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Метою роботи було дослідження морфофункціональних показників нейтрофільних гранулоцитів крові людини при гірудовпливі (ГВ).
Методи дослідження: імунологічні (визначення загальної кількості лейкоцитів, формули крові, лейкоцитарних індексів, цитоморфометричних ознак і фагоцитарної активності нейтрофілів), статистичні. 
У результаті дослідження встановлено перерозподіл вмісту лейкоцитів у лейкоцитарній формулі крові (статистично значиме збільшення відносного вмісту моноцитів) та нормалізація попередньо підвищених лейкоцитарних індексів (співвідношення лімфоцитів та моноцитів, співвідношення лімфоцитів та еозинофілів) добровольців при ГВ, імовірно, пов’язані з реагуванням лейкоцитів на біологічно активні речовини (БАР) слини медичної п’явки (МП), як прояв протизапального ефекту. Попередньо знижені показники фагоцитарної активності нейтрофілів після ГВ досягли рівня референтних значень, що вказує на активацію вродженого імунітету під дією БАР МП. Виявлена тенденція до збільшення лінійних розмірів циркулюючих нейтрофілів у мазку крові при ГВ може свідчити про більшу ступінь активації нейтрофільної ланки.
Новизна pоботи: доповнено наукові дані про цитоморфометричні показники нейтрофілів крові людини при ГВ. 
Практичне значення pоботи: отримані результати можуть бути використані при оцінці лікувального ефекту ГВ у людини. 
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ABSTRACT
The research is presented on 77 pages of printed text, contains 5 tables. The list of references includes 78 sources. 
The subjects were 12 people (6 women and 6 men aged 37 to 64 years). The study material was venous heparinized blood.
The aim of the work was to study the morphofunctional parameters of neutrophilic granulocytes of human blood during hirudoinfluence (HI).
Research methods: immunological (determination of the total number of leukocytes, blood formula, leukocyte indices, cytomorphometric features and phagocytic activity of neutrophils), statistical.
As a result of the study, the redistribution of leukocyte content in the leukocyte blood formula was established (statistically significant increase in the relative content of monocytes) and normalization of previously elevated leukocyte indices (ratio of lymphocytes and monocytes, ratio of lymphocytes and eosinophils) of volunteers during HI, probably associated with the response of leukocytes to biologically active substances (BAS) of medicinal leech (ML) saliva as a manifestation of anti-inflammatory effect. Previously reduced phagocytic activity of neutrophils after HI reached the level of reference values, which indicates the activation of innate immunity under the action of BAS ML. The tendency to increase the linear size of circulating neutrophils detected in a blood smear during HI may indicate a greater degree of activation of the neutrophil.
Novelty of the work: scientific data on cytomorphometric parameters of neutrophils in human blood during HI were supplemented.
Practical significance of the work: the results can be used to assess the therapeutic effect of HI in humans.
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Вступ
Актуальність теми. Гірудотерапія (ГТ, латин. «hirudo» п’явка та «терапія» лікування) або бделотерапія (грецьк. «bdella» та «терапія» лікування) являє собою один із найдавніших лікувальних методів медичними п’явками (МП). Секрет зцілюючого чинника у МП – вміст у собі біологічно активних речовин (БАР), що потужно діють на всі системи організму, і на відміну від інших медичних препаратів, не мають побічних ефектів. В процесі лікування всі БАР потрапляють у кров, таким чином зцілюючи наші органи та системи, значно покращуючи самопочуття людини. МП лікує тільки ті органи або уражені зони, які насправді хворі, тобто «відчуває» хворобу.
В Україні метод ГТ затверджений Міністерством охорони здоров’я, а МП внесена до Державної фармакопеї. Нині п’явок використовують у кардіології, офтальмології, дерматології, хірургії, гінекології, урології, неврології тощо. 
Лікування МП частіше являє собою єдиний засіб, який допомагає хворим у таких захворюваннях, як, варикоз (як нижніх кінцівок, так і тазу), тромбофлебіті і багатьох інших захворюваннях. Ефективність ГТ розповсюджується і на такі поширені захворювання: безсоння, головні болі при неврозах і запамороченні, епілепсії, мігрені, невритах слухових нервів, радикулітах, міозитах, ревматизмі, ревматоїдному артриті, артрозах, остеохондрозах, ураженнях кісток і суглобів після травм, при забоях, переломах, гематомах, також знімають набряки. Незважаючи на багаторічні дослідження біологічних ефектів ГТ, імунотропні механізми впливу залишаються не достатньо розкритими.
Мета даної роботи полягає у вивченні морфофункціональних показників нейтрофільних гранулоцитів крові людини при гірудовпливі (ГВ).
Для реалізації поставленої мети, були вирішені наступні завдання:
1) проаналізувати загальну кількість лейкоцитів та особливості лейкоцитарної формули венозної крові людини при гірудовпливі;
2) визначити окремі лейкоцитарні індекси крові людини при гірудовпливі;
3) визначити фагоцитарну активність нейтрофілів крові людини до та після гірудовпливу;
4) визначити розмірні характеристики нейтрофілів крові людини до та після гірудовпливу.
Об’єктом дослідження була периферична кров добровольців до та після гірудовпливу. 
Предмет дослідження – лейкоцитарні показники крові добровольців до та після гірудовпливу. 
Методи дослідження: імунологічні (визначення загальної кількості лейкоцитів, лейкоцитарної формули крові, лейкоцитарних індексів, дослідження цитоморфометричних ознак та фагоцитарної активності нейтрофілів), статистичні. 
Новизна pоботи: доповнено наукові дані про цитоморфометричні показники нейтрофілів крові людини при гірудовпливі. 
Теоретичне значення: встановлено перерозподіл вмісту лейкоцитів у лейкоцитарній формулі крові (статистично значиме збільшення відносного вмісту моноцитів, тенденція до збільшення вмісту паличкоядерних нейтрофілів та еозинофілів, тенденція до зниження вмісту сегментоядерних нейтрофілів та лімфоцитів) та нормалізація попередньо підвищених лейкоцитарних індексів (індексу співвідношення лімфоцитів та моноцитів, індексу співвідношення лімфоцитів та еозинофілів) добровольців при гірудовпливі, імовірно, пов’язані з реагуванням лейкоцитів на БАР слини МП, як прояв протизапального ефекту. Попередньо знижені показники фагоцитарної активності нейтрофілів (фагоцитарний показник, фагоцитарне число, фагоцитарна ємність крові), після гірудовпливу досягли рівня референтних значень, що вказує на активацію вродженого імунітету під дією БАР МП. Виявлена тенденція до збільшення лінійних розмірів циркулюючих нейтрофілів у мазку крові при гірудовпливі може свідчити про більшу ступінь активації нейтрофільної ланки.
Практичне значення: результати роботи можуть бути використані при оцінці лікувального ефекту гірудовпливу у людини. Експериментальні результати можуть бути впроваджені при викладанні наступних навчальних дисциплін: «Техніка біологічного експерименту», «Імунологія», «Великий практикум з імунології», «Імунологічні методи лабораторної діагностики».
Результати кваліфікаційної роботи були апробовані на ХІІІ університетській науково-практичній конференції студентів, аспірантів і молодих учених «Молода наука-2020» (Запоріжжя, 20 травня 2020 р.), міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні проблеми науки, освіти та технологій: проблеми, тенденції, напрями» (Полтава, 2 листопада 2021 р.), ІІ Всеукраїнській заочній науковій конференції «Освітні та наукові виміри природничих наук» (Суми, 8 грудня 2021 р.). 
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Історія застосування в медицині лікувальних п’явок – гірудотерапія
Не беручи до уваги всі безсумнівні досягнення фармакології, широке застосування медикаментів призвело до негативних наслідків, в першу чергу, фармакозалежність та алергічні реакції. Однак, з’явилася підвищена увага до фізичних методів лікування, голкорефлексотерапії, інших немедикаментозних методів, і, звісно, ГТ. 
Лікування за допомогою МП вважається найдавнішим лікувальним методом в історії медицини 1-3. Перші відомості про використання п’явок відносяться до Древнього Єгипту – настінні розписи, котрі знайдені в гробниці фараонів 18 династії (1567-1308 рр. до нашої ери) 1.
На початку нашої ери (29-79 рр.), римський вчений Пліній – знав про корисну дію МП для лікування різних лихоманок, а в період 130-200 рр. римський лікар Клавдій Гален широко використовував їх в медицині. Також великої уваги до лікувальної дії МП надавав ще знаменитий лікар Сходу Абу Алі ібн Сіна.
Негативне ставлення до лікування МП відбулося у другій половині XIX століття, коли появилася думка, що ці хробаки можуть занести інфекцію.
В перші десятиріччя XX сторіччя п’явки майже зникли з арсеналу медичних засобів, тоді вони вважалися засобом не офіційної, а народної медицини. Серед тих, хто їх частіше застосовував були й такі окремі категорії населення, як монахи, пастухи, цирульники (перукарі, які володіли елементарними прийомами лікування) [3].
Лікування п’явками насамперед є ефективним методом лікування хворих з різноманітною хірургічною патологією для профілактики післяопераційних інфільтратів, післяопераційних тромбофлебітів, при синдромі дефіциту венозного відтоку, після мікрохірургічних пересадок шматків тканин для закриття великих дефектів в реконструктивній хірургії, при запальних процесах (панарицій, фурункул, карбункул, абсцес, бешиха). Але, МП не являє собою панацею від усіх хвороб. Ускладнень при їх застосуванні практично не спостерігається, проте, побічна дія проявляється у вигляді почервоніння і, рідко, може бути свербіння на місці присмоктування МП 1. 
Відбувалося також й повне ігнорування як досягнень народної медицини, так і досвід земських лікарів. Однак, не зважаючи на неправильне тлумачення значення та уживання п’явок, і невтримне застосування кровопускань, дали підставу, що при деяких захворюваннях вони, безперечно, мають цілющий вплив на весь організм людини. 
Механізм знеболюючого ефекту ГТ обумовлюється ферментом - кініназою, яка знаходяться в секреті, та знижуює активність брадикініну, що, в свою чергу, стимулює біль. Доведено, що ГТ має імуностимулюючу дію, зокрема нормалізує функцію фагоцитозу.
На сьогоднішній день, МП слід розглядати, як єдиний живий, досить складний та своєрідний неспецифічний подразник по відношенню до організму людини в цілому, а не просто як локальний спосіб механічного вилучення крові з капілярів над певним «проблемним» органом.
Позитивним результатом лікування МП є відновлення постійності (гомеостазу) організму, що проявляється, наприклад в нормалізації температури тіла, артеріального кров’яного тиску, вмісту глюкози в крові та інших ефектах, тобто звільнення людини від хвороби. Найважливішим механізмом ГТ є її рефлекторна дія на організм. Факт в тому, що цей механізм вступає в силу з моменту укусу МП. Імпульси по зонам Захар’їна-Геда передаються в певні сегменти спинного мозку, рефлекторно змінюючи функції вегетативної та центральної нервової системи [3].
Із вищезазначеного можна зробити таке заключення, що метод лікування МП отримав досить міцну наукову основу, яка безсумніву буде розвиватися та поглиблюватися у подальшому [2].
Етапи розвитку медико-біологічних уявлень про ГТ:
1) кровопускання – 1 ст. н. е.;
2) відволікаючий засіб  – сер. 19 ст.;
3) застосування гірудину – 1880-1930 рр.;
4) лікування запальних і когнестивних (застійних) процесів – 1940-1950 рр.;
5) застосування п’явок в акушерстві та гінекології – 1950 р.;
6) дослідження дестабілази – 1985 р.;
7) розвиток гірудофармакології – 1989-1991 рр.;
8) генно-інженерний гірудин – 1990-ті рр.;
9) розвиток гірудокосметології (1993 р.), 2004 р. і далі –гірудорефлексотерапії [3]. 
1.2 Характеристика п’явки
Серед п’явок виділяють прісноводних, рідше морських або наземних хижаків чи кровосисних тварин, розмір яких становить від кількох міліметрів до 20 см і більше. Відомо близько 400 видів, з них в Україні відомо близько 30 видів [4].
Будова. Тіло сплощене, видовжене й складається зі сталої кількості сегментів (30 або 33), при цьому зовнішня кільчастість не відповідає дійсній кількості сегментів: шкіра п’явок утворює багато поперечних кілець, і на кожен сегмент їх припадає три-п’ять (5(. Є передній (навколоротовий) і задній присоски. Передній утворився із чотирьох, а задній – із семи злитих сегментів. Простомій і пігідій розвинені слабо. У більшості п’явок відсутні не лише параподії, але й щетинки; виняток становлять види підкласу Стародавні п’явки (Archihirudineo), в яких на передніх п’яти сегментах є щетинки. У статевозрілих особин, як і в олігохет, на певних сегментах з’являється потовщення – поясок.
Шкірно-м’язовий мішок складається з одношарового епідермісу, який виділяє на поверхні тонку кутикулу, сполучнотканинного шару й кільцевих, діагональних і поздовжніх шарів м’язів. Шкірні покриви дуже багаті на залози, що виділяють слиз, який сприяє пересуванню п’явок і роботі їхніх присосків. Залозисті клітини пояска виділяють матеріал для формування кокона, куди відкладаються яйця.
Мускулатура у п’явок добре розвинена, і об’єм м’язів може становити до 65 % загального об’єму їхнього тіла. Крім м’язів шкірно-м’язового мішка, у них є ще пучки спинно-черевних м’язів. Способи пересування п’явок різноманітні.
Вони крокують по субстрату, присмоктуючись почергово переднім і заднім присосками, підтягуючи тіло вперед; здатні швидко плавати, вигинаючи тіло то вгору, то вниз. Для багатьох п’явок характерні дихальні рухи: вони прикріплюються заднім присоском до субстрату й роблять тілом хвилеподібні рухи для інтенсифікації газообміну у шкірі.
Порожнина тіла. У щетинконосних п’явок є досить великий цепом, а у проміжках між його стінками та шкірно-м’язовим мішком міститься паренхіма. У більшості ж п’явок проміжки між органами заповнює добре розвинена паренхіма, а від целома залишаються лише поздовжні лакунарні канали: спинний, черевний і два бічні, з’єднані між собою системою розгалужених поперечних лакун. Паренхіма складається з основної речовини, в якій містяться жирові, пігментні та інші типи клітин. У клітинах паренхіми нагромаджуються також продукти розпаду. Сильний розвиток паренхіми в поєднанні з надзвичайно розвиненою мускулатурою зумовлюють особливу щільність і міцність тіла п’явок: розірвати п’явку, на відміну від інших кільчаків, дуже важко [4].
Кровоносна система. Паралельно з розвитком паренхіми у п’явок спостерігається редукція кровоносної системи і заміна її новою транспортною системою – лакунарною, яка є системою каналів целома. Справжня замкнена кровоносна система, подібна за будовою до такої в олігохет, є лише в щетинконосних п’явок. У хоботних п’явок від кровоносної системи залишаються спинна та черевна кровоносні судини, проте відсутні кільцеві судини й шкірна сітка капілярів. У безхоботних п’явок, яких більшість, кровоносна система повністю відсутня, її функції взяв на себе целом. Поздовжні лакунарні канали целома в них з’єднані безліччю розгалужених проміжних лакун, які утворюють густу сітку капілярів у паренхімі, а також у шкірних покривах. Целомічна рідина, яка замішує в цих п’явок кров, рухається завдяки пульсації бічних лакун з м’язовими стінками.
Травна система починається ротом, який розташований, як правило, на дні переднього присоска. У хоботних п’явок є хоботок, а в безхоботних – щелепи в ротовій порожнині, які складаються з трьох валиків із зубчиками, утворених твердою органічною речовиною, просякнутою вуглекислим кальцієм. У деяких хижих п’явок (родина Herpobdellidae) щелепи редуковані. У ротову порожнину відкриваються протоки слинних залоз. До складу слини у кровосисних п’явок входить білкова речовина – гірудин, яка перешкоджає згортанню крові, завдяки чому п’явки висисають без перешкод великі її порції. Гірудин має також бактерицидні властивості, і кров, що міститься в кишечнику, не загниває. У хижих п’явок гірудин відсутній. М’язиста глотка призначена для висмоктування крові, яка по короткому стравоходу потрапляє у видозмінений відділ середньої кишки – шлунок.
У кровосисних видів він має від 6 до 11 пар бічних випинів, остання їхня пара є особливо великою й тягнеться до заднього кінця тіла. У шлунку нагромаджується та зберігається (більше двох місяців) висмоктана кров. У хижих п’явок шлунок має лише одну пару бічних випинів, а в деяких – і вони зникають. Шлунок переходить у задній відділ тоненької середньої кишки. Тут їжа перетравлюється та всмоктується. Далі йде коротка ектодермальна задня кишка, яка відкривається назовні анальним отвором над заднім присоском [3,4].
Органами виділення п’явок є метанефридії, проте їх значно менше, ніж сегментів тіла (не більше 17 пар). Лійка кожного нефридія широким кінцем відкривається в лакуну целома. Від лійки відходить сліпо замкнений каналець з роширенням – резервуаром на кінці. З нього продукти дисиміляції дифундують через його стінки в нефридіальний канал, який впадає в сечовий міхурець, а з нього через видільний отвір – назовні.
Функцію виділення виконує також так звана ботріоїдна тканина (хлорагогенні клітини). Це скупчення великих зернистих клітин, що вкривають стінки целомічних лакун. Особливо багато їх навколо капілярної сітки в паренхімі. Вони вилучають з крові й нагромаджують у собі продукти обміну речовин.
Органи дихання. Дихають п’явки всією поверхнею тіла, і лише в морських п’явок з роду Ozohranchus на деяких сегментах є зябра у вигляді розгалужених парних бічних виростів шкіри.
Нервова система представлена надглотковим ганглієм і черевним нервовим ланцюжком, в якому спостерігається часткове злиття гангліїв: ганглії чотирьох сегментів, що утворюють передній присосок, злиті в єдиний вузол; подібний вузол із семи гангліїв розташований поблизу заднього присоска.
Органи чуття – чутливі сосочки й бокалоподібні органи, які лежать правильними метамерними рядами на кожному сегменті. Вони виконують функції органів дотику, хімічного чуття, інколи до їхнього складу входять і світлочутливі клітини. У багатьох п’явок вони перетворюються на очі, розташовані поблизу переднього кінця тіла в кількості однієї-п’яти пар [4, 6].
Статева система. П’явки – гермафродити. Гонади містяться у спеціальних ділянках целома – статевих мішках. Чоловіча статева система складається з однієї або кількох пар сім’яних мішків, у кожному з яких є сім’яник. Від них відходять сім’явиносні канали, усі вони вливаються в пару сім’япроводів, які в передній частині тіла утворюють клубочки – придатки сім’яників, а потім зливаються в непарний сім’явипорскувальний канал, який пронизує копулятивний орган. Є пара яйцевих мішків зі шнуроподібними яєчниками. Видовжені кінці мішків («матки») зливаються в непарний яйцепровід.
Розмноження. Запліднення перехресне. У хоботних п’явок воно відбувається за допомогою сперматофорів, які прикріплюються до тіла партнера, у щелепних п’явок спостерігається копуляція. Залози кількох передніх сегментів (поясок) виділяють слиз, в який відкладаються запліднені яйця, і формується кокон. Через певний час з кокона виходять молоді п’явки [4].
Клас П’явки поділяється на два підкласи:
Стародавні, або Щетинконосні п’явки на передньому кінці тіла замість присоска мають гачкоподібні щетинки, які разом із заднім присоском слугують для прикріплення до тіла хазяїна. Добре розвинені целом і кровоносна система; шлунок не має сліпих виростів. Вони паразитують на лососевих рибах. Існують усього два види: Acanthobdella peledma зустрічається на лососевих у водоймах Скандинавії, тундрової та лісотундрової зон Росії, на Алясці; A. livanovi - у водоймах Камчатки й Чукотки.
Справжні п’явки не мають щетинок, передній присосок добре розвинений; целом має вигляд системи лакун, які частково або повністю заміщують кровоносну систему [4].
1.3 Види п’явок 
Hirudo (медична п’явка) – єдиний рід п’явок підродини Hirudininae з родини Hirudinidae ряду Безхоботні п’явки (Arhynchobdellida). Має 6 видів. Тривалий час вважалося, що існувало 2 види (Hirudo medicinalis і Hirudo nipponia), не звертаючи увагу на гіпотезу італійського іхтіолога Карене щодо окремості видів. Тільки у 2007 році такі дослідники, як Сергій Утевський з України та Петер Тронтель зі Словенії довели справедливість цього твердження. Представники цього роду відомі також під загальною назвою «медичних п’явок» [7-10].
Hirudo medicinalis (п’явка медична) – це вид п’явок, яких розводять і використовують в Європі в гірудотерапії.
Загальна морфологія подібна до морфології більшості інших п’явок. Поширена в Західній та в Центральній Європі, Литві, Північному Сході та Північному Заході України. Тіло сплющене, до переду звужується. Дорослі особини до 100–150 мм завдовжки, максимально – 25 см та забарвлені в темний зелений, коричневий або проміжний колір, темніший на дорсальній стороні та світліший на вентральній, дорсальна сторона також має тонку червону смужку і характерний малюнок з оранжевих з нерівними краями та темних смужок. Черевна сторона тіла з темними невеликими плямами. Поверхня вкрита маленькими присосками і пухирцями. Ці п’явки мають два присоски, передній та задній. Задній присосок використовується для прикріплення, тоді як через передній, який має щелепи і зуби, відбувається харчування. Європейська медична п’явка має три щелепи, що мають вигляд невеликих пил із близько 100 гострих зубів, які використовуються для прокусування шкіри хазяїна. На місці укусу залишається відмітка у формі літери Y всередині кола. Після прокусування шкіри та вприскування антикоагулянта (гірудина) та анестетиків, п’явки висмоктують кров хазяїна. Великі дорослі особини споживають до 15 мл крові за один раз [3].
Цей рід п’явки здебільшого й застосовується в гірудотерапії (від назви роду пішла визначення системи лікування). З огляду на відносне швидке розмноження та пристосування їх розводять в неволі для застосування з медичною метою.
До видів Hirudo відносять – Hirudo medicinalis, Hirudo nipponia, Hirudo orientalis, Hirudo sulukii, Hirudo troctina, Hirudo verbana [10, 11].
Занесена до Червоної книги України, природоохоронний статус – вразливий. Занесена до додатку II CITES, додатку III Бернської конвенції. Причини зникнення або зменшення чисельності: масове виловлювання, забруднення і знищення водойм, меліоративні заходи. Для збереження цього виду від вимирання, необхідно зберегти біотопи, відтворювати її штучно. Використовується в медицині: є джерелом цінного препарату – гірудину та допомагає вилікувати тромбоз [12]. 
1.4 Дія біологічно активних речовин п’явки та її секрета
Біологічно активні речовини (БАР, грец. bios — життя, що означає зв’язок із життєвими процесами і відповідає слову «біол.» + лат. аctivus — активний, тобто речовина, яка має біологічну активність) — це сполуки, які внаслідок своїх фізико-хімічних властивостей мають певну специфічну активність і виконують, змінюють або впливають на каталітичну (ферменти, вітаміни, коферменти), енергетичну (вуглеводи, ліпіди), пластичну (вуглеводи, ліпіди, білки), регуляторну (гормони, пептиди) або інші функції в організмі.
Зміст словосполучення може суттєво змінюватися залежно від сфери застосування. В науковому значенні (нейрофізіологічному, психічному, хімічному процесах) — підвищення активності життєвих процесів організму. Іншими словами, біологічна дія — це біохімічні, фізіологічні, генетичні та інші зміни, що відбуваються у живих клітинах та організмі в результаті дії БАР [13].
Перші спроби вивчення механізму терапевтичної дії п’явок були зроблені наприкінці ХIХ ст. Цими знаннями світова наука зобов’язана нашим вітчизняним ученим. Вони вперше зібрали виділення (секрет) слинних залоз МП, після чого почалося вивчення складу і властивостей його діючого впливу. Отриманий в 1884 році професором К. Дьяковим екстракт з тіла п’явки, послужив вихідним матеріалом для виділення і вивчення біологічно активних речовин (БАР), що надходять в кров організму при використанні п’явок. У 1868 р. пропозицію К. Дьякова було підтверджено Хайкрафтом, який виділив екстракт з тіла п’явки, уповільнюючий згортання крові, і назвав його гірудином. Адже до того вважалося, що лікування відбувається в основному за рахунок відсмоктування п’явкою «поганої крові». Дійсно, п’явка висмоктує від 3 до 5 см3 крові. Лікувальна дія п’явок визначається властивостями секрету слинних залоз, який потрапляє в організм людини після прокусування нею шкіри, і продовжує надходити протягом усього періоду кровососання.
Гірудин – найбільш вивчений компонент секрету МП, високоспецифічний інгібітор ферменту тромбіну. Він зайняв достойне місце як ефективний засіб для попередження та лікування синдрому внутрішньосудинної дисемінованної згортуванності крові, котра провокується появою у крові надлишку тромбіну. Однак, гірудин має ще захисну протитромботичну дію. Проблема одержання цього інгібітору вирішується сучасними вченими методами генної інженерії 14. 
Методами генної інженерії також був синтезований еглін (який міститься у секреті МП). Егліни представляють собою протизапальні ферменти, що інгібують хімотрипсин,субтілізін і нейтральні протеази гранулоцитів людини (еластаза, катепсин G). Егліни утворюють з протеазами міцні комплекси, блокуючи їх попереджують деградацію тканин (протеази ушкоджують суглоби і легені). Він виявився сильним інгібітором еластази нейтрофілів людини, і дуже успішно використовується в клінічній практиці за кордоном.
Дестабілаза – ще один знайдений та виділений фермент, що гідролізує ізопептидні зв’язки, які утворюють поперечні зшивки між молекулами фібрин мономіру, що виникає при стабілізації фібрину фактором XIII при наявності іонів кальцію 15. В секреті також знайдено сполуки, простаноїдної природи, котрі, подібно стабільним аналогам простацикліну, інгібують агрегацію тромбоцитів та стимулюють секрецію тканинного фактору плазміногену із судинної стінки. Дестабілаза та п’явочні простаноїди обумовлюють тромболітичні властивості секрету, які проявляються при лікуванні медичними п’явками тромбофлебитів різної етіології [1, 16].
Систематична гірудотерапія, як вже доведено, може знижувати прояви атеросклерозу. Таким чином, встановлена властивість секрету слинних залоз медичних п’явок знижує проліферативну властивість гладком’язових клітин інтіми великих судин людини, уражений атеросклерозом, та викликає гідроліз гліцерин-триолеату та холестеринолеату. Привертають увагу роботи, котрі присвячені ферменту апіразі, відщеплення залишок фосфорної кислоти від АТФ, відповідає за надання протизапальної дії при розвитку запалень, стимульованих АТФ [17].
Відомий ефект п’явочного секрету – протизапальний ефект. Він здатний блокувати амідолітичну та кініногеназну активності калікреїну плазми людини, при цьому інгібується утворення кінінів, які є медіаторами запалення. 
Слід згадати, ще один специфічний фермент, який міститься в секреті п’явок – гіалуронідази. По-перше, цей фермент міститься в зміїних отрутах, отрутах павуків, в деяких бактерій, і не замінний в процесі запліднення людини. Вони здатні змінювати проникність тканин, ступінь їх гідратації, прискорювати транспорт води та іонів, і полегшувати проникнення БАР секрету в організм при ГТ. Збільшення проникності тканин і стінок капілярів досягається шляхом деполімеризації і розщеплення гіалуронової кислоти, одного з компонентів основної речовини сполучної тканини.
Серед інших відомих ферментів в секреті МП виділяють:
- бделіни – це інгібітори трипсина і плазміна;
- оргелаза – це фермент, що сприяє утворенню нових кровоносних судин. Набряки і тромби в стінках судин розсмоктуються і відновлюється нормальне транспортування рідин в ураженому органі. Дія цих ферментів використовується в мікрохірургії для кращого приживання аутотрансплантантів 18. 
Механізм знеболювального ефекту ГТ полягає в тому, що кінінази, виявлені в секреті, знижують активність брадикініну, стимулюючого біль. Біологічно активні сполуки, що входять до складу секрету, забезпечують успішне використання ГТ для нормалізації мікроциркуляції і «приживлення» аутотрансплантатів при реконструктивній хірургії. Інформація, що міститься в секреті коллагенази забезпечує розсмоктування рубцевої тканини. Триває вивчення механізмів гіпотензивної дії секрету, яке не знайшло ще обгрунтованого пояснення.
На земній кулі існує біля 400 видів п’явок. На території України та країн СНД живуть два види п’явок: медична п’явка (Hirudo medicinalis) та нільська п’явка (Limnatis nilotica), яка за звичай називається кінською. До застосування в медицині годиться лише МП. З МП у нас відомо три підвиди: лікувальна п’явка, аптечна п’явка та східна п’явка. 
Лікувальна дія МП визначається властивостями секрету слинних залоз, який потрапляє в організм людини після прокусування п’явкою шкіри, та продовжує надходити на протязі всього періоду кровососання.
Отже, секрет слинних залоз МП має антикоагулюючі, тромболітичні, гіпотензивні, протизапальні, імуномодулюючі, бактеріостатичні, та знеболювальні властивості [19].
1.4.1 Механізми дії біологічно активних речовин медичної п’явки
До теперішнього часу встановлено, що секрет слинних залоз МП крім гірудину, інгібітору ферменту тромбіну, вміщує ряд інших БАР. Серед них інгібітори трипсину та плазмину, інгібітори хімотрипсину, хімозину, субтилізину та нейтральних протеаз гранулоцитів – еластази та катепсину G (егліни), інгібітор фактору Хагемана та інгібітор калікреїну плазми крові; високо специфічні ферменти: гіалуронідаза, ізопептидаза, апіраза, колагеназа, тригліцеридаза та холінестераза; а також ряд сполук ще не вивченої природи, наприклад, сgолуки, які впливають подібно до простацикліну та його стабільним аналогам. 
Крім того, секрет МП має загальний неспецифічний вплив на організм людини, доказом чого слугує підвищення фагоцитарної активності нейтрофілів. Укуси МП також викликають стимулювання певних рефлексогенних зон на поверхні тіла, що позитивно впливають на організм хворого [20]. Таким чином, БАР, які продукуються МП, забезпечують широкий спектр впливу на організм місцевого і загального характеру таблиця 1.1.
Таблиця 1.1 – Дія БАР в секреті п’явок на організм людини [20]
	Назва дії БАР п’явки
	Вплив на організм людини

	1
	2

	Протитромбічна дія
	блокують тромбоцитарно-судинні ланки внутрішнього механізму згортання кровіа та ланку гемостатичного процесу на більш пізніх стадіях його розвитку і таким чином перешкоджають тромбоутворенню.

	Тромболітична дію
	впливають лише на сформовані «старі» фібринові згустки, в яких полімери фібрину прошиті ізопептидними зв’язками, починаючи плавне розчинення сформованого тромбу.

	Гіпотензивна дія
	обумовлено, в першу чергу, низькомолекулярними речовинами простагландинової природи. Парадоксальність подібного впливу визначається тим, що БАР нормалізують підвищений або знижений АТ.


Продовження табл. 1.1
	1
	2

	Репаративний вплив
	на пошкоджену стінку кровоносної судини, відновлення атромбогенної поверхні кровоносного русла.

	Антиатерогенна дія
	БАР активно втручаються в процеси обміну ліпідів, приводячи його до нормальних умов функціонування.

	Імуностимулююча дія
	активація захисних сил організму забезпечується впливом на рівні системи комплементу. Відзначається також і підвищення фагоцитарної активності крові після сеансу ГТ, що забезпечує протизапальну дію п’явок поряд з інгібіторним потенціалом.

	Анальгізуюча дія
	знеболювання як в місці постановки п’явок, так і у результаті загальнорганного впливу.

	Антигіпоксична дія
	сеанси гірудотерапії прискорювали строки епіталізації ерозій і збільшували час ремісії захворювання.

	Загально рефлексогенна дія
	настає внаслідок подразнення рецепторного апарату під час перфорації шкіри п’явкою. При цьому працює як механічне,так і хімічне подразнення компонентами секрету п’явки (фармакопунктура).

	Кровоспинна дія
	полягає у відновленні ендовазального кровотоку за рахунок усунення спазму судин.


В даний час, на жаль, мало приділяється уваги профілактиці захворювань. Це абсолютно неправильно, якщо врахувати негативний вплив погіршення екології на людський організм, особливо - на ендокринну систему. Досить зробити всього 3-5 процедур, щоб поставити потужний захисний бар’єр, як мінімум на рік, але гірудотерапія має дуже тривалий, пролонговану дію на відміну від будь-яких ліків. У деяких випадках, за показаннями, ГТ застосовується в поєднанні з фітотерапією, гомеопатією, грязелікуванням, голкорефлексотерапією, фізіотерапією [21].
Список захворювань, що піддаються гірудотерапії:
- Шкірні захворювання (псоріаз, нейродерміт, фурункульоз).
- Хронічний бронхіт, алергія з астматичними компонентами.
- Серцево-судинні захворювання (атеросклероз, ІХС, стенокардія, кардіосклероз, гіпертонія, дистонія, варикозне розширення вен, тромбофлебіт).
- Захворювання органів черевної порожнини (генатоз, церроз, холецестит, панкреатит, коліт, гастрит, дуоденіт, пієлонефрит, сечокам’яна хвороба та ін.).
- Неврологія (остеохондроз, міозити, радикуліт, хребетна грижа, головні болі і запаморочення будь-якого походження).
- Гінекологія (запалення яєчників - хронічні і гострі, міоми, кісти, ендометріоз).
- Урологія (простатит).
- Ендокринологія (цукровий діабет, захворювання щитовидної залози).
- Надмірна вага, целюліт.
- Різні травми (удари, переломи, набряки, гематоми).
Протипоказання:
· гемофілія, гемораргічні діатези, тромбоцитопенія;
· важка анемія (значне зниження еритроцитів у крові);
· вагітність, діти до 10 років;
· лікування антикоагулянтами;
· хронічне зниження артеріального тиску;
· рідкісні випадки алергії на п’явки.
Курс і кількість процедур призначає лікар індивідуально на первинній консультації. Слід зазначити, що медична п’явка, є «одноразовим інструментом» і застосовується тільки одноразово, що повністю виключає інфікування пацієнта [20, 21].
1.4.2 Гірудин та гірудиноподібні фактори п’явок
Кровосисні п’явки, такі як лікарська п’явка Hirudo medicinalis, використовувалися в медичних цілях ще з давніх часів. Під час годування лікарські п’явки переносять у рану хазяїна широкий спектр БАР, щоб запобігти передчасному гемостазу та згортанню крові. За довгу історію досліджень, рекомбінантного виробництва та клінічного використання, все ще існують суперечливі дані щодо первинної структури гірудину. Абсолютно неясним є потенційне біологічне значення трьох різних підтипів і багатьох ізоформ гірудинів, які були охарактеризовані на сьогодні. Залишається досі неповна інформація про їх послідовності кДНК, а в базах даних немає інформації про генні структури та послідовності ДНК. Зусилля дослідників заповнили ці прогалини, виявивши наявність кількох генів, що кодують гірудин, у геномі H. medicinalis. Знайдені вагомі докази експресії всіх трьох підтипів гірудину в окремих п’явок і експресії додаткових гірудинів або гірудиноподібних факторів, які можуть мати різні біологічні функції і можуть бути перспективними кандидатами для нових ліків [22].
П’явки-гематофаги, такі як H. medicinalis, містять різноманітні БАР (дрібні молекули, пептиди та білки) у клітинах своїх слинних залоз [23, 24, 25]. Серед них, в першу чергу, виділяють гірудин, який є найкраще вивченим і одним із найпотужніших природних інгібіторів тромбіну, відомих на даний момент із значеннями KI та KD в діапазоні від піко до фемтомолярного діапазону [26]. Завдяки працям Додтом та співавт., після опису першої повної амінокислотної послідовності гірудину були виявлені додаткові підтипи гірудину з незначними, але помітними змінами в первинній структурі. Тоді як гірудин, очищений дослідниками, містить амінокислотний залишок валін у кожному з перших двох положень зрілого активного білка (HV1, гірудин варіант 1 або гірудин VV), вчені [27] клонували та експресували кДНК іншого типу гірудину, який несе амінокислотні залишки ізолейцин і треонін в цих положеннях (HV2, гірудин варіант 2, або гірудин-IT). Однак про існування більш ніж одного типу гірудину вже повідомляли такі автори, як Марквард і Валсман, Графф та ін. [28]. Усі три підтипи гірудину мають дуже схожі послідовності та є високоспецифічними інгібіторами тромбіну. Згодом було описано багато варіантів трьох підтипів гірудину , що призвело до пропозиції, що гірудини є сімейством ізобілків [29].
Гірудин лікарської п’явки H. medicinalis є одним із найпотужніших природних інгібіторів тромбіну, відомих на сьогодні. Існувала довга історія зусиль, щоб очистити, охарактеризувати та застосувати його як агента для терапевтичних цілей [30]. 
Гірудиноподібні фактори (HLF) представляють нещодавно описаний підклас сполук, отриманих із слинних залоз лікарських п’явок родів Hirudo та Hirudinaria [31, 32]. HLF містять структурні особливості, характерні для гірудинів (наприклад, шість залишків цистеїну в центральному глобулярному домені та загальна генна структура, що складається з чотирьох екзонів і трьох інтронів).
Природні варіанти HLF1 ідентифікували у зразках H. medicinalis, H. verbana та H. orientalis . Визначили, що кілька варіантів HLF1 відрізняються довжиною С-кінцевого хвоста та фактичною кількістю залишків кислотних амінокислот (від 13 до 16). Крім того, вони відрізняються за кількістю (4 або 5) і складом N-кінцевих амінокислотних залишків [32]. 
1.4.3 Психотерапевтичний вплив гірудотерапії
Психотерапевтичний аспект в дії МП на організм людини настільки великий, що деякі фахівці, абсолютно не розуміючи реальних механізмів дії цього лікувального засобу, успішно використовують його для зняття вроків, «латання енергетичних дірок» та інших способів відновлення біополів. Не можна забувати, що так званий «плацебо-ефект» лежить в основі 66% всіх випадків позитивного лікування найрізноманітніших захворювань. Іншими словами, дві третини хворих можуть бути вилікувані тільки за рахунок мобілізації захисних ресурсів свого організму в результаті виникнення віри в реальне існування потужного лікувального ефекту у того чи іншого засобу або методу 33. 
Фактом є те, що МП мають найсильнішу дію на психіку, яка виражається як позитивно, так і негативно (психотравмуюча). Ця дія, по-перше, заснована на неусвідомленому (а нерідко і усвідомленому) страху перед цими давніми хробаками, що харчуються кров’ю своїх жертв. Достаньо вміло використовуючи інформацію про реальних або міфічних аспектах дії, в основному, МП, всіляко підкреслюючи їхню еволюційну старовину, наявність потужної позитивної сили, здатності впливати на глибинні основи людського організму, досвідчений лікар може домогтися значних психотерапевтичних результатів. Однак було б абсолютно неправильно спиратися тільки на психотерапевтичний вплив ГТ і бачити в цьому методі виключно психотерапевтичний засіб [34].
1.5 Ефективність гірудотерапії при різних захворюваннях 
Визначилися три блоки діючих факторів ГТ: ферменти, енергія, бактеріальний фактор. Цей терапевтичний комплекс за допомогою розроблених в останні роки технологій проникає у внутрішнє середовище організму трьома шляхами: через кровоток, через лімфу і в результаті впливу на параметри енергосистеми (біологічно активні точки). Неагресивне проникнення п’явкових ферментів і енергії в гомеостаз використовується в практичній медицині на базі універсальної програми оздоровлення, яка складається з трьох паралельно здійснюваних пунктів: нормалізації енергообміну, фізичного і духовного очищення, місцевих і загальних впливів на осередок хвороби.
Ці три трійки - три блоки діючих факторів, три шляхи входу в гомеостаз і три пункти універсальної програми оздоровлення визначають концепцію гірудотерапії, здатну осягнути потрійну природу людини: Дух, Душу й тіло.
Перевага ГТ перед іншими способами природного і технократичного лікування полягає, насамперед, в тому, що секрет слинних залоз п’явки впливає на базові механізми розвитку хвороби - ішемію і гіпоксію тканин, розлади мікроциркуляції, обертаючи назад процес і перериваючи патологічну ланцюг подій в осередку захворювання. У сучасній клінічній медицині не існує іншого настільки багатофакторного і безпечного методу як ГТ.
Все ж таки, для зменшення вогнища потрібна більша концентрація препарату запалення в крові, так що це викликає алергію і удари кілька реакцій з боку печінки та нирок. У цей час проводення ГТ вважається корисним; відновлюючи кровообіг у вогнищі запалення, покращується імунний захист і регенерація тканин 35.
Вміст слини МП пригнічує ріст бактерій. Гірудин має бактерицидну і бактерицидну дію. Секреція слини - проникнення ферментів галуронідази, що здатна інактивувати дію гіалуронової кислоти, яка є цементуючою речовиною для сполучних тканин 20.
Покращує вентиляцію легенів і розвантаження серця. Ліпотропний фермент слини п’явки може бути використаний при атеросклеротичних дефектах судин незалежно від первинної локалізації атеросклероз.
Зменшення набряку, розчинення організованого тромбу і підвищення місцевого імунітету [35].
Потенційні проблеми ГТ виявляються в тому, що лікарські п’явки (H. medicinalis) все частіше використовуються як корисний терапевтичний варіант у різних медичних та хірургічних установах. Потенційні ускладнення, пов’язані з цією терапією, можуть включають інфекції видами Aeromonas, кровотечі, анемія та алергія реакції. Це опис лікування пацієнта, у якого розвинувся тромбоз мікроангіопатія та гостра ниркова недостатність після терапії п’явками. Це припускається, якщо ряд нелюдських білків всередині слини п’явки може пошкодити ендотелій.
В даний час п’явки виконують ефективну роботу з видалення об’єднаних кров із ран, ніж будь-яка інша лікарська терапія. ГТ збільшує поживність тканин, так що рани зцілення посилюється, тому сприяє зціленню. Їх також легко використовувати. Незважаючи на те, що протягом століть вони використовувалися в медицині, дослідження цієї терапії продовжуються 3. Вважається, що ГТ є ефективним засобом, який може допомогти при лікуванні цілого ряду ран і загоєння ран і, можливо, при лікуванні різних захворювань. ГТ також лікування з рідкісними побічними ефектами [36].
Ще декілька прикладів ефективного застосування п’явок в медицині представлені в Концепції медицини Унані, що заснована на врівноваженні настрою тіла, дисбаланс якого викликає захворювання. Застосування лікування п’явками в медичній та стоматологічній науці добре відоме. Хоч це легко і неінвазивно, проте існують ускладнення. В статті «Гірудотерапія в медицині та стоматології» [37] представлено короткий огляд застосування терапії п’явками. Підкреслено фізіологічний ефект, а також його терапевтичну роль при раку, цукровому діабеті та стоматології. І все ж таки, вирішення ускладнень лікування п’явками.
Вважається, що більшість усіх хвороб походять з середини, від їжі, крові та зайвих або зіпсованих продуктів обміну речовин. Отже, евакуаційні методи, такі як кровопускання, очищення, блювота, потовиділення, діурез та припікання, були основою найбільш ефективного загального лікування до початку 19 століття [38].
Терапія п’явками передбачає початковий укус, під час якого п’явка висмоктує від 5 до 15 мл крові протягом 20–45 хвилин. Терапевтична користь обумовлена компонентами слини п’явки; гірудин, білковий антикоагулянт і гістаміноподібні речовини, які індукують вазодилатацію. Наслідки лікування полягають у кількості крові, яку заковтує п’явка, і антикоагулянтних ферментах, які дозволяють крові витікати з місця, коли п’явка відривається [39]. П’явка виробляє ряд речовин; антикоагулянти, такі як гірудин, калін, інгібітори калікреїну, гіалуронідази, гістаміноподібні вазодилататори, колагеназа та погано охарактеризовані анестетики та знеболюючі сполуки 
У медицині п’явки використовуються щелепно-лицевими та іншими мікрохірургами, щоб допомогти врятувати скомпрометовану венозну наповнену тканину, а також ампутовані пальці, вуха та кінчики носа. Вони є ефективним засобом для зниження згортання крові, зняття венозного тиску при скупченні крові (венозна недостатність) і в реконструктивній хірургії для стимуляції кровообігу при операціях прикріплення органів із критичним кровотоком [40].
Лікування п’явками корисно у випадках відривних ушкоджень обличчя, де є артеріальне кровопостачання, але відсутній венозний відтік. Ефект збереження м’яких тканин забезпечує адекватні результати.
П’явки при раку. Після операції хворий на базаліому пройшов 9 місяців терапії п’явками і показав хороші результати щодо досягнення кровообігу через клаптем. Masaki I та ін., повідомили про використання МП для полегшення венозного застою вільного клаптя передпліччя після реконструкції у пацієнта з внутрішньоротовою карциномою.
Секреція слинних залоз мексиканської п’явки Haementeria officinalis має антиметастатичну дію. Його слина містить білок під назвою антистазин, який запобігає колонізації раку легенів. У секреті присутні інгібітори агрегації тромбоцитів, антикоагулянти та антипротеолітичні ферменти. Слина іншої тропічної п’явки, H. manillensis, виявила антипроліферативну активність in vitro проти дрібноклітинного раку легенів (SW1271) [41].
П’явки при цукровому діабеті. Одним із периферичних судинних ускладнень цукрового діабету є гангрена. Вид дикої п’явки Whitmania pigra використовувався традиційними китайськими терапевтами для посилення кровотоку в дистальних частинах тіла та для полегшення розладів згортання завдяки антикоагулянтній активності водних і спиртових екстрактів тіла цього виду [41].
Терапія п’явками в стоматології. Ще в 1817 році Томас Белл лікував випадок ороантральної фістули з набряком обличчя за допомогою шести п’явок, «прикладених до обличчя». Чапін А. Гарріс у 1839 році використовував п’явок на яснах для дренування абсцесу. Він використовував трубки для нанесення п’явок на ясна.
П’явки використовувалися для лікування багатьох педіатричних захворювань, для лікування передбачуваних симптомів, спричинених прорізуванням зубів [42].
У літературі є також переваги застосування п’явок при зубних аномаліях. Кровопускання п’явками використовувалося як додатковий засіб у лікуванні важкої післяопераційної макроглосії, крім загального методу лікування. Повідомлялося про випадки використання п’явки для лікування під’язикової гематоми та масивної язичної гематоми, при захворюваннях ясен, як засіб для лікування абсцесу та запалення. П’явки дренують запалення на місці абсцесу. Антикоагулянти підсилюють кровотік в яснах, виводячи токсини, посилюючи живлення ураженої ділянки. Антибактеріальні компоненти в слині п’явки зменшують ріст бактерій. ГТ також використовується для лікування кореневих каналів.
Але є можливість отримати інфекцію при ГТ. Тому примусово видаляти п’явку не можна, адже її щелепи можуть залишитися в рані, що спричинять інфекцію, бешиху, підслизові абсцеси, екхімоз та утворення рубців. Mycobacterium marinum, що є паразитарними бактеріями, присутні в кишечнику п’явки, також можуть призвести до інфекції [43].
При лікуванні п’явками, потрібно пам’ятати і про алергічні реакції, такі як свербіж і висип, що є поширеними ознаками, а також повідомлялося про анафілаксію. Таким чином, хворі на гемофілію та пацієнти з ослабленим імунітетом, ті, хто отримують медикаментозну терапію або вітаміни, що збільшують ризик надмірної кровотечі, повинні бути обережними. Після того, як п’явка була використана для лікування, її утилізацію необхідно провести належним чином; його можна повернути до пенсіонерського басейну або вбити шляхом заморожування або занурення в алкоголь. Мертві МП потенційно інфекційні, і з ними слід поводитися як з небезпечними відходами, тому випуск їх живими є потенційним порушенням законів про ліки та охорону навколишнього середовища [44].
Отже, терапію МП можна безпечно та ефективно використовувати для евакуації крові та хворобливих відчуттів із глибоких тканин та при таких захворюваннях, як псоріаз, хронічні виразки та екзема. Лікування п’явками може дати кращі результати як моно- або додаткова терапія при таких захворюваннях, як стенокардія, коронарний тромбоз, гіпертонія, атеросклероз, варикозне розширення вен, а також при багатьох хірургічних і травматичних станах.
1.6 Імунотропна дія біологічно активних речовин Hirudo verbana 
Те який ефект ГТ має на імунну систему можна побачити на прикладі показників периферійної крові хворих з хронічними патологіями. 
У хворих вже після 2-3 сеансів ГТ відзначалися позитивні клінічні зрушення, а до кінця курсу ця позитивна тенденція закріпилася у вигляді стійких клінічних поліпшень. У хворих до і в різні терміни після ГТ загальна кількість лейкоцитів статистично значуще не відрізнялась від таких показників у контролі. У більшості хворих ГТ супроводжувалася імуномодулюючим ефектом на кількість лейкоцитів із приведенням середніх показників до фізіологічних значень, характерних для даного періоду обстеження. У хворих до ГТ в порівнянні з контролем відрізнялися всі показники лейкоформули, за винятком моноцитів, зазначалося підвищений вміст еозинофілів, паличкоядерних нейтрофілів, лімфоцитів, знижений вміст сегментоядерних нейтрофілів. У віддалені строки після ГТ (3-4-й тиждень) відзначалася нормалізація раніше зниженого абсолютного вмісту нейтрофілів, в порівнянні з контролем. На 1 тижня після ГТ у хворих відзначалася тенденція до зниження як відносного, так і абсолютного вмісту лімфоцитів (р>0,05) в порівнянні з вихідними показниками до ГТ, яка на 3-4 тижні в порівнянні з 1 змінювалася в зворотну сторону - відзначалася тенденція до підвищення відносного (р>0,05) і абсолютного вмісту лімфоцитів (р<0,05). В процесі ГТ відзначені не тільки кількісні, але і функціональні зміни показників лімфоцитів периферичної крові. Таким чином, була виявлена імунотропна дія БАР МП, яка полягала в активації початково зниженої імунологічної резистенції: активації факторів вродженого і адаптивного імунітету, адекватної по відношенню до певної ситуації в організмі хворого [45].
1.7 Функціональні та морфологічні особливості нейтрофілів людини при патологічних станах
Нейтрофільні гранулоцити (НГ) – форма лейкоцитів, яка належить до родини гранулоцитів разом із еозинофілами та базофілами. Нейтрофіли є найбільш чисельною групою лейкоцитів. Найважливішою й основною функцією нейтрофілів є захист організму від інфекцій. Механізми, які вони використовують для виконання свого призначення – фагоцитоз (поїдання чужорідних утворень, таких як бактерії або омертвілі тканини), синтез ряду ферментів, які вбивають мікроорганізми й хемотаксис – здатність рухатися між клітинами тканин організму та цілеспрямовано переміщатися до мікроорганізмів і вогнищ запалення 46. 
НГ можуть виділяти в кров речовини, що володіють антитоксичними властивостями, а також пірогені речовини, які викликають лихоманку та речовини, що підтримують запальний процес. Також нейтрофіли беруть участь в утворенні фібринових тромбів і їх видаленні – фібринолізі.
В залежності від свого віку розрізняють юні (які поділяються на мієлоцита та метамієлоцити), паличокоядерні та дорослі сегментоядерні нейтрофіли. Норма для їх вмісту: юні – 0%, паличкоядерні – 1–6%, сегментоядерні – 47–72% [47]. 
Зазначимо, що кількість нейтрофілів не встановлюється окремо, оскільки вони підраховуються разом з іншими формами лейкоцитів у лейкоцитарній формулі, яка є складовою загального клінічного аналізу крові.
Підвищення числа нейтрофілів (нейтрофілія) спостерігається переважно при загальному підвищенні числа лейкоцитів. Нейтрофілія – один з основних діагностичних критеріїв будь-якого гнійного процесу, особливо сепсису. Встановлено, що чим більший лейкоцитоз, тим більше виражена позитивна реакція організму на інфекцію.
Нейтропенія – стан, при якому вміст нейтрофілів у крові нижче 1,5×109/л. Показники, при яких встановлюють діагноз нейтропенії може залежати від раси: нейтропениєю в осіб білої раси слід вважати зниження кількості нейтрофілів нижче 1,8×109/л, а в чорношкірих – нижче 1,4×109/л. Основні причинами, що спричиняють нейтропенію є деякі бактеріальні інфекції та стани подібні до апластичної анемії. Нейтропенія може бути також викликана впливом хімічних речовин (бензол, анілін і т.д.), протипухлинних препаратів, нестачею вітамінів – В12 або фолієвої кислоти й т.п. Розвитку нейтропенії сприяє алкоголізм, діабет, важкий шок. 
Агранулоцитоз – різке зменшення кількості гранулоцитів у крові аж до повного їхнього зникнення. Така кількість призводить до зниження опірності організму інфекціям і розвитку бактеріальних ускладнень. Залежно від механізму виникнення розрізняють мієлотоксичний і імунний агранулоцитоз.
Нейтрофільні сегментоядерні лейкоцити забезпечують ефективний захист проти бактеріальних та грибкових інфекцій. Проте і є важливою ланкою в механізмі виникнення та розвитку деяких неінфекційних захворювань [47].
Отже, НГ відіграють визначальну роль в захисті проти бактерій, вони також, за певних обставин, атакують та знищують тканини організму. Деякі механізми, важливі при знищені мікроорганізмів, можуть впливати на тканини, що знаходяться в зоні атаки нейтрофілів. Таким чином вони стають важливим елементом в патогенезі численних хвороб. Нейтрофіли можуть бути також залучені у механізми виникнення низки респіраторних захворювань, які включають в себе емфізему, астму та респіраторний дистрес-синдром дорослих (ARDS), який безпосередньо загрожує життю та вимагає реанімаційних заходів 48.
Нейтрофіли і рак. Було виявлено декілька популяцій нейтрофілів при раку, які зараз визначаються комбінацією ознак: щільність, зрілість, поверхневі маркери, морфологія та будова. Кількість нейтрофілів у периферичної крові збільшується у пацієнтів, хворих на рак. Пухлини виробляють гранулоцитарний колонієстимулюючий фактор (G-CSF), який впливає на баланс утримання/виділення нейтрофілів у кістковому мозку, що призводить до їхнього виходу у кров.
Проведено чимало досліджень, спрямованих на виявлення зв’язку між кількістю нейтрофілів у крові та станом хворого на рак. Більшість дослідницьких груп у якості маркера використовували співвідношення нейтрофілів до лімфоцитів (NLR). Аналіз сотні таких досліджень, які включали відомості про понад 40 000 пацієнтів, показав, що відношення NLR> 4 вказує на гірше загальне виживання. Це було встановлено для всіх типів та стадій раку.
З точки зору терапії показано, що нейтрофіли є важливим елементом в корисній імунній реакції при лікуванні раку на основі антитіл, фотодинамічної терапії раку та імунотерапії бацилами Кальметта-Герена (Calmette-Guerin або БЦЖ). Самі нейтрофіли також розглядаються в перспективі, як терапевтичні цілі. Пропонуються методи лікування, які “націлюють” нейтрофіли на ціль, якою є ракові клітини [49].
Нейтрофіли в гострому коронарному синдромі. Термін «гострий коронарний синдром» охоплює цілий спектр захворювань, від ішемії міокарда до інфаркту; при цьому, серед першопричин цих хвороб переважає атеросклероз. Зміни цілісності ендотеліальних клітин на поверхні атеросклеротичних бляшок, такі як розрив бляшки або її ерозія, є механізмом, що запускає гострий коронарний синдром. Різні імунні клітини, включаючи лімфоцити, дендритні клітини, тромбоцити та моноцити (макрофаги), приймають участь в запаленні, пов’язаному із атеросклерозом. Зараз спостерігається все більше доказів того, що нейтрофіли відіграють у цьому процесі ключову роль. Нейтрофіли, як зазначено вище, містять у своїх гранулах різні білки, які виділяються для знищення зловмисних патогенів.
При атеросклерозі невдалі спроби імунної системи організму очистити судини від атеросклеротичних бляшок призводять до утворення джерела запалення з ознаками некрозу. У відповідь на це клітини ‒ посередники запалення, такі як ендотеліальні клітини, лейкоцити (у т.ч. нейтрофіли) та тромбоцити, синтезують і вивільняють цитокіни, легкі білки, що беруть участь у клітинній сигналізації. Ці цитокіни активують гуморальні та клітинні фактори (спеціалізовані білки), які призводить до запалення та тромботичних процесів із можливим розвитком гострого коронарного синдрому.
В ході досліджень в Тайвані був знайдений взаємозв’язок між вмістом нейтрофілів у крові та прогнозування захворюваності і смертності в лікарнях у пацієнтів з множинними хронічними хворобами. Якщо точніше, то у якості показника використовували відношення кількості нейтрофілів до лімфоцитів у периферичній крові (NLR).
Відомо, що збільшене значення NLR (тобто суттєве переважання нейтрофілів над лімфоцитами) пов’язано з поганим виживанням при раку та серцево-судинних захворюваннях. Серед обстежених пацієнтів у кількості 230 осіб загальний рівень смертності за 2 роки спостереження становив 23%. Достовірно встановлено, що дворічні показники смертності були вищими у пацієнтів з підвищеною NLR. Багатофакторний аналіз продемонстрував, що рівень NLR> 3,0 при прийомі та виписці пов’язаний з смертністю незалежно від віку, статі, освіти, раку, захворювань печінки, депресії та інш.
Розшифрувати значення кількості нейтрофілів в комплексі із іншими показниками, що входять у загальний клінічний аналіз крові можна за допомогою програми автоматичного розшифрування онлайн – https://myanaliz.info/ua/blood-clinic-decrypt [47, 49].
2 Матеріали та методи дослідження
2.1 Матеріали для дослідження та група обстежених
У дослідженнях взяли участь 12 добровольців, які складали групу обстеження до та після курсу ГТ. Група обстеження включала 12 осіб (6 жінок і 6 чоловіків віком від 37 і до 64 років, середній вік 51,1±3,24 років), із хронічними серцево-судинними захворюваннями, які на момент дослідження не мали загострення хвороби. Протягом курсу ГТ вони не отримували фізіотерапевтичні процедури, профілактичні щеплення, антибіотики, імунотропні препарати, цитостатики тощо. Обстеження осіб здійснювали до та на першому тижні після стандартного амбулаторного курсу ГТ (постановка 30-35 МП виду Hirudo verbana по нейросудинним центрам протягом 3,5–4,0 тижнів відповідно до рекомендацій) [50].
Матеріалом для дослідження була венозна кров добровольців до та на наступний день після останнього сеансу ГТ. Кров брали натще, стабілізували гепарином. Аналізували загальну кількість лейкоцитів пробірковим методом, лейкоцитарну формулу крові в мазках, середні лінійні розміри нейтрофілів в мазку крові, фагоцитарну активність нейтрофілів. На основі даних формули крові визначали деякі лейкоцитарні індекси.
2.2 Методи дослідження
2.2.1 Визначення кількості лейкоцитів пробірковим способом за П’ятницьким
Визначення кількості лейкоцитів здійснювали наступним чином. У лунці планшета для серологічних досліджень дозованою варіпіпеткою відміряли 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. Узяту для дослідження кров, видували з капіляра на чисті знежирені скельця і відміряли дозованою мікропіпеткою 0,02 мл (20 мкл) крові, яку вносили в лунку з 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти. В цьому випадку розведення крові становить 1:20.  Кров перемішували піпетуванням тією ж піпеткою і залишали на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводили в рахунковій камері Горяєва. Рахункова камера являє собою  скляну пластинку, що має невелике поглиблення в центрі, куди поміщається розведена кров. На дні поглиблення нанесено дві сітки, розділені одна від одної повздовжнім і двома поперечними жолобами. Перед підрахунком формених елементів крові на камеру обережно клали знежирене покривне скло і притирали його до країв камери шляхом притиснення великими пальцями обох рук і легкими зсувами покривного скла вгору і вниз. Доказом щільності прилягання покривного скла є поява веселкових ліній, так званих кілець Ньютона, по притертим його краям. Оскільки покривне скло накладають на бічні пластинки рахункової камери, цим створюється поглиблення, яке закрите з двох сторін (притертих) і відкрите з двох зовнішніх сторін у вигляді щілин. Через ці щілини рахункова камера заповнюється суспензією лейкоцитів. Для заповнення камери суспензію лейкоцитів в лунці з кислотою ретельно перемішували мікропіпеткою і невелику порцію суспензії піпеткою доставляли до щілини камери. Суспензія клітин, витікаючи з мікропіпетки заповнює камеру, надлишок рідини стече в жолоби. Іншу частину камери можна заповнити суспензією клітин наступного зразка лейкоцитів [51, 52]. 
Після того, як рахункова камера заповнювалася суспензією клітин, приступали до підрахунку лейкоцитів. Для цього камеру розглядали під мікроскопом і рахували формені елементи, що лежать в сітці Горяєва.
Сітка Горяєва складається з 225 великих квадратів (по 15 в кожному з рядів), 25 з них розділені на 16 маленьких квадратів (для підрахунку еритроцитів) і 100 великих порожніх квадратів зібрано в групи по 4 квадрати кожна (для підрахунку лейкоцитів). Сторони малого квадрата рівні 0,05 мм; отже площа його рівна 0,0025 мм2; глибина рахункової камери рівна 0,1 мм, тому об’єм малого квадрата рівний 0,00025 мм3. Великий квадрат сітки Горяєва складається з 16 малих квадратів, отже має S=0,04 мм2, а V=0,004 мм3.
Лейкоцити підраховували у 100 великих порожніх квадратах (20х5), площа яких дорівнює 4 мм2 (площа одного великого квадрата дорівнює 0,04 мм2). Кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих порожніх квадратах, ділили на 4 і перемножували на 200, одержували кількість лейкоцитів в 1мм3 крові. Ділять на 4 із розрахунку загальної площі 100 великих порожніх квадратів, рівної 4 мм2. Перемножують із розрахунку, що ступінь розведення крові дорівнює 20 (0,38 мл 13% розчину оцтової кислоти і 0,02 мл крові), а глибина камери 0,1 мм. Замість вище приведених розрахунків можна кількість лейкоцитів, підрахованих у 100 великих квадратах, помножити на 50 (якщо врахувати попередні розрахунки: 200:4=50). 
         
[image: image1.wmf],

50

1

,

0

100

04

,

0

20

)

/

(

3

´

=

´

´

´

=

п

п

мм

тис

лейкоцитів

Кількість

      (2.1)
де 
n – кількість лейкоцитів, підрахована у 100 великих квадратах камери Горяєва;
20 – розведення;
0,04 – площина одного великого квадрата (мм2);
0,1 – глибина камери.
Для того, щоб повторно не підрахувати один і той же лейкоцит, потрібно суворо дотримуватися певного порядку:
- рахувати ряди великих порожніх квадратів зліва направо і справа наліво, переміщуючи камеру на один ряд зверху вниз;
- у кожному квадраті потрібно рахувати елементи, що лежать в середині, а також на лівому та верхньому боці камери [53].
Діагностичне значення. Збільшення кількості лейкоцитів у крові називають лейкоцитозом. Лейкоцитоз буває фізіологічним, медикаментозним, реактивним і патологічним. До фізіологічних лейкоцитозів відносять: травний – спостерігається через 2–3 год після приймання корму; міогенний – кількість лейкоцитів збільшується під час м’язового навантаження; лейкоцитози вагітних і новонароджених. Медикаментозний лейкоцитоз виникає після парентерального введення білкових препаратів (протеїнотерапія), вакцин, сироваток, кортикостероїдів. Реактивний лейкоцитоз є супутником більшості інфекційних хвороб, деяких неінфекційних (пневмонія, перикардит, плеврит, перитоніт, ендометрит, мастит, гастроентерит та ін.). За патологічного лейкоцитозу, на відміну від фізіологічного, у крові з’являються лейкоцити зі зміненою структурою, морфологічно і функціонально незрілі, що є показником органічних змін органів кровотворення (пухлини, лейкоз).

Зменшення кількості лейкоцитів називається лейкопенією, що завжди є патологічним явищем, показником зниження реактивності організму [49].
2.2.2 Визначення лейкоцитарної формули крові
Водночас  при підрахунку кількості лейкоцитів із того ж зразка крові готували мазки для вивчення лейкоцитарної формули. Для цього на предметне скло наносили 10-20 мкл крові та за допомогою шліфувального скла, встановленого під кутом 40-450 робили мазок стандартним для гематологічних досліджень методом. Після чого мазки висушували, фіксували протягом 10 хвилин в етанолі та фарбували за Паппенгеймом [52]. 
Після правильного приготування мазка крові й якісного забарвлення приступали до їх вивчення. Перегляд препарату починали з малого збільшення, при якому оцінювали якість мазка, але сам  аналіз його проводили за допомогою імерсійної системи. Слід мати на увазі, що не зважаючи на достатньо правильне технічне виконання мазка, клітини крові розподіляються не рівномірно по всьому препарату. Тому для того щоб отримати достовірні данні при підрахунку лейкоцитарної формули прийнято рахувати лейкоцити в різних ділянках мазка крові. Щоб уникнути повторного підрахунку одних і тих же лейкоцитів потрібно рухатися по мазку крові зигзагами - лінією Меандра. Прийнято рахувати 200 лейкоцитів, відступаючи 0,3-0,5 см від основи «щітки», рухаючись зигзагами на всю ширину мазка через 2-3 поля зору. Необхідно підрахувати  дану кількість клітин на 1/2 мазка, де клітини розподілені найбільш оптимально без накладень. Різні види лейкоцитів, що зустрічаються при аналізі препарату, заносили в таблицю або враховували за допомогою спеціалізованого десятиклавішного лейкоцитарного лічильника. Після закінчення перегляду 200 лейкоцитів, визначали відсотковий вміст кожного з видів лейкоцитів за формулою: 
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Окрім відносного вмісту лейкоцитів велике значення має абсолютна кількість окремих видів лейкоцитів. Вона визначається з урахуванням загальної кількості лейкоцитів. Абсолютна кількість будь-якого виду лейкоцитів характеризує їх реальну участь в імунних реакціях. Таким чином, при характеристиці імунної системи дуже важливим є аналіз не лише відносного вмісту лейкоцитів, але й їх абсолютне співвідношення, так як відносний вміст лімфоцитів може бути в межах референтних значень. Проте при лейкопенії у організмі відбувається зниження абсолютної кількості лімфоцитів. Обчислення абсолютного вмісту кожного виду лейкоцитів здійснюється тільки після з’ясування відсоткового складу білої крові та загального числа лейкоцитів за формулою:
             Абсолютна кільк. лейкоцитів (Г/л) = кільк. лейкоцитів × % лімфоцитів               (2.3)
                                            100 %
2.2.3 Визначення лейкоцитарних індексів 
Розрахунок лейкоцитарних індексів є одним із напрямів інтегральної оцінки лабораторних даних. Найбільш вивченими є лейкоцитарні індекси інтоксикації по Я. Я. Кальф-Каліфу та В. К. Островському, ядерний індекс по Г. Д. Даштаянц, індекс зсуву лейкоцитів крові, інтегральний коефіцієнт погіршення крові, ентропія лейкоформули тощо [54]. 
При їх розрахунку використовують відносні (виражені у %) величини компонентів лейкоцитарної формули. Використання інтегральних показників дозволяє підвищити інформативність традиційних діагностичних тестів і якість оцінки терапії. 
Індекс відношення лімфоцитів до моноцитів (ІСЛМ) відображає взаємовідношення афекторної та ефекторної ланок імунологічного процесу (у фізіологічних умовах норма становить 5,34 ± 0,59 у.о.):
                                                     ІСЛМ = Лі / Мо                                              (2.4)
Індекс співвідношення нейтрофілів та лімфоцитів (ІСНЛ) є маркером інтенсивності зсуву лейкоцитарної формули крові вліво або вправо; маркером реактивності організму при запальному процесі [55]: 
                                   ІСНЛ = (СЯ% = ПЯ%)/ Лі%                                       (2.5)
Значення ІСНЛ у здорових осіб знаходиться в межах 1,5–2,2 у.о. (1,96 ± 0,56 у.о.) і не залежить від значення загальної кількості лейкоцитів у периферичній крові.
Індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (ІСЛЕ) відображає співвідношення процесів гіперчутливості негайного та сповільненого типу (у нормі становить 8,73 ± 1,26 у.о.): 
                                                   ІСЛЕ = Лі / Е                                             (2.6)
Індекс співвідношення еозинофілів та лімфоцитів (ІСЕЛ) [56]: 
                                                 ІСЕЛ = Е/Л                                                (2.7)
2.2.4 Дослідження фагоцитарної активності нейтрофілів
Готують суспензію дріжджів: беруть свіжі або ліофілізовані пекарські дріжджі, які розводять фізіологічним розчином у співвідношенні 1:5 і витримують на киплячій водяній бані 50-70 хв., отриману концентровану суспензію дріжджів центрифугують при 1000-1500 об./хв. протягом 10- 20 хв., відбирають надосад, до 0,1 мл осаду дріжджів додають 10 мл фізіологічного розчину, 25 отриману суміш ресуспензують [57]. 
Здійснюють забір крові, стабілізують її гепарином та наносять в обсязі 50-200 мкл на білковані предметні скельця, попередньо оброблені 20% розчином плазми крові, додають до неї приготовану 1% суспензію дріжджів у співвідношенні 1:1; інкубують суміш у вологій камері при температурі, яка відповідає нормальній температурі клітин крові тіла, 30 впродовж 90-95 хв. в умовах струшування; після інкубації предметні скельці обережно занурюють у 2 порції фосфатно-сольового розчину при рН 7,4, висушують їх на повітрі при кімнатній температурі, фіксують протягом 10-15 хв. у метанолі; фарбують предметні скельця 15% розчином фарби Романовського-Гімзи протягом 40-45 хв.; промивають зразки у порції дистильованої води, диференціюють клітини у дистильованій воді, підкисленій НСl; промивають зразки у 2 порціях дистильованої води; підраховують фагоцитарну активність нейтрофілів за допомогою мікроскопа з використанням імерсійного об’єктива для чого визначають відсоток тих клітин, які містять у своїй цитоплазмі дріжджі [57]. 
1. Фагоцитарний індекс (ФІ) – відсоток клітин, що вступили у фагоцитоз, від загального їх числа. У нормі складає 65 - 95 %. 
2. Фагоцитарне число (ФЧ) – середнє число мікробних тіл, що знаходяться внутрішньоклітинно (частка від ділення загального числа поглинених мікробних тіл на число клітин, що вступили у фагоцитоз). Характеризує поглинальну здатність нейтрофілів. У нормі складає 5-10 у.о.
3. ФЄК – кількість мікробів, яку можуть поглинути нейтрофіли 1 л крові. У нормі складає 12,5 – 25,0 Г/л. 
4. КАФ – абсолютна  кількість фагоцитуючих нейтрофілів в 1л крові. У нормі складає 1,6 – 5,0 Г/л [58]. 
Клінічне значення. Вивчення показників фагоцитозу має значення в діагностиці імунодефіцитних станів: часто рецидивуючі гнійні запальні процеси, рани, що тривало не загоюються, схильність до післяопераційних ускладнень. Показники фагоцитозу допомагають в діагностиці вторинних імунодефіцитних станів, викликаних лікарською терапією. У зв’язку з тим, що фагоцити беруть участь в елімінації імунних комплексів і активність фагоцитозу тісно пов’язана з активністю компонентів комплементу, а саме С3, концентрацією IgG антитіл, наявністю інших опсонізуючих чинників, дослідження фагоцитозу відіграє роль в діагностиці, оцінці активності і ефективності терапевтичного впливу. Найбільш інформативним для оцінки фагоцитарної активності слід рахувати фагоцитарне число, коефіцієнт фагоцитарного числа, які відображають завершеність фагоцитозу.
Фагоцитарна активність нейтрофілів звичайно підвищується на початку розвитку запального процесу. Її зниження призводить до хронізації запального процесу та підтримання автоімунного процесу, тому що при цьому порушується функція руйнування та виведення циркулюючих імунних комплексів із організму. Підвищення показників спостерігається при: антигенному подразненні внаслідок бактеріального запалення (продромальний період, період гострого прояву інфекції) при нормальній активності фагоцитозу; лейкоцитозі; алергічних реакціях; автоімунних захворюваннях; посиленні антитілозалежної цитотоксичності та реакції на донорський трансплантат. Зниження показників спостерігається при: хронічних запальних захворюваннях бактеріальної та вірусної природи; вроджених дефектах фагоцитарної системи, синдромі Чедіака – Хігасі, хворобі Дауна, СЧВ, хворобі імунних комплексів, гранулематозі, дефіциті імуноглобулінів, комплементу; лікуванні цитостатиками, імунодепресантами, опроміненням іонізуючою радіацією; вторинних та первинних імунодефіцитах; новоутвореннях; тяжких опіках, травмах, стресах; кишкових та ниркових синдромах втрати білку; недостатності харчування; недостатності фагоцитозу; хронізації запального процессу [59].
2.2.5 Визначення морфометричних показників нейтрофілів 
Традиційним методом визначення лінійних розмірів мікроскопічних об’єктів є їх вимірювання за допомогою звичайного або гвинтового окуляр-мікрометра. 
Вимірювання лінійних розмірів мікроскопічних об’єктів звичайним окуляр-мікрометром: звичайний окуляр-мікрометр являє собою окуляр з вмонтованою в нього мікрометричною шкалою. На предметний столик мікроскопа поміщаємо препарат і за допомогою макро- та мікрогвинтів отримуємо чітке зображення мікропрепарату в полі зору мікроскопа. Для того щоб виміряти розмір мікроскопічного об’єкта, потрібно підвести його лівий край під одну з перших поділок мікрометричної шкали. Далі необхідно підрахувати кількість поділок мікрометричної шкали, які знаходяться між лівим та правим краями цього об’єкта. Після цього потрібно визначити ціну однієї поділки мікрометричної шкали. Для цього слід застосувати об’єкт-мікрометр. Об’єкт-мікрометр демонструє  собою предметне скельце з нанесеними на нього геометричними фігурами (кругами, прямокутниками, трикутниками), розміри яких нам відомі. Поміщаємо об’єкт-мікрометр замість препарата на предметний столик мікроскопа, знаходимо в полі зору мікроскопа одну з фігурок (бажано вибрати фігурку, яка за формою і розмірами найбільше нагадує об’єкт дослідження). При цьому режим збільшення мікроскопа повинен бути таким самим, яким він був при вимірюванні дослідного препарата (тобто, окуляр та об’єктив змінювати не можна). Способом, описаним вище, визначаємо кількість поділок мікрометричної шкали, що знаходяться між лівим та правим краями фігурки. Оскільки розмір даної фігурки в мікрометрах нам відомий (він зазначений у формулярі, що додається до об’єкт-мікрометра), то ціну однієї поділки мікрометричної шкали можна визначити шляхом ділення розміру фігурки на кількість поділок мікрометричної шкали, що потрапили в її профіль. Тепер, щоб отримати розмір нашого мікроскопічного об’єкта в мікрометрах, потрібно помножити кількість поділок мікрометричної шкали, що потрапили в його профіль, на ціну однієї поділки даної шкали [60].
Аналізували середні лінійні розміри (максимальний та мінімальний діаметр в у.о., середній діаметр клітини в у.о. з подальшим перерахунком у мкм) нетрофілів в мазку крові людини до і після ГВ. Аналізували розміри не менше 50 нейтрофілів у кожному зразку крові з наступним визначенням середього значення в дослідному зразку.  
2.2.6 Статистична обробка результатів
Статистичну обробку результатів проводено за допомогою програми Microsoft Excel 2007. Порівняння даних здійснено з використанням обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення. Вірогідність відмінностей між середніми величинами оцінювали за критерієм Ст’юдента, статистично значимими вважали відмінності при р < 0,05. Результати дослідження в таблицях представлено у вигляді Мх±m [61].
Важливим статистичним параметром є середня арифметична величина. Вона, в першу чергу, відображає найбільш типові значення ознаки. В загальному виді, середнє арифметичне значення є величина, навколо якої концентруються усі інші варіанти сукупності. Середня арифметична величина представляє собою відношення суми значень варіантів до числа варіант у виборці. Математично це можна виразити слідуючою формулою [62]:
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(2.8)
де Мх – середнє арифметичне ознаки (від англ. mean – середнє),
n – число варіантів у виборці,
∑ – сумування значень варіантів (х).
Для оцінки мінливості ознаки найбільш широко використовується середнє квадратичне або стандартне відхилення, яке представляє собою наступне співвідношення та обчислюється за формулою: 
[image: image4.png]



                                                                                                                 (2.9)
З цієї формули видно, що при вирахуванні стандартного відхилення враховується різниця між окремим варіантом та середньою величиною (х – Мх). при цьому кожне відхилення зводиться в квадрат. Для перевірки правильності розрахунків сумують усі різниці, сума повинна бути рівна нулю ∑(х – Мх) = 0.
Для вирахування статистичної помилки використовують наступну формулу [61]: 
[image: image5.png]


(2.10)
m – помилка середньої величини.
В багатьох дослідженнях доводиться порівнювати різні вибірки між собою і тоді закономірно постає питання, - достовірні відмінності між вибірками чи вони обумовлені лише деякими випадковими причинами.
Питання про достовірність відмінностей двох вибірок, які порівнюються, зазвичай вирішується за допомогою критерію достовірності відмінностей (t-критерій), визначається за формулою [62]:
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 (2.11)
Прямі дужки показують, що результат вирахувань береться за модулем, тобто без урахування знака.
Після вирахування фактичної (емпіричної) величини t звертаються до таблиці стандартних значень tst.
Число ступенів свободи в даному випадку дорівнює n1 + n2 – 2.
Гіпотезу про відсутність відмінностей між вибірковими середніми відхиляють, якщо фактично встановлена величина t перевищуватиме або буде дорівнювати критичному (табличному) значенню tst цієї величини для прийнятого рівня вірогідності [61, 62]. 
3 Експериментальна частина
3.1 Кількість лейкоцитів та лейкоцитарна формула периферичної крові добровольців до та після гірудовпливу
Результати дослідження загальної кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули венозної крові 12 добровольців (середній вік 51,1±3,24 років) представлено у таблиці 3.1, з якої видно, що середня кількість лейкоцитів до гірудотерапевтичного впливу складала 5,84±0,485 Г/л, що є нормою при варіаціях від 4,0 – 9,0 Г/л, та свідчить про відсутність гострих запальних захворювань на час обстеження. 
Показники лейкоцитарної формули також знаходились у межах норми: еозинофіли 2,2±0,38%, паличкоядерні нейтрофіли 6,4±0,86%, сегментоядерні нейтрофіли 57,9±1,96%, моноцити 3,6±0,49%, лімфоцити 29,8±2,46%. 
Після ГВ не було виявлено значного збільшення загальної кількості лейкоцитів 5,94±0,522 Г/л (р>0,05), натомість виявлена тенденція до збільшення еозинофілів до 2,7±0,42% (р>0,05), паличкоядерних нейтрофілів до 8,7±0,85% (р>0,05), моноцитів до 5,6±0,52% (р<0,05), та тенденція до зниження сегментоядерних нейтрофілів 55,9±1,26% (р>0,05) та лімфоцитів 27,0±1,06% (р>0,05), що свідчить про індивідуальні особливості реагування організму на ГВ. 
Виявлений перерозподіл вмісту лейкоцитів в лейкоцитарній формулі крові добровольців при ГВ, імовірно, пов’язаний з їх реагуванням на БАР МП, як прояв місцевого протизапального ефекту. Так, відомо, що МП виділяє близько 100 БАР, серед яких антистазин, егліни, гуамерин, гірудин, бделліни, інгібітори карбоксипептидази та інші сполуки, які позитивно впливають на організм людини при різних патологічних процесах. БАР МП мають широкий спектр біологічних ефектів, зокрема антикоагулянтний, протизапальний, знеболюючий, протимікробний та інші [63].
Таблиця 3.1 – Кількість лейкоцитів та лейкоцитарна формула периферичної крові добровольців до та після гірудовпливу (Мх±m)
	Показники, од. вимірювання
	Референтні значення [51]
	До гірудовпливу, 
n=12
	Після гірудовпливу, 
n=12
	р 
(за критерієм Стьюдента)

	Кількість лейкоцитів, Г/л
	4,0 – 9,0 
	5,84±0,485
	5,94±0,522
	р>0,05

	Еозинофіли, %
	0 – 5
	2,2±0,38
	2,7±0,42
	р>0,05

	Нейтрофіли паличкоядерні, %
	1 – 8
	6,4±0,86
	8,7±0,85
	р>0,05

	Нейтрофіли сегментоядерні, %
	40 – 68
	57,9±1,96
	55,9±1,26
	р>0,05

	Моноцити, %
	3 – 11
	3,6±0,49
	5,6±0,52
	р<0,05

	Лімфоцити, %
	19 – 37
	29,8±2,46
	27,0±1,06
	р>0,05

	Лімфоцити, Г/л
	1,0 – 2,0 
	1,74±0,210
	1,60±0,152
	р>0,05




3.2 Лейкоцитарні індекси у добровольців до та після гірудовпливу
Лейкоцитарні індекси різноманітні та відображають різні сторони реакції-відповіді організму на різні патологічні процеси: алергічні, аутоімунні, інфекційні, запальні та незапальні. Вони опосередковано дозволяють формувати висновки про переважання відповіді з про- чи протизапальними цитокінами, а також можуть дати додаткову інформацію про наявність «прихованої» інтоксикації за відсутності клінічно значимих змін в загальному аналізі крові [54]. 
Дані деяких лейкоцитарних індексів представлені у таблиці 3.2. З неї видно, що до ГВ індекс співвідношення лімфоцитів і моноцитів (ІСЛМ) становив 10,37±1,664 у.о. при нормі 5,34±0,590 у.о. Цей індекс відображає взаємовідношення афекторної та ефекторної ланок імунологічного процесу. 
Індекс співвідношення нейрофілів і лімфоцитів (ІСНЛ) до ГВ становив 2,39±0,270 при нормі 1,96±0,560, є маркером реактивності організму при запальному процесі. 
Індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (ІСЛЕ) 24,67±7,923 у.о. при нормі 8,73±1,260 у.о., відображає співвідношення процесів гіперчутливості негайного та сповільненого типу. 
Індекс співвідношеня еозинофілів і лімфоцитів (ІСЕЛ) до ГВ становив 0,08±0,015 у.о. при нормі 0,10±0,010 у.о.. Як видно більшість показників є значно вищими за референтні значення, так як ці лейкоцитарні індекси є маркерами реактивності організму при запальних процесах. 
Після ГВ ми бачимо що лейкоцитарні індекси значно знизилися, а саме:  ІСЛМ до 5,37±0,565 у.о., ІСЛЕ до 14,08±2,738 у.о. (р<0,05).

Незначною мірою змінився ІСНЛ, який становив 2,45±0,146 у.о. та ІСЕЛ, який становив 0,11±0,018 у.о. (р>0,05).
Таблиця 3.2 – Лейкоцитарні індекси у добровольців до та після гірудовпливу (Мх±m)
	Показники 
	Референтні значення 
[54, 55, 56]
	До гірудовпливу, n=12
	Після гірудовпливу, n=12
	р 
(за критерієм Стьюдента)

	Індекс співвідношення лімфоцитів і моноцитів (ІСЛМ)
	5,34±0,590
	10,37±1,664
	5,37±0,565
	р<0,05

	Індекс співвідношення  нейтрофілів і лімфоцитів (ІСНЛ)
	1,96±0,560
	2,39±0,270
	2,45±0,146
	р>0,05

	Індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (ІСЛЕ)
	8,73±1,260
	24,67±7,923
	14,08±2,738
	р<0,05 

	Індекс співвідношення еозинофілів та лімфоцитів (ІСЕЛ)
	0,10±0,010
	0,08±0,015
	0,11±0,018
	р>0,05  




3.3 Фагоцитарна активність нейтрофілів крові до та після гірудовпливу
Високу інформативність при різноманітних запальних процесах має оцінка імунного статусу, активності імунокомпетентних клітин, що здійснюють основні захисні реакції. Особливу увагу привертає неспецифічна резистентність організму, яка першою реагує на вторгнення в організм антигенів. Найбільш доцільно починати вивчення механізмів захисту з фагоцитозу, як найбільш ранньої, термінової і ефективної неспецифічної реакції організму, яка заклечається у розпізнаванні, активному поглинанні, інактивації, руйнуванні мікроорганізмів, пошкодження клітин та інородних частинок специфічними клітинами – фагоцитами [63]. 
Метою вивчення фагоцитарного процесу є аналіз функціональних властивостей фагоцитів, їх можливість виконувати всі стадії фагоцитозу.  Перш за все він виконується нейтрофілами. Нейтрофіли, що володіють потужним цитотоксичним потенціалом, виключною реактивністю і високою мобілізаційною готовністю є найпершими елементами ефекторних механізмів імунного гомеостазу. 
Дані дослідження фагоцитарної активності нейтрофілів у добровольців при гірудовпливі представлено у таблиці 3.3. 
Поглинальну здатність нейтрофілів досліджували у тесті з дріжджами (Saccharomyces cerevisiae). При дослідженні крові було виявлено середнє значення фагоцитарного показника (ФП), яке становило 51,0±2,31%, фагоцитарне число (ФЧ) 3,11±0,142 у.о., фагоцитарна ємність крові (ФЄК) 11,93±1,459 Г/л, кількість активних фагоцитів (КАФ) 1,92±0,184 Г/л. 
Можна побачити, що всі показники є дещо зниженими в порівнянні з референтними значеннями. Це може свідчити про  знижену імунну відповідь на запальний процес.  
Таблиця 3.3 – Дослідження фагоцитарної активності нейтрофілів крові до та після гірудовпливу (Мх±m)
	Показники, од. вимірювання
	Референтні значення 
[58, 59]
	До гірудовпливу, n=12
	Після гірудовпливу, n=12
	р 
(за критерієм Стьюдента)

	Фагоцитарний показник (ФП), %
	65 – 95
	51,0±2,31
	61,9±2,22
	p < 0,05 

	Фагоцитарне число (ФЧ),  у.о.
	5 – 10 
	3,11±0,142
	3,80±0,192
	p < 0,05 

	Фагоцитарна ємність крові (ФЄК), Г/л
	12,5 – 25,0
	11,93±1,459
	14,67±1,645
	р <  0,05

	Кількість активних фагоцитів (КАФ), Г/л
	1,6 – 5,0
	1,92±0,184
	2,35±0,191
	р > 0,05  


Після ГВ були отримані наступні показники: 
- значення фагоцитарного показника (ФП) збільшилося на 21,4% порівняно з даними до ГВ і становило 61,9±2,22% (p < 0,05);
- фагоцитарне число (ФЧ) зросло на 22,2% і становило 3,80±0,192 у.о. (p < 0,05);
- фагоцитарна ємність крові (ФЄК) зросла на 23% порівняно з даними до ГВ і становила 14,67±1,645 Г/л (p < 0,05);
- кількість активних фагоцитів (КАФ) збільшилася статистично не значимо і становила 2,35±0,191 Г/л (р > 0,05). 
Як відомо, фагоцитоз належить до вроджених, консервативних імунних процесів. Це одна із найперших реакцій організму у відповідь на проникнення патогенів із навколишнього середовища, яка здійснюється нейтрофілами [64]. 
В уражених тканинах нейтрофіли проявляють набір антимікробних функцій, включаючи дегрануляцію, продукцію активних форм кисню, фагоцитоз та утворення позаклітинних пасток. В останнє десятиліття показано, що нейтрофіли виконують не тільки ефекторні функції у вродженій імунній відповіді, а й здатні модулювати адаптивну імунну відповідь через пряму взаємодію з цитокінами або продукуючи цитокіни, впливаючи на дендритні клітини і лімфоцити, беруть участь у підтримці гомеостазу [65]. 

Таким чином, фагоцитарні показники нейтрофілів при ГВ змінюють своє значення відповідно до процесів, які відбуваються в організмі. Можна побачити що деякі показники досягли рівня референтних значень, що вказує на позитивний вплив секрету МП на фагоцитарну активність нейтрофілів. 
3.4 Морфометричні показники нейтрофілів крові у добровольців при гірудовпливі
Результати дослідження морфометричних показників нейтрофілів у добровольців при гірудовпливі представлено в таблиці 3.4. 
При досліджені було встановлено, що до ГВ абсолютна кількість нейтрофілів становила 3,74±0,309 Г/л, діаметр нейтрофілів – 12,43±0,291 мкм. 
Після ГВ абсолютна кількість нейтрофілів практично не змінилася і становила 3,83±0,339 Г/л, виявлена тенденція до збільшення лінійних розмірів нейтрофілів, їх діаметр становив 12,86±0,248 мкм (р>0,05). 
Відомо, що в умовах запального процесу спостерігається активація нейтрофільних гранулоцитів. Їх стан є одним з найважливіших показників неспецифічного захисту організму. 
Таблиця 3.4 – Дослідження морфометричних показників нейтрофілів крові добровольців при гірудовпливі (Мх±m)
	Показники 
	Референтні значення [49, 53]
	До гірудовпливу, n=12
	Після гірудовпливу, n=12
	р 
(за критерієм Стьюдента)

	Кількість нейтрофілів,
 Г/л
	3,0 – 5,6 
	3,74±0,309
	3,83±0,339
	р>0,05

	Середній діаметр нейтрофілів, 
мкм
	10 – 12 
	12,43±0,291
	12,86±0,248
	р>0,05


Проявом високої реактивності нейтрофілів є їхні морфологічні показники: загальний вигляд, розмір клітин, кількість сегментів, кількість і характеристика гранул. Використання цих ознак дає можливість встановити ступінь тяжкості захворювання. Для нейтрофілів при запаленні характерні такі зміни як зменшення або збільшення розмірів ядра і клітини, збільшення висоти, гранульованість цитоплазми [66]. 
Зменшення розмірів нейтрофілів при запаленні пояснюється тим, що нейтрофіли великих розмірів першими направляються до осередків запалення, а у крові залишаються клітини менших розмірів. Зменшення розмірів клітин, імовірно, є проявом функціональної неповноцінності нейтрофілів. Тобто, це є свідченням про зниження функціональної активності фагоцитарної системи. При швидкому поділі попередників зрілих нейтрофілів у клітинах не встигають збільшуватись ядра та цитоплазма [67]. 
Отже, виявлена нами тенденція до збільшення лінійних розмірів нейтрофілів у мазку крові при ГВ (таблиця 3.4) може свідчити про більшу ступінь активації нейтрофільної ланки. Відомо, що розміри клітин можна характеризувати як компенсаторну реакцію на патологічний процес [68]. 
Також важливими є кількісні показники нейтрофілів. Однією з головних їх функцій є фагоцитоз. Чим більша кількість нейтрофілів, тим більша фагоцитарна активність. 
Тому збільшення деяких показників свідчить про позитивний вплив ГВ, так як збільшення розмірів, а також кількості нейтрофілів вказує на активний процес імунної відповіді. 
На основі попередніх досліджень також можна побачити, що морфологічні зміни позитивно вплинули і на показники фагоцитозу. 
4 ОХОРОНА ПРАЦІ 
Проводячи різноманітні лабораторні дослідження для виконання кваліфікаційної роботи з теми «Морфофункціональні показники нейтрофілів людини при гірудовпливі» я мала справу з реактивами, біологічними рідинами, лабораторним посудом, електроприладами. Необережне поводження з ними та їх неправильне використання може призвести до небезпечних ситуацій та тілесних ушкоджень, або надзвичайних ситуацій. 
Тому, завдяки курсам «Безпека життєдіяльності» та «Техніка біологічного експерименту» я змогла використати отримані знання на практиці, що дозволило звести до мінімуму ризики під час роботи. 
Техніка безпеки (ТБ) є частиною охорони праці. ТБ – це система технічних умов, засобів, вимог, правил та способів роботи, що гарантують на робочому місці безпечні й сприятливі умови праці. Безпека проведення у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТУ 12.0.230:2008 та інших діючих нормативних актів [69].
Правила роботи в лабораторії.
Вимоги безпеки перед початком роботи в лабораторії:
1) отримати завдання від керівника робіт;
2) перевірити стан та одягти спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту;
3) включити припливно-витяжну вентиляцію за 10 - 15 хв. до початку роботи;
4) перевірити справність приладів, обладнання; наявність необхідних реактивів;
5) при необхідності включити вентиляцію у витяжній шафі;
6) перед проведенням робіт із застосуванням вакууму випробувати установку на герметичність;
7) при виявленні несправностей обладнання та засобів захисту, сповістити керівника робіт та не приступати до роботи до усунення виявлених несправностей.
Вимоги безпеки під час роботи в лабораторії:
1) Працювати в лабораторії дозволяється тільки після попередньої підготовки, освоїти теоретичний матеріал.
2) Займати постійне робоче місце,утримувати його в чистоті і порядку. Працювати дозволяється тільки  в лабораторному одязі.
3) Реактиви мають розміщуватись на полицях столів, концентровані кислоти і леткі речовини – у витяжних шафах.
4) Сухі реактиви потрібно брати лише сухим шпателем. Не плутати кришки реактивів.
5) Без дозволу керівника не проводити неяких дослідів.
6) Під час нагрівання під нагрівальний прилад на дерев’яному столі слід підкласти товстий шар азбесту.
7) Під час роботи з газом не допускати проскакування полум’я біля пальника.
8) Досліди з  отруйними речовинами проводити лише у витяжній шафі.
9) Робота з легкозаймистими речовинами на достатній відстані від вогню.
10) При нагріванні розчину в пробірці її тримають так щоб отвір був спрямований убік.
11) Їдкими лугами і концентрованими кислотами слід користуватись дуже обережно.
12) Кислоти ллють у воду, не навпаки.
13) Залишки кислот і лугів зливають лише у спеціальні ємності.
14) При опіках кислото місце ураження промивають спочатку водою, а потім розчином соди.
15) При опіках лугами  місце ураження промивають спочатку водою, а потім 3%  розчином оцтової кислоти.
16) При потраплянні до очей промити водою, і якщо потрапила кислота закрапати 1% розчин соди, якщо луг – розчин борної кислоти, і знову промити водою.
17) Щоб уникнути отруєнь потрібно знати токсичні властивості речовин з якими ви працюєте [70].
18) При пожежі використовують вогнегасник, пісок, ковдру.
19) Не можна бігати в палаючому одязі, потрібно накрити це місце.
20) Під час роботи ведеться робочий журнал, у якому описуються всі спостереження і робляться висновки.
Вимоги безпеки після закінчення роботи:
1) вимкнути обладнання, електроприлади, закрити  воду, вимкнути електроенергію;
2) хімікати, реактиви та інші речовини і матеріали покласти у відведене для них місце;
3) прибрати робоче місце;
4) спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту покласти у    відведене для них місце;
5) помити руки, лице теплою водою з милом; 

6) доповісти керівнику робіт про всі недоліки, які мали місце під час роботи.
У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря усе повинно відповідати вимогам ДСТУ 2293:2014 [69, 71]. Повітря робочої зони повинно відповідати ДБН 132.5-67:2013 [72].
Необхідно забезпечувати для повітря постійний його рух, шляхом відкриття вікон, при  використання отруйних та їдких речовин, приточно витяжної вентиляції, що повинна відповідати Снип 2.04.05-99 і ДНАОП 0.03-3.15-89. Важливе значення має створення нормальної освітленості робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам ДБН 13.25-28:2018 [73].
Лабораторний посуд. Більшість посуду для хімічних дослідів зроблено зі скла, решта – із порцеляни або пластмаси. Працюючи зі скляним посудом, слід пам’ятати, що він легко розбивається і може тріскати під час нагрівання. Порцеляновий посуд призначений для нагрівання, розтирання твердих речовин; він термостійкіший і міцніший за скляний.
У хімічній лабораторії всі речовини та їхні розчини містяться в щільно закритих балках і пляшках. Їх відкривають тільки для того, щоб узяти необхідну порцію речовини або розчину, а потім закривають. Кришки і пробки кладуть на стіл зовнішньою поверхнею.
Відбір твердої речовини із банки здійснюють ложечкою або шпателем. Певний об’єм рідини відбирають піпеткою або за допомогою мірного циліндра. Досліди  зазвичай виконують у пробірках. Їх зроблено із тонкого скла, тому працювати з ними треба обережно. У пробірку поміщають стільки твердої речовини, щоб вона вкрила дно (0,5-1 г або не більше 1/4 чайної ложки). Рідини наливають 1-2 мл (у пробірці це шар в 1-2 см).
Мити скляний посуд, який щойно нагрівали, не можна, тому що гаряче скло тріскає при потраплянні на нього води.
Воду в пробірку краще наливати за допомогою промивалки – пластмасової посудини з водою. Для цього трубку промивалки спрямовують у пробірку і, не торкаючись трубкою внутрішніх стінок пробірки, стискають рукою пластмасову посудину.
Для подрібнення часточок твердої речовини використовують порцелянову ступку з товкачиком [74].
При роботі з кров’ю вона може потрапити на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно наказу № 955 МОЗ України від 05.11.2013 розроблена перша допомога при цих випадках.
Перша допомога передбачає обробку місця контакту:
а) при пораненні голкою або іншим гострим інструментом, забрудненим кров’ю чи біологічними матеріалами людини: місце контакту промивається водою з милом;
поранена поверхня тримається під струменем проточної води кілька хвилин або поки кровотеча не припиниться. 
За умови відсутності проточної води ушкоджене місце обробляється дезінфікувальним гелем або розчином для миття рук.
При цьому не допускається стискання або тертя пошкодженого місця, видавлювання або відсмоктування крові з рани, використання розчину етилового спирту, йоду, перекису водню.
При потраплянні крові або інших потенційно небезпечних біологічних рідин на непошкоджену шкіру місце контакту промивається водою з милом;.
При укусі з порушенням цілісності шкіри: рана промивається водою, видаляються некротизовані тканини та проводиться обробка рани дезінфікувальним засобом (20% водний розчин хлоргексидину біглюконат, 3% перекис водню); призначається антибактеріальна терапія.
При потраплянні крові або інших потенційно небезпечних біологічних рідин в очі: око промивається водою або фізіологічним розчином.
При цьому не допускається: промивання очей милом або дезінфікувальним розчином; знімання контактних лінз під час промивання очей. Після промивання очей контактні лінзи знімаються та обробляються, після чого вони вважаються безпечними для подальшого використання.
При потраплянні крові або інших потенційно небезпечних біологічних рідин на слизову оболонку ротової порожнини: рідина, що потрапила до ротової порожнини, випльовується, ротова порожнина декілька разів промивається водою або фізіологічним розчином;
для промивання ротової порожнини не допускається використання мила чи дезінфікувальних розчинів [75].
Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. Із-за скорочення м’язів людина не може самостійно звільнитися. Електротравми можуть призвести до зупинки серця, дихання, ураження головного мозку. Заходи першої допомоги залежать від стану потерпілого після визволення його від електричного струму. Якщо потерпілий знаходиться при свідомості, його треба покласти у зручне положення і до прибуття лікаря забезпечити спокій, обов’язково спостерігаючи задиханням і пульсом. Не можна дозволяти потерпілому рухатись, продовжувати роботу. Якщо лікаря швидко викликати не можна, необхідно терміново доставити потерпілого у медичний пункт. Якщо потерпілий знаходиться у непритомному стані, його необхідно покласти, розстебнути одяг, забезпечити приплив свіжого повітря, дати понюхати нашатирний спирт, бризнути на нього водою і забезпечити спокій. У той же час потрібно викликати лікаря. Якщо потерпілий дихає погано, рідко і судомно, йому необхідно робити штучне дихання і непрямий масаж серця [76].
Відповідно до правил пожежної безпеки у лабораторіях забороняється: 
а) влаштовувати тимчасові електромережі, прокладати кабелі та електропроводи безпосередньо по горючій основі; 
б) захаращувати евакуаційні шляхи та підступи до засобів пожежогасіння;
в) зберігати в лабораторії легкозаймисті  речовини в кількостях, вище добової норми зберігання;
г) у разі аварії забороняється виливати горючі та легкозаймисті речовини  в каналізацію;
д) користуватись витяжними шафами з розбитим склом або несправною вентиляцією, а також шафами, в яких є речовини, матеріали та устаткування, які не потрібні для конкретного досліду; 
ж) установлення й перестановка витяжних шаф не можуть проводитися без дозволу адміністрації. Не допускається, щоб витяжна шафа встановлювалася безпосередньо біля дверей; 
з) застосовувати вогонь для виявлення витікання газу з газопроводів і приладів, а також користуватись несправними газовими пальниками та приладами, курити [77].
Правила безпеки під час роботи з комп’ютером.  Перед початком роботи з комп’ютером небхідно переконатися в належному технічному стані обладнання, електропроводки. Якщо були  виявлені несправності, до роботи не приступати.  Перевірити га робочому місці освітлення, за необхідності, вжити заходів що до його нормалізації. Перевірити наявність та надійність захисного заземлення устаткування. Перевірити стан електричного шнура і вилки, справність вимикачів та інших органів управління персональним комп’ютером та оргтехніки. Ретельно провітрити приміщення з персональним комп’ютером та оргтехнікою, переконатися, що мікроклімат у приміщенні знаходиться в допустимих межах: температура повітря в холодний період року 22-24°С, в теплий період року - 23-25°С, відносна вологість повітря — 40-60% 78
Таким чином, дотримання правил техніки безпеки дозволило мені уникнути нещасних випадків при виконанні лабораторних досліджень. 
ВИСНОВКИ
1. Після гірудовпливу виявлено перерозподіл вмісту лейкоцитів у лейкоцитарній формулі крові: збільшення відносного вмісту моноцитів від 3,6±0,49% до 5,6±0,52% (р < 0,05), паличкоядерних нейтрофілів від 6,4±0,86% до 8,7±0,85% (р > 0,05) та еозинофілів від 2,2±0,38% до 2,7±0,42% (р > 0,05), зниження вмісту сегментоядерних нейтрофілів від 57,9±1,96% до 55,9±1,26% (р > 0,05) та лімфоцитів від 29,8±2,46% до 27,0±1,06% (р > 0,05).
2. У добровольців після гірудовпливу виявлена нормалізація лейкоцитарних індексів: зниження індексу співвідношення лімфоцитів та моноцитів (відображає співвідношення афекторної та ефекторної ланок імунологічного процесу) від 10,37±1,664 у.о. до 5,37±0,565 у.о. (р < 0,05) та індексу співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (маркер співвідношення процесів гіперчутливості негайного та сповільненого типу) від 24,67±7,923 у.о. до 14,08±2,738 у.о. (р < 0,05), що,  імовірно, пов’язано з реагуванням лейкоцитів на БАР слини МП, як прояв протизапального ефекту. 
3. Попередньо знижені показники фагоцитарної активності нейтрофілів, після гірудовпливу досягли рівня референтних значень, що вказує на активацію вродженого імунітету під дією БАР МП: фагоцитарний показник підвищився від 51,0±2,31% до 61,9±2,22% (р < 0,05), фагоцитарне число зросло від 3,11±0,142 у.о. до 3,80±0,192 у.о. (р < 0,05), фагоцитарна ємність крові – від 11,93±1,459 Г/л до 14,67±1,645 Г/л (р < 0,05), кількість активних фагоцитів – від 1,92±0,184 Г/л до 2,35±0,191 Г/л (р > 0,05).
4. Виявлена тенденція до збільшення лінійних розмірів циркулюючих нейтрофілів від 12,43±0,291 мкм до 12,86±0,248 мкм (р > 0,05) у мазку крові при гірудовпливі може свідчити про більшу ступінь активації нейтрофільної ланки.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
1. Результати дослідження можуть бути впроваджені при викладанні окремих тем навчальних дисциплін за спеціальністю 091 Біологія в межах освітніх програм «Біологія» та «Фізіологія, імунологія і біохімія»: 
- «Техніка біологічного експерименту»;
- «Імунологія»;
- «Великий практикум з імунології»;
- «Імунологічні методи лабораторної діагностики».




2. Отримані результати можуть бути використані при оцінці лікувального ефекту гірудовпливу у людини. 
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