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Робота викладена на 70 сторінках друкованого тексту, містить 8 таблиць. Перелік посилань включає 49 джерел, в тому числі 9 іноземною мовою.
Об’єктом дослідження була венозна кров добровольців із хронічною серцево-судинною патологією середнього віку під впливом секрету слинних залоз медичної п’явки. 
Метою роботи було дослідити вплив секрету слинних залоз Hirudo verbаna на лейкоцитарні показники крові людини із хронічною патологією серцево-судинної системи. Методи дослідження – визначення кількості лейкоцитів, лейкоцитарної формули, лейкоцитарних індексів, фагоцитарного показника та фагоцитарного числа.
В результаті дослідження встановлено, що біологічно активні речовини (БАР) секрету слинних залоз медичної п’явки виду Hirudo verbаna сприяють змінам лейкоцитарної формули крові, а саме зниженню лейкоцитів (р>0,05) та еозинофілів та підвищенню моноцитів (р≤0,05). Під дією БАР медичної п’явки відбувалася нормалізація значень лейкоцитарних індексів, таких як індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів.
Новизна роботи полягає в тому, що доповнено дані щодо впливу БАР медичної п’явки при проведенні курсу гірудотерапії на лейкоцитарні показники крові людини, зокрема лейкоцитарні індекси та фагоцитарну активність нейтрофілів.
Практичне значення роботи – отримані результати дослідження, а саме показники лейкоцитарних індексів, можна використовувати для прогнозування ефективності гірудотерапії. 
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ABSTRACT


The work is presented on 70 pages of printed text and contains 8 tables. The list of links includes 49 sources, including 9 in a foreign language.
The object of the study was venous blood of volunteers with chronic cardiovascular pathology of middle-age under the influence of salivary gland secretions of a medicinal leech. 
The aim of research the study was to study the effect of Hirudo verbana salivary gland secretions on the leukocyte parameters of a person with chronic cardiovascular system pathology. Methods of research are the determination of the number of white blood cells, leukocyte formula, leukocyte indices, phagocytic index and phagocytic number.
As a result of the study, it was found that biologically active substances (BAS) of salivary gland secretions of the medicinal leech of the Hirudo verbana species contribute to changes in the leukocyte formula of the blood, namely, a decrease in white blood cells (p>0.05) and eosinophils and an increase in monocytes (p≤0.05). Under the action of a medicinal leech, the values of leukocyte indices, such as the index of the ratio of lymphocytes and eosinophils, were normalized.
The novelty of the work lies in the fact that the data on the effect of BAS of a medicinal leech during a course of hirudotherapy on human leukocyte parameters, in particular leukocyte indices and phagocytic activity of neutrophils, have been supplemented.
The practical value of the work is the results of the study, namely the indicators of leukocyte indices, can be used to predict the effectiveness of hirudotherapy. 
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На сучасному науковому етапі гірудотерапії (ГТ) належить одне з провідних місць серед методів традиційної медицини. Даний успіх обумовлений широким спектром терапевтичної дії комплексу біологічно активних речовин (БАР) медичної п'явки (МП) на фізіологічні та морфогенетичні стани систем організму: гемостаз, судинний тонус, нервову та ендокринну системи, регенераційні процеси та ін. 
Численні досліди вчених, в яких доведено позитивний вплив БАР МП на серцево-судинну, репродуктивну та імунну системи людини [1-3]. Це дозволяє розглядати МП як ідеальний інструмент для вирішення широкого кола екологічних, імунологічних проблем хворої людини та тварини, тому зараз дуже успішно використовують МП у медицині. За даними ВООЗ серцево-судинні хвороби є основною причиною смерті в усьому світі-щорічно від хвороб серцево-судинної системи помирає більше людей, ніж від будь-якої іншої хвороби. Більшість серцево-судинних захворювань можна запобігти шляхом вжиття заходів щодо таких факторів ризику, як вживання тютюну, нездорове харчування і ожиріння, відсутність фізичної активності і шкідливе вживання алкоголю, за допомогою стратегій, що охоплюють все населення[4].
Наразі значна частина населення планети страждає на серцево-судинну патологію, яка призводить до значного рівня смертності та сприяє ранній інвалідизації хворих. Тому важливим є пошук терапевтичних впливів для покращення стану таких хворих. 
Лейкоцити відносяться до найважливіших клітин крові, які відповідають за захисні функції людського організму від патогенних бактерій, за допомогою фагоцитозу, знищуючи чужорідні частинки. Стежачи за показниками цих клітин в крові, можна знайти запальний процес.
Лейкоцитарна формула показує кількість лейкоцитів в крові. Лейкограма може бути як один із методів діагностики, оскільки кількість білих клітин при різних недугах може бути однаковою. Тому завжди необхідні додаткові дослідження. Коли починається аналіз лейкоцитарної формули, то треба враховувати загальну кількість лейкоцитів.
Так, відомо про сприятливі кількісні зміни в лейкоцитарній формулі крові під впливом БАР МП [1], тому відповідні зміни можна виявити і в лейкоцитарних індексах, які розраховують на основі показників лейкоцитарної формули. На основі останніх можна судити про ефективність гірудотерапевтичного впливу в конкретної людини.
Метою роботи було дослідити лейкоцитарні показники крові у людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи при гірудовпливі.
Поставлена мета реалізовувалась через вирішення наступних завдань:
1) проаналізувати загальну кількість лейкоцитів у периферичній венозній крові людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи під дією БАР секрету слинних залоз медичної п’явки;
2) вивчити особливості лейкоцитарної формули венозної крові людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи під дією БАР секрету слинних залоз медичної п’явки; 
3) проаналізувати інформативність лейкоцитарних індексів при гірудовпливі у людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи;
4) дослідити фагоцитарну активність нейтрофілів при гірудовпливі у людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи.
Об’єктом дослідження була венозна кров добровольців із хронічною серцево-судинною патологією середнього віку під впливом секрету слинних залоз медичної п’явки. 
Предмет дослідження – лейкоцитарні показники венозної крові добровольців із хронічною серцево-судинною патологією середнього віку під впливом секрету слинних залоз медичної п’явки.
Новизна роботи полягає в тому, що доповнено дані щодо впливу БАР медичної п’явки на лейкоцитарні показники крові людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи, зокрема лейкоцитарні індекси та фагоцитарну активність нейтрофілів ФАН.
Практичне значення роботи – отримані результати дослідження, а саме показники лейкоцитарних індексів, можна використовувати для прогнозування ефективності гірудовпливу. Результати експериментальних досліджень можуть бути впроваджені в навчальний процес при підготовці здобувачів вищої освіти за спеціальністю 091 Біологія.
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Лікування п’явками існує стільки ж, скільки і людство. Ще наші давні предки помітили, що укуси п’явок можуть бути корисні. Відкриття цих цілющих якостей відбувалося практично одночасно в Стародавній Індії, Єгипті, Ірані, Китаї. Застосовували цей метод греки і римляни, від останніх лікування п’явками отримало свою сучасну назву ГТ, адже «hirudina» в перекладі з латинської означає «п’явка» [1].
Перше свідчення про розвиток ГТ в Стародавньому світі було знайдено в Єгипті. Під час розкопок в усипальниці фараона, археологами був виявлений ​​розпис незвичайний за своїм змістом. На ньому був зображений лікар, який ставить п’явку на тім’яну частину голови покійного володаря. 
Описи, як лікувати людей за допомогою п’явок зустрічаються в індійських, єврейських, перських текстах. Про лікування «живий голкою» писали Гіппократ, Гален і Пліній старший. Останній склав докладний опис кровосисних п’явок і їх цілющих властивостей. Особливу увагу він звернув на позитивний вплив п’явок при гарячкових станах. У Стародавній Греції цей метод широко застосовував лікар Никандр з Колофона. Але першість можуть оскаржувати багато лікарів, відомі цілителі і різні культури [1-3]. 
Як бачимо, ГТ охоплювала різні галузі медицини, була улюблена і шанована царями і простими людьми, але тут втрутилася Всесвітня історія. З настанням раннього середньовіччя, який отримав назву «темних віків», знання, накопичені лікарями і цілителями давнини, були частиною забуті, частиною поставлені під сумнів. Тим більше що Свята Церква заборонила використання п’явок в лікувальних цілях. Тому гірудотерапія збереглася лише в середовищі сільських знахарів. Багато області знань прийшли в занепад. Є підстави вважати, що навіть в цю пору до ГТ вдавалися, але розвиватися ця галузь знань не могла [5].
Але епоха Відродження, відродивши багато загублені знання, не забула і про лікування п’явками. Сміливо можна сказати, що ГТ увійшла в моду. Її застосовували при хворобах серця, задишки, запаморочення, безплідді і навіть від ожиріння. Про це написано в старовинних рукописах, знайдених при розкопках бібліотек того часу. Сеанси лікування п’явками в епоху Відродження стали настільки звичні, що їх увічнювали художники на своїх полотнах. 
Гірудотерапія так добре зарекомендували себе, що лікарі займалися постійним пошуком нових сфер її застосування і, на думку дослідників, до кінця 18 століття п’явка зайняла своє місце в цих сферах. П’явки стали для жінок незамінним засобом косметології. Причину ефективності таких процедур розкрили набагато пізніше [6-8]. Виявляється, укус п'явки викликає у організму відповідну реакцію − викид ендорфінів, гормональних речовин, що викликають піднесений настрій.
У 1884 році Джон Хайкрафт, професор Королівського коледжу в Бірмінгемі, отримав з тіла п’явки екстракт, який впливав на текучі властивості крові і перешкоджав її згортання. Подальші дослідження допомогли відкрити особливу субстанцію, що міститься в слинних залозах п'явки. Його назвали гірудином [7].
Відкриття в секреті слинних залоз медичної п’явки понад 15 біологічно активних речовин унікального цілющого впливу викликало фурор в медичному світі. До сих пір вченим не вдається штучно отримати подібні природні сполуки, не дивлячись на витрачені розвиненими країнами мільйони доларів. На сьогоднішній день навіть генна інженерія вирішити це питання не може. Тому даний самою природою матеріал активно використовують в різних областях медицини: офтальмології та пластичній хірургії, при лікуванні атеросклерозу, в урології і гінекології, імунології та кардіології [8].
В Україні п'явки застосовують в лікуванні і профілактиці багатьох захворювань, в основному неінфекційної природи. У наші дні, коли доведені побічні ефекти прийому синтетичних препаратів, спосіб лікування, перевірений століттями, знову стає популярним.
Зараз ГТ вважається одним з найперспективніших напрямків медичної науки і практики XXI століття. яка постійно і інтенсивно розвивається. У ГТ основним принципом є індивідуальний підхід до пацієнта. Для кожної людини розробляється своя схема лікування з урахуванням основних механізмів розвитку захворювання і особливостей організму. Доступність, ефективність, відносна легкість у використанні, майже повна відсутність побічних ефектів, можливість застосування незалежно від статі і віку роблять лікування п'явками все більш популярними в усьому світі [9].


[bookmark: _Toc58792928]1.2 Класифікація біологічно активних речовин медичної п’явки


В кінці ХІХ ст.  Джон Хейкрафт (1884) вперше отримав речовину з МП, яка перешкоджала згортанню крові – гірудин [1, 7]. Ця подія стала початком наукового етапу розвитку ГТ. Секрет слинних залоз (ССЗ) МП являє собою складну комбінацію біологічно активних речовин (БАР), але вивчені ще не всі БАР, що пов’язано зі складністю їх отримання [1].
Застосування ГТ стало можливим завдяки розвитку нових теоретичних знань, що обґрунтовують механізми впливу МП. ГТ включає комплекс послідуючих дій: пошкодження цілісності шкірних покривів і відповідні реакції-відповідь організму; обмежену крововтрату, пов’язану з вилученням крові МП при годуванні та наступною крововтратою з ранки; дія на організм БАР ССЗ МП, які надходять у ранку та деякі інші. БАР ССЗ МП надходять до організму людини чи тварини під час укусу в певній дозі та послідовності відповідно до їх призначення [1]: спочатку – літичні сполуки, які руйнують тканини та мікросудини жертви, одночасно надходять антигемостатики, на останньому етапі – блокатори захисних реакцій організму. БАР МП забезпечують протитромботичну, тромболітичну, гіпотензивну дії, репаративний вплив на пошкоджену стінку кровоносних судин, антиатерогенну, антигіпоксичну, протизапальну, імуностимулюючу, анальгезуючу, протиішемічну дії [1-3, 6-8]. При постановці МП терапевтичний вплив здійснюється на кількох рівнях: окрім усунення конкретного захворювання, ГТ сприяє також підвищенню загальної резистенції організму, активізації імунної системи [1-3, 7].
ССЗ МП містить понад 100 сполук білкової, ліпідної та вуглеводної природи: 80 компонентів фракцій із молекулярною масою понад 500 Да, 20 компонентів низькомолекулярної фракції (менше 500 Да), які володіють широким спектром біологічної активності [1-3, 7].
Каменєв О. Ю. виділяє 4 групи БАР МП у відповідності до вирішення різних завдань та динаміки їх виділення при укусі: першими секретуються літичні сполуки (руйнування тканин і мікросудин жертви), антигемостатики (блокада механізмів гемостазу), блокатори захисних реакцій організму (протидія захисним реакціям, що розвиваються в тканинах у відповідь на пошкодження) та допоміжні речовини [1]. 
1.	Літичні сполуки забезпечують проникнення речовин слини, руйнування тканин жертви, розширення рани, розплавлення мікросудин, впливають на проникність міжклітинного матриксу дерми. При фракційному зборі слини, в процесі харчування МП, речовини даної групи виявляють лише в перших і середніх порціях секрету, останні порції їх не містять [1]. Дана група включає: пептидазу (дестабілазу), гіалуронідазу, колагеназу [1, 9].
1)	Пептидаза (дестабілаза) − це фермент, що руйнує зв’язки у молекулі білка − ɛ-(γ-глутаміл)-лізинові-ізопептидні зв’язки, які утворюють поперечні зшивки. Даний тип зв’язків утворюється при стабілізації фібрину, а їх руйнування забезпечує фібринолітичну активність секрету [1, 10]. Пептидаза здатна впливати на функціональну активність різних клітин: ендотеліоцитів, лімфоцитів, тромбоцитів, макрофагів та ін. [1]. Багатофункціональний білок володіє не лише активністю дестабілази, а й антимікробною активністю, він є антибіотиком, який пригнічує розвиток багатьох бактерій, грибів та архей. 
2)	Гіалуронідаза − фермент, що каталізує реакції гідролітичного розщеплення і де полімеризації гіалуронової кислоти і споріднених із нею сполук − кислих мукополісахаридів [1, 7, 9]. У складі слини МП виявлені 2 гіалуронідази, які відрізняються за здатністю впливати на хондроітинсульфат [1, 2].
3)	Колагеназа викликає гідроліз волокон колагену І типу і подібна до колагенази людини. Гіалуронідаза та колагеназа − ферменти, які збільшують проникнення до організму різних речовин, також виконують бактерицидну та бактеріостатичну дію [1, 8].
2.	Антигемостатики − перешкоджають розвитку механізмів згортання крові, забезпечують вільний відтік крові з пошкоджених судин протягом всього періоду харчування МП. Антигемостатики починають виділятись із моменту руйнування мікросудин і появи крові в ранці, тому виявляються в середній фракції слини. Потрапляючи з кров’ю в кишечник МП підтримують її в рідкому стані. У складі ССЗ МП виявлені речовини, що блокують всі основні механізми активації системи згортання крові (первинний і вторинний). До них відносять: калін, апіраза, гірудин [1-3, 8].
3.	Блокатори захисних реакцій організму − це ряд речовин поліпептидної природи, що слугують інгібіторами ферментів, продукуються різними клітинами організму в ході реакції-відповіді на пошкодження шкіри [1]. В літературі роль цих речовин пов’язують з інгібуванням процесів перетравлення білків у кишечнику МП. Припускають, що речовини даної групи виконують захисну функцію, перешкоджаючи пошкодженню внутрішніх структур п’явки ферментами, що виділяються у вогнищі пошкодження і потрапляють у кишечник зі з’їденою кров’ю. Вважають, що в процесі вилучення крові вони блокують прояви захисної запальної реакції організму (розвиток спазму, набряку, болю та ін.) із метою забезпечення харчування тварини. Речовини даної групи виявлені в середніх та особливо останніх фракціях слини, де вони присутні в максимальних концентраціях. Деякі з них (наприклад, гірустазин) мають значення і для блокування системи гемостазу.
4.	Допоміжні речовини – сприяють стабілізації, захисту, транспортуванню, посиленню дії інших компонентів ССЗ МП. Наявність у ССЗ великої кількості ліпідів дозволяє зробити припущення про можливість формування ліпідно-ферментних комплексів, в яких молекули білка чи їх активні ділянки можуть «екрануватися» ліпідами. В результаті клітини-макрофаги організму не розпізнають чужих білків і не реагують на них. Введені речовини тривало зберігаються в тканинах і, не дивлячись на надзвичайно малу кількість, виявляють значний і тривалий біологічний ефект. Певно, з маскуванням чужорідних білків ліпідами пов’язана майже повна відсутність алергічних реакцій на ССЗ МП [1].
Про можливість утворення складних комплексів у слині п’явки вперше повідомив Г. І. Ніконов. Він припустив, що в ССЗ МП наявні ліпосоми. Ця проблема потребує подальших досліджень [1]. Ліпосома п’явок – перший приклад такої структури природного походження. Її компоненти –дестабілаза, стабільний аналог простацикліну, інгібітор калікреїну плазми крові та гірудин. Ліпосома може змінювати свою просторову орієнтацію, що залежить від полярності розчинника, – це забезпечує її безперешкодне проникнення через мембрану клітини [3, 8]. А. Ю. Барановський та О. Ю. Каменєв не виявили в нативній слині ліпосоми. Але ліпіди слини мають велику молекулярну масу і являють собою незвично довгі для ліпідів ланцюги, що утворюють спіраль із активними групами на кінцях, що підтверджує можливість формування складних просторових утворень [1].
Окрім вищевказаних БАР, МП продукують велику кількість інших сполук: колагеназа, кініназа, кініногеназа, ліпази, простагландини [11-13], ацетилхолін, гістаміноподібні судинорозширювальні сполуки, які подовжують час кровотечі, ферменти, які знижують утворення рубцевої тканини і спайок. Оригінальні дослідження І. П. Баскової та ін. доводять наявність у ССЗ МП стероїдних гормонів (прогестерон, тестостерон, естрадіол, дегідроепіандростерон, кортизол) та важливих нейромедіаторів (гістамін, серотонін). Так, серотонін − регулятор харчової поведінки МП, а гістамін викликає вазодилатацію судин мікроциркуляції. Можливо, він із серотоніном викликає місцеву алергічну реакцію поблизу ранки, після укусу МП [14-16]. Однак, очевидно, що спектр БАР ССЗ МП все ще залишається недостатньо вивченим.
Також, ще залишається недостатньо вивченою антигенна схожість БАР МП різних видів, яких використовують для ГТ. Так, порівняння складу білків і пептидів показало, що 30-40% індивідуальних мас ССЗ кожного виду п’явок припадає на частку мас, що містяться в ССЗ хоча б одного з двох інших видів. Мала частка загальних мас може свідчити про високий поліморфізм амінокислотних послідовностей або високу частоту посттрансляційних модифікацій білків і пептидів ССЗ [13, 17]. При цьому встановлено, що найбільш близькими між собою за складом ССЗ, що відповідає даним літератури про філогенетичну спорідненість цих видів п’явок [13, 16, 17].
Окрім вищевказаних БАР ССЗ МП, вона виділяє в оточуюче середовище, зокрема кондиційоване середовище утримання МП, разом із продуктами життєдіяльності (гуано, сеча, слиз, злущені залишки кутикули та ін.) так звані, екзогенні БАР [13].
Сучасними дослідниками доведено, що п’явку 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. В теперішній час доведено, що п’явки – це єдиний засіб кровопускання на рівні мікроциркуляторного русла як системи. Саме порушення мікроциркуляції лежать в основі багатьох уражень тканин та органів, їх хвороб та організму в цілому, а не тільки одного «проблемного» органу [2, 3].
П’явка дуже поступово вводить секрет слинних залоз в кров пацієнта. У зоні впливу на хворий орган виявляється 70-80% всіх БАР. Після цього п’явка починає відсмоктувати кров. Ще добу після лікування місце укусу може виділяти кров і лімфу. Сеанс ГТ триває зазвичай не більше години. П’явки самі вирішують, коли лікування можна завершити. При цьому вони відпадають від місця укусу [1-3].
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Поширеність серцево-судинних захворювань (ССЗ) зростає у всьому світі. Незважаючи на значні поліпшення в терапії і триваючі розробки нових схем таргетного лікування, серцевих захворювань не вистачає ефективних профілактичних і лікувальних методів лікування з мінімальними побічними ефектами. Тому існує нагальна необхідність у виявленні та поширенні альтернативних і комплементарних методів лікування серцево-судинних захворювань. Деякі традиційні китайські ліки можуть сприяти профілактиці та лікуванню ССЗ та інших хронічних захворювань з невеликою кількістю побічних ефектів. Гірудотерапія, лікарська п'явка, була визнана за поліпшення кровообігу і подолання застою крові; однак точні молекулярні механізми лікування екстрактом п'явки проти патологічного ремоделювання серця залишаються невловимими. 
В основі всіх відомих захворювань лежать три фактори: порушення мікроциркуляції крові, набряк тканин та запальний процес. П’явка має здатність впливати на всі три. Висмоктуючи кров, вона зменшує набряк, гірудин розблоковує мікрокапіляри і покращує кровопостачання, інші ферменти знімають запальний процес. Фактично, п’явка – це єдиний медичний засіб, який впливає на всі фактори виникнення хвороб. Зважаючи на такі цілющі властивості, п’явку заслужено вважають панацеєю від багатьох недуг [1, 14].
При серцево-судинних захворюваннях, що призводять до декомпенсації кровообігу (ішемічна хвороба серця, пороки серця), п'явки, поміщені на область печінки, значно знижують підвищений артеріальний тиск, призводять до зменшення застійних явищ в печінці, покращують легеневу вентиляцію і полегшують роботу серця. Ефект виникає в результаті прямої гіпотензивної і антикоагулянтної дії гірудину і, в меншій мірі, за рахунок зниження периферичного опору і крововиливу [15].
БАР слинних залоз п'явки здатні відновити кровотік у вогнищі запалення, усунути ішемію органу, забезпечити капілярно-тканинний обмін, поліпшити імунний захист і регенерацію тканин. Цими факторами не обмежується можливість ГТ впливати на вогнище запалення. Справа в тому, що в слинних залозах п'явки виробляються речовини, здатні затримувати ріст бактерій [15, 18].
У сучасному суспільстві п’явки при варикозі стали темою спірних обговорень. Одні прихильники стверджують про цілющий і ефективний спосіб такого лікування, що ГТ, це позбавлення від варикозного розширення вен.
Слід пам'ятати, що позитивний ефект цей метод може надати тільки на початкових стадіях захворювання. З його допомогою можна усунути застій крові у венах. Використовувати п'явок для лікування варикозного розширення вен можна тільки під керівництвом досвідченого фахівця.
Потрапляючи в кров, грудин та дестабілаза прискорюють процес мікроциркуляції крові, покращуючи насичення тканин киснем і іншими поживними речовинами. Дивно, але слина п’явки сприяє розчиненню тромбів і перешкоджає утворенню нових згустків. Впливаючи безпосередньо на капіляри, ці речовини різко зменшують концентрацію крові в уражених ділянках. Крім того, укуси п’явок і відсмоктування ними деякої кількості крові викликають зміну кількості лімфоцитів в плазмі крові. Фахівцями встановлено, що під час укусу п’явка послідовно проводить відсмоктування крові і впорскування цілющих речовин, що містяться в слині. У місці постановки п’явки відбувається розширення судин і відтік венозної крові.
Лікування екстрактом п'явки при гіпертензивному стані надавало значну кардіопротекторну дію, знижуючи експресію пов'язаних з гіпертрофією серця транскрипційних факторів, стрес-асоційованих MAPK і медіаторів фіброзу. Припускають, що лікарський екстракт вилуговування може бути ефективним проти гіпертрофії та фіброзу серця, викликаної гіпертонією [19].
Лікування п’явками має ряд протипоказань. Як показує практика, деякі з заборон є відносними і, якщо терапія проводиться під наглядом гірудотерапевта [1-3, 7, 19, 20]. 
Протипоказання:
1)	гемофілія – це порушення згортання крові, яке передається у спадок; якщо пацієнту з таким захворюванням поставити п’явку, рана не затягнеться і без втручання лікарів все може дійти до летального результату;
2)	геморагічний діатез – це часті спонтанні кровотечі, які можуть бути викликані травмою [1, 7];
3)	анемія – недостатня кількість еритроцитів (червоних кров’яних тілець) в крові; при такій хворобі втрачати кров в будь-яких кількостях небажано, тому ГТ може погіршити загальний стан пацієнта [1, 20, 21];
4)	знижений тиск – сеанс з п’явками знижує його на 20 одиниць, що різко робить самопочуття пацієнта важким. ГТ показана тільки на 3-й день після нормалізації показника кров’яного тиску; гіпертонія – показання до застосування п’явок [1-3];
Непереносимість, що є дуже спірним протипоказанням. Рідко ця заборона призводить до важких наслідків, якщо лікування проводиться під керівництвом професіонала [1-3, 6, 7, 21, 22].
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При укусі МП БАР секрету її слинних залоз самовільно надходять до організму ссавця та зумовлюють низку біологічних ефектів [1]. Так, відомо про сприятливі кількісні зміни в лейкоцитарній формулі крові під впливом БАР МП [1, 19, 21], тому відповідні зміни будуть виявлені і в лейкоцитарних індексах, які розраховують на основі показників лейкоцитарної формули.
Відповідно до класифікації Т.В. Овсянникової (2007) [23], є доречним розрахунки інтегральних індексів за трьома групами: 
1.	Індексів інтоксикації:
1.1	лейкоцитарного індексу інтоксикації Я.Я. Кальф-Каліфа (ЛІІ);
1.2	модифікованого лейкоцитарного індексу інтоксикації Островського (ЛІІ модиф.);
1.3	індексу зсуву лейкоцитів (ІЗЛ);
1.4	гематологічного показника інтоксикації (ГПІ);
1.5	реактивної відповіді нейтрофілів (РВН);
1.6	індексу ядерного зсуву (ІЯЗ);
1.7	кровно-клітинний показник (ККП);
1.8	індексу Кребса ;
1.9	показника інтоксикації (ПІ).
2.	Індексів неспецифічної реактивності:
2.1	лейкоцитарного індексу (ЛІ);
2.2	індексу адаптаційних реакцій (ІАР);
2.3	 індексу співвідношення нейтрофілів та лімфоцитів (ІСНЛ);
2.4	 індексу імунної реактивності (ІІР);
2.5	 індексу Гаркаві;
2.6	 індексу алергізації (ІА);
2.7	 індексу резистентності організму (ІРО);
2.8	індексу співвідношення нейтрофілів та моноцитів(ІСНМ);
2.9	індексу співвідношення лімфоцитів та моноцитів (ІСЛМ);
2.10	 індексу співвідношення моноцитів та лімфоцитів (ІСМЛ);
2.11	індексу співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (ІСЛЕ). 
3.	Індексів активності запалення:
3.1	лімфоцитарно-гранулоцитарного індексу (ІЛГ);
3.2	індексу співвідношення лейкоцитів та ШОЕ (ІЛШОЕ);
3.3	загального індексу (ЗІ) [21, 24-28]. 
Описані лейкоцитарні індекси можуть дати додаткову інформацію про стан організму людини на момент обстеження та характер впливу БАР МП в нормі та при різних патологічних станах. 
Серед великої кількості інтегральних лейкоцитарних індексів нами було обрано для аналізу людей с серцево-судинними захворюваннями лише деякі з них, зокрема:
1) лімфоцитарно-гранулоцитарного індексу (ІЛГ) дозволяє диференціювати превалюючий компонент інтоксикаційного синдрому − аутоімунний чи мікробний ;
2) індекс співвідношення нейтрофілів і моноцитів, який дозволяє оцінити співвідношення компонентів мікрофагальної та макрофагальної системи; цей  індекс забезпечує високу прогностичну можливість оцінки тяжкості стану у хворих, які перенесли планові та екстрені операції, політравму, інфаркт міокарда, у хворих на сепсис і гострий панкреатит. Також є досліди, які показують, що індекс відношення незрілих форм нейтрофілів до загальної кількості нейтрофілів є чутливим індикатором сепсису в дитячій серцево-судинної хірургії;
3) КР – коефіцієнт імунологічної реактивності, відтворює співвідношення лімфоцитів до сегментоядерних нейтрофілів (імунокомпетентних клітин до полінуклеарних клітин фагоцитарної системи), що дає можливість орієнтовно визначити імунологічну реактивність організму;
4) індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів – це маркер ступеня алергізації; відображає співвідношення процесів гіперчутливості негайного та сповільненого типів;
5) індекс співвідношення лімфоцитів і моноцитів (ІСЛМ) відображає взаємовідношення афекторної і ефекторної ланок імунологічного процесу;
6) індекс Гаркаві − це відношення відсотка лімфоцитів до відсотка сегментоядерних нейтрофілів. Зниження індексу Гаркаві говорить про лімфопенію або про підвищення сегментоядерних нейтрофілів. Підвищення індексу Гаркаві показує лімфоцитоз або зниження сегментоядерних нейтрофілів;
7) кровно-клітинний показник (ККП) або гранулоцитарно агранулоцитарний індекс − відношення числа гранулоцитів до суми одноядерних клітин – агранулоцитів. 
Лейкоцитарні індекси (ЛІ) являють собою показник ступеня інтоксикації, гостроти запалення, зсуву лейкоцитарної формули вліво або вправо, алергізації, як маркер деяких вірусних інфекцій. ЛІ характеризує здатність організму пристосовуватися до токсичного впливу, тобто оцінює адаптаційний потенціал всієї системи. 
Лейкоцитарний індекс використовують для: оцінки стану імунної системи людини; збору загальної інформації про стан постраждалого; виявлення показників опірності організму; визначення рівня імунологічної реактивності (дії у відповідь імунної системи на вплив антигенних факторів або паразитів) тощо [27]. 
На підставі розрахунку індексів можна робити наступні висновки:
1. Комплексна оцінка лейкоцитарних (гематологічних) індексів більш інформативна, ніж вивчення простої гемограми. Вона дозволяє оцінити розвиток, тяжкість, перебіг запального процесу та ендогенної інтоксикації, оцінити ефективність проведеної терапії та визначити стратегію подальшої корекції лікування  для досягнення максимального (благополучного) ефекту.
2. Набір показників гемограми охоплює кілька сегментів гомеостазу, дозволяє судити про комплексні зміни, часом непомітних на рівні візуального аналізу загального аналізу крові.
3.Адекватна математична модель дозволяє не тільки узагальнювати дані в одному показнику, але і виявляти найбільш важливі, що потребують постійної корекції лабораторні показники стану хворого, що відповідають максимальною мірою за результат конкретного захворювання.
4. За даними лейкоцитарних індексів та показників лейкоцитарної формули крові можна судити про наявність гострої або хронічної ендогенної інтоксикації, ефективності проведеного лікування, прогнозувати результат захворювання.
5. За допомогою застосування інтегральних математичних показників лейкоцитарної формули периферичної крові можна розширити можливості отримання інформації про стан імунологічної реактивності організму взагалі і при опікової хвороби зокрема [26].
Таким чином, аналіз даних доступної літератури виявив, що ГТ чинить позитивний вплив на кількісні показники крові людини [1-3, 24-28, 29]. Проте даних про кількісні показники лейкоцитарних індексів при ГТ в літературі не виявлено.
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Дослідження ФАН − аналіз крові, який спрямований на визначення резервних можливостей нейтрофілів і моноцитів до виконання їх основної функції – поглинання і переробки чужорідних агентів. Він показаний пацієнтам з рецидивуючими і хронічними хворобами ССС, набутими і генетичними імунодефіцитними станами, аутоімунними та онкологічними захворюваннями та пацієнтам, які перенесли складні операції, в тому числі з трансплантації органів, наприклад, трансплантація серця або венектомія (видалення вен нижніх кінцівок) [30].
Фагоцитарна активність нейтрофілів оцінюється згідно з фазою поглинання (фагоцитарне число (56,3 ±1,4%) та фазою перетравлення (показник завершеності фагоцитозу) з культурою Saccharomyces cerevisiae [31]. 
Фагоцитарний показник відображає перетравлюючу здатність лейкоцитів, які здатні поглинати ту чи іншу тестову мікробну культуру. За поглинальної здатності можна зробити висновок про активність фагоцитозу в організмі.
Основними показаннями для проведення цього дослідження є:
1) підозра на імунодефіцитний стан (як придбане, так і вроджене);
2) часті інфекційні процеси в організмі;
3) схильність до розвитку післяопераційних інфекційно-запальних процесів;
4) захворювання сполучної тканини;
5) захворювання ССС, такі як варикозне розширення вен нижніх кінцівок та хронічна серцева недостатність [30, 31].
За даними літератури ГТ сприяє підвищенню неспецифічної резистентності організму, зокрема підвищення рівня ФАН у осіб при різних патологіях. Фагоцитарна активність нейтрофілів зазвичай підвищується на початку розвитку запального процесу. Її зниження веде до хронізації запального процесу і підтримці аутоімунного процесу, так як при цьому порушується функція руйнування і виведення імунних комплексів з організму. Тому, визначення фагоцитарної активності нейтрофілів є важливим при застосуванні ГТ у людей із хронічними серцево-судинними патологіями [32, 33].


[bookmark: _Toc9532152][bookmark: _Toc10555571][bookmark: _Toc58792932][bookmark: _Toc9532160][bookmark: _Toc10555579]

2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
[bookmark: _Toc9532153][bookmark: _Toc10555572][bookmark: _Toc58792933]2.1 Матеріали та об’єкт дослідження


Група обстеження включала 20 добровольців із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи, такі як  варикозна хвороба, гіпертонічна хвороба (середній вік 52,1±2,53 років), які на момент дослідження не мали скарг на стан здоров’я та попередньо впродовж місяця не отримували профілактичні щеплення та медикаментозне лікування (імунотропних засобів, цитостатичних препаратів, антибіотиків тощо). 
Добровольцям амбулаторно був проведений стандартний курс гірудовпливу, який включав постановку 30-35 МП аптечного виду (Hirudo verbana Carena, 1820) по нейросудинним центрам впродовж 4 тижнів відповідно до діючих рекомендацій. Забір крові для дослідження здійснювали до та на першому тижні після курсу гірудовпливу. 
Матеріалом для дослідження була венозна гепаринізована кров до та після курсу гірудовпливу. Зразки крові отримували на голодний шлунок вранці у клінічній лабораторії, які потім транспортували до лабораторії імунології клітинних популяцій кафедри фізіології, імунології та біохімії з курсом цивільного захисту та медицини Запорізького національного університету для проведення експерименту.
В зразках крові аналізували:
− загальну кількість лейкоцитів;
− лейкоцитарну формулу крові;
− лейкоцитарні індекси неспецифічної реактивності та запалення
· фагоцитарну активність нейтрофілів.
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[bookmark: _Toc9532155][bookmark: _Toc10555574][bookmark: _Toc58792935]2.2.1 Приготування та фарбування мазка крові


Для приготування мазка на предметне скло наносили 20 мкл крові та за допомогою шліфувального скла, встановленого під кутом 40-45° робили мазок стандартним для гематологічних досліджень методом. Далі висушували на повітрі.
Висушені на повітрі мазки фіксували етиловим спиртом протягом 5 хв., потім проводили експозицію 4 хв. у фосфатному буфері Соренсена з рН 6,8. Спочатку мазки крові фарбували 1 хв. насиченим розчином фарби Май-Грюнвальда, ополіскували у дистильованій воді, а потім дофарбовували протягом 15 хв. 10-15% розчином фарби Романовського-Гімза, приготованої на буфері Соренсена з рН 6,8, після чого ще раз ополіскували у дистильованій воді, диференціювали 1 с у 0,01% розчині соляної кислоти на дистильованій воді для видалення надлишку фарби, ополіскували у кількох порціях дистильованої води, висушували на повітрі та проводили визначення клітин під мікроскопом [34].
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Лунка планшета для серологічних досліджень заповнюється 0,38 мл 3% розчину оцтової кислоти підфарбованої метиленовим синім. За допомогою капілярної піпетки в неї вноситься 20 мкл свіжої крові. В цьому випадку розведення крові виходить 1:20. Отриману суміш ретельно змішують тією ж піпеткою і залишають на 1-2 хв. до повного лізису еритроцитів. Підрахунок лейкоцитів проводять в рахунковій камері Горяєва [35]. 
Камера Горяєва являє собою не що інше, як предметне скло (але набагато товщі звичайного), розділене поперечними борознами на три частини. Середня частина скла містить спеціальну сітку для підрахунку. Крайні ж частини камери служать для притирання покривного скла − таким чином, по центру створюється закрита камера з капілярними просторами з боків, через які вона й заповнюється рідиною. 
Перед підрахунком формених елементів крові на камеру обережно кладуть знежирене покривне скло і притирають його до країв камери шляхом притиснення великими пальцями обох рук і легкими зсувами покривного скла вгору і вниз. Доказом щільності прилягання покривного скла є поява веселкових ліній, так званих кілець Ньютона, по притертим його краям. Оскільки покривне скло накладають на бічні пластинки рахункової камери, цим створюється поглиблення, яке закрите з двох сторін (притертих) і відкрите з двох зовнішніх сторін у вигляді щілин. Через ці щілини рахункова камера заповнюється суспензією лейкоцитів. Для заповнення камери суспензію лейкоцитів в лунці з кислотою ретельно перемішують мікропіпеткою і невелику порцію суспензії піпеткою доставляють до щілини камери. Суспензія клітин, витікаючи з мікропіпетки заповнює камеру, надлишок рідини стече в жолоби. Іншу частину камери можна заповнити суспензією клітин наступного зразка лейкоцитів.
Після того, як рахункова камера заповниться суспензією клітин, приступають до підрахунку лейкоцитів. Для цього камеру розглядають під мікроскопом і рахують формені елементи, що лежать в сітці Горяєва.
Сітка Горяєва складається з 225 великих квадратів (по 15 в кожному з рядів), 25 з них розділені на 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 [36].
Лейкоцити підраховують у 100 великих порожніх квадратах та проводять розрахунки за формулою 2.1. 


          (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:
1) рахувати ряди великих порожніх квадратів зліва направо і справа наліво,переміщуючи камеру на один ряд зверху вниз;
2) у кожному квадраті потрібно рахувати елементи, що лежать в середині, а також на лівому та верхньому боці камери [36].
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Після правильного приготування мазка крові й якісного забарвлення приступають до його вивчення. Огляд мазка починають з малого збільшення, при якому оцінюють якість мазка, але аналіз його проводять під імерсійним об’єктивом (100×) мікроскопа. Слід мати на увазі, що клітини крові розподіляються не рівномірно по всьому препарату. Тому для отримання достовірних даних при підрахунку лейкоцитарної формули прийнято рахувати лейкоцити в різних ділянках мазка крові. Щоб уникнути повторного підрахунку одних і тих же лейкоцитів рекомендується рухатися по мазку крові зигзагами (лінією Меандра). Прийнято рахувати 200 лейкоцитів, відступаючи 0,3-0,5 см від основи "вусиків", рухаючись зигзагами на всю ширину мазка через 2-3 поля зору. Необхідно прагнути набрати дану кількість клітин на 1/2 мазка, де клітини розподілені найбільш оптимально без накладень. Лейкоцити диференціювали за відповідними морфологічними ознаками за допомогою 11-клавішного лічильника [36].
Після завершення аналізу 200 лейкоцитів визначали лейкоцитарну формулу: абсолютний та відсотковий вміст кожного з видів лейкоцитів.


   (2.2),

Окрім процентного 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 імунного статусу дуже важливо аналізувати не тільки відносний вміст лейкоцитів, але й їх абсолютне співвідношення, так як процентний вміст лімфоцитів може бути нормальним або навіть підвищеним. Проте у випадку лейкопенії (знижений вміст лейкоцитів) у організмі має місце дефіцит абсолютної кількості лімфоцитів. Обчислення абсолютного вмісту кожного виду лейкоцитів здійснюється після з’ясування процентного складу білої крові та загального числа лейкоцитів за формулою:

	Абсолютна кільк. лейкоцитів(Г/л )=
	кільк. лейкоцитів × % клітин
	  (2.3),

	
	100 %
	



Відносну і абсолютну кількість лейкоцитів враховують у клінічній практиці [35, 36]. 
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Проводилося вирахування таких лейкоцитарних індексів: 
1) неспецифічної реактивності: індекс співвідношення лімфоцитів та моноцитів (ІСЛМ), індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (ІСЛЕ), індекс співвідношення нейтрофілів та моноцитів (ІСНМ);
2) запалення: лімфоцитарно-гранулоцитарний індекс (ІЛГ) [23, 27].
Всі ці показники можуть вказати на наявність та ступінь вираження процесів запалення, інтоксикації.
Індекс співвідношення нейтрофілів та моноцитів (ІСНМ) виступає маркером вірусних інфекцій та в нормі становить 10,52-13,14.

                         (2.4),

де СЯ% –процентний вміст сегментоядерних нейтрофілів;
ПЯ% – процентний вміст паличкоядерних нейтрофілів;
Мон%– процентний вміст моноцитів [27].
Індекс співвідношення лімфоцитів та еозинофілів (ІСЛЕ) вказує на ступінь алергізації та в нормі становить 7,47-10,0.

      (2.5),
де Лімф% – процентний вміст лімфоцитів;
Ео% – процентний вміст еозинофілів.
Індекс співвідношення лімфоцитів та моноцитів (ІСЛМ) виступає маркером вірусних інфекцій та в нормі становить 4,75-5,93.

  (2.6),

де Лімф% –процентний вміст лімфоцитів;
Мон% –процентний вміст моноцитів [27].
Лімфоцитарно-гранулоцитарний індекс (ІЛГ), що дозволяє диференціювати компонент інтоксикаційного синдрому − аутоімунний чи мікробний. У фізіологічних умовах значення індексу становить 4,19-4,94.

              (2.7),

де СЯ% – процентний вміст сегментоядерних нейтрофілів;
ПЯ% – процентний вміст паличкоядерних нейтрофілів;
Лімф% – процентний вміст лімфоцитів;
Ео% – процентний вміст еозинофілів;
Баз% − процентний вміст базофілів [23, 27].
КР – коефіцієнт імунологічної реактивності, відтворює співвідношення лімфоцитів до сегментоядерних нейтрофілів (імунокомпетентних клітин до полінуклеарних клітин фагоцитарно їсистеми), що дає можливість орієнтовно визначити імунологічну реактивність організму.

                                                                                     (2.8),                          

де СЯ% –процентний вміст сегментоядерних нейтрофілів;
Лімф% – процентний вміст лімфоцитів [37].
Індекс Гаркаві відображає адаптивний потенціал організму. Індекс Гаркаві має наступні градації: 0,3-0,51 – зона тренування, що становить норму; 0,52-0,71 – зона спокійної активації; >0,71 – зона підвищеної активації, <32 – стрес.



де Лімф% − процентний вміст лімфоцитів;
СЯ% − процентний вміст сегментоядних нейтрофілів [23, 25, 26].
Кровно-клітинний показник (ККП) виступає маркером інтоксикації та в нормі становить 1,37-1,53.



де СЯ% –процентний вміст сегментоядерних нейтрофілів;
ПЯ% –процентний вміст паличкоядерних нейтрофілів;
Лімф% – процентний вміст лімфоцитів;
Ео% – процентний вміст еозинофілів;
Мон% −процентний вміст моноцитів;
Баз% − процентний вміст базофілів [23].
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ФАН оцінювали в тесті з дріжджами (Saccharomyces cerevisiae) за стандартним методом [36, 37]. Постановку реакції фагоцитозу проводили таким чином: у лунку планшета для серологічних досліджень дозатором вносили 0,05 мл цільної крові, стабілізованої гепарином та 0,05 мл 1% суспензії дріжджів; старанно перемішували піпетуванням. Інкубували в термостаті 30 хв. при температурі 37С, із періодичним струшуванням кожні 10 хв., після чого готували мазки; фіксували та фарбували за Папенгеймом [31, 37, 38].
У різних місцях препарату підраховували 200 нейтрофілів за допомогою
мікроскопу з використанням імерсійного об’єктиву (об’єктив 100×, окуляр К7×. Підраховували кількість фагоцитів із дріжджами та без них, також враховували кількість поглинених дріжджів на 1 нейтрофіл. Вивчали наступні показники ФАН: фагоцитарний показник (ФП) − відсоток нейтрофілів, які беруть участь у фагоцитозі, від їх загальної кількості; фагоцитарне число (ФЧ) – середня кількість мікроорганізмів, поглинених одним нейтрофілом, характеризує поглинальну здатність нейтрофілів [17, 30].
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Систематизацію матеріалів дослідження та представлення результатів розрахунків виконано з використанням пакету прикладних програм Microsoft XP «Exel» з використанням методів непараметричної статистики.
Для кожної вибірки обчислювали середньовибіркові характеристики: середнє арифметичне, середнє квадратичне відхилення, похибку середнього або медіану тощо. Оскільки результати аналізу показали відповідність даних нормальному розподілу для визначення відмінностей ознак між двома залежними вибірками використовували параметричний t-критерій Ст’юдента для парних вибірок [39,40].
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 наступною формулою:

	
	(2.11),



де Мх – середнє арифметичне ознаки (від англ. mean – середнє);
n – число варіантів у вибірці;
∑ - 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: 



(2.12),

З цієї формули видно, що при вирахуванні стандартного відхилення враховується різниця між окремим варіантом та середньою величиною (х – Мх).
Для вирахування статистичної помилки використовують наступну формулу: 

(2.13),

де m – помилка середньої величини [39].
Критерій Ст’юдента спрямований на оцінку відмінностей величин середніх значень двох вибірок, які розподілені по нормальному закону. Одним з головних достоїнств критерію є широта його застосування. Він може бути використаний для зіставлення середніх у зв'язкових і незв'язних вибірок, причому вибірки можуть бути не рівні за величиною.
Для порівняння середніх величин t-критерій Ст’юдента розраховується за такою формулою:

[image: https://medstatistic.ru/theory/formula_student.png]                                           (2.15)

де М1 − середня арифметична першої порівнюваної сукупності (групи); М2 − середня арифметична другий порівнюваної сукупності (групи);
 m1 − середня помилка першої середньої арифметичної; 
m2 − середня помилка другий середньої арифметичної.
Статистично значимими вважали відмінності при рівні значимості р≤0,05 [39, 40].



[bookmark: _Toc58792941]3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
[bookmark: _Toc10555580][bookmark: _Toc58792942]3.1 Кількість лейкоцитів та лейкоцитарна формула венозної крові людини до та після гірудовпливу


Отримані індивідуальні дані вмісту лейкоцитів та лейкоцитарної формули периферичної крові добровольців із хронічною ССС до гірудотерапевтичного впливу представлені в табл. 3.1, з якої видно, що середні значення лейкоцитів у периферичній крові відповідала їх особливостям, такі як, варикозне розширення вен або хронічну серцеву недостатність і складала 6,1±0,28 Г/л, а варіації від 4,2 до 9,2 Г/л, свідчили про індивідуальний фізіологічний стан організму на момент обстеження та не виходили за межі референтних значень.
З аналізу лейкоцитарної формули крові видно, що всі значення лейкоцитарної формули здебільшого в добровольців були в межах норми та загострень хвороб ССС не було (період ремісії).
З наведеної нижче таблиці ми проаналізували, що найбільші коливання були в показниках еозинофілів (відносний − від 0,5 до 5,5%, середнє значення – 3,25±0,32%; абсолютний – від 0,02 до 0,46 Г/л, середнє значення – 0,2±0,02 Г/л) та паличкоядерних нейтрофілів (відносний − від 1,5 до 10,5%, середнє значення – 6,17±0,65%; абсолютний – від 0,11 до 0,71 Г/л, середнє значення – 0,37±0,04 Г/л) при чому, що в деяких добровольців показники значень еозинофілів та паличкоядерних нейтрофілів виходять за межі референтних значень, що можливо може вказувати на запальні процеси в організмі. Вміст лімфоцитів був в межах: відносний − від 18 до 45%, середнє значення – 30,1±1,61%; абсолютний – від 1,05 до 3,26 Г/л, середнє значення – 1,84±0,13 Г/л. Отже, у добровольців до гірудовпливу був відсутній лейкоцитоз, значні зрушення в лейкоформулі, що свідчить про відсутність гострого або хронічного запального захворювання в стадії загострення.
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Таблиця 3.1 – Індивідуальні показники кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули периферичної крові до гірудотерапевтичного впливу
	№ обстеженого
	Лейкоцити, Г/л
	Лейкоцитарна формула

	
	
	Еозинофіли
	Нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	
	Палички
	Сегменти
	
	

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

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	1
	6,5
	2,5
	0,1625
	2
	0,13
	61
	3,965
	2,5
	0,1625
	32
	2,08

	2
	9,2
	5
	0,46
	2,5
	0,23
	55
	5,06
	2
	0,184
	35,5
	3,266

	3
	5,3
	4,5
	0,2385
	8
	0,424
	52
	2,756
	2,5
	0,1325
	33
	1,749

	4
	7,6
	2,5
	0,19
	5,5
	0,418
	69
	5,244
	5
	0,38
	18
	1,368

	5
	6,3
	2,5
	0,1575
	6,5
	0,4095
	59
	3,717
	6
	0,378
	26
	1,638

	6
	5,3
	2
	0,106
	8,5
	0,4505
	58
	3,074
	3
	0,159
	28,5
	1,5105

	7
	5,9
	2,5
	0,1475
	10,5
	0,6195
	43,5
	2,5665
	2,5
	0,1475
	41
	2,419







Продовження таблиці 3.1 
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	8
	4,7
	3,5
	0,164
	9
	0,423
	61,5
	2,890
	3,5
	0,164
	22,5
	1,0575

	9
	4,8
	0,5
	0,024
	8,5
	0,408
	62
	2,976
	2
	0,096
	27
	1,296

	10
	6,8
	5,5
	0,374
	8,5
	0,578
	58,5
	3,978
	2
	0,136
	25,5
	1,734

	11
	5,4
	2
	0,108
	8
	0,432
	53
	2,862
	5
	0,27
	32
	1,728

	12
	7,1
	5
	0,355
	10
	0,71
	53,5
	3,7985
	6
	0,426
	25,5
	1,8105

	13
	5,7
	2
	0,114
	6,5
	0,3705
	69
	3,933
	4
	0,228
	18,5
	1,0545

	14
	5,3
	2
	0,106
	2
	0,106
	68
	3,604
	2,5
	0,1325
	25,5
	1,3515

	15
	4,7
	2,5
	0,1175
	3,5
	0,1645
	60,5
	2,8435
	3,5
	0,1645
	30
	1,41

	16
	7,8
	5
	0,39
	1,5
	0,117
	60
	4,68
	4
	0,312
	29,5
	2,301

	17
	6,8
	3,5
	0,238
	7
	0,476
	40,5
	2,754
	4
	0,272
	45
	3,06

	18
	5,7
	2
	0,114
	2,5
	0,1425
	56,5
	3,2205
	3,5
	0,1995
	35,5
	2,0235

	19
	4,2
	4,5
	0,189
	5,5
	0,231
	45
	1,89
	3
	0,126
	42
	1,764

	20
	7,2
	5,5
	0,396
	7,5
	0,54
	55
	3,96
	2,5
	0,18
	29,5
	2,124




Продовження таблиці 3.1
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Середнє
	6,1
	3,25
	0,2
	6,17
	0,37
	57,03
	3,48
	3,45
	0,21
	30,1
	1,84

	Станд. пох. сер.
	0,28
	0,32
	0,02
	0,65
	0,04
	1,75
	0,19
	0,28
	0,02
	1,61
	0,13

	Медіана
	5,8
	2,5
	0,16
	6,75
	0,41
	58,25
	3,41
	3,25
	0,17
	29,5
	1,74

	Станд. відх
	1,23
	1,46
	0,12
	2,89
	0,17
	7,8
	0,86
	1,25
	0,09
	7,21
	0,59

	min
	4,2
	0,5
	0,02
	1,5
	0,106
	40,5
	1,89
	2
	0,096
	18
	1,05

	max
	9,2
	5,5
	0,46
	10,5
	0,71
	69
	5,24
	6
	0,42
	45
	3,26
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Індивідуальні дані вмісту лейкоцитів та лейкоцитарної формули периферичної крові добровольців після курсу гірудовпливу представлені в табл. 3.2. У лейкоцитарній формулі після гірудовпливу кількість лейкоцитів становила від 3,7 до 8,1 Г/л, середнє значення – 5,5±0,24 Г/л; сегментоядерних нейтрофілів: відносна − від 36,5 до 69,5%, середнє значення – 55,9±1,71%; абсолютна – від 1,75 до 4,65 Г/л, середнє значення – 3,09±0,17 Г/л; паличкоядерних нейтрофілів: відносна − від 1,5 до 11,5%, середнє значення – 7,2±0,61%; абсолютна – від 0,08 до 0,89 Г/л, середнє значення – 0,4±0,04 Г/л; моноцитів: відносна − від 3,0 до 8,5%, середнє значення – 5,75±0,39%; абсолютна – від 0,13 до 0,48 Г/л, середнє значення – 0,31±0,02 Г/л; лімфоцитів: відносна − від 16 до 51%, середнє значення – 28,35±1,6%; абсолютна – від 0,95 до 2,44 Г/л, середнє значення – 1,54±0,09 Г/л; еозинофілів: відносна − від 0,5 до 6,5%, середнє значення – 2,77±0,41%; абсолютна – від 0,02 до 0,4 Г/л, середнє значення – 0,15±0,02 Г/л. Отже, всі показники лейкоцитарної формули після гірудотерапевтичного впливу знаходяться в межах референтних значень.
Статистична оцінка відмінностей показників загальної кількості лейкоцитів та лейкоформули крові до та після гірудовпливу з використанням t-тесту для парних вибірок представлена в таблиці 3.3, з якої можна зробити висновок, що всі показники лейкоформули, за винятком лейкоцитів, лімфоцитів та моноцитів статистично значимо не відрізняються. Так, виявлено статистично значиме (р≤0,05) зниження абсолютної кількості лейкоцитів на 10,05% та підвищення відносної та абсолютної кількості моноцитів на 66,66 та 47,61% відповідно. Виявлено підвищення відносної та абсолютної кількості паличкоядерних нейтрофілів на 15,88 та 5,41%, яке не досягало статистичної значимості (р>0,05). Також виявлена тенденція до зниження кількості лімфооцитів (на 5,81 при р=0,48) після гірудовпливу, яка може свідчити про ймовірне депонування клітин у місцях приставок МП та реґіонарних до них органах. 

Таблиця 3.2 − Індивідуальні показники кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули венозної крові людини при гірудотерапевтичному впливі

	№ обстеженого
	Лейкоцити, Г/л
	Лейкоцитарна формула

	
	
	Еозинофіли
	Нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	
	Палички
	Сегменти
	
	

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

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	1
	5,3
	1,5
	0,0795
	8
	0,424
	54
	2,862
	7
	0,371
	29,5
	1,5635

	2
	8,1
	1
	0,081
	11
	0,891
	57,5
	4,6575
	3
	0,243
	27,5
	2,2275

	3
	4,4
	2,5
	0,11
	7
	0,308
	60,5
	2,662
	3
	0,132
	27
	1,188

	4
	6,8
	2
	0,136
	6,5
	0,442
	60
	4,08
	5,5
	0,374
	26
	1,768

	5
	6,3
	4
	0,252
	7,5
	0,4725
	52,5
	3,3075
	7,5
	0,4725
	28,5
	1,7955

	6
	3,7
	2,5
	0,0925
	11,5
	0,4255
	52
	1,924
	4,5
	0,1665
	29,5
	1,0915

	7
	6,5
	6,5
	0,4225
	9
	0,585
	53
	3,445
	4,5
	0,2925
	27
	1,755
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	8
	7,1
	4
	0,284
	9
	0,639
	58,5
	4,1535
	4,5
	0,3195
	24
	1,704

	9
	5,7
	5
	0,285
	9,5
	0,5415
	45
	2,565
	7,5
	0,4275
	33
	1,881

	10
	6,1
	2
	0,122
	9
	0,549
	69,5
	4,2395
	3,5
	0,2135
	16
	0,976

	11
	4,1
	1
	0,041
	6
	0,246
	57
	2,337
	5
	0,205
	31
	1,271

	12
	4,8
	1
	0,048
	3,5
	0,168
	36,5
	1,752
	8
	0,384
	51
	2,448

	13
	5,5
	0,5
	0,0275
	4,5
	0,2475
	60
	3,3
	7
	0,385
	28
	1,54

	14
	4,9
	4,5
	0,2205
	5,5
	0,2695
	65,5
	3,2095
	5
	0,245
	19,5
	0,9555

	15
	5,7
	5
	0,285
	1,5
	0,0855
	58
	3,306
	8,5
	0,4845
	27
	1,539

	16
	4,8
	3
	0,144
	6,5
	0,312
	44
	2,112
	8,5
	0,408
	38
	1,824

	17
	5,2
	2
	0,104
	8
	0,416
	52,5
	2,73
	5
	0,26
	32,5
	1,69

	18
	4,8
	1
	0,048
	8,5
	0,408
	60
	2,88
	4,5
	0,216
	26
	1,248

	19
	4,6
	1
	0,046
	9
	0,414
	60
	2,76
	6
	0,276
	24
	1,104

	20
	5,6
	5,5
	0,308
	2
	0,112
	63
	3,528
	7,5
	0,42
	22
	1,232






	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	Середнє
	5,5
	2,77
	0,15
	7,2
	0,39
	55,95
	3,09
	5,75
	0,31
	28,35
	1,54

	Станд. пох. сер.
	0,24
	0,4
	0,02
	0,61
	0,04
	1,71
	0,17
	0,39
	0,02
	1,6
	0,09

	Медіана
	5,4
	2,25
	0,11
	7,75
	0,41
	57,75
	3,04
	5,25
	0,3
	27,25
	1,55

	Станд. відх
	1,08
	1,8
	0,11
	2,71
	0,19
	7,67
	0,78
	1,78
	0,1
	7,18
	0,41

	min
	3,7
	0,5
	0,02
	1,5
	0,08
	36,5
	1,75
	3
	0,13
	16
	0,95

	max
	8,1
	6,5
	0,4
	11,5
	0,89
	69,5
	4,65
	8,5
	0,48
	51
	2,44


 Продовження таблиці 3.2



Таблиця 3.3− Порівняння відмінностей кількості лейкоцитів та лейкоцитарної формули венозної крові людини при гірудовпливі з використанням t-критерію для парних вибірок, m±xср

	Група обстежених
	Лейко-цити, Г/л
	Лейкоцитарна формула

	
	
	Еозинофіли
	Нейтрофіли
	Моноцити
	Лімфоцити

	
	
	
	Палички
	Сегменти
	
	

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

	До гірудовпливу, n=20
	6,1±
0,28
	3,3±
0,32
	0,2±
0,02
	6,2±
0,37
	0,37±
0,04
	57,0±
1,75
	3,5±
0,19
	3,5±
0,28
	0,2±
0,02
	30,1±
1,61
	1,8±
0,13

	Після гірудовпливу, n=20
	5,5±
0,24*
	2,8±0,4
	0,15±
0,02
	7,2±
0,61
	0,39±
0,04
	55,9±
1,71
	3,1±
0,17
	5,8±
0,39*
	0,3±
0,02*
	28,4±
1,6
	1,6±
0,09*

	% зміни показника
та напрямок змін (+/-)
	-10,05
	-14,76
	-25,0
	+15,88
	+5,41
	-1,89
	-11,21
	+66,66
	+47,61
	-5,81
	-16,30

	Td
	1,99
	0,75
	1,16
	0,83
	0,24
	0,33
	1,66
	2,71
	3,71
	0,72
	2,0

	P
	0,05
	0,45
	0,25
	0,41
	0,81
	0,74
	0,11
	0,03
	0,001
	0,48
	0,05


Примітка. * − відмінності між групою обстеження до і після гірудовпливу достовірні при р < 0,05.
[bookmark: _Toc10555581]Виявлені статистично значимі зміни в кількості моноцитів узгоджуються з даними інших авторів щодо стимулюючого впливу ГТ на моноцитарно-макрофагальну ланку імунної системи [20, 28, 29]. Так, моноцити являють собою найбільш активні фагоцити периферичної крові, які характеризується найбільшою тривалістю життя. Вони з’являються в осередку запалення та проявляють максимум активності, при цьому фагоцитують мікроорганізми, загиблі лейкоцити, пошкодженні клітини тканин (наприклад, при укусі МП), очищують місце запалення та готують його до регенерації. Ці клітини утворюють оточуючий вал навколо чужорідних тіл, які не руйнуються. Цим можна пояснити значне збільшення кількості моноцитів в обстежуваних після гірудовпливу [17-19].
Якщо враховувати, що всі добровольці мають хвороби ССС, такі як варикозне розширення вен нижніх кінцівок або мають різноманітні хвороби серця, а як наслідок цих хвороб в них більш розвинуті різноманітні алергічні реакціі, проблеми з кровопостачанням органів киснем. Так, гірудин, дестабілаза, гіалуронідаза, егліни, апіраза, гірустазин і десятки інших ферментів, які входять до складу ССЗ МП покращують мікроциркуляцію і надають протиалергічну і протизапальну дії. Кров стає більш рідкою, розсмоктуються тромби, збільшується просвіт судин. В результаті відновлюється постачання клітин киснем і поживними речовинами, зникають застійні явища, набряклість. На основі дії БАР МП можна зафіксувати відповідні зміни й у показниках крові. Так, варикозне розширення вен нижніх кінцівок характеризуються підвищенням або зниженням рівнів формених елементів крові. На основі проведеного дослідження було зафіксовано нормалізація числових показників формених елементів крові, що може бути свідченням позитивного впливу БАР МП. Оскільки, існують повідомлення про позитивний вплив ГТ у осіб із варикозним розширенням вен.
[bookmark: _Toc58792943]3.2 Лейкоцитарні індекси до та після гірудовпливу


Індивідуальні дані значень лейкоцитарних індексів периферичної крові добровольців із хронічними хворобами ССС до гірудотерапевтичного впливу представлені в табл. 3.4. Проводився аналіз лейкоцитарних індексів таких груп: інтоксикації, неспецифічної реактивності та запалення.
При аналізі індексу ККП, який є маркером ступеня зрушення лейкоформули крові вліво або вправо та належить до групи ЛІ, які характеризують ступінь інтоксикації організму [27], зафіксовано підвищення його рівня у деяких обстежених, індивідуальні показники коливались в межах від 1,04 до 3,44 (референтні значення становлять 1,37-1,53).
Серед індексів, які відображають стан неспецифічної реактивності, аналізували: ІСНМ, ІСЛЕ, ІСЛМ, індекс Гаркаві.
При аналізі:
1) ІСНМ, який є маркером вірусних інфекцій та відображає співвідношення кількості нейтрофілів та моноцитів, виявлено підвищені його рівні у всіх обстежених до ГВ, коливання в межах від 16,3 до 39,5, при нормі 10,52-13,14, що вказує на переважання нейтрофілів над моноцитами;
2) ІСЛЕ відображає ступінь алергізації та показує співвідношення лімфоцитів до еозинофілів, у добровольців були зафіксовані такі результати: 9 з 20 осіб мали підвищені показники, 7 осіб мали знижені показники (коливання були від 4,3 до 57) та 4 – мали результати у межах референтних значень 7,47-10,0;
3) ІСЛМ, який є маркером вірусних інфекцій та відображає співвідношення лімфоцитів та моноцитів, у 70% обстежуваних осіб виявлено підвищення цього параметру та зниження у 4 добровольців (коливання від 3,6 до 4,62), і лише у 10% осіб були значення в межах норми 4,75-5,93;
4) індекса Гаркаві, який відображає адаптивний потенціал організму та показує співвідношення лімфоцитів та сегментоядерних нейтрофілів. Цей показник коливався в референтних межах (0,3-0,51) та мав значення від 0,29 до 0,51. І лише в деяких ми зафіксували підвищення цього індексу.
При оцінці індексу запалення – ІЛГ, який дозволяє диференціювати аутоінтоксикацію та інфекційну інтоксикацію. Зафіксовано зниження його рівня у 40% обстежених, індивідуальні показники коливалися в межах від 2,33 до 4,1, при референтних значеннях 4,2-4,9. Лише одного добровольця було зафіксоване підвищення рівня ІЛГ в 2 рази.
При оцінці індексу КР, який є коефіцієнтом імунологічної реактивності, відтворює співвідношення лімфоцитів до сегментоядерних нейтрофілів (імунокомпетентних клітин до полінуклеарних клітин фагоцитарної системи), що дає можливість орієнтовно визначити імунологічну реактивність організму. В нормі він становить 1,37-1,53, тому ми зробили такий висновок, що в усіх добровольців був занадто низький їх рівень (данні коливаються в межах 0,22-0,55), і лише в одного наближався до норми і становив 1,11.
Кровно-клітинний показник (ККП) або гранулоцитарно-агранулоцитарний індекс − відношення числа гранулоцитів до суми одноядерних клітин – агранулоцитів. У фізіологічних умовах значення індексу становить 1,45 ± 0,80. Звідси ми робимо висновок, що в більшості осіб індекс в нормі і лише в 2 він різко знижений, та 7 осіб він завищений.
Але ми працювали з хворими, які мають в своєму анамнезі хронічні хвороби ССС, і тому в кожного з них дані лейкоцитарної формули можуть змінюватися в залежності від тяжкості хвороби чи стану.


Таблиця 3.4 – Індивідуальні показники лейкоцитарних індексів до гірудотерапевтичного впливу

	№ обстеженого
	Лейкоцитарні індекси

	
	ІСНМ
	ІСЛЕ
	ІСЛМ
	ІГ
	ІЛГ
	ККП
	КР

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	26,4
	12,8
	12,8
	0,52
	4,88
	1,89
	0,52

	2
	30
	7,1
	17,75
	0,64
	5,68
	1,66
	0,64

	3
	28,8
	7,3
	13,2
	0,63
	5,11
	1,81
	0,63

	4
	19,3
	7,2
	3,6
	0,26
	2,33
	3,34
	0,26

	5
	16,3
	10,4
	4,33
	0,44
	3,82
	2,12
	0,44

	6
	27,8
	14,25
	9,5
	0,49
	4,16
	2,17
	0,49

	7
	27,9
	16,4
	16,4
	0,94
	7,25
	1,29
	0,94

	8
	26,5
	6,4
	6,42
	0,36
	3,04
	2,84
	0,36

	9
	39,5
	54
	13,5
	0,43
	3,8
	2,44
	0,43

	10
	37,75
	4,6
	12,75
	0,43
	3,51
	2,63
	0,43

	11
	18,6
	16
	6,4
	0,60
	5,07
	1,7
	0,6

	12
	18,9
	5,1
	4,25
	0,47
	3,72
	2,17
	0,47

	13
	23,75
	9,25
	4,62
	0,26
	2,38
	3,44
	0,26

	14
	29,2
	12,75
	10,2
	0,375
	3,54
	2,57
	0,37

	15
	20,78
	12
	8,57
	0,49
	4,51
	1,98
	0,49

	16
	16,5
	5,9
	7,37
	0,49
	4,43
	1,98
	0,49

	17
	17,12
	12,85
	11,25
	1,11
	8,82
	1,04
	1,11

	18
	18,64
	17,75
	10,14
	0,62
	5,81
	1,56
	0,62

	19
	20,5
	9,3
	14
	0,93
	7,63
	1,22
	0,93

	20
	29,5
	5,36
	11,8
	0,53
	4,33
	2,12
	0,53

	Середнє
	24,69
	12,34
	9,94
	0,55
	4,69
	2,10
	0,55

	Станд. пох. сер.
	1,51
	2,37
	0,93
	0,05
	0,37
	0,14
	0,04

	Медіана
	25,07
	9,86
	10,17
	0,49
	4,38
	2,05
	0,49

	Станд. відх
	6,76
	10,61
	4,16
	0,22
	1,68
	0,64
	0,22

	min
	16,33
	4,63
	3,6
	0,26
	2,33
	1,04
	0,26

	max
	39,5
	54
	17,75
	1,11
	8,82
	3,44
	1,11





Індивідуальні дані значень лейкоцитарних індексів периферичної крові добровольців із хронічними хворобами ССС після гірудотерапевтичного впливу представлені в табл. 3.5. При аналізі індексу ККП зафіксовано підвищення його рівня у 85% обстежених, індивідуальні показники коливались в межах від 1,9 до 4,2 (референтні значення становлять 1,37-1,53). І в 15% обстежуваних було значення нижче норми, які коливались від 1,04 до 1,29.
Серед індексів, які відображають стан неспецифічної реактивності, аналізували: ІСНМ, ІСЛЕ, ІСЛМ та індекс Гаркаві.
При аналізі:
1) ІСНМ: виявлено підвищені його рівні у 4 обстежених, зниження у 3 та нормалізація значень у 3 добровольців після ГВ, порівняно з вихідними даними, коливання в межах від 8,06 до 30,16, при нормі 10,52-13,14;
2) ІСЛЕ: у добровольців були зафіксовані такі результати: 13 з 20 осіб мали підвищені показники, 5 осіб мали знижені показники (коливання були в межах 4,0-56,0) та 3 – мали результати у межах референтних значень 7,47-10,0;
3) ІСЛМ: виявлено його підвищення у 7 осіб та зниження у 9 (коливання від 2,93 до 4,57 ), у 4 осіб були значення в межах норми 4,75-5,93;
4) індекс Гаркаві: показник коливався в референтних межах (0,3-0,51) у більшості добровольців та у 1 особи зафіксовано його зниження до 0,27.
При оцінці індексу запалення – ІЛГ зафіксовано зниження його рівня у 9 обстежених, індивідуальні показники коливалися в межах від 1,98 до 4,23, та у 5 обстежуваних показники значення були в межах референтних значень 4,2-4,9 та у 3 осіб показники коливались від 5,2 до 12,43, що перевищувало референтні значення. 
Індекс ККП після гірудовпливу змінився так: у 2 досліджуваних він знизився, а в усіх інших він перевищував референтні значення в 1,5 рази і був в межах 1,66-4,12. Це говорить про переважання агранулоцитів над грулоцитами в лейкоцитарній формулі.
Таблиця 3.5 – Індивідуальні показники лейкоцитарних індексів після гірудотерапевтичного впливу

	№ обстеженого
	Лейкоцитарні індекси

	
	ІСНМ
	ІСЛЕ
	ІСЛМ
	ІГ
	ІЛГ
	ККП
	КР

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	15,71
	19,66
	4,21
	0,54
	4,64
	1,73
	0,54

	2
	30,16
	27,5
	9,16
	0,47
	3,95
	2,27
	0,47

	3
	27,16
	10,8
	9
	0,44
	3,85
	2,33
	0,44

	4
	17,40
	13
	4,72
	0,43
	3,79
	2,17
	0,43

	5
	14,5
	7,125
	3,8
	0,54
	4,45
	1,77
	0,54

	6
	23,05
	11,8
	6,55
	0,56
	4,46
	1,94
	0,56

	7
	20,77
	4,15
	6
	0,50
	3,94
	2,17
	0,50

	8
	22
	6
	5,33
	0,41
	3,35
	2,50
	0,41

	9
	15,5
	6,6
	4,4
	0,73
	5,54
	1,46
	0,73

	10
	28,85
	8
	4,57
	0,23
	1,98
	4,12
	0,23

	11
	17,4
	31
	6,2
	0,54
	4,84
	1,77
	0,54

	12
	8,06
	51
	6,375
	1,39
	12,43
	0,69
	1,39

	13
	13,07
	56
	4
	0,46
	4,30
	1,85
	0,46

	14
	18,6
	4,33
	3,9
	0,29
	2,58
	3,08
	0,29

	15
	8,32
	5,4
	3,17
	0,46
	4,18
	1,81
	0,46

	16
	11,67
	12,66
	4,47
	0,86
	7,10
	1,15
	0,86

	17
	18,5
	16,25
	6,5
	0,61
	5,2
	1,66
	0,61

	18
	21,83
	26
	5,77
	0,43
	3,74
	2,27
	0,43

	19
	19
	24
	4
	0,4
	3,42
	2,33
	0,4

	20
	10,4
	4
	2,93
	0,34
	3,12
	2,38
	0,34

	Середнє
	18,1
	17,26
	5,25
	0,53
	4,54
	2,07
	0,53

	Станд. пох. сер.
	1,41
	3,34
	0,38
	0,05
	0,48
	0,15
	0,05

	Медіана
	17,95
	12,23
	4,64
	0,47
	4,07
	2,05
	0,47

	Станд. відх
	6,3
	14,96
	1,71
	0,24
	2,15
	0,7
	0,24

	min
	8,06
	4
	2,93
	0,23
	1,98
	0,69
	0,23

	max
	30,16
	56
	9,16
	1,39
	12,43
	4,12
	1,39





Статистична оцінка відмінностей показників лейкоцитарних індексів до та після гірудотерапевтичного впливу з використанням t-тесту для парних вибірок представлена в таблиці 3.6, з якої можна зробити висновок, що ІСНМ статистично значимо відрізняється. Так, виявлено статистично значиме (р≤0,05) зниження значення ІСНМ на 26,69%.
Виявлено збільшення ІСЛЕ на 29,38%, яке не досягало статистичної значимості (р>0,05). Також виявлена тенденція до зниження значень індексу Гаркаві та індексу співвідношення лімфоцитів та моноцитів на 3,63% та 47,18% відповідно після гірудовпливу, але не має статистично значимої відмінності. 

Таблиця 3.6 − Порівняння відмінностей лейкоцитарних індексів венозної крові людини при гірудовпливі з використанням t-критерію для парних вибірок, m±xср

	№ обстеженого
	Лейкоцитарні індекси

	
	ІСНМ
	ІСЛЕ
	ІСЛМ
	ІГ
	ІЛГ
	ККП
	КР

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	До гірудовпливу, n=20
	24,69±
1,51
	12,34±
2,37
	9,94±
0,93
	0,55±
0,05
	4,69±
0,37
	2,10±
0,14
	0,55±
0,04

	Після гірудовпливу, n=20
	18,1±
1,14*
	17,26±
3,34
	5,25±
0,38
	0,53±
0,05
	4,54±
0,48
	2,07±
0,15
	0,53±
0,05

	% зміни показника
та напрямок змін (+/-)
	-26,69
	+29,38
	-47,18
	-3,63
	-3,19
	-1,4
	-3,63

	td
	4,26
	1,11
	5,03
	0,24
	0,23
	0,13
	0,24

	p
	0,002
	0,13
	1,72
	0,4
	0,4
	0,44
	0,4



Індекси, які не набули статистичної значимості в своїх результатах наблизилися до референтних значень, за рахунок збільшення моноцитів та зниження еозинофілів на зміни яких впливала дія БАР МП.
Таким чином, на основі проведених досліджень можна зробити висновок, що гірудовплив позитивно впливає на лейкоцитарні показники та лейкоцитарні індекси, сприяє нормалізації значень та має загальний позитивний терапевтичний вплив на організм людини із хронічними хворобами ССС.


[bookmark: _Toc58792944]3.3 Фагоцитарна активність нейтрофілів до та після гірудовпливу 


Індивідуальні дані значень фагоцитарної активності периферичної крові добровольців із хронічними хворобами ССС до гірудотерапевтичного впливу представлені в табл. 3.7. Відомо, що зниження фагоцитарної активності нейтрофілів веде до хронічного запального процесу, сприяє підтриманню аутоімуного процесу так як при цьому порушується функція руйнування і виведення імунних комплексів з організму. Вивчення показників ФАН має значення в комплексному аналізі діагностики патологій ССС (варикозного розширення вен нижніх кінцівок, серцевій недостатності). В ході нашого дослідження ми виявили лише підвищення ФАН, а саме, фагоцитарного показника на 18,57% та фагоцитарного числа на 23,22%. Так, при дослідженні фагоцитарного числа після гірудовпливу ми отримали статистично значиме підвищення на 23,22% (p < 0,05) за рахунок зниження кількості лейкоцитів периферичної крові в результаті їх депонування в місцях приставки МП. 


Таблиця 3.7. – Індивідуальні показники фагоцитарної активності нейтрофілів до та після гіродотерапевтичного впливу

	№ обстеженого
	До гірудовпливу
	Після гірудовпливу

	
	ФП
	ФЧ
	ФП
	ФЧ

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	48
	3,2
	53
	4,9

	2
	45
	3,1
	57
	4

	3
	54
	5,2
	64,5
	2,8

	4
	59
	4,3
	57
	4,3

	5
	52
	3,2
	70
	2,9

	6
	42
	2,7
	51,5
	3,3

	7
	53
	3,9
	69,5
	4,1

	8
	52,5
	3,6
	65
	3

	9
	68
	3,3
	71,5
	3,7

	10
	62
	2,8
	69
	3,9

	11
	51
	3,1
	58
	4,7

	12
	51
	2,7
	63,5
	4,4

	13
	47,5
	2,6
	59,5
	3,4

	14
	42,5
	2,3
	57
	3,8

	15
	49,5
	2,9
	61,5
	4,1

	16
	44
	3,1
	49
	4,9

	17
	45,5
	2,
	55,5
	3,8

	18
	52
	2,5
	68
	3,3

	19
	48,5
	3
	56
	4,3

	20
	50,5
	2,6
	50,5
	2,9

	Середнє
	50,87
	3,10
	60,32
	3,82




Продовження таблиці 3.7
	1
	2
	3
	4
	5

	Станд. пох. сер.
	1,44
	0,16
	1,56
	0,14

	Медіана
	50,75
	3,05
	58,75
	3,85

	Станд. відх
	6,44
	0,7
	6,97
	0,66

	min
	42
	2
	49
	2,8

	max
	68
	5,2
	71,5
	4,9



Таблиця 3.8 − Порівняння відмінностей фагоцитарної активності нейтрофілів при гірудовпливі з використанням t-критерію для парних вибірок, m±xср

	№ обстеженого
	ФП
	ФЧ

	1
	2
	3

	До гірудовпливу, n=20
	50,9±1,44
	3,1±0,16

	Після гірудовпливу, n=20
	60,3±1,56
	3,8±0,14*

	% зміни показника
та напрямок змін (+/-)
	+18,57
	+23,22

	td
	7,91
	3,13

	p
	1,72
	0,02



Тому, ми зробили висновок про сприятливий вплив гірудотерапії на фагоцитарну активність нейтрофілів, що пов’язано з активацією вродженого імунітету під впливом БАР МП.
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Мета даного розділу показати практичні вміння застосовувати теоретичні знання при виконанні кваліфікаційної роботи на тему: «Лейкоцитарні показники крові у людей із хронічними захворюваннями серцево-судинної системи  при гірудовпливі».
Експериментальна частина кваліфікаційної роботи складалася з декількох етапів, під час виконання яких можна було отримати електротравми, хімічні опіки, при неправильному поводженні з біологічним матеріалом (кров) отримати зараження інфекцією.
Тому, перед початком роботи зі мною був проведений інструктаж з охорони праці №60 та пожежної безпеки №62 моїм науковим керівником, про що є запис у журналі реєстрації інструктажів при роботі в лабораторії.
При виконанні власної дослідницької роботи важливо не тільки знати вимоги безпеки, але й уміти застосовувати їх у нестандартних випадках.
В процесі проведення біохімічних досліджень приходиться мати справу з біологічно активними речовинами, зразками крові, електроприладами і лабораторним посудом. Необережність у звертанні з хімікатами і приладами, неуважність і неправильне проведення роботи можуть мати важкі наслідки. 
Техніка безпеки поряд з виробничою санітарією є частиною охорони праці. Під технікою безпеки розуміють сукупність технічних засобів і прийомів виконання операції, що зводять до мінімуму ризик на роботі. Безпека проведення у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТ 12.3.002-75 та інших діючих нормативних актів.
Техніка безпеки при проведенні наукових досліджень.
Відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам є запорукою безпечної роботи дослідника [42]. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря усе повинно відповідати вимогам ДНАОП 0.03-3.15-86 [43, 44]. Дуже важливо, щоб у приміщенні не створювався застій повітря. Повітря робочої зони повинно відповідати ДСТУ 12.1.005-88 [44].
Необхідно забезпечувати постійний його рух, шляхом відкриття вікон, у випадку використання отруйних та неприємно пахучих речовин. Важливе значення має створення нормальної освітленості робочого місця. Освітленість створюється сонцем і за допомогою ламп накалювання або люмінесцентних ламп. Важливою гігієнічною вимогою є захист очей від осліплюючої дії світла, що досягається застосуванням відповідної освітлювальної арматури і нормуванням висоти підвісу та яскравості світильників. Найменша висота підвісу для ламп потужністю 200 Вт − 3 м від рівня підлоги. Аварійне освітлення передбачається на випадки раптового відключення робочого освітлення. Воно необхідне для продовження роботи чи виводу людей з приміщення і складає не менш 0,3 лк на рівні підлоги. Воно повинне забезпечувати освітлення на рівні землі 0,5-1 лк. Природне і штучне освітлення лабораторії повинне відповідати вимогам СніП 11-4-79 [43, 45].
При роботі з хімічними реактивами обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96. У тканині не повинно бути добавок синтетичних волокон, тому що у випадку займання оплавлені частини халату важко видалити з одягу [43].
При проведенні дослідів у лабораторії застосовується хімічний посуд: загального і спеціального призначення, і мірний. Дуже часто використовуються пробірки. Заборонено, щоб пробірка була наповнена до країв, щоб уникнути вихлюпування і попадання рідин на шкіру експериментатора. Зовсім неприпустимо закривати пробірку пальцем і струшувати її в такому виді, оскільки можна зашкодити шкіру пальця або отримати опік ділянки шкіри. При нагріванні відкритий кінець пробірки повинен бути звернений у бік від працюючого, щоб уникнути попадання на шкіру чи в очі випадково виплеснутої рідини. У раковину не можна виливати і викидати концентровані розчини кислот і лугів, що мають різкий запах, та отруйні речовини, і т.п. При виливанні в раковину таких речовин можливе їх нє випаровування й отруєння повітря лабораторії. Концентровані кислоти і луги необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати, щоб уникнути руйнування каналізаційної мережі [42].
При митті посуду потрібно працювати з йоршем дуже обережно, щоб не розбити дно або стінки хімічного посуду та не поранитися відламками. Посуд ніколи не можна мити піском, бо він дряпається. Після занурення посуду в спеціальні речовини (наприклад, 1% HCl) потрібно промити 8-10 разів в проточній воді, а потім 5-7 в дистильованій воді. Після чого посуд відправляють сушитися в сушильні шафи.
Вимогибезпеки перед початком роботи в лабораторії:
1) отриматизавданнявідкерівникаробіт;
2) чітко визначити порядок і правила безпечного проведення досліду;
3) перевірити стан та одягтиспецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту;
4) перевірити справність приладів, обладнання; наявність необхідних реактивів;
5) при необхідності включити вентиляцію у витяжній шафі;
6) при необхідності перед проведенням робіт із застосуванням вакууму випробувати установку на герметичність;
7) привиявленні несправностей обладнання та засобів захисту, сповістити керівника робіт та не приступати до роботи до усунення виявлених несправностей [46]. 
Вимоги безпеки під час роботи в лабораторії:
1) всі операції, пов'язані із застосуванням або можливим утворенням і виділенням отруйних, їдких речовин, які володіють запахом, виконувати тільки у витяжній шафі при працюючій загальнообмінній вентиляції із застосуванням засобів індивідуального захисту;
2) для нагрівання рідин не використовувати відкрите полум'я;
3) при нагріванні рідини у пробірці необхідно спрямовувати її у бік від себе й осіб, які находяться поруч;
4) при збовтуванні розчину у колбах і пробірках закривати їх тільки пробками;
5) не залишати запалені пальники та інші нагрівальні прилади без нагляду;
6) не зберігати будь-які речовини невідомого походження без напису й етикеток;
7) виливати відпрацьовані рідини , відходи тільки у спеціальну тару, не виливати концентровані кислоти та луги, розчини, що мають різкий запах, отруйні речовини в раковину;
8) нагріваючи рідину в пробірці або колбі, необхідно закріплювати їх так, щоб отвір пробки або шийка колби були направлені в напрямі від себе і сусідів по роботі; при цьому посуд наповнюють рідиною не більше, ніж на третину об'єму;
9) при нагріванні біологічних, хімічних речовин в пробірці або колбі не дозволяється тримати їх руками, треба закріплювати в тримачі для пробірок або в лапці штатива (зажим повинен бути біля отвору пробірки) [47].
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 шафу для спецодягу;
5) помити руки, лице теплою водою з милом; 
6) доповісти керівнику робіт про всі недоліки, які мали місце під час роботи [47, 48].
Вимоги безпеки в надзвичайних ситуаціях.
При роботі з сироваткою крові можливе її потрапляння на шкіру, одяг, слизові оболонки. Всі біологічні рідини треба сприймати як потенційно заражені (патогенні) ВІЛ-інфекцією, тому згідно приказу № 120 МОЗ України від 20.05.00 розроблена перша допомога при цих випадках . 
Так при потраплянні сироватки на халат, потрібно його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині на 1 годину. Таким дезинфікуючимрозчином може бути 0,5% розчин хлорантоіну, 0,5% розчин дезактину, 0,05% розчин бактоліну. 
Якщо ж сироватка потрапила на шкіру, потрібно обробити уражену ділянку одним із дезинфікатом – це може бути 700 спирт, 3% розчин перекисі водню, 5% розчин йоду. Потім промити шкіру двократно під проточною водою з милом, висушити стерильним рушником і знову обробити дезінфікуючим розчином, які були наведені вище. 
Якщо при роботі з сироваткою супроводився порушенням цілісності шірного покриву необхідно: 
1) зняти рукавички робочою поверхнею у середину;
2) видавити кров із рани;
3) ушкоджене місце обробити одним із дезінфектантів (70% розчином метилового спирту, 5% настоянкою йоду при порізах, 3% перекисом водню);
4) ретельно вимити руки з милом під проточного водою, а потім протерти їх 70% розчином метилового спирту;
5) на рану накласти пластир, надіти напальчник;
6) при необхідності продовжувати роботу одягти нові гумові рукавички.
У разі потрапляння біоматеріалу на слизові оболонки:
− ротової порожнини − прополоскати 70% розчином метилового спирту;
− порожнини носа −закапати 30% розчин альбуциду;
− очі − промити водою (чистими руками), закапати 30% розчин альбуциду.
Для обробки носа і очей можна використовувати 0,05% розчин перманганату калію [47].
Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. Електротравми можуть призвести до зупинки серця, дихання, ураження головного мозку. 
Рятування потерпілого від електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. Для цього потрібно дотримуватися правил техніки безпеки. По-перше, для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник. Якщо це не можливо, треба звільнити потерпілого від джерела дії струму. Для цього потрібно одягти гумові рукавички або обмотати руки шматком шовкової тканини и користуватися сухою дерев’яною палкою. Ні в якому разі не можна доторкатися до потерпілого голими руками. 
По-друге, якщо відсутності ознаки життя після звільнення потерпілого від дії електричного струму потрібно почати проведення реанімаційних заходів.
По-третє, якщо ваші дії виявилися успішними і потерпілий прийшов до тями, вам необхідно, накласти асептичні пов’язки на ділянки шкіри, які були вражені струмом, які є опіками, і відвезти потерпілого до лікарні [48].
Пожежна безпека.
Пожежна безпека в лабораторії повинна забезпечуватися шляхом проведення організаційних, технічних та інших заходів відповідно до Правил пожежної безпеки в Україні.
Для попередження виникнення пожежі не допускається:
1) курити у виробничих приміщеннях;
2) залишати папір та інші легкозаймисті матеріали на шафах і за шафами, на радіаторах центрального опалення, близько до електропроводів і електроприладів;
3) нагрівати легкозаймисті речовини на відкритому вогні, електроплитах тощо (нагрівати слід на піщаній (або водяній) бані);
4) залишати без нагляду ввімкнені електроприлади, плити, електричне освітлення.
У коридорах або в добре доступних місцях повинні бути розташовані щити з набором протипожежного інвентарю, вогнегасники, ящики з піском та пожежний гідрант. Вогнегасники слід також розташовувати в приміщеннях, де проводяться роботи з вогненебезпечними або вибуховими реактивами і небезпечними в пожежному відношенні нагрівальними приладами.
У газовій мережі лабораторії повинен бути встановлений загальний аварійний кран.
При загорянні легкозаймистих речовин для їхнього гасіння слід використовувати вогнегасник, пісок, листовий азбест, азбестову тканину або вовняну ковдру.
При виникненні пожежі необхідно викликати Державну службу з надзвичайних ситуацій, зачинити вікна та кватирки, вимкнути вентиляцію та електроприлади, винести з приміщення горючі рідини, лужні метали й фосфор [49].
Техніка безпеки при роботі на комп’ютері.
До роботи на комп’ютері допускаються особи, що пройшли навчання та інструктаж з охорони праці. Усі особи, що працюють на комп’ютері, повинні знати міри захисту та прийоми надання першої долікарської допомоги при ураженні електричним струмом.
Вмикання комп’ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням. Підключення комп’ютера дротом без вилки забороняється. 
Покриття стола повинно бути матовим з коефіцієнтом відбиття 0,25 – 0,4. Освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 0,8 м від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах, як правило, слід застосовувати люмінесцентні лампи типу ЛБ.
Відстань від очей користувача до екрану дисплея повинна становити 50 – 70 см, кут зору 10-200, але не більше 400. Переважним є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. Руки користувача повинні розташовуватися на робочому столі в горизонтальному положенні, або злегка нахилені, кут ліктя повинен складати 70-900, необхідна гарна опора для спини та сідниць [48]. 
Необхідно передбачити дотримання регламентованих перерв, активне їх проведення, регулярне заняття виробничою гімнастикою, рівномірне розподілення завдань. 
При виникненні аварійної ситуації металоконструкції ЕОМ опинилася під напругою. При доторканні до неї відчувається проходження струму. При спалахуванні проводки в середині апаратури – необхідно вимкнути електроспоживання ЕОМ, вимкнувши вилку.
Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі [49]. 
Таким чином дотримання вище перерахованих правил роботи в лабораторії дало змогу уникнути травмувань та нещасних випадків під час виконання даної кваліфікаційної роботи.
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1. Після гірудотерапевтичного впливу у добровольців виявлено зниження на 10,05% абсолютної кількості лейкоцитів, яке може свідчити про ймовірне депонування клітин у місцях приставок медичної п’явки та реґіонарних до них органах, що досягло статистично значимих результатів (р≤0,05).
2. У лейкоцитарній формулі після гірудовпливу порівняно з вихідними даними виявлено статистично значиме підвищення моноцитів (відносної та абсолютної кількості на 66,66% та 47,61% відповідно) та зниження лімфоцитів (відносної та абсолютної кількості на 5,81% та 16,3% відповідно). Інші показники лейкоформули статистично значимо не відрізнялися.
3. При аналізі лейкоцитарних індексів різних груп у добровольців після гірудовпливу виявлено статистично значимі зміни індексу співвідношення нейтрофілів та моноцитів – він знизився на 26,69% (р≤0,05). Отримані дані змін проаналізованих індексів: індексу Гаркаві, ІСЛЕ (група індексів неспецифічної реактивності) та ЛГІ (індекс запалення), які не набули статистичної значимості (р>0,05), але наблизилися до референтних значень.
4. Виявлено  підвищення ФАН, а саме їх поглинальної здатності фагоцитарного показника на 18,57% та фагоцитарного числа на 23,22% (р≤0,05), що свідчить про підвищення неспецифічної резистентності імунітету. 
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Результати дослідження також можуть бути впровадженні в навчальний процес при підготовці здобувачів вищої освіти за спеціальністю 091 Біологія при вивченні окремих тем таких навчальних дисциплін: «Імунологія», «Великий практикум з імунології», «Методи лабораторної (клінічної) імунології, «Екологічна імунологія та біохімія. 
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