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РЕФЕРАТ

Кваліфікаційна робота викладена на 63 сторінках друкованого тексту, містить 3 рисунки та 4 таблиці. Список літератури включає 56 джерел, в тому числі 13 латиницею.
Об’єктами дослідження були медичні п’явки (МП) після годування кров’ю ссавців (в посттрофічний період). Матеріалом для дослідження були гістологічні зрізи МП після годування кров’ю ссавців при різних фізіологічних станах. Метою роботи є дослідження основних структурно-функціональних особливостей МП виду Hirudo verbana після годування кров’ю ссавців. 
Методи дослідження: гістологічні, статистичні.
Встановлено, що більша частина МП добре переносить годування кров’ю ссавців, але деякі з них патологічно реагують на годування до 10% особин, що проявляється відригуванням спожитої крові, появою перетяжок на тілі та загибеллю частини МП. В ході нормального перебігу посттрофічного періоду ботріоідна тканина (БТ) МП має підвищену васкуляризацію, що супроводжується подальшою активацією ботріоідних гранулоцитів, кишковий епітелій (КЕ) середньої кишки має сплощену форму через розтягнення спожитою кров’ю. При патологічному перебігу посттрофічного періоду, що є результатом розвитку імунологічного конфлікту, спостерігаються деструктивні процеси в кишковому епітелії та  відбувається значна активація БТ. 
Новизна роботи: доповнено дані щодо структурно-функціональних особливостей МП при фізіологічному та патологічному перебігу посттрофічного періоду.

Практичне значення – отримані результати можна використовувати для оцінки структурно-функціонального стану МП після годування кров’ю ссавців.
МЕДИЧНА П’ЯВКА, БОТРІОІДНА ТКАНИНА, кишкоВИЙ ЕПІТЕЛІЙ, ПОСТТРОФІЧНИЙ ПЕРІОД, МІКРОМОРФОМЕТРІЯ
ABSTRACT

The qualifying work is presented on 63 pages of printed text, contains 4 tables and 3 drawings. References include 56 sources, including 13 latin.
The subjects were medical leeches (ML) after feeding on the blood of mammals (in the posttrophic period). The material for the study was histological sections of ML after feeding the blood of mammals in different physiological conditions. The purpose of the work is to study the main structural and functional characteristics of the ML Hirudo verbana species of after feeding with mammalian blood. 
Methods of research: histological, statistical.

It has been found that most ML tolerate mammalian blood feeding well, but some of them react pathologically to the feeding up to 10% of individuals, which is manifested by belching of consumed blood, the appearance of constrictions on the body and the death of some ML. During the normal course of the posttrophic period, the botryoid tissue of the ML has increased vascularization, which is accompanied by further activation of the botryoidal granulocytes, the intestinal epithelium (IE) of the midgut has a flattened shape due to stretching of the consumed blood. In the pathological course of the posttrophic period, which is the result of the development of immunological conflict, destructive processes in the intestinal epithelium are observed and there is a significant activation of botryoid tissue.

Novelty of the work: the data on the structural and functional characteristics of ML in the physiological and pathological course of the posttrophic period have been supplemented.

Practical value ‒ the obtained results can be used to assess the structural and functional state of ML after feeding the blood of mammals.
MEDICINAL LEECH, BOTRIOIDAL TISSUE, INTESTINAL EPITHELIUM, POSTTROPHIC PERIOD, MICROMORPHOMETRY
ЗМІСТ
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ВСТУП

Актуальність кваліфікаційної роботи полягає в тому, що використання медичних п’явок (МП) в альтернативних методах лікування є досить популярним в теперішні часи, тому вивчається їх механізми лікувальної дії, ефективність, можливості використання МП з метою профілактики та лікування різних видів патологій людини і тварин. 
Гірудотерапія (ГТ) є досить ефективним методом лікування, тому її використання в медицині та ветеринарії досить розповсюджено [1-3]. Зростає потреба в розведенні МП. Однак є відомості про те [4, 5], що в умовах біотехнології МП певна їх частина гине, зокрема в найближчі дні після годування кров’ю ссавців. Причини їх смертності досі не з’ясовані, відомі такі хвороби МП як жовтяниця, металева та слизова хвороба. Проте механізми розвитку цих хвороб та їх етіологія наразі не з’ясовані. Оскільки МП є облігатним гематофагом, який споживає за раз об’єм крові, який перевищує її власну вагу в кілька разів, а до складу крові входять імунокомпетентні клітини та гуморальні фактори, не виключається їх вплив на організм МП. Вважаємо, що причиною гибелі частини МП після годування кров’ю ссавців може бути ксеногенне інгібування у частини із них, які мають дефекти розвитку травної системи або низький рівень резистентності тощо. 

Більша частина МП добре переносить годування кров’ю ссавців в лабораторних умовах, але частина з них (близько 3-5%) патологічно реагує на годування та гине [4, 6]. Механізми загибелі п’явок після годування кров’ю ссавців в умовах біотехнології або після ГТ процедури включає кілька етапів. Спочатку вони стають малорухомими, п’явки виду H. verbana виповзають на 2/3 тіла над поверхнею води в банці та прикріплюються до її стінок присосками і відригують спожиту кров, на тілі МП утворюється одна або декілька перетяжок. На останній стадії п’явки спускаються на дно посудини, продовжують зригувати кров та помирають впродовж 2-3 днів [7].
Метою роботи є дослідження основних структурно-функціональних особливостей медичних п’явок виду H. verbana після годування кров’ю ссавців.
Поставлена мета реалізовувалась через вирішення наступних завдань: 

1) проаналізувати структурно-функціональні особливості медичних п’явок після годування кров’ю ссавців;

2) дослідити структурні особливості та вміст глікозаміногліканів у кишковому епітелії та ботріоідній тканині МП при нормальному перебігу посттрофічного періоду;
3) дослідити структурні особливості та вміст глікозаміногліканів у кишковому епітелії та ботріоідній тканині МП при патологічному перебігу посттрофічного періоду.
Об’єкт дослідження – медичні п’явки після годування кров’ю ссавців. 

Предмет дослідження – морфофункціональні та гістологічні особливості МП після годування кров’ю ссавців в умовах біотехнології та після ГТ процедури.

Новизна роботи: доповнено дані щодо структурно-функціональних особливостей МП при фізіологічному та патологічному перебігу посттрофічного періоду.
Практичне значення – отримані результати можна використовувати для оцінки структурно-функціонального стану після годування кров’ю ссавців.
Матеріали роботи були апробовані на Міжнародній науковій конференції «Міждисциплінарні наукові дослідження: особливості та тенденції» (м. Чернігів, 2020 р.) з публікацією тез.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Загальна характеристика класу п’явки (Hirudinei)
П’явки ‒ безхребетні тварини типу кільчасті хробаки, мають подовжене або овальне тіло. Довжина тіла сягає до 34 см, яке сплющене в спинно-черевному напрямку, котре чітко розділене на дрібні кільця. Шкіра містить численні залози, котрі виділяють слиз. На задньому та передньому кінцях тіла розташовані великі, добре розвинені, присоски; передня утворена зростанням  4-5 сегментів, задня ‒ 7, тому вона сильніша; анальний отвір знаходиться над задньою присоскою. У центрі передньої частини присоски знаходиться ротовий отвір, а в ньому три гострі пластинки. На спинній стороні над задньою присоскою розташована порошиця. Також на передньому кінці тіла є 1-5 пар очей, які розташовані дугою або попарно [1, 2, 5].
Органи травлення беруть початок з рота, який озброєний трьома хітиновими зубчастими пластинками, розміри яких варіюються від 12 до 33 мкм, що служить для прорізання шкіри при всмоктування крові у тварин, чи здатним випинатися хоботком. В порожнину рота відкриваються численні слинні залози, що іноді виділяють секрет (ССЗ); зa глоткою, що при всмоктуванні грає роль нaсосa, розміщений великий шлунок (предстaвлений еластичною розтяжною трубкою з 11 пaрними кишенями), зaбезпечений бічними мішками (до 11 пар), з яких задні найдовші; далі йде задня кишка ‒ тонка і коротка. В кишечнику п’явок є бактерії-симбіонти (Aeromonas hydrophila), котрі допомагають перетравлювати поглинену кров та зберігати її в рідкому стані.
Нервова система п’явок складається з дволопатевого надглоткового ганглію, або головного мозку, котрий з’єднаний з ним короткими комісурами підглоткового вузла та самої черевного ланцюжка, що міститься у черевному кровоносному синусі та має близько 32 вузлів. Головний вузол іннервує органи чуттів і глотку, від кожного вузла черевного ланцюжка відходить по 2 пари нервів, котрі іннервують сегменти тіла (відповідні їм). Нижня стінка кишечника має особливий подовжній нерв, який дає гілки до сліпих мішків кишечника. 
Кровоносна система п’явки замкнутого типу, що складається частиною із справжніх, пульсуючих, судин, частиною з порожнин – синусів, що представляють залишок вторинної порожнини тіла, які поєднані між собою кільцевими каналами; кров у хоботних п’явок не має кольору ‒ безбарвна, у щелепних має червоний колір, через розчинений в лімфі гемоглобін. Особливі органи дихання присутні тільки у роду Branchellion, вони мають форму листоподібних придатків з боків тіла [1, 2, 8]. 
П’явки є гермафродитами, вони розмножуються тільки статевим шляхом; статевий процес здійснюється у різних видів різними шляхами. Чоловічі статеві органи складаються в більшості з пухирців (сім’яників), по парі в 6-12 середніх сегментах тіла, які поєднані на кожній стороні тіла загальним вивідним протоком; протоки відкриваються назовні одним отвором, який лежить на черевному боці однієї з передніх кілець тіла; жіночий статевий отвір розташований на один сегмент позаду чоловічого та веде в два окремих яйцеводи, де розташовані мішковидні яєчники. Під час відкладання яєць п’явка виділяє залозами густу слиз, в навколишнє середовище у вигляді чохла, у цей чохол відкладаються яйця, потім п’явка виповзає з нього; краї отворів чохла зближуються та склеюються, утворюючи таким чином капсулу, всередині якої знаходяться яйця, прикріплені до нижньої поверхні талому водорості. 

Видільні органи влаштовані за типом метанефридій, або сегментованих органів кільчастих хробаків; у кожному з середніх сегментів тіла у більшості п’явок їх є по парі. Видільна система представлена 17 парами нефридіїв на черевній поверхні 6-22-го сегментів. Новоутворена сеча накопичується в сечових пухирцях та виводиться через нефропори.
П’явки – хижі тварини, вони харчуються кров’ю більшою частиною теплокровних тварин, чи молюсків, черв’яків і т. д.; живуть вони переважно у прісних водах або у вологій траві, але є морські (Pontobdella) і наземні форми (в Цейлоні) [1, 2, 5, 8]. 

Завдяки гірудину та іншим речовинам, які виділяються слинними залозами, кров місяцями може зберігатися в шлунку п’явки в рідкому стані, не піддаючись згортанню та гниттю. Жити п’явки можуть від годування до годування близько 2х років. 
Найбільш поширені та досліджені види п’явок:
П’явка звичайна (псевдокінська ‒ Haemopis sanguisuga). Довжина близько 10 см. Тіло сплющене, до переду звужується. Хижак. Зустріти цих червів можна у ставках, водоймах, що періодично пересихають, у заплавних водоймах, невеликих озерах, річках з повільною течією. Цей вид п’явки відкладає кокони у вологий ґрунт на березі. Вона забарвлена в сіро-чорні тони. Не кровопивець, вона або проковтує видобуток цілком, або відриває від неї шматки. Відрізнити їх від інших п’явок легко, бо передня присоска у них різко відділена від іншої частини тіла та має форму диска або чашечки, це допомагає їй надійно прикріплятися до риби [8, 9].
П’явка-землемір (Piscicola geometra). Розміри: в довжину 1-5 см, зазвичай 3-4 см, завширшки 2,5-3 мм. Має струнке циліндричне тіло з дуже великою задньою присоскою. Передня та задня присоски мають дископодібний вид, вони ширше за ширину тіла п’явки. Мають 2 пари очей на присосці. Мешкає у воді або тримається на рослинах. Харчується кров’ю риб. Спарювання відбувається на рибі-господарі; на водні рослини відкладають близько 90 коконів. Забарвлення мінливе, частіше за все сірувато-зелене або жовтувате. На спині посередині проходить вузька світла смуга з відгалуженими поперечними смужками [9]. 
П’явка медична (Hirudo medicinalis). Розміри: зазвичай 10-15 см, максимально 25 см в довжину. Розповсюджена в озерах, ставках, болотах; в даний час дуже рідко, проте спостерігається деяке зростання чисельності. Забарвлені в темно-зелений або коричневий колір. Ці п’явки мають дві присоски, передню та задню. Кровосисні, після годування можуть обходитися без їжі більше року. МП ‒ гермафродити (відкладають кокони через пасок) [1, 2, 5, 8, 9].
П’явка восьмиока (Herpobdella octoculata). Розміри: до 6 см в довжину, досить плоска. Розповсюджена в стоячих або повільно проточних водоймищ. Переносить досить сильні забруднення. Харчується різними личинками комах та іншими дрібними тваринами. Кокони мають бурий колір; п’явка відкладає їх на камені, рослини тощо [9]. 
П’явка ставкова (Helobdella stagnalis). Розміри: 1 см в довжину. Має темну округлу пластинку на спині між 12 і 13 сегментами. Досить розповсюджена, живе на рослинах, каменях, в стоячих і текучих водоймах. Харчується дрібними тваринами [9].
1.2 Практичне значення медичної п’явки 
МП широко використовуються в медицині, це обумовлено широким спектром їх терапевтичної дії. Комплексний вплив біологічно активних речовин (БАР) МП забезпечує таку дію: антитромботичну, тромболітичну, антиатерогенну, антигіпертензивну, регенераційну, антигіпоксичну, гіпотензивну, анальгезуючу, протиішемічну та імуностимулюючу [6]. ГТ ‒ окрема галузь лікування медичною п’явкою [1, 2]. В процесі тривалої коеволюції при гірудологічних контактах людина та водопійні тварини мутуалістично адаптовані до МП, тому ГТ забезпечує широкий спектр терапевтичних ефектів, при тому що побічні негативні наслідки майже відсутні. Гірудин залишається найважливішим компонентом слинного секрету медичної п’явки, його вплив на кровоносну систему людини є вирішальним [9]. Отже, фармакологічні препарати на основі ССЗ МП та ГТ знайшли використання з профілактичною та лікувальною метою вони широко використовуються в медицині, наприклад: в оториноларингології – при гострій сенсоневральній приглухуватості; в дерматології – для лікування хронічних дерматозів, псоріазу, лейоміоми шкіри [1, 6, 10]; в офтальмології – для лікування глаукоми, геморагічно-фібриноїдного синдрому; в кардіології – при комплексному лікуванні серцевої недостатності; гіпертонічної хвороби, інфекційного міокардиту, кардіалгії, стенокардії [1, 2, 5, 6, 9]; гострих та хронічних захворюваннях середнього та внутрішнього вуха; в травматології – при радикулопатіях, артритах, остеохондрозах; у терапії – при нефритах, діабетичній стопі [1, 2, 6], артрозах [1, 2, 5, 6]; в хірургії – при лікуванні тромбофлебітів, варикозу та інших судинних розладів [1, 2, 6, 11]; в невропатології – при цереброваскулярних захворюваннях, хронічному головному болі, депресії [1, 2, 6, 12]; у гінекології – при ендометріозі, міомі матки, хронічних запаленнях придатків [1, 2, 6, 13]; в ендокринології – при діабеті [6, 14]; в стоматології – при хронічних та дистрофічних захворюваннях слинних залоз, при стоматитах, альвеолітах, пульпітах та ін. [1, 2, 6, 15]; Також МП застосовується післяопераційно для полегшення венозного застою і підвищує рівень успіху в проблемах пластичної хірургії. Досить ефективним є застосування ГТ у педіатрії, в психотерапії, для усунення проявів алергії тощо.
Небезпечне ускладнення від реконструктивної мікросудинної хірургії являє собою венозний застій, зменшується кровопостачання, що призводить до некрозу тканин та локалізованого стану з ослабленням імунітетом. Коли лікарські п’явки застосовуються для полегшення симптомів, вони виділяють потужні антикоагулянти та судинорозширювальні засоби при активному споживанні крові [6, 15, 16]. Післяопераційне застосування МП також несе ризик зараження Aeromonas veronii, симбіонтом найпоширенішої лікарської п’явки виду H. verbana. Щоб попередити зараження симбіонтами необхідне лікування антибіотиками [16]. 
На даному етапі у ветеринарії спостерігається гуманізація щодо використання великої кількості хіміотерапевтичних та гормональних засобів. Будь-який лікувальний препарат, використаний для тварини, незабаром потрапляє в екологічну систему та включається в неї, впливає на її життєздатність, наслідком чого є вплив на здоров’я людини. Тому в наш час є досить актуальним пошук екологічно чистих та ефективних методів корекції в ветеринарній практиці, ГТ є одним із таких [6].
Вчені біологи та екологи приділяють увагу тому, як дикі водопійні тварини (копитні), ведуть активний пошук водоймищ, де знаходяться МП, входять у них та стоять, даючи змогу МП харчуватись їхньою кров’ю. Після чого тварини відчувають полегшення фізіологічного стану, що інстинктивно закріплюється в їх поведінці та сприяє мутуалізації МП та копитних тварин. Проте сучасний спосіб тваринництва, який має стійловий тип утримання пошкодив цей позитивний взаємозв’язок, в результаті чого є підвищилась частота вірусних, паразитарних та бактеріальних захворювань [6, 17].
У ветеринарії ГТ застосовується при різних захворюваннях сільськогосподарських та домашніх тварин (котів, собак, коней), зокрема, для лікування маститів і підвищення репродуктивної здатності корів, при лікуванні судинних захворювань коней та інших тварин тощо [6, 17, 18].
Ефективність гірудопунктури показала І. С. Попова, для корекції перебігу постпологових інволюційних процесів та підвищення репродуктивної здатності корів. Субінволюція матки у корів супроводжується підвищенням показників загальної природної резистентності організму. На фізіологічний стан організму здорових корів гірудопунктура негативного впливу не має, вона викликає тимчасові зміни біохімічного та морфологічного складу крові тварин. Під впливом БАР МП, приставлених на біологічно активні проекції, в крові спостерігається статистично значиме збільшення кількості еритроцитів та гемоглобіну, еозинофілів, базофілів ,альбумінів, також підвищується фагоцитарна активність лейкоцитів, бактерицидна та лізоцимна активність; проте зменшується фагоцитарний індекс, вміст лейкоцитів, тромбоцитів, сегментоядерних нейтрофілів; уповільнюється швидкість згортання крові [19].
Проведені дослідження вчених щодо ефективності ГТ при розведенні кіз також показали її позитивний вплив на загальний стан (підвищення апетиту, покращення стану шерстяного покриву, зникнення тріщин на рогах та копитах), продуктивність (масу тіла, надої) та репродуктивну здатність (кількість та масу тіла приплоду) кіз. ГТ у кіз супроводжуєтся міграційним перерозподілом лімфоцитів крові з тимчасовим їх депонуванням у місцях приставки МП, підвищенням ФАН [17].

Проблему ефективності застосування ГТ у собак досліджували такі вчені, як: Л. К. Попов, И. С. Попова, С. А. Долгова, Л. А. Лукоянова, О. В. Крячко. Одна з найважливіших проблем власників тварин ‒ інтоксикаційний синдром, що спостерігається при гепато- та нефропатіях, деяких інфекційних та паразитарних захворюваннях. Основними причинами його розвитку є фактори, які понижують природну резистентність організму тварин (поганий екологічний стан, порушення правил годування та утримання). Захворювання, що супроводжуються інтоксикаційним синдромом, потребують коштовного лікування, результатом якого не завжди є одужання. Інтоксикація супроводжується реакцією всього організму: відмічається компенсаторна реакція зі сторони еритроцитарної ланки гемопоезу (збільшення вмісту гемоглобіну в еритроцитах), реакція гранулоцитарної ланки – зі сторони лейкоцитарної ланки (розвиток специфічних імунних реакцій). Обмінні процеси характеризуються станом пониженим харчуванням та порушенням метаболізму білка. Динаміка гематологічних показників після ГТ свідчить про усунення п’явками запальної реакції, причому активуються однаково як неспецифічні, так і специфічні компоненти імунного захисту [6].
Отже, БАР МП мають широкий спектр терапевтичного впливу: імунотропну дію, котра полягає, в першу чергу, в активації механізмів місцевого неспецифічного імунного захисту, а потім і системного імунітету [6].

1.3 Структурно-функціональні особливості медичної п’явки виду Hirudo verbаna 
МП є кровосисними ектопаразитами, що ведуть активний спосіб життя в пошуках своїх жертв; мають відповідну спеціалізацію: добре розвинену нервову систему, органи чуття, мускулатуру та спеціалізовані пристосування травної системи (будова щелеп, наявність слинних залоз із секретом, що містить БАР, наявність виростів у шлунковій кишці) та ін. Одна із фізіологічних особливостей МП пов’язана із домінуючою бактерією-симбіонтом системи травлення — A. hydrophila, що відіграє основну роль у перетравленні білків, жирів і вуглеводів, бере участь у підтримці рідкого стану поглиненої крові та допомагає їй впоратися з чужорідними бактеріями, котрі можуть потрапити до шлунку разом з кров’ю хворої тварини [1, 2, 5, 6, 9, 20, 21]. Такі адаптаційні механізми можуть свідчити про фізіологічну зумовленість способу життя МП як ектопаразитів, які живуть вільно. Проте не всі МП здатні добре подолати імунологічну та бактеріальну атаку при акті годування нативною кров’ю ссавців, яка несе пластичні речовини й антигенне навантаження на організм п’явки, а також вона має власні цитотоксичні імунні фактори. Тому деяка частина п’явок після годування на тілі людини не здатна впоратись із перетравленням «їжі» та гине: % смертності для аптечної п’явки (H. verbаna, Carena, 1820) становить близько 0-2%, для східної (H. оrientalis, S. Utevsky et Trontelj, 2005) – 3-5% [4, 6].
МП є абсолютним гематофагом, вона пристосована до короткострокових контактів з господарями-годувальниками та до швидкого поглинання великого об’єму крові, котрий може перевищувати її початкову вагу в 3-7 разів і тривалого її зберігання в рідкому стані [1, 2, 9]. Перетравлення спожитої крові відбувається в короткій середній і задній кишці, тоді як шлунок (передня кишка), що представляє собою циліндричне розширення з 11 парними кишенями, займає майже все тіло п’явки. У передній кишці довго зберігають свою активність клітинні і гуморальні фактори з’їденої крові, і першою на шляху захисту від її негативних впливів реагує система травлення, де з’їдена кров піддається імунної контролю з боку МП [6]. 
В нормі імунологічна функція з’їденої крові господаря-годувальника як «трансплантат» пригнічується МП багатокомпонентними механізмами [6]. За рахунок зміни вихідного стану плазми крові шляхом її швидкої дегідратації [1, 2] (п’явка «потіє» під час акту годування), втрати адгезивних властивостей формених елементів (вилучена кров з шлунку МП, не розшаровується навіть під час центрифугування). Понижена температура проживання МП (оптимум 22-24 °С) сприяє переважанню її імунітету в порівнянні з оптимумом для імунних факторів крові теплокровних господарів-годувальників (для копитних ‒ 38,5°С, для людини ‒ 37°С). Третя група факторів інгібування імунітету крові господаря-годувальника відбувається на молекулярно-клітинному рівні і за своєю сутністю досі залишається невивченою. Одним з яких може бути індукція апоптозу в лейкоцитах людини, що виявлена дослідниками в культурі клітин під впливом БАР сольового екстракту МП [20]. Також декількома дослідниками виявлена [24, 25] максимальна тривалість існування клітинних популяцій крові господаря-годувальника в травній системі МП, що становить: для деяких нейтрофілів – близько 15 діб, для моноцитів – до 18 діб, окремі еозинофіли, лімфоцити і еритроцити визначаються в спожитій крові навіть через 4 тиждні. Проте загальна кількість клітин крові значно знижується вже на першому тижні, а в подальшому підрахунок кількості лейкоцитів неможливий через збільшення кількості детриту. Ймовірно, значна частина H. verbаna, незважаючи на присутній ряд пристосувань до паразитичного способу життя, не має змоги подолати імунну агресію спожитої крові, що може бути пов’язано з наявністю конституційно обумовлених структурно-функціональних дефектів в системі травлення, і/або недостатності окремих компонентів її імунної системи, а також із порушенням нормальної симбіонтної мікрофлори кишечника, котра в нормі виконує ряд трофічних та антибіотичних функцій, що вимагають подальших досліджень [6].
Відомо, що першим на шляху захисту від негативних впливів у гематофагів є кишечник. При цьому у МП в процесі еволюції сформувались спеціальні пристосування до паразитичного способу життя та механізми для подолання зовнішньої агресії, яку несе нативна кров жертви-годувальника, зокрема симбіоз із бактерією A. hydrophila, продукція антимікробних пептидів тощо [1, 2, 6, 24]. Кров ссавців є високоімунною тканиною, яка містить ряд клітинних гуморальних факторів імунітету. Наприклад, система комплементу залишається активною в шлунковій кишці МП до 2 діб після годування [20], а формені елементи крові визначаються ще довше – близько 2-4 тижні [1, 22, 23]. 
Через широке використання аптечної п’явки (H. verbana) відповідно зростає попит саме на МП вирощених в біотехнологічних умовах. Відомо, що частина п’явок після годування кров’ю корів або свиней при біотехнології гине, однак причини їх загибелі досі не вивчені. У частини п’явок, можливо, виникають імунологічні ускладнення типу «реакції трансплантат проти хазяїна» (РТПХ) [23], при якій господарем є мікрооточення системи травлення МП, а трансплантатом – кров хазяїна-годувальника. 

П’явки виду H. verbana мають типове для представників роду Hirudo будову травної системи [1, 2, 5, 6, 8] та кишкового епітелію (КЕ) [1, 2, 5, 6, 8]. Відомо, що КЕ шлункової кишки здорової МП представлений одношаровим циліндричним (кубічним) каймистим епітелієм [6, 8]. На гістологічному препараті МП стінки шлунка мають складчасту структуру. Одношаровий епітелій, з якого вони складаються, покритий тонким паличковим шаром. Епітелій задньої кишки товщий, ніж епітелій шлункової кишки. Клітини дещо вище, де також є в наявності паличковий шар. Пряма кишка складається із циліндричного війкового епітелію (рис. 1.1) [8].
Шлунок – орган, котрий відноситься до середньої кишки (midgut), він об’ємний та тягнеться майже до заднього кінця тіла. Шлунок має 11 парних бічних виростів. Перша пара частіше за все ‒ рудиментарна. Особливо велика за розміром задня пара виростів, що проходить вздовж боків наступного відділу середньої кишки. Шлунок виконує роль резервуару, який наповнюється їжею – кров’ю [1, 2, 8].
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Рисунок 1.1 ‒ Hirudo medicinalis L. Поперечний розріз: 1 – шкірний епітелій; 2 – кільцева мускулатура; 3 – діагональна мускулатура; 4 – поздовжня мускулатура; 5 – дорзовентральний пучок м’язових волокон; 6 – бічний лакунарний канал; 7 – бічна кишеня шлунку; 8 – нефридій; 9 – сім’яний мішок; 10 – сім’япровід; 11 – черевний лакунарний канал з черевним нервовим ланцюгом; 12 – шлунок; 13 – лакунарний канал; 14 – сечовий міхур; 15 – ботріоідна тканина; 16 – спинний лакунарний канал [8]
При аналізі гістологічних зрізів середньої кишки (шлунку, зобу) голодної H. verbana встановлено, що вона розміщена в центральній частині зрізу, має два сліпі бічні вирости ‒ кишені, що відокремлені від центрального каналу перегородками (рис. 1.1). Кишковий епітелій одношаровий, складається в більшості з кубічних або низьких циліндричних клітин, він розташований на базальній мембрані. Слизова утворює численні складки, просвіт спалий, заповнений рештками кров’яної маси від попередніх годувань, має різку ШИК-реакцію (інтенсивно червоний колір). Епітеліальні клітини в апікальній поверхні мають численні світлі вакуолі, у базальній частині вакуолі дрібні. Вакуолі, ймовірно, є колишніми жировими включеннями, які при виготовленні препарату розчинюються та утворюють цей артефакт [6, 26, 27]. Біля базальної частини цитоплазма слабко оксифільна й має неоднорідне слабке рожеве забарвлення (слабо інтенсивна реакція) реактивом Шиффа. Ядра епітеліальних клітин щільні, округлої або овальної форми, без чіткої полярної локалізації (розташовуваться як у базальній, так і в апікальній частинах). Хроматин конденсований, ядерця не виражені. У складках в епітеліальному пласті виявляються дрібні клітини з оксифільною цитоплазмою, базальним ядром і слабкою вакуолізацією (їхнє призначення, ймовірно – регенерація). Апікальна частина цих клітин не досягає поверхні епітеліального пласта. При забарвленні гематоксилін-еозином: на апікальній поверхні епітеліоцитів розташований тонкий шар оксифільної речовини. На бічних поверхнях шлункової кишки (де епітелій розтягнутий) оксифільної речовини немає [27]. 
Простір між шкірно-м’язовим мішком і кишковою порожниною заповнений БТ (the botryoidal tissue), яка прилягає до кишки, та грубоволокнистою сполучною тканиною, що складається з сильно видовжених опорних сполучнотканинних клітин із одним або двома довгими відростками, невеликими темними ядрами та вакуолізованою цитоплазмою [6, 8, 28, 29, 30]. Трапляються амебоцити з короткими відростками (макрофагоподібні клітини) та жирові клітини (округлої форми), поодинокі лімфоцитоподібні клітини, а також одиничні вільні гранулоцити (ймовірно, І типу) [6]. 
БТ – це оксифільна порожниста структура, що складається з округлих клітин з еозинофільною цитоплазмою та світлими ядрами. В ній виявляються 2 типи клітин: 1) зернисті ботріоідні; 2) плоскі ендотеліоподібні. Основна маса клітин перебуває в неактивному стані: форма клітин сплощена, зернистість виражена слабко або відсутня [6, 26]. У місцях основи складок і біля дорзальної судини, в латеральних частинах (вище шлункової кишки) виявляються поодиничні активовані клітини. Більшість клітин БТ щільно прилягає навколо каналів капілярної сітки лакунарної (кровоносної) системи, котра розміщена під поздовжнім шаром м’язових волокон, вона з’єднує дорзальний, вентральний і 2 бічних лакунарних канали. Вони розміщенні всередину від повздовжнього шару шкірно-м’язового мішка. Рідше вони зустрічаються також і в сполучній тканині паренхіми, що не зв’язані з капілярами. Відомо, що БТ піддається структурно-функціональних змін у відповідь на різні потреби, що виникають в ході життєвого циклу тварин [6, 8, 30]. 
У здорових п’явок ботріоідні клітини організовані в кластери, а при експериментальному ушкодженні відбувається перехід БТ з шнуроподібних, кластерних структур в порожнисту (трубчасту архітектуру), типову для судинних структур [6, 26, 29]. Окрім того, ботріоідні зернисті клітини забезпечують адсорбцію поживних речовин [8, 30], які надходять в сполучну тканину з кишечника, а також метаболітів, вони є хлорагогенними клітинами, що беруть участь у видільній функції [8]. Цитоплазма гранулоцитів БТ накопичує різні включення, серед яких жовто-коричневі зерна екскреторної природи, що містять продукти розпаду гема [30]. Разом з ендотеліоподобними клітинами ботріоідні гранулоцити формують додаткові проміжні лакуни і капіляри. Існує думка, що зернисті клітини ботріоїдної тканини виконують захисну імунну функцію. Відомо, що БТ бере участь в ангіогенез, а її целотеліум виконує мієло – еритроїдну функцію [25, 31].
Цитоплазма активованих клітин БТ має помірну ШИК-реакцію (червоно-рожевий колір), гранули за допомогою реактива Шиффа не забарвлюються (клітини однорідні). Берегові (ендотеліоподібні) клітини лакун БТ забарвлюються реактивом Шиффа більш інтенсивніше (інтенсивно червоний колір). Лакуни БТ знаходяться частіше в неактивному стані [27]. 
1.4 Найпоширеніші хвороби медичних п’явок 
Навіть здорові п’явки не завжди підходять для лікування та іноді не дають лікувального ефекту. Це, перш за все, відноситься до ситих особин, так як вони вже насичені кров’ю. Краще витримати паузу 2-3 місяці, коли п’явка буде готова до ГТ. Також існують п’явки, які категорично не хочуть працювати, наприклад, вдень, або навпаки, у вечірній час, вони здорові, але фізіологічно прив’язані до часу доби.

Щоб визначити працездатність п’явки достатньо опустити руку в ємність з п’явкою, доброякісна харчова поведінка п’явки говорить про її здоров’я. П’явка активна, і моментально приходить в стан активності в пошуках їжі.

Більшість гірудологів виділяють три основних захворювання, а саме ‒ металева хвороба, слизова та жовтяниця.

Металева хвороба п’явки визначається, коли на тілі п’явки чергуються, неприродні ділянки потовщень і звужень, потім на шкірі з’являються щільні шишкоподібні вузлики, також можливі виразки шкіри. П’явка стає слабкою, млявою і гине.

Слизова хвороба протікає при активному накопиченні слизу на зовнішніх покривах. Шкіра п’явки не очищається і миттєво настає смерть. Захворювання є досить заразним і контагіозним для інших п’явок.

Жовтяниця проявляється тим, що зовнішні шкірні покриви набувають жовтий колір, тіло п’явки набухає, стає в’ялим, м’яким, п’явка пасивна і незабаром гине.

Всі захворювання п’явки є наслідком неправильного догляду за п’явкою. П’явка, що хворіє, звичайно, не придатна для роботи [32].

1.5 Біотехнологія медичної п’явки виду Hirudo verbana 
МП є досить простим в утриманні та розведенні біологічним об’єктом. Своєрідність харчування МП, які приймають їжу через відносно великі проміжки часу, здатність до тривалого голодування і невибагливість до умов утримання дозволяють одночасно вирощувати на невеликій площі значну кількість особин. За даними літератури МП вирощують на спеціальних біофабриках (Гірудо-Мед, ГИРУД И.Н. тощо) в оптимальних штучних умовах під контролем гірудологів. Проте, для забезпечення найбільш ефективного процесу вирощування п’явок необхідно дотримуватися ряду біотичних і абіотичних факторів [5, 31].

Найбільшим значенням є концентрація особин в ємностях, що є біотичним фактором. Молодих і голодних п’явок з досить малими розмірами можна саджати по 50 особин на 3 л посудину. Проте, концентрація дорослих п’явок в ємностях для утримання повинна бути нижче. Якщо утримувати дорослих п’явок по 30 і більше осіб у ємності з об’ємом, то можливі прояви ознаки гноблення їх життєздатності: п’явки без відомих причин випускають кров, слиз та інші продукти життєдіяльності у великих кількостях. В результаті виникає ефект перенаселеності, тобто отруєння особин власними метаболітами. Вода в ємностях при цьому набуває жовто-зеленого забарвлення. П’явки стають агресивним, виникає явище канібалізму. Тому дорослих п’явок рекомендується розсаджувати по 20 особин на 3-літрову ємність, при цьому їх сумарна маса не повинна перевищувати 91,4-100 г [34].
Щільність посадки маток для спарювання вагою 1-15 г за даними Михайлова С.В. (2006) може становити 75-100 особин на 3 л ємність. Проте Каменєв О.Ю. (2008) дослідив, що найбільш продуктивним для спарювання є розсадження маток в кількості 5 особин на 3 л ємність. Утримувати МП необхідно в широкогорлих скляних ємностях. Також існують дані, що найбільше число коконів отримують від маток, котрі поодиноко розсаджені в ємності для відкладання яєць [35, 36]. 
За даними Расадіної Є.В. (2006) маса маток після останнього годування повинна становити не менше 18 г, що забезпечить отримання найбільш якісного потомства [5]. 

Виділяють такі абіотичні чинники, що мають значення для життєдіяльності МП: водний (водопровідну, кип’ячену та мінеральну воду використовувати не можна) та температурний режим, мінералізація, рН води, концентрація у воді розчиненого кисню, світловий режим тощо. Вода для утримання п’явок повинна бути чистою, вільною від хлору, перекисних сполук, солей важких металів, механічних забруднень, мати кімнатну температуру. Рекомендується щоденна заміна всього об’єму води в ємностях для утримання п’явок, а в спекотні дні – 2 рази на день; заготовлювати воду необхідно заздалегідь, за дві доби до застосування. Якщо виникають захворювання, то воду також потрібно замінювати 2 рази на день. Каменєв О.Ю. в своїх дослідженнях рекомендує робити заміну води 1 раз кожні 72 год. Але при цьому спостерігається найменший вихід п’явок [35].

Температурний фактор є найбільш важливим для життєдіяльності МП. П’явки теплолюбні тварини, при цьому коливання температури на неї діють несприятливим чином. Оптимальний температурний діапазон для життєдіяльність п’явок в лабораторних умовах, становить +16‑28°С. Якщо дотримуватися заданих параметрів температурного режиму МП буде залишатися активною протягом довгого проміжку часу (близько року) незалежно від освітленості приміщення. 
Щодо рН води, то МП здатна тривалий час зберігати життєздатність при показниках pH від 6,1 до 9,0. Проте в природних умовах вона зустрічається в водоймах і з нейтральною реакцією середовища ‒ рН від 6,5 до 7,5. В дослідженнях Михайлова С.В. встановлено, що оптимальною для нормальної життєдіяльності МП є слабкокисле (рН 5,0-6,5) середовище [36].
МП досить чутливі до будь-яких забруднень водойм та навколишнього середовища (бактеріологічними, хімічними, радіоактивними і ін.), тому вони мешкають тільки в чистих районах. Ця властивість МП дозволяє використовувати її, як біоіндикатор екологічної чистоти водоймищ [36, 37]. МП добре переносить вплив сонячних променів у ранкові та вечірні години, не проявляючи при цьому ніякого дискомфорту. Існують дані про те, що найбільш інтенсивне зростання п’явок відбувається в умовах цілодобової темряви. Вплив світла на статеву поведінку і процес відкладання коконів не встановлено. Тривалість світлового дня для МП істотного значення не має [36].
Годування молодих МП здійснюється свіжою кров’ю, яку отримують на скотобійнях. Для повноцінного вигодовування МП використовують виключно кров здорових тварин, переважно великої і дрібної рогатої худоби. 
Тип крові, якою годують МП, не має значного впливу на показники росту та виживання п’явок, проте є відомості, що п’явки, яких годують курячою кров’ю, мають в 2,5 рази більші показники порівняно з тими, які годували кров’ю великої рогатої худоби, з точки зору процесу вагітності та репродуктивної ефективності. Кров птиці може використовуватися для управління плідністю з більшою репродуктивною ефективністю в аквакультурі МП [38].
Після закінчення періоду годування молодих осіб МП перекладають в цех готової продукції, де вони витримуються в голодному стані протягом 3 місяців, потім п’явки можуть бути реалізовані в лікувальних та експериментальних цілях. Із метою підтримки генофонду МП в умовах штучного розведення на біофабриках маточне поголів’я піддається щорічного оновлення за рахунок «диких особин» в кількості 30% від загальної чисельності [5, 35].
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Матеріали та об’єкт дослідження

Експериментальні дослідження проводили на базі навчально-науково-дослідної лабораторії клітинної та організменної біотехнології Запорізького національного університету, п’явок вирощували згідно з ТУ У 05.0-02125243-002:2009 «П’явка медична», санітарно-епідеміологічний висновок МОЗ України № 05.03.02-06/49982, від 12.08.2009 р. Аналіз структурно-функціонального стану МП виду H. verbana проводили при годуванні в умовах біотехнології (кров’ю великої рогатої худоби) та при ГТ процедурі (кров’ю людини). МП утримували в 3-х літрових бутлях із дехлорованою відстояною водопровідною водою об’ємом 2 л (ситі по 10-15 осіб, голодні — 15-25 осіб) при температурі оточуючого середовища +22-24°С. Впродовж місяця після годування здійснювали щоденний контроль за станом МП та їх поведінкою. При виявленні осіб з патологічними реакціями (малорухомість, відсутність рефлексів, поява перетяжок, відригування крові та в подальшому загибель), їх відсаджували окремо та за частиною спостерігали, а частину фіксували для подальших гістологічних досліджень.
Експериментальні гістологічні дослідження проводили на 36 МП виду H. verbana віком понад 6 місяців і більше, котрих розподілили на 3 групи по 12 особин у кожній: 
1) контрольна група (n=12) – інтактні ситі п’явки, у котрих останнє годування кров’ю великої рогатої худоби було за 2 тижні до початку експерименту; 
2) відригуючі ситі п’явки (n=12), годування яких виконали кров’ю великої рогатої худоби через 3 місяці голодування та зафіксували через 2 тижні після годування; 
3) загиблі ситі п’явки (n=12), годування яких виконували кров’ю великої рогатої худоби через 3 місяці голодування та зафіксовували через 2 тижні після годування. 
Гістологічні зрізи отримували з середньої третини тіла, фарбували гематоксилін-еозином та реактивом Шиффа з дофарбовуванням ядер гематоксиліном (ШИК-реакція) [39]. Аналізували гістологічні особливості будови тіла п’явок, особливу увагу приділяли особливостям будови середнього відділу травної системи (шлункова кишка) та БТ.
2.2 Методи дослідження
2.2.1 Фіксація зразків та приготування гістологічних зрізів
Щоб приготувати зрізи, ми проводили фіксацію МП в 10% нормальному формаліні, в матовому склі, зберігали препарати при кімнатній температурі (t=18-23°С) протягом 3-5 діб до початку експерименту. Потім МП за стандартною гістологічною методикою заливали в парафінові блоки через ксилол, з яких потім виготовляли мікротомні зрізи шириною приблизно 6 мкм. Перед фіксацією потрібно розтягнути злегка п’явку та приколоти її до воскового дна маленької скляної препарувальної ванночки. Для закріплення необхідно приготувати скляні «шпильки». У ванночку додається фіксатор. 
Через 10-15 хв. тварину виймають, висушують фільтрувальним папером і розрізають на дерев’яній дошці лезом безпечної бритви на шматки довжиною не більше 10 мм. Потім отримані шматки знову занурюють в фіксатор на кілька годин. Для експерименту ми виготовляли гістологічні зрізи з середньої частини тіла п’явок [40]. 
2.2.2 Фарбування зрізів

Готові зрізи МП фарбували гематоксилін-еозином [39, 40].
Спочатку видаляли парафін зі зрізів з використанням ортоксилолу або толуолу, далі здійснювали проводку в спиртах понижуючої концентрації і доводили до води: 2 порції ксилолу або толуолу по 3-5 хв, 96 ° етанолу – 3 хв, 80° етанол – 3 хв, 70 ° етанол – 3 хв, дистильована вода – 5 хв. Після цього фарбували гематоксиліном 7-10 хв (залежно від зрілості барвника), потім промивали в дистильованої воді – 5 хв. Проводили диференціювання в 1% соляній кислоті на 70° етанолі до побуріння зрізів. Промивали дистильованою водою, а потім слабким (0,5%) розчином аміаку до посиніння зрізів. Далі фарбували водним розчином еозину 0,5-1 хв (залежно від бажаного забарвлення). Обов’язково промивали у 3 порціях дистильованої води для видалення надлишку еозину. Після чого видаляли воду зі зрізів в 1 порції 70° етанолу, 2 порціях 96° етанолу. Експозиція в кожній порції спирту – 2 хв. Прояснення зрізів проводили у 2 порціях карболксилолу (суміш розплавленого фенолу і ксилолу або толуолу в співвідношенні 1: 4 або 1: 5) – 1 хв. Проведили остаточне зневоднення зрізів в 2 порціях ксилолу або толуолу. Час перебування зрізів ‒ 2 хв. В останню чергу укладали зрізи в канадський бальзам або синтетичне середовище, це потрібно для укладення гістологічних зрізів [40].
2.2.3 Гістологічний аналіз препаратів

Для аналізу ми використовували гістологічні зрізи МП, котрі фарбували за допомогою гематоксилін-еозину. Основний барвник гематоксиліну має властивість забарвлювати базофільні клітинні структури в яскраво-синій колір, а спиртовий кислий барвник еозин профарбовує еозинофільні структури клітини в червоно-рожевий колір. Базофільні структури ‒ це такі структури, до складу яких входять нуклеїнові кислоти: рибосоми, клітинне ядро і РНК-багаті ділянки цитоплазми. Еозинофільні структури складаються з позаклітинних та внутрішньоклітинних білки. Цитоплазма зазвичай еозинофільна. Еритроцити частіше за все забарвлюються в яскраво-червоний колір [40].
В ході аналізу гістологічних зрізів МП особливу увагу приділяли особливостям будови травної системи та БТ, її морфології та забарвленню клітин, також наявності активованих клітин та патологічних ознак.
2.2.4 Фарбування зрізів реактивом Шиффа (ШИК-реакція)
Зрізи фарбували реактивом Шиффа. Для цього спочатку матеріал фіксують в 10% формаліні, рідинах Карнуа, Ценкера, заливали в парафін, депарафіновані зрізи доводили до дистильованої води, при кімнатній температурі зрізи окислювали 0,5-1% водним перийодатом калію протягом 2-10 хв. Розчин зберігали в темноті. Робочу концентрацію цього розчину та тривалість інкубації підбирали в залежності від об’єкту. Далі промивали в дистильованій воді 10 хв. Після чого помістили зрізи в реактив Шиффа на 10-30 хв. при кімнатній t° в темноті. Потім зрізи промивали сірчаною водою 3 рази по 2 хв. Сірчану воду можна також готувати (до проведення реакції). Ретельно промивали в проточній та дистильованій воді, ядра можна дофарбувати 0,5% світлим зеленим або гематоксиліном. Проводили зневоднення в спиртах зростаючої концентрації, укладали в бальзам [41].
Облік інтенсивності забарвлення ШИК-реакції проводили напівкількісним способом за шкалою: 0 балів ‒ забарвлення відсутнє, 1 бал ‒ реакція слабо інтенсивна (помірно рожеве забарвлення), 2 бали ‒ реакція помірно інтенсивна (червоно-рожеве забарвлення), 3 бали ‒ інтенсивна реакція (інтенсивно червоне забарвлення).
2.2.5 Цитоморфометричні дослідження 

Цитоморфометричні дослідження проводили на гістологічних препаратах МП за допомогою окуляр-мікрометра (сіточка) і об’єкт-мікрометра (PZO, Польща) на світловому мікроскопі (об’єктив 20×, 40×, 100×, окуляр К7×) [41].
На гістологічному препараті МП ми виконували аналіз висоти (в мкм) КЕ: центрального каналу та бічних карманів шлункової кишки (об’єктив 40×, окуляр К7×), проводили аналіз в 10 різних полях зору та вираховували середнє значення для зразка. 
Аналізували БТ цитоморфометричним методом. Розраховували розміри (діаметр у мкм) та кількість (%, шт.) активованих та неактивованих ботріоідних гранулоцитів на одиницю площі тканини (рис. 2.1). Активовані гранулоцити це ті, що мають сплощену форму клітин, які оточують проміжні лакунарні канали. Неактивовані гранулоцити округлої форми та не здатні формувати лакунарні канали [29, 33, 43]. Аналізували розміри приблизно 100 ботріоідних гранулоцитів у різних полях зору. Розрахунки кількості активованих та неактивованих ботріоідних гранулоцитів проводили в 10 різних полях зору (об’єктив 40×, окуляр К7×).
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Рисунок 2.1 – Неактивовані та активовані гранулоцити, v – лакунарний канал (G.Tettamanti et al., 2004) [42]
Розраховували індекс активації ботріоідної тканини, як відношення відсотку активованих до неактивованих гранулоцитів.
2.2.6 Статистичні методи дослідження
Систематизацію матеріалів дослідження, представлення результатів та статистичні розрахунки виконували з використанням пакету прикладних програм Microsoft XP «Exel» та IBM SPSS Statistic 20,0. 

Статистичну обробку результатів для кожної вибірки проводили методом обчислення середньовибіркових характеристик: середньої арифметичної, стандартної похибки (відхилення), медіани, моди, мінімуму та максимуму. Вірогідність відмінностей між середніми величинами оцінювали за критерієм Ст’юдента (t-критерій для незалежних вибірок), визначається за формулою 2.1:

	

	((2.1)


де М1 – середня арифметична першої групи, М2 – середня арифметична другої групи, m1 – середня помилка першої середньої арифметичної, m2 – середня помилка другої середньої арифметичної [44].

Важливим статистичним параметром є середня арифметична величина. Середня арифметична величина представляє собою відношення суми значень варіантів до числа варіант у виборці. Її визначали за формулою 2.2:
	
	((2.2)


де Мх – середнє арифметичне ознаки, n – число варіантів у виборці, ∑ – сумування значень варіантів (х).

Середнє квадратичне або стандартне відхилення представляє собою наступне співвідношення та обчислюється за формулою 2.3: 

	
	((2.3)


З цієї формули ми можемо зробити висновок, що при вирахуванні стандартного відхилення враховується різниця між окремим варіантом та середньою величиною (х – Мх). Кожне відхилення зводиться в квадрат. Для перевірки правильності розрахунків сумують усі різниці, їх сума повинна дорівнювати нулю ∑(х – Мх) = 0.

Стандартна похибка відображає тільки точність оцінки середнього і не дає наглядного уявлення про розкид даних, тому слід обов’язково вказувати разом зі стандартною помилки і кількість варіант. Для вирахування статистичної помилки використовують формулу 2.4:
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	((2.4)


де m – помилка середньої величини, ( – середнє квадратичне відхилення; п – загальне число варіант або обсяг даної сукупності.
Мода – це варіант ряду, котрий зустрічається частіше всього. Визначається за формулою 2.5:
	                                        
	((2.5)


де M0 – значення моди, х0 – нижня границя модального інтервалу, h – величина інтервалу, fm – частота модального інтервалу, f(m-1) – частота інтервалу, що передує модальному, f(m+1) – частота інтервалу, наступного за модальним.

Медіана - це значення ознаки, яке лежить в основі рангового ряду і ділить цей ряд на дві рівні за чисельністю частини. Для визначення медіани в дискретному ряду при наявності частот спочатку обчислюють половину суми частот, а потім визначають, яке значення варіанту доводиться на неї. Обчислюють за формулою 2.6:
	
	((2.6)


де Мe – медіана, х0 – нижня границя інтервалу, котрий містить медіану, h – величина інтервалу, ∑ fi – сума частот, Sm-1 – сума накопичених частот інтервалів, що передують медіані, fm – частота медіанного інтервалу.

Відмінності вважали достовірними при рівні значимості р ≤ 0,05 [43, 44].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

3.1 Морфофункціональні особливості медичної п’явки після годування кров’ю ссавців
Спостерігали за морфофункціональним станом понад 200 МП після ГТ процедури та після годування в умовах біотехнології впродовж близько 30 днів. При цьому враховували відсоток п’явок, які патологічно реагують на годування: відригування спожитої крові, формування перетяжок на тілі зі зригуванням з’їденої крові, загибель (рис. 3.1). Контролем були голодуючі МП, де патологічних реакцій за ввесь період спостереження нами не було зафіксовано. 

Так, відсоток МП з патологічними ознаками був вищим при годуванні в умовах ГТ, порівняно з біотехнологічними МП, що може бути пояснено попереднім заморожуванням крові великої рогатої худоби. 

Загалом відсоток МП з патологічним реагуванням становив до 10%, близько 50% МП гинули впродовж 3-6 днів. Візуально на 2 тижні після годування на тілі людини, у окремих ситих МП з’являлися перетяжки на тілі (рис. 3.1), що супроводжувалося відригуванням з’їденої крові та подальшої загибелі частини таких п’явок. Спочатку у таких МП проявлялись такі симптоми: вони ставали малорухомими, в’ялими, виповзали над поверхнею води в банці та відригували спожиту кров, при цьому на тілі МП з’являлися одна або декілька перетяжок. Наслідком відригування з’їденої крові було зменшенням маси тіла п’явок. На кінцевій стадії вони спускалися на дно ємності, продовжуючи відригувати кров, згодом помирали протягом 3-5 діб із випусканням крові. 

Інша частина особин з патологічним реагуванням залишались життєздатною, але також мала залишкові прояви патології – перетяжки на тілі, відригування з’їденої крові не відбувалось (рис. 3.1). 
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Рисунок 3.1 – Морфофункціональні характеристики H. verbаna після годування кров’ю людини та великої рогатої худоби: 1– п’явка без патологічних ознак; 2 – відригування спожитої крові; 3, 4, 5, 6 – поява перетяжок на тілі; 7, 8 – загибла п’явка, яка попередньо мала перетяжки на тілі та відригувала з’їдену кров.
Імовірно, частина МП після годування нативною кров’ю людини, не має може її перетравлювати і вже на 9-14 добу відбувається зрив імунного захисту МП та візуальні прояви патології.

Такі патологічні зміни МП, як поява перетяжок на тілі показали, що вони співпадають з симптомами металічної хвороби. Етіологія хвороби та гибелі МП не з’ясована. У відригуючих та загиблих H. verbаna виявлені значні патоморфологічні прижиттєві зміни у структурі тканин, зокрема КЕ, який у гематофагів реагує на подразнення в першу чергу, що може бути пояснено ксеногенним інгібуванням.
3.2 Основні гістологічні особливості медичної п’явки після годування кров’ю ссавців
Для того, щоб з’ясувати можливі причини патологічних проявів у МП в посттрофічний період було проведене їх гістологічне дослідження.
Головну увагу при гістологічному аналізі зрізів приділяли середній кишці та прилеглій до неї сполучній та ботріоідній тканині, котрі реагують на годування в першу чергу, тому що МП за своєю біологічною сутністю є кровосисним ектопаразитом, котрий споживає значний об’єм свіжої крові господаря-годувальника (людини, ссавця, амфібії, птахів), що є більшим ніж вихідна маса п’явки в 5-8 разів [1, 2, 5, 9].
В гістологічних зрізах ситих МП без патологічних ознак, ситих відригуючих та ситих загиблих МП аналізували: 

1) розміри кишкового епітелію:

- в центральному каналі шлункової кишки; 

- в бічних каналах шлункової кишки;

2) розміри та відсоток активованих та неактивованих ботріоідних гранулоцитів, індекс активації БТ;
3) вміст глікозаміногліканів на основі ШИК-реакції.

Індивідуальні показники висоти КЕ та стану БТ в досліджуваних групах МП після годування кров’ю ссавців представлені в таблиці 3.1.
Таблиця 3.1 – Висота кишкового епітелію та стан ботріоідної тканини медичної п`явки після годування кров’ю ссавців
	Стан п’явки
	№

з/п
	Висота кишкового епітелію, мкм
	Ботріоідні гранулоцити

	
	
	
	Загальна 

к-ть на 0,01 мм2 ботріоідної тканини
	Активо-вані
	Неактиво-вані
	Індекс активації

	
	
	Центр. канал
	Бічний канал
	
	d, мкм
	%
	d, мкм
	%
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Інтактні ситі
	1
	9,375
	6,25
	137
	4,687
	81
	9,375
	19
	4,26

	
	2
	10,937
	9,375
	119
	6,25
	78
	6,25
	22
	3,54

	
	3
	10,937
	6,25
	117
	9,375
	76
	4,687
	24
	3,16

	
	4
	7,812
	10,937
	121
	9,375
	77
	9,375
	23
	3,34

	
	5
	6,25
	9,375
	135
	6,25
	80
	7,812
	20
	4

	
	6
	9,375
	7,812
	118
	7,812
	74
	9,375
	26
	2,84

	
	7
	6,25
	10,937
	135
	6,25
	81
	9,375
	19
	4,26

	
	8
	7,812
	12,5
	120
	4,687
	77
	4,687
	23
	3,34

	
	9
	9,375
	9,375
	116
	9,375
	76
	6,25
	24
	3,16

	
	10
	7,812
	6,25
	124
	4,687
	79
	7,812
	21
	3,76

	
	11
	7,5
	12
	126
	4,687
	76
	8,687
	24
	3,17

	
	12
	9,125
	10,25
	120
	7,525
	78
	9,375
	22
	3,54

	Відригуючі ситі
	1
	3,125
	7,812
	107
	3,125
	25
	6,25
	75
	0,33

	
	2
	4,687
	10,937
	105
	7,812
	21
	10,937
	79
	0,27

	
	3
	7,812
	7,812
	111
	4,687
	23
	9,375
	77
	0,30


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

	Відригуючі ситі
	4
	6,25
	6,25
	108
	6,25
	28
	10,937
	72
	0,39

	
	5
	6,25
	9,375
	103
	4,687
	25
	7,812
	75
	0,33

	
	6
	9,375
	6,25
	110
	7,812
	22
	6,25
	78
	0,28

	
	7
	4,687
	9,375
	110
	6,25
	21
	9,375
	79
	0,27

	
	8
	9,375
	6,25
	104
	4,687
	23
	10,937
	77
	0,30

	
	9
	6,25
	10,937
	103
	3,125
	24
	6,25
	76
	0,32

	
	10
	4,687
	7,812
	105
	7,812
	20
	7,812
	80
	0,25

	
	11
	6,687
	8,375
	112
	6,25
	25
	9,375
	75
	0,33

	
	12
	4,812
	7,937
	109
	4,687
	24
	7,812
	76
	0,32

	Загиблі ситі
	1
	1,562
	12,50
	108
	3,125
	88
	7,812
	12
	7,33

	
	2
	4,687
	6,250
	106
	4,687
	81
	6,25
	19
	4,26

	
	3
	6,25
	4,687
	104
	3,125
	85
	7,812
	15
	5,66

	
	4
	3,125
	7,812
	103
	6,25
	87
	6,25
	13
	6,69

	
	5
	1,562
	9,375
	110
	4,687
	88
	7,812
	12
	7,33

	
	6
	7,812
	7,812
	100
	6,25
	83
	4,687
	17
	4,88

	
	7
	6,25
	6,25
	109
	3,125
	81
	4,687
	19
	4,26

	
	8
	4,687
	10,937
	108
	6,25
	84
	7,812
	16
	5,25

	
	9
	3,125
	7,812
	101
	4,687
	85
	3,125
	15
	5,66

	
	10
	6,25
	9,375
	105
	3,125
	87
	6,25
	13
	6,69

	
	11
	3,125
	7,8125
	104
	5,25
	84
	6,687
	16
	5,25

	
	12
	3,125
	6,25
	103
	3,687
	81
	4,687
	19
	4,26


Середні значення показників та міжгрупове порівняння результатів вибірок за критерієм Ст’юдента представлені в таблиці 3.2, 3.3, де порівнювали живу (здорову) ситу п’явку з живою відригуючою п’явкою, живу (здорову) ситу п’явку з загиблою ситою п’явкою та загиблу ситу п’явку з ситою відригуючою п’явкою.
Таблиця 3.2 – Загальна описова статистика досліджуваних гістологічних показників медичної п’явки в різних фізіологічних станах
	Показники
	Сер. 
знач
	Станд. похибка
	Медіана
	Мода
	Стандартне відхилення

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Інтактна сита п’явка (здорова), n=12

	Висота кишкового епітелію, мкм
	центр. канал
	8,55
	0,453
	8,47
	9,38
	1,57

	
	бічний канал
	9,66
	0,676
	9,813
	6,25
	2,34

	Ботріоідні гранулоцити
	Діаметр, мкм
	актив.
	6,75
	0,552
	6,25
	4,69
	1,911

	
	
	неактив.
	7,755
	0,532
	8,25
	9,38
	1,84

	
	Загальна

к-ть на 0,01 мм2 ботріоідної тканини
	124
	2,185
	120,5
	135
	7,57

	
	%
	актив.
	77,83
	0,626
	78
	78
	2,167

	
	
	неактив.
	22,16
	0,626
	22
	22
	2,167

	
	Індекс активації
	3,53
	0,132
	3,44
	4,26
	0,456

	Відригуюча сита п’явка, n=12

	Висота кишкового епітелію, мкм
	центр. канал
	6,17
	0,559 
	6,25
	4,69
	1,936

	
	бічний канал
	8,26
	0,474
	7,87
	7,81
	1,641

	Ботріоідні гранулоцити
	Діаметр, мкм
	актив.
	5,59
	0,489
	5,47
	4,69
	1,693

	
	
	неактив.
	8,59
	0,527
	8,59
	6,25
	1,824

	
	Загальна

к-ть на 0,01 мм2 ботріоідної тканини
	107,25
	0,922
	107,5
	105
	3,194


Продовження таблиці 3.2
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	%
	актив.
	23,4
	0,645
	23,5
	25
	2,23

	
	
	неактив.
	76,6
	0,645
	76,5
	75
	2,23

	Індекс активації
	0,31
	0,011
	0,31
	0,33
	0,04

	Загибла сита п’явка, n=12

	Висота кишкового епітелію, мкм
	центр. канал
	4,29
	0,581
	3,906
	3,125
	2,012

	
	бічний канал
	8,07
	0,633
	7,81
	6,25
	2,19

	Ботріоідні гранулоцити
	Діаметр, мкм
	актив.
	4,52
	0,370
	4,69
	3,125
	1,282

	
	
	неактив.
	6,16
	0,452
	6,25
	7,81
	1,56

	
	Загальна

к-ть на 0,01 мм2 ботріоідної тканини
	105,1
	0,917
	104,5
	108
	3,175

	
	%
	актив.
	84,1
	0,753
	84
	81
	2,609

	
	
	неактив.
	15,9
	0,753
	16
	19
	2,609

	Індекс активації
	5,63
	0,332
	5,46
	4,26
	1,149


Голодні МП [8, 28] мають одношаровий кишковий епітелій, котрий складається переважно з кубічних або низьких циліндричних клітин, які розташовані на базальній мембрані. Слизова утворює численні складки, просвіт спалий, він заповнений рештками кров’яної маси від попередніх годувань. БТ п’явок роду Hirudo є оксифільною порожнистою структурою, що складається із округлих клітин двох типів – зернисті (гранулоцитарні) ботріоідні та плоскі ендотеліоподібні [6, 27]. Більша частина клітин БТ у голодної МП щільно розташовані навколо каналів капілярної сітки лакунарної системи. Основна маса клітин перебуває в неактивному стані, форма: сплощена, зернистість виражена слабко або зовсім відсутня. 
Таблиця 3.3 – Порівняльна таблиця різних фізіологічних станів медичної п’явки після годування кров’ю ссавців за критерієм Ст’юдента

	Стан ситих п’явок
	р за t-критерієм Ст’юдента

	
	Висота кишкового епітелію, мкм
	
Ботріоідна тканина


	
	
	активовані гранулоцити
	неактивовані гранулоцити
	Індекс активації

	
	центр. канал
	бічний канал
	розмір, мкм
	%
	розмір, мкм
	%
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Здорова та відригуюча
	0,0016
	0,0513
	0,0688
	0,0000
	0,1373
	0,0000
	0,0000

	Здорова та загибла
	0,0016
	0,0497
	0,0014
	0,0001
	0,0159
	0,0001
	0,0001

	Відригуюча та загибла
	0,0150
	0,4074
	0,0463
	0,0000
	0,0009
	0,0000
	0,0000


Аналіз гістологічних препаратів погодованої МП без патологічних ознак (табл. 3.4) показав такі особливості кишкового епітелію середньої кишки (шлунку) та прилеглої БТ: крупнокомірчаста, має переважно трубчасту структуру, що є типовою для судинних структур, рідше кластерного (шнуроподібного) типу, лакуни заповнені гемолімфою. Волокна БТ у більшості ситих п’явок інтенсивно забарвленні реактивом Шиффа (3бали). В БТ значна кількість ШИК+ (3 бали) активованих гранулоцитів (77,83±0,63%), які утворюють скупчення навколо кишень шлункової кишки, а також навколо лакунарних судин, імовірно, як реакція на надходження поживних речовин. При забарвленні реактивом Шиффа спостерігається інтенсивніша ШИК+ реакція (3 бали), це вказує про високий вміст глікозаміногліканів. Cередні розміри активованих гранулоцитів БТ становлять 6,75±0,55 мкм, а неактивованих – 7,755±0,53мкм. Індекс активації БТ становить 3,53±0,131. 
Таблиця 3.4 – Середні показники шлункової кишки та ботріоідної тканини медичної п’явки після годування кров’ю ссавців при різних фізіологічних станах 

	Група
	Показники 
	xcp±m

	Інтактна сита п’явка (здорова), n=12
	Висота кишкового епітелію, мкм
	центр. канал
	8,55±0,453

	
	
	бічний канал
	9,66±0,676

	
	Діаметр ботріоідних гранулоцитів, мкм
	актив.
	6,75±0,552

	
	
	неактив.
	7,755±0,53

	
	Відсоток ботріоідних гранулоцитів
	актив.
	77,83±0,63

	
	
	неактив.
	22,16±0,62

	
	Індекс активації ботріоідної тканини
	3,53±0,132

	Відригуюча сита п’явка, n=12
	Висота кишкового епітелію, мкм
	центр. канал
	6,17±0,559*

	
	
	бічний канал
	8,26±0,474

	
	Діаметр ботріоідних гранулоцитів, мкм
	актив.
	5,59±0,489

	
	
	неактив.
	8,59±0,527

	
	Відсоток ботріоідних гранулоцитів
	актив.
	23,4±0,645*

	
	
	неактив.
	76,6±0,645*

	
	Індекс активації ботріоідної тканини
	0,31±0,011*

	Загибла сита п’явка, n=12
	Висота кишкового епітелію, мкм
	центр. канал
	4,29±0,581*

	
	
	бічний канал
	8,07±0,633

	
	Діаметр ботріоідних гранулоцитів, мкм
	актив.
	4,52±0,370*

	
	
	неактив.
	6,16±0,452*,**

	
	Відсоток ботріоідних гранулоцитів
	актив.
	84,1±0,753*,**

	
	
	неактив.
	15,9±0,753*,**

	
	Індекс активації ботріоідної тканини
	5,63±0,332*,**


Примітки: 
1. * – відмінності порівняно з інтактною ситою МП достовірні при р<0,05.

2. ** – відмінності порівняно з відригуючою ситою МП достовірні при р<0,05.
Такі морфофункціональні зміни структури КЕ та стану БТ можуть вказувати ряд захворювань МП. Наприклад, пояснювати розвиток металічної хвороби, під час якої на тілі п’явки з’являються численні перетяжки та ущільнення. Окрім цієї хвороби є й інші етіологія та патогенетичні механізми розвитку яких нез`ясовані. Також існують й інші захворювання МП такі, як: слизова хвороба та жовтяниця. В ході перебігу слизової хвороби на тілі МП накопичується слиз, під час якої шкіра не очищується та наступає гибель. Жовтяниця проявляється тим, що тіло п’явки набухає та набуває жовтого відтінку тощо, після чого п’явка гине. 
На основі співставлення отриманих результатів з літературними даними, можна стверджувати, що БТ МП після годування піддається структурно-функціональним змінам у відповідь на надходження продуктів живлення, що свідчить про нормальний перебіг посттрофічного процесу. 

Кишковий епітелій шлункової кишки у ситої МП без патологічних ознак, порівняно з голодною [8] сплощений через розтягнення спожитою кров’ю, його висота в центральному каналі 8,55±0,453 мкм, в бічних каналах – 9,66±0,676 мкм. Апікальна поверхня клітин в більшості рівна, контакти між клітинами не порушені, дегенеративні зміни відсутні.
У МП з патологічним реагуванням в посттрофічний період (ситої відригуючої та ситої загиблої) виявлено значні прижиттєві дегенеративні зміни в КЕ та БТ: епітелій низький кубічний, поверхня якого має нерівні контури, ядра темного кольору (більшість пікнотичні), більшість з яких розміщена в апікальній частині клітин. 
Так, у ситої відригуючої з’їдену кров МП на другому тижні після годування, відмічається зменшення висоти кишкового епітелію (центральний канал 6,17±0,559 мкм при р≤0,05, бічний канал – 8,26±0,474 мкм при р>0,05), зустрічаються ділянки із десквамацією епітелію, порівняно з ситою МП без патологічних ознак. При ШИК-реакції виразно помітно вакуолізацію епітеліоцитів, тому що ШИК+ речовина в клітинах утворює сітчасті структури. ШИК-реакція епітеліоцитів у більшості відригуючих п’явок інтенсивніша (3 бали), ніж в ситих (2 бали).

У ситої загиблої МП, яка попередньо відригувала з’їдену кров та мала перетяжки на тілі виявлені ще більш виражені ознаки прижиттєвої деструкції кишкового епітелію шлункової кишки: висота в центральному каналі статистично значимо (р≤0,05) знижена, порівняно з ситою (здоровою) МП і становить 4,29±0,581 мкм, а в бічному каналі – 8,07±0,633 мкм (р>0,05). При ШИК-реакції окремі ділянки кишкового епітелію світлі, їх вміст не забарвлюється (0 балів), більша частина кишкового епітелію містить велику кількість різко ШИК+ (3 бали) гранул різного діаметру. Морфологія кишкового епітелію наступна: частина епітеліоцитів мала пікнотичні ядра неправильної форми, орієнтовані до апікальної поверхні клітини, цитоплазма клітин часто вакуолізована, місцями зустрічаються без’ядерні фрагменти клітин та десквамація епітелію.
Відповідні морфофункціональні зміни спостерігаються також і в БТ, що прилягає до органів системи травлення H. verbana (табл. 3.4). В БТ є велика кількість гранулярних клітин, котрі при ШИК-реакції інтенсивно забарвлені (3 бали). У ситої відригуючої п’явки, порівняно з ситою без патологічних ознак, у ботріоідній тканині, відносна кількість активованої фракції ботріоідних зернистих клітин знижується (23,4±0,645%, р<0,05) з тенденцією до зменшення їх середнього діаметру (5,59±0,489 мкм, р<0,05), порівняно із ситими здоровими п’явками, у яких не відбувається патологічне реагування. 
У досліджених загиблих H. verbana активовані гранулоцити мають мінімальний діаметр серед усіх досліджуваних (4,52±0,370 мкм, порівняно з іншими групами п’явок при р<0,05), середні розміри неактивованих гранулоцитів також мінімальні (6,16±0,452 мкм, р < 0,05) серед досліджуваних груп. Відсоток активованих гранулоцитів БТ був найвищим серед досліджуваних груп (р<0,05) і становив 84,1±0,753%. Волокна БТ  мають слабку ШИК+ реакцію (1 бал). Великі лакуни ботріоідної тканини різко розширені, в них спостерігається стаз крові із скупченням власних гемоцитів, а в проміжних лакунах майже відсутня гемолімфа, дрібні лакуни ‒ заповнені речовиною, що має різку ШИК+ (3 бали) гранули (дрібні включення). Це може свідчити про активні міграційні процеси імунних клітин МП до місця ушкодження, а саме кишкового епітелію. При цьому індекс активації ботріоідної тканини, який розраховували як співвідношення відсотку активованих до неактивованих гранулоцитів також був найвищим серед досліджуваних груп (р<0,05) і становив у загиблих МП 5,63±0,332, у відригуючих – 0,31±0,011. Така активація ботріоідної тканини у загиблих МП пов’язана саме з деструктивними процесами у відповідь на імунологічний конфлікт зі спожитою кров’ю. З даними літератури відомо, що у здорових п’явок, ботріоідні клітини організовані в кластери, а в експериментально поранених – відбувається перехід ботріоідної тканини з кластерних (шнуроподібних) структур у порожнисту (трубчасту) структуру, яка є типовою для судинних структур [6, 26, 29]. Існують відомості про те, що зернисті клітини БТ виконують і захисну функцію; сама БТ бере участь в ангіогенезі, а її целотеліум виконує мієло/eритроїдну функцію.
Таким чином, у відригуючих та загиблих H. verbаna виявлені значні патоморфологічні (деструктивні) прижиттєві зміни у структурі тканин, зокрема кишковому епітелії, що у гематофагів реагує на подразнення в першу чергу можуть бути пояснені ксеногенним інгібуванням. 

4 ОХОРОНА ПРАЦІ ТА БЕЗПЕКА В НАДЗВИЧАЙНИХ СИТУАЦІЯХ
В ході проведення експериментальних досліджень треба бути досить обережним та уважним. Виконуючи експериментальне дослідження за темою кваліфікаційної роботи, я використовувала хімічні реагенти, БАР, працювала з біологічним матеріалом, електроприладами, лабораторним посудом та лабораторними тваринами. Якщо бути неуважним та необережним під час роботи з хімічними речовинами та приладами можна отримати важкі ушкодження.
Метою цього розділу є показати вміння використовувати теоретичні знання при виконанні кваліфікаційної роботи з теми: «Структурно-функціональні особливості тканин медичної п’явки після годування кров’ю ссавців».

Техніка безпеки ‒ вид діяльності (система організаційних і технічних заходів, захисних засобів і методів) щодо забезпечення безпеки будь-якої діяльності людини, в тому числі і трудової діяльності. Безпека проведення у лабораторіях повинна забезпечуватися відповідно до вимог ДСТ 12.3.002-75 та інших діючих нормативних актів [45, 46].
Експериментальну частину моєї кваліфікаційної роботи я виконувала у робочій зоні лабораторії, де дотримувалися визначені параметри температури (20-22°С), вологості (40-60%), освітлення, швидкість переміщення повітря та усе відповідало вимогам ДНАОП 0.03-3.15-86.
Завжди потрібно пам’ятати про безпеку під час роботи в хімічних, біохімічних та біологічних лабораторіях. Завдяки обережному поводженню та знанню всіх правил безпеки можна звести на мінімум ризик виникнення травм чи тілесних ушкоджень. 
Техніка безпеки перед початком роботи в лабораторії:
1) при вході в приміщення лабораторії співробітники зобов’язані залишати верхній одяг, сумки й ін. особисті речі у відведеному для цього місці;
2) студенту потрібно надягти встановлену діючими нормами спец. одяг і перевірити наявність і справність засобів індивідуального захисту; 
3) забороняється, при роботі в лабораторії, зберігати в кишенях шпильки, скляні, що ріжуть, колючі предмети;
4) перед початком роботи необхідно переконатися в справності вентиляції, перевірити освітленість робочого місця. Приточно-витяжну вентиляцію у всіх приміщеннях лабораторії необхідно включати не пізніше, ніж за 5 хв. до початку роботи;
5) отримати завдання від керівника експериментальних робіт;

6) перевірити справність приладів та обладнання лабораторії, наявність необхідних для експерименту реактивів;

7) при виявленні студентом несправностей лабораторного обладнання та засобів захисту, якнайшвидше сповістити керівника роботи та до вирішення питання не приступати до роботи [46, 47]. 
В ході виконання експериментальної роботи були використанні такі індивідуальні та комплексні засоби захисту: гумові рукавички та білий халат. Під час роботи з хімічними реактивами я мала обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 Кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96 [47]. 
Вимоги безпеки під час роботи в лабораторії:

1) категорично забороняється працювати одному в лабораторії, так як в екстреному випадку не буде кому надати потерпілому першу допомогу і ліквідувати наслідки невдалого експерименту. Працювати слід тільки у відведений час під контролем викладача або інших співробітників;

2) у лабораторії необхідно перебувати в застебнутому бавовняному халаті. Це забезпечує деяку індивідуальну захист і дозволяє уникнути забруднення одягу;

3) не можна проводити досліди в забрудненій посуді. Посуд слід мити відразу після закінчення експерименту;

4) категорично забороняється куштувати хімічні речовини на смак. Рідкі органічні речовини і їх розчини забороняється набирати в піпетки ротом, для цього необхідно використовувати гумові груші та інші пристосування;

5) у процесі роботи необхідно стежити, щоб речовини не потрапляли на шкіру, так як багато хто з них викликають подразнення та опіки шкіри і слизових оболонок;

6) реактиви, що необхідні для дослідів, слід брати лише в тих кількостях, які зазначені в методиці до експерименту. Сухі реактиви слід брати за допомогою шпателя, розчини – піпеткою, для кожного реактиву необхідно мати окремий шпатель або піпетку. Набирати отруйні та їдкі рідин в піпетки за допомогою гумової груші;

7) всі операції, які пов’язані із застосуванням і виділенням отруйних, їдких речовин, які володіють різким запахом, необхідно виконувати тільки у витяжній шафі при працюючій вентиляції із застосуванням засобів індивідуального захисту;
8) всі банки, в яких зберігаються речовини, повинні бути забезпечені етикетками з відповідними назвами;
9) заборонено виливати в раковину залишки кислот і лугів, вогненебезпечних та вибухонебезпечних, а також речовини з сильним запахом. 

9) нагріваючи рідини, студент повинен тримати пробірку отвором від себе і людей, що знаходяться поруч. Не нахилятися над посудом, в якому є хімічні реактиви та рідини, оскільки бризки можуть потрапити в очі;

10) при збовтуванні хімічних розчинів у колбах і пробірках закривати їх тільки гумовими пробками;

11) категорично забороняється нагрівати або охолоджувати будь-які розчини у герметично закритих ємностях, а також закривати колби з гарячою рідиною;

12) обережно працювати зі скляним лабораторним посудом, що легко б’ється;
13) у дослідах з використанням електроприладів необхідно переконатися в їх справності, правильності підключення до електромережі та контуру заземлення [46, 47].
Вимоги безпеки після закінчення роботи в лабораторії:
1) упорядкувати своє робоче місце;
2) вимкнути все електричне обладнання, закрити воду та вимкнути електроенергію, видалити з приміщення виробничі і побутові відходи, закрити вікна, кватирки, двері;

3) після роботи з кров’ю брудний посуд замочують у дезінфікуючих розчинах;

4) поверхню робочих столів слід обробити дезінфікуючим розчином;

5) хімікати, реактиви та інші речовини, які використовували в ході роботи, покласти у відведене для них місце;

6) спецодяг та спецвзуття студент повинен помістити у відведене для них місце;

7) при виявленні недоліків лабораторного устаткування в ході роботи студент повинен повідомити про це керівника роботи [46, 47].
Заходи безпеки при витоку газу та гасіння локальної пожежі та палаючого одягу:

1) при виникненні пожежі необхідно швидко прибрати всі горючі речовини подалі від місця загоряння, вимкнути газову мережу, всі споживачі електричного струму і припинити активний доступ повітря в лабораторію;

2) полум’я слід гасити піском або протипожежною ковдрою. Гасіння полум’я водою може привести до розширення вогнища пожежі. У разі більш великій площі загоряння слід користуватися вогнегасником;

3) якщо на будь-кому загориться одяг, необхідно щільно накрити палаючу тканину протипожежною ковдрою. При загорянні одягу не можна бігти, так як це сприяє поширенню полум’я.
Для попередження виникнення пожежі, в лабораторії не допускається:

1) курити у лабораторних приміщеннях;

2) залишати легкозаймисті матеріали на шафах і за шафами, на радіаторах центрального опалення, близько до електропроводів і електроприладів;

3) не допускається залишати без нагляду ввімкнені електроприлади, плити чи електричне освітлення;

4) забороняється порушувати електропроводку, заставляти її шафами й завішувати плакатами, картинами чи газетами. 

В добре доступних місцях обов’язково повинні бути розташовані щити з набором протипожежного інвентарю: вогнегасники, ящики з піском та пожежний гідрант. У разі загоряння легкозаймистих речовин для їхнього гасіння використовують: вогнегасник, пісок, листовий азбест, азбестову тканину або вовняну ковдру. 

При виникненні пожежі слід своєчасно викликати пожежну охорону, зачинити вікна та кватирки, вимкнути вентиляцію та електроприлади, винести з приміщення горючі рідини, лужні метали й фосфор [48].
Надання першої медичної допомоги при опіках та отруєнні хімічними речовинами:

1) при термічних опіках першого ступеня (почервоніння і припухлість) обпечене місце треба обробити спиртовим розчином таніну, 96% етиловим спиртом або розчином перманганату калію. При опіках другого і третього ступеня (пухирі і виразки) допустимі тільки знезаражувальні примочки з розчину перманганату калію, після чого необхідно звернутися до лікаря;
2) при опіках кислотами необхідно промити уражене місце великою кількістю проточної води, а потім 3% розчином гідрокарбонат натрію, після чого ‒ знову водою;
3) при потраплянні кислоти в очі необхідно промити їх проточною водою (3-5хв), а потім розчином борної кислоти (в разі потрапляння лугу) або гідрокарбонат натрію (в разі потрапляння кислоти), після чого звернутися до лікаря;
4) при потраплянні на шкіру їдких органічних речовин, а не розчинних у воді, їх необхідно змити великою кількістю відповідного розчинника. Після надання першої допомоги потерпілий повинен бути направлений в медпункт.
У робочій зоні лабораторії ми дотримувалися визначених параметрів мікроклімату: температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря. Всі ці чинники відповідали нормам зазначеним в ДНАОП 0.03-3.15-86. Дуже важливо, щоб у приміщенні не створювався застій повітря [49, 50]. Повітря на робочому місці повинно відповідати ДСТУ 12.1.005-88 [51].
При роботі в лабораторії ми забезпечували постійний рух повітря, не повинно виникати застоювання, шляхом відкриття вікон. Також важливе значення приділяли створенню нормальної освітленості робочого місця. Освітленість створюється сонцем або за допомогою ламп накалювання, люмінесцентних ламп. Природне і штучне освітлення лабораторії відповідало вимогам Сніп 11-4-79 [51, 52].

В ході роботи з хімічними реактивами використовувала обов’язковий спецодяг (халат з бавовняної тканини) згідно ст. 163 кодексу законів про працю України і ДНАОП 0.00-4.26-96 [53].

При проведенні дослідів у лабораторії ми використовували хімічний посуд. Миючи лабораторний посуд потрібно слідкувати за тим, щоб йорж не бився об дно чи стінки посуду, таким чином можна пошкодити його і поранити шкіру. Не рекомендується виливати їдкі та отруйні речовини, які мають неприємний, різкий запах, у проточні раковини, для цього в лабораторії повинні бути присутні спеціальні ємності. При виливанні в раковину таких шкідливих речовин можливе їхнє  випаровування та отруєння повітря лабораторії. Концентровані речовини необхідно попередньо сильно розбавити чи нейтралізувати [54].
Під час виконання експериментальної частини моєї кваліфікаційної роботи можливі нещасні випадки, до них відносяться: травми електроприладами, попадання БАР, крові на одяг, шкіру чи в очі. Дуже важливо вміти надавати першу медичну допомогу при виникненні цих нещасних випадків, щоб своєчасно надати зарадити таким випадкам і їхнім наслідкам.

Електротравми можуть виникати при доторканні до студента до проводу, що знаходиться під напругою. Електротравми можуть призвести до таких наслідків: зупинки серця, дихання та ураження головного мозку. Перша медична допомога при електротравмі повинна розпочатися зі звільнення потерпілого від джерела струму.
Правила техніки безпеки при рятуванні потерпілого від електротравми: 

1) для зупинення дії струму краще всього спочатку вимкнути рубильник. Якщо це не можливо виконати, потрібно звільнити потерпілого від електропроводу за допомогою гумових рукавичок. Ні в якому разі не можна чіпати потерпілого голими руками;
2) при відсутності ознак життя у потерпілого, потрібно почати проведення реанімаційних заходів;
3) якщо спроби виявилися успішними і потерпілий подав ознаки життя, потрібно, не втрачаючи часу, накласти асептичну пов’язку на поранення та відвезти потерпілого до найближчої лікарні [55].
В ході виконання експериментальної частини кваліфікаційної роботи, а саме статистичну обробку результатів, я використовувала комп’ютер. Статистична обробка результатів виконувалася за допомогою 2 програм: Microsoft XP «Exel» та IBM SPSS Statistic 20,0, що були встановлені заздалегідь на комп’ютері.
Техніка безпеки під час роботи за комп’ютером:
1) вмикати комп’ютер до електричної мережі можливо тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням; 
2) освітлення робочих місць в горизонтальній площині на рівні 80 см від підлоги повинно бути не менше 400 лк. Для штучного освітлення в дисплейних залах слід застосовувати люмінесцентні лампи типу ЛБ;
3) відстань від очей користувача до екрану дисплея комп’ютера повинна становити не менше ніж 50-70 см, кут зору не менше 10-200 і не більше 400. Потрібна гарна та зручна опора для спини та сідниць; 

4) після закінчення роботи з комп’ютером необхідно від’єднати апаратуру від мережі електропостачання [56]. 

Під час роботи з сироваткою крові можливе її потрапляння на шкіру, одяг та слизові оболонки. Всі біологічні рідини необхідно сприймати як потенційно заражені ВІЛ-інфекцією, тому згідно приказу № 120 МОЗ України від 20.05.00 розроблена інструкція про першу допомогу при виникненні таких випадків. 

При потраплянні сироватки крові на халат, необхідно негайно його зняти та замочити у дезінфікуючому розчині не менше ніж на 1 годину. Якщо ж сироватка потрапила на шкіру, необхідно обробити уражену ділянку одним із дезінфікатів: 700 спирт, 3% р-н йоду, 5% р-н перекису водню. Після чого промити шкіру двічі під проточною водою з милом. Якщо сироватка потрапила на слизові оболонки очей, то потребується застосувати промивання великою кількістю води, а потім слід закапати очі розчином альбуциду (30%). 
Отже, за допомогою знань основних правил техніки безпеки, я уникнула небезпечних випадків та травмувань.
ВИСНОВКИ

1. В посттрофічний період близько 10% медичних п’явок реагують патологічними реакціями: відригуванням з’їденої крові, формуванням перетяжок на тілі та подальшою загибеллю половини із них.
2. Структурно-функціональні особливості тканин ситої медичної п’явки без патологічних ознак наступні: шлункова кишка збільшена за розміром через насичення кров’ю, тому кишковий епітелій в її центральному каналі сплощений (8,55±0,453 мкм), ШИК-реакція у епітеліоцитів у більшості медичних п’явок помірна (2 бали); ботріоідна тканина крупнокомірчаста, має порожнисту трубчасту структуру, більша частина ботріоідних гранулоцитів активовані (77,83±0,63%, їх середній діаметр становить ‒ 6,75±0,522 мкм); індекс активації ботріоідної тканини становить ‒ 3,53±0,132. Волокна ботріоідної тканини у більшості ситих медичних п’явок інтенсивно забарвленні реактивом Шиффа (3 бали), в ній значна кількість ШИК+ (3 бали) активованих гранулоцитів, що вказує на підвищений вміст глікозаміногліканів.
3. У медичних п’явок з патологічними реакціями під час перебігу посттрофічного періоду виявлено такі особливості ботріоідної тканини: у відригуючих, порівняно зі здоровою ситою медичною п’явкою, зменшена кількість активованих гранулоцитів (23,4±0,645%, р<0,05), та їх розміри (5,59±0,489 мкм, р>0,05); у загиблих медичних п’явок кількість активованих гранулоцитів статистично значимо більша (84,1±0,753%, р<0,05), а їх розміри серед досліджуваних груп найменші (4,52±0,370 мкм, р<0,05); індекс активації БТ у відригуючих порівняно з медичними п’явками без патологічного реагування менше і становить 0,32±0,011 (р<0,05), а у загиблих більше – 5,63±0,332 (р<0,05). Волокна ботріоідної тканини мають слабку ШИК+ реакцію (1 бал). При ШИК-реакції окремі ділянки кишкового епітелію світлі, їх вміст не забарвлюється (0 балів), більша частина кишкових епітеліоцитів містить велику кількість різко ШИК+ (3 бали) гранул різного діаметру.
В кишковому епітелії центрального каналу шлункової кишки у відригуючих та загиблих медичної спостерігаються виражені ознаки прижиттєвої деструкції (пікноз ядер, вакуолізація цитоплазми, десквамація), середня висота епітеліоцитів менша (р<0,05) порівняно з медичної п’явки без патологічного реагування і становить: 6,17±0,559 мкм у відригуючих та 4,29±0,581 мкм у загиблих. При ШИК-реакції окремі ділянки кишкового епітелію світлі, не забарвлені (0 балів), більша частина кишкового епітелію містить велику кількість різко ШИК+ (3 бали) гранул різного розміру.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Отримані результати експериментального дослідження можуть бути використані для оцінки функціонального стану медичної п’явки після годування кров’ю ссавців.
Результати дослідження також можуть бути впроваджені в окремі теми при викладанні таких дисциплін: «Великий практикум з біохімії та імунології», «Біотехнологія», «Загальна цитологія та гістологія» тощо. 
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