – відмінності між групами за критерієм Манна-Уітні.

4. * – відмінності між групами до та після гірудовпливу статистично значимі при р ˂ 0,05. 

3.3 Морфофункціональні показники нейтрофілів периферичної крові нелінійних лабораторних щурів при гірудовпливі
Будь-який ендо- чи екзогенний фактор впливає на кількісний склад циркулюючої крові. Зміни морфометричних показників нейтрофілів після ГВ мають прагматичне значення при оцінці стану імунної системи. Підтверджено, що ГТ вливає на активність клітин, які забезпечують реакції неспецифічної та специфічної імунної відповіді, зокрема з боку нейтрофілів [79]. 

Статистичні результати аналізу показників нейтрофілів до та після ГВ представлені в табл. 3.5. 

Так, у ході дослідження було зафіксовано, що в інтактній групі нелінійних лабораторних щурів відбулись коливання середнього діаметру: нейтрофілів у межах 9,8-10,4%, паличкоядерних нейтрофілів від 8,1 до 9,1% та сегментоядерних нейтрофілів з 10,5 по 11,0%. Коливання відсоткової частки паличкоядерних нейтрофілів з круглим ядром серед усіх паличкоядерних нейтрофілів було від 20 до 40%, а кількості сегментів у сегментоядерних нейтрофілів з 3,8 по 5,7%. Натомість, у дослідній групі тварин відмічались коливання середнього діаметру: нейтрофілів у межах від 9,6 до 10,3%, сегментоядерних нейтрофілів з 10,4 до 11,1%, та паликоядерних нейтрофілів від 7,6 по 8,3%. Кількість сегментів у сегментоядерних нейтрофілів була в межах 3,6-5,7%, що вказує на нормалізацію рівня клітин у кров’яному руслі, а коливання відсотка паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром від 36,3 до 54,5%, що свідчить, за літературними даними, про депонування клітин у місце загострення запалення.

Результати досліджень морфометричних показників нейтрофілів крові контрольної та дослідної груп нелінійних лабораторних щурів з використанням непараметричного критерію Манна-Уітні представлені в табл. 3.6. 
Таблиця 3.5 – Дані описової статистики лабораторних щурів до та після гірудовпиву
	Показники
	Середній діаметр 

нейтрофілів, мкм
	Середній діаметр паличкоядерних нейтрофілів, мкм
	Середній діаметр сегментоядерних нейтрофілів, мкм
	Відсоток паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром !
	Кількість сегментів у сегментоядерних нейтрофілів

	Контрольна група, n=8

	Середнє
	10,1
	8,4
	10,7
	28,4
	4,9

	Мінімум
	9,8
	8,1
	10,5
	20,0
	3,8

	Максимум
	10,4
	9,1
	11,0
	40,0
	5,7

	Q1
	10,0
	8,1
	10,5
	22,0
	4,1

	Me
	10,1
	8,3
	10,7
	28,5
	5,2

	Q3
	10,3
	8,4
	10,8
	34,1
	5,4

	Дослідна група n=8

	Середнє
	9,8
	8,0
	10,7
	45,8
	4,6

	Мінімум
	9,6
	7,6
	10,4
	36,3
	3,6

	Максимум
	10,3
	8,3
	11,1
	54,5
	5,7

	Q1
	9,7
	8,0
	10,5
	41,4
	3,7

	Me
	9,8
	8,0
	10,7
	46,1
	4,5

	Q3
	9,97
	8,2
	11,0
	50,0
	5,6


Примітка. ! – при визначенні частки паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром всі паличкоядерні нейтрофіли (відсотковий вміст представлено в табл. 3.2) приймали за 100%.
Таблиця 3.6 – Морфометричні показники нейтрофілів крові контрольної та дослідної груп нелінійних лабораторних щурів 
	Групи тварин
	Середній діаметр 
нейтрофілів, мкм
	Середній діаметр паличкоядерних нейтрофілів, мкм 
	Середній діаметр сегментоядерних нейтрофілів, мкм 
	Відсоток паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром !
	Кількість сегментів у сегментоядерних нейтрофілів

	Контроль,
n =8
	10,1

 (10,0; 10,3)
	8,3 

(8,1; 8,4)
	10,7
(10,5; 10,8)
	28,5
(22,0; 34,1)
	5,2 

(4,1; 5,4)

	Дослід,
n =8
	9,8
(9,7; 9,97) *
	8,0

(8,0; 8,2) *
	10,7
(10,5; 11,0)
	46,1

 (41,4; 50,0) *
	4,5

 (3,7; 5,6)

	U, pu
	U= 11,5

pu= 0,030
	U= 8,0

pu= 0,009
	U= 27,0

pu= 0,596
	U= 1,0

pu= 0,001
	U= 27,5

pu= 0,633


Примітки:

1. Mе (Q1;Q3) – медіана (25 та 75 квартилі) відповідно.
2. U, pu – відмінності між групами за критерієм Манна-Уітні.

3. * – відмінності між групами до та після гірудовпливу статистично значимі при р ˂ 0,05.
4. ! – при визначенні частки паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром всі паличкоядерні нейтрофіли (відсотковий вміст представлено в табл. 3.2) приймали за 100%.
Так, за результатами досліджень, було виявлено, що у дослідній групі відбулось зниження середнього діаметру нейтрофілів на 2,9% (р ˂ 0,05), паличкоядерних нейтрофілів на 3,6% (р ˂ 0,05), кількості сегментів у сегментоядерних нейтрофілів на 13,4% (р > 0,05) та підвищення відсотку паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром на 61,7% (р ˂ 0,05). Натомість, змін у діаметрі сегментоядерних нейтрофілів не спостерігалось.
Збільшення відсотка паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром, імовірно, пов’язано з посиленою міграційною активністю. Даний показник визначили рахуючи загальну кількість паличкоядерних нейтрофілів (з ядром у вигляді паличок та кільця). Надалі, брали загальну кількість даних нейтрофілів за 100%, а кількість тих, які мали кільцеподібне ядро — за невідоме. Зниження середнього діаметру нейтрофілів після ГВ обумовлено перебудовою ультраструктури поверхні нейтрофілів, а також зміною пластичності клітини [76]. 
Таким чином, зміни цитоморфометричних параметрів лімфоцитів, які були виявлені в дослідженні, об’єктивно відображають процеси перебудови імунної системи щурів під впливом БАР, які містяться в слині МП. Причиною цих змін може бути старіння організму, яке супроводжується зміною площі та ядра лімфоцитів, що може вказувати на неповноцінність клітин, зокрема, низький рівень проліферації та диференціювання лімфоцитів. У найближчий термін після сеансу ГВ спостерігається позитивний ефект впливу БАР МП у щурів старого віку, які за даними літератури мають знижену активність периферичних органів імунного захисту [77, 102]. Натомість, статистично значиме  зниження середнього діаметру нейтрофілів свідчило про перебудову ультраструктури поверхні нейтрофілів, а також зміну пластичності клітини, а збільшення відсотка паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром вказувало на посилену міграційну активність. Кількість сегментів у сегментоядерних нейтрофілів, відповідно літературним даним, свідчило про нормалізацію рівня клітин у кров’яному руслі. 

4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА В НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ
Охорона праці займає одне з провідних місць при проведенні наукових досліджень, організації виробництва, бо забезпечує стабільну та безпечну трудову діяльність. Правила охорони праці спрямовані на збереження життя, здоров’я і працездатності людини у процесі трудової діяльності.
Метою даного розділу являється висвітлення безпечних заходів та засобів при  виконані досліджень, які  пов’язані з тематикою моєї дипломної роботи. Так, забезпечується безпека при роботі з технічним устаткуванням, обладнанням, яке забезпечує правильну атмосферу робочого місця та приміщення (кондиціонування, зручність робочого місця, видалення шкідливих речовин, та ін.) у повній відповідній мірі до нормативно-правових актів з охорони праці.
Темою моєї роботи є «Морфофункціональні особливості лімфоцитів та нейтрофілів крові лабораторних щурів при гірудовпливі». Перед тим, як розпочати роботу, я прослухала правила по роботі із біологічними об’єктами (щури, п’явки), які несуть загрозу для здоров’я, ознайомилась з інструктажем із охорони праці № 60 при роботі з хімічними реактивами (кислоти, барвники, тощо), і скляним посудом та інструктажем з охорони праці № 62 при роботі з електричними приладами. А також,  ознайомилась з загальною інструкцією № 2 з пожежної безпеки університету.
Лабораторні умови, де я виконувала дослідження повністю відповідали вимогам. Основою для створення комфортних та безпечних умов праці є аналіз шкідливих і небезпечних виробничих факторів, які можуть виникнути у будь-який час на робочому місці.

Вимоги безпеки перед початком роботи, включають наступні пункти.
Перед початком роботи слід вдягти спецодяг (халат), при необхідності окуляри, маску, гумові рукавички, зав’язати волосся [103].
Потрібно перевірити наявність вентиляції та провітрити приміщення,  також перевірити захисне заземлення (занулення) та впевнитись у справності електроприладів.

Упевнитись, що є засоби гасіння вогню.

Приготувати посуд та реактиви для проведення експериментальної частини  роботи, при цьому перевірити даний посуд на цілісність.

Перед тим, як розпочати роботу необхідно впевнитись у наявності аптечки, до cкладу якої повинні входити такі медикаменти, як: борна кислота, перманганат калію, настойка йоду, бинт, нашатирний спирт, вата, вазелін, захисний крем для рук [104, 105].
Вимоги безпеки перед початком роботи в лабораторії:
1) отримати завдання від  наукового керівника;

2) вдягти спецодяг. спецвзуття та засоби індивідуального захисту;

3) включити припливно-витяжну вентиляцію за 10-15 хв. до початку роботи;

4) перевірити придатність  приладів, обладнання; наявність необхідних реактивів;

5) за  потрібності  включити вентиляцію у витяжній шафі;

6) при наявності неполадок обладнання чи засобів захисту, сповістити керівника робіт і  не розпочинати роботу поки не будуть усуненні виявлені несправності.

Вимоги безпеки під час роботи:

При виконанні дослідження треба дотримуватися регламентованих вимог, які зазначені у відповідних інструкціях, щоб уникнути нещасні випадки.

При роботі з кров’ю необхідно працювати в гумових рукавичках, тому що можна заразитися СНІДом, або гепатитом у випадку поранення шкіри.

При роботі зі скляним посудом не припустимо застосовувати великі зусилля. При роз'єднанні чи з'єднанні окремих частин із cкла необхідно захищати руки тканиною.

При митті посуду треба точно знати чим саме був забруднений посуд для того, щоб обрати метод очищення.

При роботі з електроприладами у разі появи диму чи  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 [105-107].
Суворо забороняється  лишати без нагляду електроустаткування, яке є підключеним до електромережі.
У разі, коли робота проводиться з персональним комп’ютером,  необхідно відрегулювати яскравість та контрастність монітора.

Не варто  робити зображення надто яскравим,  тому що від цього втомлюються очі.

При роботі за комп’ютером є ряд шкідливих факторів це:

– великі навантаження на зір, опорно-руховий апарат, емоційний та психологічний стан;
– апаратура впливає на зір через такі фактори: відстань між рядками, стійкість зображення, яскравість, колір, відповідність символів.
Площа, що припадає на одного працюючого за монітором комп'ютера, повинна бути не менше 6,0 м2, відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками [108].
Так як, доводилось багато працювати за комп’ютером, я дотримувалась правил, а саме відстань від ока до екрана дисплея становила 50-70 см, кут зору 10-20º, але не більше 40º. Переважно розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору.

Директива ЕС 90/270 ЕЕС в розділі «Мінімальні вимоги з охорони праці» регламентує безпечні умови роботи і вимоги захисту здоров’я осіб, які працюють з комп’ютерами,  та висуває п’ять вимог до роботи з монітором:

–
зображення повинно бути позбавлене блимання; 
–
яскравість та контраcтність повинні легко регулюватися;
–
символи на екрані мають бути чіткими і добре розрізнятися;
–
екрани мають бути вільними від відблисків і відбиття;

–
випромінювання повинні бути знижені до дуже малих рівнів [107].
Руки я розташовувала на робочому столі у горизонтальному положенні, або злегка нахиляла, кут ліктя складав 70-90°. Так само необхідна була зручна опора для спини і сідниць. Стегна розташовувались паралельно підлозі, ноги стояти щільно до підлоги. Також при роботі за комп’ютером необхідно передбачати дотримання регламентованих перерв. Під час роботи  був доступ свіжого повітря [108].

Вимоги безпеки по закінченню робіт. 

Після закінчення роботи необхідно навести лад на своєму робочому місці.

Після  того, як закінчила  дослід, забруднений посуд обережно складала у спеціальну посудину чи піднос. Лабораторний посуд, який використовувала при роботі з кров’ю знезаражувала перед миттям.

Ті прилади, з якими я працювала, вимикала з електромережі. Зачиняла кватирки, вікна, перевіряла чи закриті водопровідні крани, вимикала вентиляцію та освітлення.

Перед  виходом з приміщення лабораторії треба все  ретельно перевірити  щоб уникнути аварійних випадків, вимкнути світло, зняти захисний одяг, окуляри, маску, рукавички.
Вимоги безпеки в екстремальних ситуаціях. 

Якщо виникла аварійна ситуація треба  негайно повідомити керівника робіт та діяти за його розпорядженнями.

При виникненні аварійних ситуацій необхідно вміти відповідно діяти:

1) при припиненні подачі електроенергії, чи спалаху електропроводки всередині апаратури необхідно вимкнути електроживлення обладнання, вимкнувши вилку шнура живлення та застосовувати вогнегасник;

2) при пожежі викликати службу "101" та діяти відповідно до інструкції;
3) якщо необхідно треба  викликати швидку допомогу "103"

Треба вміти визначати появу екстремальної ситуації за такими ознаками: поява запаху горілої ізоляції, диму, спалахування та діяти у відповідності до конкретної ситуації.

Вимоги пожежної безпеки та електробезпеки. 

Щоб попередити аварійну ситуацію, усі роботи, що пов'язані з виділенням вибухонебезпечних парів чи газів, треба проводити у витяжних шафах з виправленою вентиляцією.

При виникненні аварійної ситуації треба ліквідувати джерело її виникнення. При пожежі, дії повинні бути спрямовані на евакуації людей та забезпечення безпеки. При виявленні пожежі, необхідно вимкнути від електромережі 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 [109].

Надання першої долікарської допомоги. Перша медична допомога - це комплекс найпростіших заходів, спрямованих на порятунок життя й збереження здоров’я людини, які проводять до прибуття медичних працівників.

При наданні першої допомоги необхідно керуватися певною послідовністю дій:

а)
усунути вплив на організм людини факторів, що загрожують її здоров'ю чи життю;

б)
оглянути та оцінити стан потерпілого;

в)
визначити послідовність дій щодо рятування потерпілого залежно від тяжкості травми, яка становить найбільшу загрозу для його життя;

г)
 якщо є можливість викликати швидку допомогу або медичних працівників;

д)
виконувати необхідні дії для рятування потерпілого в як в порядку терміновості;
е)
підтримувати основні життєві функції потерпілого до прибуття медичних працівників [110].
Буває таке, що у потерпілих, іноді, порушуються дихання й серцева діяльність. Для відновлення необхідно провести потерпілому серцево-легенову реанімацію.
При отруєннях, опіках, пораненнях чи  інших нещасних випадках потерпілому надають першу долікарську допомогу та направляють до медичної установи. За потреби викликають лікаря на місце пригоди.

У разі забруднення заразним матеріалом необхідно:

– відкриті ділянки шкіри обличчя, рук, інших частин тіла обробити 70% етиловим спиртом [111].

– слизові оболонки рота прополоскати 0,5% розчином гідрокарбонату натрію, 0,5% розчином соляної кислоти чи розчином перманганату калію 1:10000, очі промити розчином перманганату калію 1:1000 або закапати в очі 1-2 краплі 1% розчину азотнокислого cрібла, в ніс закапати 1-2 краплі 1% розчину протарголу 

При термічних опіках уражене міcце треба змочити етиловим спиртом або 3-5% розчином перманганату калію, надалі змастити маззю від опіків. або 3-5% розчином свіжоприготовленого таніну.

При хімічних опіках необхідно видалити зі шкіри речовину, яка викликала опік, відповідним розчином [111].

 У разі потрапляння кислоти чи лугу на поверхню шкіри потрібно негайно ретельно промити це міcце струменем води з водопровідного крана, а потім, якщо попала кислота, обробити уражене місце 2% розчином гідрокарбонату натрію або 1% розчином аміаку, а якщо попав луг 1% розчином лимонної або оцтової кислоти і накласти суху пов'язку.
При потраплянні кислоти або лугу в око потрібно негайно промити його водою, а потім 2% розчином гідрокарбонату натрію, якщо потрапила кислота, або 2 % розчином борної кислоти, якщо потрапив луг.

При роботі з кров'ю можливе її потрапляння на шкіру, одяг чи cлизові оболонки. Якщо кров потрапила на халат, потрібно його зняти і змочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Такими дезінфікуючими розчинами можуть бути 0,5% розчин хлорантоїну, 0,5% розчин дезактину, 0,05% розчин бактоліну. Якщо кров потрапила на шкіру, треба  обробити уражену ділянку одним із дезинфікатів – це можуть бути 70% спирт, 3% розчин перекису водню, 5% розчин йоду. Надалі промивають шкіру двократно під проточною водою з милом, висушують стерильним рушником і знову обробляють дезінфікатором. При потраплянні крові на слизові оболонки очей потрібно промити очі великою кількістю води і закапати 30% розчином альбуциду, якщо ж кров потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 70% розчином спирту [112].
Для нейтралізації розлитих на стіл чи підлогу кислот, або лугів у лабораторії є склянки, які стоять зі заздалегідь підготовленими нейтралізуючими розчинами (розчин соди для нейтралізації кислот, оцтової кислоти – для лугів. 

Під час проведення інструментальних та лабораторних досліджень треба бути дуже уважним, для того. щоб запобігти виникненню нещасних випадків. При нещасному випадку на робочому місці потрібно звільнити потерпілого від дії небезпечного фактора i надати йому першу допомогу та викликати швидку медичну допомогу.

При термічних опіках. Залежно від глибини ураження термічні опіки поділяють на легкі (І ступеня), середньої тяжкості (II ступеня), тяжкі (III ступеня) і вкрай тяжкі (IV ступеня):

– І ступеня характеризуються почервонінням шкіри у місці опіку. При дотику теплого предмета до цього місця відчувається зростаючий біль.

– II ступеня характеризуються не тільки почервонінням шкіри, а й появою пухирців, заповнених прозорою рідиною, тривалим ниючим болем.

– III ступеня характеризуються сильним болем. Поверхня обпеченої шкіри вкривається пухирцями, вона втрачає життєздатність. Окремі місця шкіри обвуглені, але глибокі тканини функціонують.

– IV ступеня характеризуються обвугленням глибоких тканин, повною втратою ними життєздатності [113].
Потерпілого насамперед треба швидко винести із небезпечної зони, погасити на ньому одяг вогнегасником, водою чи цупкою тканиною-чохлом, брезентом, ковдрою, пальтом тощо. Полум'я з одягу можна збити, притискаючи потерпілого до землі, дорожнього покриття. Одяг, що тліє, треба обережно зняти, попередньо розрізавши або розірвавши. Частини одягу, що прилипли до поверхні опіку, відривати не слід, бо це може завдати потерпілому сильного болю і погіршити його стан. При обмежених опіках І ступеня обпечену ділянку обтирають спиртом або одеколоном, а потім накладають на неї стерильну пов'язку.
Якщо стався електроопік невеликих розмірів то буває в місцях входу та виходу струму (знаки струму) і має вигляд темних плям. Загальне ураження організму струмом може викликати різні розлади: від незначних больових відчуттів до сильного скорочення м'язів, коли потерпілий не може розігнути руку і звільнитися від дроту, розладу психіки, нервової системи, дихання і серцевої діяльності [114, 115].
При неможливості відключення всієї електроустановки, необхідно, відокремити постраждалого від струмоведучих частин, використовуючи сухі предмети, які не проводять електричний струм (одяг, дошки, стілець та ін.), або перерубати провід сокирою із сухою рукояткою. До прибуття швидкої надавати постраждалому допомогу.
Рятування потерпілих від впливу електричного струму залежить від швидкості звільнення його від струму, а також від швидкості та правильності надання йому допомоги. Зволікання може зумовити загибель потерпілого. При ураженні електричним струмом смерть часто буває клінічною, тому ніколи не слід відмовлятися від надання допомоги потерпілому і вважати його мертвим через відсутність дихання, серцебиття, пульсу. Вирішувати питання про доцільність або непотрібність заходів з оживлення та винести заключення про його смерть має право лише лікар. Якщо потерпілий при свідомості і не жаліється, то все ж слід пам'ятати, що дія електричного струму на організм може проявитися не зразу, а через деякий час. Саме тому потерпілого необхідно терміново доставити в лікарню. При відсутності пульсу і дихання терміново приступають до штучного дихання і масажу серця [114].
Якщо потерпілий при свідомості, наявне стійке дихання і пульс, але до цього втрачав свідомість, його слід покласти на підстилку з одягу, розстебнути одежу, котра ускладнює дихання, забезпечити приплив свіжого повітря, розтерти і зігріти тіло, забезпечити повний спокій та дати понюхати нашатирний спирт. Коли потерпілий прийде до тями, слід запропонувати  сполоснути обличчя холодною водою і випити 15-20 краплин настоянки валеріани, а також гарячого чаю. Ні в якому разі не можна дозволяти потерпілому рухатися, а тим більше продовжувати роботу, оскільки відсутність важких симптомів після ураження не виключає можливості подальшого погіршення стану. Лише лікар може робити висновок про стан здоров'я потерпілого. Якщо потерпілий дихає рідко і судорожно, але у нього не намацується пульсу необхідно відразу зробити йому штучне дихання [116].
На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, яка узгоджується з керівником робіт. Для того, щоб запобігти виникненню нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки, виробничої санітарії й пожежної безпеки. Треба проводити акуратно експерименти, працювати з приладами та інструментами, знати властивості речовин.

Різні види робіт вимагають різного підходу в організації перерв. Для робіт, що виконуються з великим навантаженням, рекомендується 10-15 хвилин перерва після кожної години роботи, а при неінтенсивній монотонній роботі 10-15 хвилин через кожні дві години. Кількість мікропауз (тривалістю 2 хвилини) повинно регулюватися індивідуально. 

Також, важливу роль під час роботи в лабораторії має провітрювання, яке необхідно для відновлення концентрації кисню в повітрі закритого приміщення та для зниження концентрації вуглекислого газу. Щоб запобігти переохолодженню чи застуді необхідно не влаштовувати надмірних протягів

В лабораторіях та кабінетах необхідно розміщати тільки потрібні прилади, обладнання, меблі, речі та інше, які повинні зберігатись в шафах та стаціонарно установлених стійках. Заборонено використання побутових електрокип’ятильників, прасок. Всі електроустановки повинні мати захист від струму короткого замикання та інших відхилень від нормальних режимів роботи, що можуть привести до виникнення пожежі. Настільні лампи, радіоприймачі, обчислювальні машини і т.д. дозволяється включати в мережу за допомогою штепсельних з’єднань промислового виробництва. Забороняється користуватись відкритим вогнем та легкозаймистими матеріалами [117].
У робочій зоні лабораторії повинні підтримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення швидкість переміщення повітря, усе повинно відповідати вимогам ДНАОП 0.03-3.15-86 
Гранично допустимі концентрації пилу і мікроорганізмів у зоні дихання працюючих встановлено ДСТУ 12.1.005-76. Пристрої для видалення надлишків теплоти, вологи, пилу, шкідливих парів та газів з приміщення відповідно до ДСТУ 12.1.005-88 утворюють систему вентиляції, яка забезпечує необхідний повітрообмін. У лабораторії згідно раціонально спроектована механічно і правильно експлуатована природна вентиляційна система [111].

Освітлення у приміщенні, при проведені досліджень, повинно бути не менше ніж 750 Лк, при цьому освітлення може бути як природним, так і штучним. Природне освітлення під час роботи створювалося боковим сонячним світлом, а штучне – люмінесцентними лампами та лампами розжарювання з відповідною арматурою, яка давала розсіяне світло [118, 119].
Тверді відходи, що  накопичуються у лабораторії, необхідно збирати в окрему тару та ліквідувати у місцях, узгоджених з органами санітарного й пожежного нагляду. Вимкнути всі електроспоживачі, перекрити крани, що подають воду, вимкнути нагрівальні прилади. Вимкнути вентиляцію та освітлення. Зняти захисний одяг.

Недотримання  навіть елементарних правил безпеки може призвести до  жахливих  наслідків. Повне виконання вимог з охорони праці дозволило мені безпечно виконати всі завдання моєї кваліфікаційної роботи.


Тож, для результативної та ефективної роботи необхідно дотримуватись правил техніки безпеки. Беззаперечно, безпечність проведення експерименту залежить від дій експериментатора, умов робочого середовища та стану обладнання, з яким він працює.
Таким чином, за допомогою одержаних знань з теоретичного курсу «Охорона праці» у мене вийшло при плануванні дослідної роботи врахувати усі небезпечні фактори, а саме, фізичні, хімічні та біологічні. Мені вдалося звести до мінімуму ризики роботи під час проведення експерименту та обробки отриманих результатів. 
ВИСНОВКИ

1. У лабораторних щурів старого віку гірудовплив при дослідженні крові на наступний день після останньої приставки медичної п’явки сприяв: зниженню на 18,6% (p >0,05) кількості лейкоцитів, імовірно через депонування імунних клітин у місце укусу; зниженню відносної та абсолютної кількості нейтрофілів (на 26 та 42,3%, р ˂ 0,05), зокрема сегментоядерних (на 31 та 46,6% відповідно, р ˂ 0,05), еозинофілів (на 50 та 61,9% відповідно, р ˂ 0,05); підвищенню відносної кількості паличкоядерних нейтрофілів (на 80%, р ˂ 0,05), моноцитів (на 91,6%, р ˂ 0,05) та відносної кількості лімфоцитів (на 24%, p ˂ 0,05). Інші показники лейкоцитарної формули статистично значимо не відрізнялись.
2. При дослідженні морфофункціональних характеристик циркулюючих лімфоцитів у щурів старого віку після гірудовпливу порівняно з контролем виявлено: перерозподіл співвідношення цитоморфометричних класів лімфоцитів крові, зокрема статистично значиме підвищення вмісту малих (на 58,1%, при р ˂ 0,05), тенденція до зниження вмісту середніх (на 14,9%, при р ˂ 0,05) та великих (на 17,5%, при р > 0,05) лімфоцитів; зниження площі лімфоцитів (на 15,4% при р ˂ 0,05) та їх ядра (на 29,5% при р ˂ 0,05), тенденція до збільшення цитоплазматичного-ядерного співвідношення (на 6,6%, р > 0,05) та зменшення ядерно-цитоплазматичного співвідношення (на 6,7%, р > 0,05), що також вказує на переважання кількості малих та середніх лімфоцитів в периферичній крові. 
3. Після гірудовпливу у нелінійних лабораторних щурів порівняно з контролем виявлені зміни морфофункціональних характеристик циркулюючих нейтрофілів: зниження середнього діаметру нейтрофілів (на 2,9%, р ˂ 0,05), зокрема паличкоядерних (на 3,6%, р ˂ 0,05), кількості сегментів у сегментоядерних нейтрофілів (на 13,4%, р > 0,05) та збільшення частки паличкоядерних нейтрофілів з кільцеподібним ядром (на 61,7%, р ˂ 0,05), що, імовірно, пов’язано з посиленою міграційною активністю клітин. Натомість, змін у діаметрі сегментоядерних нейтрофілів не спостерігалось.
4. Отримані результати перерозподілу співвідношення цитоморфометричних класів лімфоцитів та зміни цитоморфометричних параметрів лімфоцитів у нелінійних щурів старого віку після ГВ відображають процеси перебудови їх імунної системи під впливом БАР слини МП та вказують на їх імуномодуляторну дію. Зміни морфометричних параметрів нейтрофілів, імовірно, свідчать про перебудову ультраструктури поверхні нейтрофілів, а також зміну пластичності клітини під впливом секрету слинних залоз біологічно активних речовин медичної п’явки.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Результати, які були отримані в експериментальних дослідженнях кваліфікаційної роботи магістра, можуть бути використані при підготовці бакалаврів та магістрів за спеціальністю 091 Біологія при вивченні окремих тем наступних навчальних дисциплін: 
– «Імунологія»;

– «Техніка біологічного експерименту»;

– «Великий практикум з біохімії та імунології»;

– «Філогенетичні та онтогенетичні механізми імуногенезу».
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