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РЕФЕРАТ

Робота викладена на 68 сторінках друкованого тексту, містить 3 таблиці, 4 рисунки. Перелік посилань включає 74 джерела, в тому числі 22 іноземною мовою.

Об’єкт дослідження – дика та вирощена в умовах біотехнології медична п’явка (МП). 

Мета роботи – провести цитологічну характеристика вмісту середньої кишки Hirudo verbana в посттрофічний період.
Методи дослідження: екологічні, біологічні (мікроскопічний аналіз мазків із вмісту шлункової кишки), статистичні. 
В природних біотопах м. Запоріжжя в акваторії Дніпра виявлено 2 види медичних п’явок: H. verbana та H. orientalis. За чисельністю переважали H. orientalis, але вага тіла H. verbana була вищою.  Цитологічне дослідження препаратів з вмісту шлункової кишки диких п’явок показало, що 54,9±6,96% із них мали запас крові хазяїв-годувальників з минулого літа, а інша частина, імовірно, харчувалася кров’ю лише земноводних, земноводних та ссавців або лише ссавців. В голодних біотехнологічно вирощенених H. verbana в шлунковому вмісті практично не можливо розрізнити формені елементи крові, наявні лише незначна кількість азурофільних апоптотичних тілець. Усі цитологічні зразки шлункового вмісту п’явок містили паличкоподібні бактерії, імовірно, A. hydrophyla, також зустрічалися коки. Встановлено, що H. verbаna має кращий адаптивний потенціал. Насичуваність кров’ю великої рогатої худоби в лабораторних умовах э більшою у H. verbena, порівняно з H. оrientalis.

Новизна роботи – результати дослідження поширюють уявлення про екологічні та біологічні особливості МП виду H. verbana. 
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ABSTRACT

The work is presented on 68 pages of printed text, contains 3 tables, 4 pictures. The list of links includes 74 sources, including 22 in foreign languages.
Object of research – wild and biotech-grown medical leeches (ML).

Purpose of research – to conduct a cytological characterization midgut contents of Hirudo verbana in the posttrophic period.
 
Research methods: ecological, biological (microscopic analysis of smears from the contents of the gastric gut), statistical.
In the natural habitats of Zaporizhia city in Dnipro river, 2 species of medical leeches were found: H. verbana and H. orientalis. H. orientalis predominated, but H. verbana's body weight was higher. Cytological examination of preparations from the stomach of wild leeches showed that 54.9 ± 6.96% of them had a supply of blood of hosts from last summer, and the rest probably ate only the blood of amphibians, amphibians and mammals or only mammals. In hungry biotechnologically grown H. verbana in the gastric contents it is almost impossible to distinguish the shaped elements of the blood, there are only a small number of azurophilic apoptotic cells. All cytological samples of gut contents of leeches contained rod-shaped bacteria, probably A. hydrophyla, cocci were also found. H. verbana has been found to have the best adaptive potential. Blood saturation of cattle in the laboratory is higher in H. verbana than in H. orientalis.
The novelty of the work – the results of the research spread the idea of ecological and biological features of ML species H. verbana.
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ВСТУП

Нині гірудотерапії (ГТ) як натуропатичному методу лікування, що майже не має побічних ефектів, належить одне з провідних місць серед методів традиційної медицини. Організм медичної п’явки (МП) продукує комплекс унікальних природних біологічно активних речовин (БАР) [1–4], для яких не потрібно витрат на виділення, очистку та засоби введення, всі БАР самовільно надходять до організму людини або тварини при укусі. При постановці МП терапевтичний вплив здійснюється на кількох рівнях: крім усунення конкретного захворювання, ГТ сприяє підвищенню загальної резистенції організму, активізації імунної системи [1, 2, 5, 6]. За біологічною сутністю МП – кровосисні ектопаразити, що ведуть активний спосіб життя в пошуках своїх жертв, мають відповідну спеціалізацію. До рис глибокої спеціалізації, наприклад, травної системи належить будова щелеп, наявність слинних залоз із секретом, що містить БАР, наявність виростів у шлунковій кишці тощо. У травному каналі п’явки живе бактерія-ендосимбіонт Aeromonas hydrophila, що відіграє основну роль у перетравленні білків, жирів і вуглеводів, бере участь у підтримці рідкого стану поглиненої крові [6]. Ці адаптаційні механізми свідчать про фізіологічну зумовленість способу життя МП як вільноживучих ектопаразитів. За даними літератури МП містить окрім A. hydrophila й інші мікроорганізми на шкірних покривах (Proteus mirabilis, Staphylococcus saccharofyticus, S. intermedins і невизначені штами з родини Enterobacteriaceae) [7], та може містити патогенні мікроорганізми, які потрапляють з кров’ю від заражених тварин, тому за даними деяких дослідників існує вірогідність зараження від МП. Серед ускладнень, які трапляються при лікуванні МП повідомлялося про кровотечі та анемії, алергічні реакції, інфекційні зараження та інше [8]. Але не існує жодної роботи, яка б вказувала на інфекційне зараження саме від МП вирощених в умовах біотехнології. Зараження імовірне від диких МП з природних водойм, годування яких проходило на диких тваринах, не виключено що інфікованих, при цьому час годування також не вдається встановити. Враховуючи те, що для ГТ цілей використовують голодних біотехнологічних МП, можливість зараження від яких практично виключається. 
Тому мета роботи: провести цитологічну характеристика вмісту середньої кишки Hirudo verbana в посттрофічний період.
Відповідно до мети роботи було сформульовано наступні завдання:

1) провести аналіз результатів експедиційних пошуків медичних п'явок у водоймах м. Запоріжжя;
2) провести цитологічне дослідження шлункового вмісту диких медичних п'явок із природних водойм та вирощених в умовах біотехнології H. verbana;
3) проаналізувати насичуваність медичних п'явок виду H. verbana в умовах біотехнології.

Об'єкт дослідження – дика та вирощена в умовах біотехнології медична п’явка. Предмет дослідження – цитологічні показники шлункового вмісту середньої кишки диких та вирощених в умовах біотехнології Hirudo verbana в посттрофічний період.

Теоретичне значення. В природних біотопах м. Запоріжжя в акваторії Дніпра в 2018-2019 рр. за чисельністю переважали H. orientalis, але вага тіла H. verbana була вищою. Більшість із них мали запас крові хазяїв-годувальників із минулого літа. Цитологічні зразки шлункового вмісту МП містили паличкоподібні бактерії, імовірно, A. hydrophyla, також зустрічалися коки. Встановлено, що H. verbаna має кращий адаптивний потенціал. 
Новизна роботи – результати дослідження поширюють уявлення про екологічні та біологічні особливості МП виду H. verbana.
Методи дослідження: екологічні, біологічні (мікроскопічний аналіз мазків із вмісту шлункової кишки), статистичні.
Експериментальні результати дослідження можуть бути впроваджені в навчальний процес при підготовці здобувачів за спеціальністю 091 Біологія.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Медична п’явка – біологія, систематичне положення, класифікація
Тип кільчасті черви, або кільчаки –це безхребетні тварини з групи первинноротих (Protostomia). В ньому налічується близько 15 тисяч видів, що складає 1/4 від загальної видової чисельності сколецид. Кільчасті черви - найвисокоорганізованіші зі сколецид [9].

П'явки (Hirudinei) відносяться до класу кільчастих хробаків. Їх тіло подовженої або овальної форми, більш-менш сплющене в спинно-черевному напрямку, чітко поділене на дрібні кільця, які в числі 3-5 відповідають одному сегменту тіла; в шкірі є багато залоз, які виділяють слиз; на задньому кінці тіла зазвичай розташована велика присоска, на передньому кінці також знаходиться добре розвинена присоска, у центрі якої розташовується рот, частіше ж для присмоктування служить рот. На передньому кінці тіла є 1-5 пар очей, розташовані дугою або попарно один за одним. Порошиця на спинній стороні над задньою присоскою [1, 4]. 

Кільчасті черви живуть у прісних і солоних водах, грунтах. Дослідження кільчаків є важливим для розуміння шляхів філогенезу тваринного світу. Деякі види мають медичне значення.

Для тварин типу кільчастих червів (перстеняків) властиві: 1)тришаровість, тобто розвиток екто-, ендо- і мезодерми у ембріонів; 2) вторинна порожнина тіла; 3) шкірно-м'язовий мішок; 4) двобічна симетрія; 5) гомономна метамерія, або сегментація тіла; 6) присутні основні системи органів: травна, дихальна, видільна, кровоносна, нервова, статева; 7) кровоносна система замкненого типу; 8) видільна система представлена метанефридіями; 9) нервова система складається з надглоткового ганглія і черевного (парного або непарного) ланцюга, що з'єднані навкологлотковими комісурами; 10) присутні примітивні органи руху [10].

Філогенетично у кільчаків з’являється целомічна порожнина і метанефридїї. Характерною особливістю целому є целомічна вистилка. З однієї сторони вистилка прилягає до стінки тіла, утворюючи соматоплевру, а з іншої – до стінки кишкової трубки, утворюючи спланхноплевру [1].

Анеліди мають вищий, в порівнянні з іншими червами, рівень процесів життєдіяльності завдяки целому. Целомічна рідина омиває органи тіла. Функції целомічної рідини - поряд з кровоносною системою постачати кисень і поживні речовини, та одночасно видаляти продукти дисиміляції, сприяти пересуванню фагоцитів.

Видільна система — метанефридії - тісно пов'язана з целомічною порожниною. Метанефридії відкриваються у порожнині тіла лійкою, від якої відходить протока у сусідній сегмент тіла, де вона робить кілька петель і відкривається назовні видільною порою на бічній стінці тіла. У кожному сегменті розташується по парі метанефридіїв (правий і лівий). Лійка з протокою війчасті, що викликає рух виділеної рідини [1, 3, 7, 10].

У ротовій порожнині H. medicinalis є 3 рухливі щелепи, за допомогою яких вона робить ранку на шкірі жертви і живиться її кров'ю. Ротова порожнина переходить у глотку, куди відкриваються протоки залоз, які виділяють секрет – гірудин [10].

Ареал розповсюдження п'явки медичної - південні райони Європи: на Україні, в Молдові та на Кавказі. Вона може знаходитись у неглибоких болотах з густою рослинністю, озерах, ставках, заплавах річок. Якщо водойма пересихає – п’явки зариваються у грунт і впадають у стан заціпеніння [1, 4, 11].

У зв'язку з широким використанням п'явок для лікування їх не тільки виловлюють у природних водоймах, але й розводять біотехнологічно. П'явки використовуються лікарями з давніх давен. Нині їх застосовують не тільки для профілактики, але й для лікування гіпертонії, тромбозів і тромбофлебітів, оскільки гірудин знижує зсідання крові і сприяє розчиненню тромбів. П'явки такожзастосовують для профілактики і лікуванні інших хвороб.

Характерними ознаки п’явки є: відсутність щетинок, наявність двох присосків на передньому і задньому кінцях тіла, вторинна порожнина заповнена паренхімою.

П’явки можуть атакувати різних тварин, такиж як риби, жаби, корови, а також людей. В її роті містяться зазублені пластинки — щелепи, за допомогою яких вона легко прорізує шкіру тварин та людини і живиться кров’ю. 

Нервова система представлена дволопасним надглотковим ганглієм або головним мозком та сполученим з ним короткими комміссурами підглотковим вузлом і власне черевноголанцюжком, що міститься у черевному кровоносному синусі і має близько 20 вузлів. Головний вузол інервує органи чуття і глотку, а від кожного вузла черевного ланцюжка відходить 2 пари нервів, які іннервують відповідні їм сегменти тіла; в нижній стінці кишечника знаходиться особливий подовжній нерв, який розгалуджується до сліпих мішків кишечника [1]. 

Органи травлення відкриваються ротом, озброєним трьома хітиновими зубчастими пластинками (щелепні п'явки - Gnathobdellidae), функція якого -  прорізання шкіри під цас ссаня крові у тварин, та здатність випинатися хоботком (у хоботних п'явок - Rhynchobdellidae); в порожнину рота відкриваються численні слинні залози, секрет яких може бути отруйним; за глоткою, функція якого при ссанні є насосною, слідує великий шлунок, який може дуже ротягуватись та який забезпечений бічними мішками (до 11 пар), серед яких задні найдовші; задня кишка тонка і коротка [1, 4, 11]. 

Кровоносна система представлена справжніми, пульсуючими, судинами, частиною з порожнин - синусів, що являють собою залишок порожнини (вторинної) тіла і з'єднані між собою кільцевими каналами; кров у хоботних п'явок безбарвна, у щелепних - червона, через розчинений в лімфі гемоглобін. Особливі органи дихання нявні лише у р. Branchellion, у формі листоподібних придатків з боків тіла [1]. 

Чоловіча статева система представлена в основному пухирцями (сім'яниками), по парі в 6 - 12 середніх сегментах тіла, з'єднаних на кожній стороні тіла загальним вивідним протоком. Протоки сім'яників відкриваються назовні одним отвором, який знаходиться на черевній стороні одного з передніх кілець тіла; жіночий статевий отвір лежить на один сегмент позаду чоловічого і веде в два окремих яйцевода з мішкоподібними яєчниками. Копулюють дві особини зва гермафродитним типом. Під час кладки яєць, п'явки виділяють залозами, які розташовані в області статевих органів, густий слиз, Вони відкладають яйця у чохол, після чого МП виповзає з нього. Краї отворів зближуються, склеюються і утворюють капсулу з яйцями всередині, прикріплену зачасту до нижньої поверхні листка водорості. Зародки, іноді деякий час тримаються на нижній стороні тіла матері після вилуплення. Завдяки гірудину і іншим речовинам, які виділяються слинними залозами, кров місяцями може зберігатися в шлунку п'явки в рідкому стані, не піддаючись гниттю [1]. 

В світі існує близько 500 видів п’явок [12]. Для ГТ в країнах СНД та Європи найчастіше  використовують 3 види п’явок: Hirudo medicinalis, H. verbana, H. orientalis, які раніше (до 2006 року) вважалися екоформами одного [6]. Ці види п’явок розводять на спеціальних фермах [1]:

− аптекарська медична п’явка (H. verbana), на спинці якої є дві оранжеві повздовжні полоси з розширеннями, що рівномірно повторюються. Черевна сторона оливково-зелена, однокольоровова, з чорними повздовжніми полосами по боках (рис. 1.1);

− лікувальна медична п’явка (Hirudo medicinalis), вздовж спинної поверхні якої тягнуться чотири вузькі, попарно розташовані полоси з розширеннями, що рівномірно повторюються, заповненими чорними плямами краплеподібної форми.

− східна медична п’явка (Hirudo orientalis), що має більш темне зелене забарвлення, вздовж спини – вузькі оранжеві полоси, вкриті через рівні проміжки чорними чотирикутними плямами. Черевце чорне з зеленими плямами, розташованими попарно через однакові проміжки [1, 6, 7].
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Рисунок 1.1 − Аптечна медична п’явка (H. verbаna): а) зовнішній вигляд; б) будова
Незважаючи на те, що секрет їх слинних залоз незначно відрізняється, всі вони можуть з однаковою ефективністю використовуватися в медичній практиці, оскільки поки що не отримано достовірних даних про перевагу тієї чи іншої форми [13].

Розміри МП складають від кількох мм до десятків см. Тіло кільчасте та складається з сегментів. Тіло звичайної МП складається з 102 кілець. Зі спинної сторони на сегменти знаходиться безліч маленьких сосочків. Поверхня покрита маленькими присосками і пухирцями. Також присутні два присоски: передній та задній. Задній присосок слугує для прикріплення та пересування, тоді як через передній, який має щелепи і зуби – для харчування. П'явка обома кінцями може вільно присмоктуватисть до тіла. Забарвлення з характерним малюнком з оранжевих з нерівними краями та темних смужок, а черевна сторона тіла не містить темних плям.
Ззовні тіло вкрите одношаровим епітелієм, під яким розташований шар кільцевих м’язів, під ним – шар діагональних, а глибше – потужній шар поздовжніх м’язів. Мускулатура може складати до 65% об’єму тіла п’явок. [1, 4].

Травний тракт починається на передньому кінці тіла ротовим отвором. Дві щелепи бічні, а третя - спинна. Кожна з щелеп містить 80 - 90 дрібних зубчиків. Глотка у п'явки коротка, оточена товстими пучками потужних м'язів. Слідом за глоткою йде стравохід, що переходить у багатокамерний шлунок, який також назвають шлунковою кишкою. В ньому відбувається інтенсивний процес накопичення крові, чому служать 10 пар сегментів, здатних розширятись. Своєрідна будова кишки дає здатність п'явці розтягуватися і можливість висмоктувати кров господаря [1, 4].

П'явка середніх розмірів досягає маси 2г, здатна висмоктати до 8 мл крові, хоча є дані, що вони можуть поглинати до 10-15мл, тобто в 8 раз більше власної ваги. Якщо накопичення крові відбувається в шлунку п'явки, то процес травлення відбувається в кінцевій кишці. Вона дуже коротка і становить 1\4 від довжини тіла п'явки. Найкоротший відділ травного каналу - кінцевопрохідна кишка, куди надходять перетравлені залишки крові. На рис. 1.2 можна побачити травну систему МП [14].
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Рисунок 1.2 – Травна система МП: 1- щелепа та глотка; 2 – шлункова кишка; 3 – кінцева кишка; 4 – кінцевопрохідна кишка [14]
Спеціальних органи чуття у п'явки представлені лише 10-ма очима. Вони являють собою кулясті камери, без кришталика з 50 фоторецепторами. Серед чутливі рецепторів є термо-, баро і хеморецепторами, які знаходяться в сосочках.

Точних даних про тривалість їхнього життя немає, називають цифри від 6 до 20 років [15].

П’явки облігатні гематофаги, тобто харчуються виключно кров’ю [16]. Запліднення внутрішнє, відразу після якого п'явки відшукують місце на березі поблизу берегової лінії для відкладання кокона. Одна п'явка може відкласти до 4-5 коконів, овальної форми, покриті зовні губчастою оболонкою. Усередині кокона міститься білкова маса для живлення ембріонів (20-30 шт), їх розвиток до вилуплення займає 2-4 тижні. Маленькі п'явки, які вилупилися, являють собою мініатюрні копії дорослих особин і вже готові харчуватися кров'ю [4].

1.2 Застосування гірудотерапії в медичній, ветеринарній, сільськогосподарській практиці та її супутній вплив
Використання МП при гірудотерапії (ГТ) обумовлено широким спектром терапевтичної дії [1-8, 10-11, 16, 17]. Так, ГТ та фармакологічні препарати на основі секрету слинних залоз (ССЗ) МП ефективно використовують із метою лікування та профілактики в дерматології — для лікування хронічних дерматозів, лейоміоми шкіри, псоріазу, в кардіології — при комплексному лікуванні серцевої недостатності, гіпертонічної хвороби, інфекційного міокардиту, кардіалгії, стенокардії, в офтальмології — для лікування глаукоми, геморагічно- фібриноїдного синдрому, в оториноларингології — при гострій сенсоневральній приглухуватості, гострих та хронічних захворюваннях середнього та внутрішнього вуха, в травматології — при радикулопатіях, артритах, остеохондрозах, артрозах, у невропатології — при цереброваскулярних захворюваннях, у гінекології — при ендометріозі, міомі матки, хронічних запаленнях придатків, у терапії — при нефритах, діабетичній стопі, в ендокринології — при діабеті, в хірургії — при лікуванні тромбофлебітів, варикозу та інших судинних розладів, в стоматології — при хронічних та дистрофічних захворюваннях слинних залоз, при стоматитах, альвеолітах, пульпітах та ін. Також ефективне застосування ГТ у педіатрії, в психотерапії, для усунення проявів алергії [1, 3, 4, 6, 7, 18-24].

На даному етапі у ветеринарній практиці спостерігається гуманізація з приводу використання великої кількості хіміотерапевтичних та гормональних засобів і методів корекції. Це зумовлено тим, що будь-який лікувальний препарат, який використовують тваринам потрапляє в екологічну систему, включається в неї та впливає на її життєздатність, а потім впливає і на людину. Тому пошук екологічно чистих та ефективних методів корекції в ветеринарній практиці також є доволі актуальним. Біологи та екологи часто спостерігають як дикі водопійні тварини, зокрема копитні, ведуть активний пошук водоймищ, де водяться МП, входять у них і стоять, даючи змогу МП їх кусати та харчуватись. Отримане при цьому полегшення фізіологічного стану інстинктивно закріпилося в них у наступній поведінці. Цьому сприяла позитивна сумісна еволюції МП та копитних. Але сучасний спосіб тваринництва з його стійловим утриманням порушив цей позитивний взаємозв'язок. Результатом чого є підвищення частоти вірусних, бактеріальних та паразитарних захворювань [6].

ГТ у ветеринарії застосовується при різних захворюваннях собак, котів, коней, наприклад, для лікування маститів і підвищення репродуктивної здатності корів, при лікуванні захворювань коней та інших сільськогосподарських та домашніх тварин [6, 25].

Дослідження щодо ефективності ГТ при розведенні кіз показали її позитивний вплив на загальний стан (підвищення апетиту, покращення стану шерстяного покриву, зникнення тріщин на рогах та копитах), продуктивність (масу тіла, надої) та репродуктивну здатність (кількість та масу тіла приплоду) кіз. За даними О.К. Фролова та співавторів, ГТ у кіз супроводжувалась міграційним перерозподілом лімфоцитів крові з тимчасовим їх депонуванням у місцях приставки МП, підвищенням фагоцитарної активності нейтрофілів. Гірудопунктура не має негативного впливу на фізіологічний стан організму здорових корів, вона викликає тимчасові зміни морфологічного та біохімічного складу крові тварин [6, 26].

1.3 Біологічно активні речовини медичної п'явки
Позитивна дія гірудотерапії обумовлена БАР, які продукує медична п’явка й виділяє в кров’яне русло при кровосмоктанні [1-4, 6, 7, 11, 25-39].

1.3.1. Антигемостатики
Це речовини, які перешкоджають розвитку механізмів зсідання крові, чим забезпечують вільне витікання крові з пошкоджених судин під час всього періоду смоктання крові п’явкою. Антигемостатики починають виділятися з моменту руйнування мікросудин і появи крові в ранці, тому вони виявляються в середній фракції слини. 

Гірудин – це речовина, яка уповільнює згортання крові [1, 2]. До відкриття гепарину екстракти з головної частини п’явок широко використовувалися як антикоагулянт. Винятково висока специфічність гірудину стосовно тромбіну вигідно відрізняє його від інших природних інгібіторів цього ферменту: антитромбіну ІІІ й гепарину. У порівнянні з рядом синтетичних інгібіторів тромбіну, гірудин являє собою ідеальний інгібітор цього ферменту [1, 6, 7].

Гірудин – білок, що складається з 65 амінокислот [27]. Природний гірудин містить суміш різних ізоформ білка (у п’явки синтезується близько 20 ізоформ). Синтезований препарат гірудину однорідний [1, 28]. 
[image: image3]
Також у присутності гірудину сповільнюється реакція активації тромбіном факторів згортання V, VІІІ, ХІІІ. Гірудин перешкоджає реакції вивільнення й агрегації тромбоцитів, інгібіруючи зв’язування тромбіну кров’яними пластинками. Гірудин викликає дисоціацію комплексу тромбіну зі специфічними білками - рецепторами на тромбоцитах, тому що у тромбіну спорідненість до гірудину вище. Він позбавляє тромбін здатності підвищувати антикоагуляційний і фібринолітичний потенціали крові. Препарати гірудину не токсичні [1, 11].

При виділенні гірудину із цільних медичних п’явок його супроводжує неактивний компонент із тіл п’явок, названий псевдогірудином. На відміну від гірудину, що містить на N-кінці молекули ізолейцину, псевдогірудин на N-кінці має валін [1].

Калін та саратін – інгібітори адгезії та агрегації тромбоцитів до поверхні пошкодженої стінки, а також активації фактора Віллебранда [29]. 

Апіраза – інгібітор агрегації тромбоцитів ініційований АДФ [30]. 

Антагоніст PAF (фактора активації тромбоцитів) – перешкоджає адгезії та активації тромбоцитів, міграції тромбоцитів і нейтрофілів у вогнище ураження, а також скорочення клітин гладеньких м’язів [31]. 

Інгібітор Ха фактора (FXaI – Factor Ха Inhibitor) – в каскаді білків плазмового гемостазу фактор Ха є ферментом, що каталізує перетворення протромбіну в тромбін в присутності іонів Са2+, фактора згортання крові V на поверхні мембран активованих тромбоцитів, або фрагментів зруйнованих ендотеліальних клітин гладких м’язів [3].

Оргелаза – фермент, що сприяє утворенню нових капілярів та прискорює розсмоктування набряків, згладжує внутрішні стінки судин для нормалізації току рідини, що дуже важливо для мікроциркуляції в пошкоджених та здорових тканинах. По-перше, оргелаза розріджує кров і сприяє підвищенню швидкості її протікання по капілярах, тобто активному поширенню антикоагулянтів п’явки в кровотоку. По-друге, вона активізує велике число закритих капілярів [32]. 

1.3.2. Літичні сполуки
Літичні сполуки забезпечують проникнення речовин слини, руйнування тканин годувальника, розширення ранової поверхні, розплавлення мікросудин, впливають на проникність міжклітинного матриксу дерми.

Гіалуронідаза (гіалуронат-ендо-в-глюкуронідаза) – фермент, що є каталізатором реакції гідролітичного розщеплення й деполімеризації гіалуронової кислоти й її похідних – кислих глікоз-аміногліканів [1]. Гіалорунідазу можна знайти в представниках природи: в отрутах змій і павуків, екстрактах сім’яників людини, у деяких бактерій, в екстрактах п’явок. Гіалуронідаза визначає пристосувальну особливість п’явок до харчування кров’ю [11]. Як відомо, гіалуронідаза слугує так званим фактором поширення, що змінює ступінь гідратації тканин, транспорт води й різних іонів. Вона сприяє проникненню в організм різних речовин, за рахунок підвищення проникності тканин, стінок капілярів у результаті деполімеризації й розщеплення гіалуронової кислоти - одного з компонентів основної речовини сполучної тканини, що виконує роль цементуючого агента [1, 4, 6, 7, 11].

Гістаміноподібна речовина є в секреті слинних залоз п'явок. Детальне огляд літературних джерелах не виявив відомостей про природу цієї речовини, тому складно судити про її біологічну роль при гірудотерапії. Однак, в місці приставлення п'явок спостерігається типова запальна реакція, що можна пояснити впливом гістаміноподібних речовин [1]. Цей фермент збільшує проникність тканин за рахунок зниження в’язкості мукополісахаридів, які містяться в їх основній речовині. Гістаміноподібна речовина необхідна для процесу запліднення, тому ГТ успішно справляється з такою проблемою, як безпліддя [33]. 

Дестабілаза виконує вибірковий гідролізу е-(г~глутаміл) – лізиновихізопептідних зв’язків, утворених при стабілізації фібрину в присутності фактора XIII згортання крові і утворюють поперечні зшивки (крос-лінкинг), обумовлюючи нетрадиційний механізм фібринолізу [3]. Природна ліпосома дестабілазного комплексу забезпечує як профілактичну протитромбічну, так і тромболітичну дію [34].
Коллагеназа – викликає гідроліз волокон колагену I типу та подібна до коллагенази людини. Вважають, що коллагеназа бере участь в інгібуванні колаген-індукованої агрегації тромбоцитів [19].

1.3.3. Блокатори захисних реакцій організму
У цю групу входить ряд речовин поліпептидної природи, які є інгібіторами ферментів, що виділяються різними клітинами організму в ході реакцій на ушкодження шкіри. В літературі роль цих речовин пов’язується з інгібуванням процесів перетравлення білків в кишечнику медичної п’явки. Також висловлюється припущення, що речовини цієї групи виконують захисну функцію, перешкоджаючи пошкодження внутрішніх структур п’явки ферментами, які виділяються у вогнищі ушкодження і потрапляють в кишечник з поглинутою кров’ю. Також вважається, що вони блокують прояви захисної запальної реакції організму (розвиток спазму, набряку, болю тощо). Речовини цієї групи виявлені в середніх і останніх фракціях слини, де вони присутні в максимальних концентраціях. Деякі з них (наприклад, гірустазін) мають значення і для блокування системи гемостазу.

Бделіни - інгібують амідолістичну активність трипсину, плазміну, а також акрозину [11]. 
Егліни мають властивість інгібувати α-хімотрипсин, субтілизин і нейтральні протеази гранулоцитів людини – еластазу й катепсин G - і створювати із цими протеазами міцні комплекси. Біологічна цінність цих інгібіторів залежить від їхньої здатності блокувати активність лейкоцитарних протеаз, що виділяються при запаленнях [1, 6, 7, 10]. Егліни проникають в кров і, з’єднуючись з іншими компонентами, перешкоджають процесу деградації тканин, що робить можливим використання п’явок у лікуванні шкірних захворювань і травм, та при хірургічному лікуванні [33].

Також в цю групу відносять: LDTI (Leech Derived Tryptase Ingibitor) [36], LCI (Leech Carboxypeptidase Ingibitor), гірустазін [37], брадикініни [36]. 

1.4 Бактерії-симбіонти медичної п'явки 
Наявність симбіотичної бактеріальної флори в шлункових трактах тварин, а також у людини, не є винятком. Так, у людини в товстому кишечнику міститься багато видів мікроорганізмів, домінуючими з них є Е. coli, ентерококова флора [1]. Кишкова ендосимбіотична флора виконує важливі функції в організмі хазяїв. Зокрема, бактеріяендосимбіонт медичної п’явки проявляє мутуалістичні відношення до організму хазяїна шляхом синтезу травних ферментів, синтезу різноманітних вітамінів, бактерицидних речовин, гемостабілізуючих факторів. Відомо, що висмоктана кров зберігається в шлунку медичної п’явки більше двох років у напіврідкому стані без загнивання і поступово перетравлюється. Крім факторів, пов’язаних із трофікою самої медичної п’явки, бактерія-ендосимбіонт синтезує ряд біологічно активних речовин, які позитивно впливають на організм годувальника в процесі гірудотерапії [1, 6, 7]. Однак біологічна дія Aеromonas hydrophila вивчалась фрагментарно. Не з’ясований її спектр бактеріостатичних ефектів, імунотропність синтезованих нею сполук тощо. Крім того, з’явилися публікації, які пов’язують, хоча й рідкісні, бактеріологічні ускладнення (інфікування ранки) після курсу гірудотерапії бактерією A. hydrophila [1, 6].

A. hydrophila, відноситься до сімейства Aeromonadacea і роду Aeromonas [40-42]. Даний мікроорганізм являє собою грамнегативну факультативно-анаеробну бактерію, яка широко поширена в навколишньому середовищі, включаючи грунт і водойми. В організмі медичної п'явки A. hydrophila постійно мешкає в шлунково-кишковому тракті, будучи бактерією-симбіонтом. За даними ряду авторів дана бактерія виявляється також в посівах води, в якій містилися п'явки, що пояснюється виділенням її з кишечника разом з метаболітами. Дослідження, виконані Eroglu і колегами, які реалізували Некількісні підхід, показали присутність додаткового виду бактерій в середній кишці, крім Aeromonas sp. Цікаво, що через кілька років, Worthen і ін. Також повідомляли про присутність інших додаткових видів бактерій в середній кишці [1]. Крім того, були повідомлення про те, що п'явки роду Hirudo утворюють стабільні і успадковані асоціації з бактеріями з роду Aeromonas і Mucinivorans. Хоча точна методика передачі у спадок невідома, було відзначено, що Aeromonas veronii присутні в тільки що відкладених коконах, в той час як  Mucinivorans може бути виявлений тільки в більш пізній час, і ідентифікований за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (PCRs). Точний внесок цих бактерій по відношенню до господаря ще належить визначити. Деякі з бактеріальних штамів були «Не культивованими» бактеріальними штамами, які зазвичай називаються облігатними анаеробами. Ідентифікація ізолятів типу Aeromonas і «не культивованих" бактеріальних штамів породило інтерес серед дослідників з вивчення мікробів, які проживають в кишечнику п'явки і проведення філогенетичного аналізу, щоб отримати важливу інформацію про складність цих мікроорганізмів. Ідентифікація даної мікробіоти має важливе значення у визначенні підходящої профілактики по відношенню до антимікробними агентами, які активні щодо відповідних бактерій, і здатні усунути виникнення інфекції після сеансу гірудотерапії . Крім цього, вивчення комплексу мікробіоти в кишечнику було б також корисно для розуміння актуальності та шляхів впливу резидента мікрофлори на фізіологію і патологію п'явки, і які до цих пір не були добре з'ясовані [1].

Секрет слинних залоз МП проявляє виражену бактерицидну і бактеріостатичну дію, яке визначається бактерією - симбіонтом, що мешкає в кишечнику п'явки. У нього з'ясована здатність блокувати амідолітичну та кініногеназну активності калікреїну плазми людини, при цьому інгібується утворення кінінів, які є медіаторами запалення. Секрет слинних залоз МП має значну бактеріостатичну та бактерицидну дію, що обумовлено бактерією-симбіонтом, яка живе в кишковому каналі п'явки [1, 3, 4, 7].

Кров у кишці п’явки не згортається і не псується, завдяки існуванню у кишківнику бактерії – «співмешканця» (Aeromonas hydrophila). Ця бактерія – симбіонт попереджує розвиток мікробів у кишківнику п’явки, знешкоджує їх, а також синтезує необхідні для свого «господаря» ферменти і вітаміни. Коли є виражений клітинний імунодефіцит (при системних ураженнях шкіри, у онкохворих), гірудотерапевти використовують аутокров з приставленої п’явки (гірудоаутогемотерапія), саме через присутність у ній цієї корисної бактерії [1, 3, 4, 7].
Окрім того, мікрофлора МП поділяється на ендогенну (A. hydrophila) та екзогенну, яка включає наступні види представлені на шкірних покривах МП: Proteus mirabilis з родини Enterobacteriaceae, Staphylococcus saccharofyticus, S. intermedins з родини Micrococcaceae і невизначені штами з родини Enterobacteriaceae. Усі ці види не являються патогенними [7].
1.5. Гірудотерапія

1.5.1 Біологічний ефект гірудотерапії
Позитивний ефект гірудотерапії обумовлений наступними факторами: 

· активізацією мікроциркуляції;

· зниженням застійних явищ;

· збільшенням швидкості місцевого лімфо- і кровотоку; 

· протизапальним, регенеруючим і знеболюючим ефектами;

· підвищенням бактерицидних властивостей крові;

· активізацією обмінних процесів в органах і тканинах;

· збільшенням кількості лейкоцитів і посиленням їх фагоцитарної активності. 

Один з найважливіших механізмів, що реалізується при проведенні гірудотерапії, – розвантаження венозного русла, а також лімфатичний дренаж тканин і зменшення внутрішньотканинної затримки рідини (тканинних набряків). МП представляє величезний науковий інтерес і цінність для медицини і фармації [38].
Численні спостереження різних років свідчать про здатність МП знижувати або повністю ліквідувати запалення. Подібна дія ГТ пояснюється збільшенням кількості лейкоцитів, підвищенням фагоцитарних властивостей крові хворих після сеансів ГТ. Збільшується швидкість лімфо- і кровотоку. Поліпшення мікроциркуляції сприяє збільшенню напруги кисню в капілярній крові, посиленню бактерицидних властивостей крові і активації обмінних процесів. Зменшуються набряки. Розвантаження запального набряку, ексудату і гнійного вмісту відбувається також завдяки крововиливу від укусу п’явкою, і в подальшому тривалій кровотечі. 

Крім безлічі ферментів, п’явка продукує ще БАР, які активують імунну систему організму. Патогенні мікроорганізми в крові людини (золотистий стафілокок, гемолітичний стрептокок, черевнотифозними паличка, бліда спірохета тощо) не тільки придушуються, а й знищуються нейтрофільними лейкоцитами внаслідок відновлення або підвищення їх здатності захоплювати і перетравлювати мікроби і залишки зруйнованих клітин в крові. За деякими даними здатність поглинати мікроби (фагоцитарна активність) нейтрофілів при лікуванні п’явками підвищується в два - три рази внаслідок впливу секрету СЗ на систему комплементу. 

ГТ є активним протизапальним засобом. Компоненти секрету СЗ МП сприяють розвитку лейкоцитозу, посиленню фагоцитарної активності лейкоцитів, підвищують імунітет і опірність організму. Поліпшується кровообіг в системі мікроциркуляції, прискорюється лімфоток. Зменшуються запальні набряки, поліпшується відтік гнійного вмісту. Поліпшується самопочуття хворого. Зазначені властивості секрету слинних залоз п’явки знаходять наукове обґрунтування. Незважаючи на значні успіхи ГТ, вона все ще залишається емпіричним лікувальним засобом через недостатність проаналізованих механізмів дії основних компонентів БАР МП [11]. Існують деякі дані про вплив ГТ на фагоцитарну активність нейтрофілів крові [39]. Також при дослідженні літературних даних було знайдено вплив ГТ на лімфоцити крові, але як впливає різна концентрація АГ МП на фагоцитарну активність нейтрофілів і цитоморфометричні зміни лімфоцитів людини даних не було. Тому метою нашої праці було іn vitro вивчити імунологічну реактивність нейтрофілів і лімфоцитів на пекарські дріжджі на фоні різної концентрації біологічно активних речовин сольового екстракту із тіл МП виду Hirudo medicinalis officinalis. Цим самим виявити оптимальні дози та цитотоксичні дози АГ МП для фагоцитарної реакції нейтрофілів і реактивності лімфоцитів.

Лікувальні властивості медичної п’явки на молекулярно-клітинному рівні тільки починають вивчатися. Так, в останні роки з’явилися дані про те, що саме солітарний ендосимбіонт її кишечнику A. hydrophila [40, 41] забезпечує значну частину терапевтичних ефектів (бактеріостатичий, гемостатичний, протизапальний, нейротрофічний та інші) [1]. Кишкова ендосимбіотична флора виконує важливі функції в організмі хазяїв. Зокрема, бактерія-ендосимбіонт медичної п’явки проявляє мутуалістичні відношення до організму хазяїнашляхом синтезу травних ферментів, синтезу різноманітних вітамінів, бактерицидних речовин, гемостабілізуючих факторів. Відомо, що висмоктана кров зберігається вшлунку медичної п’явки більше двох років у напіврідкому стані без загнивання іпоступово перетравлюється. Крім факторів, пов’язаних із трофікою самої медичноїп’явки, бактерія-ендосимбіонт синтезує ряд біологічно активних речовин, які позитивно впливають на організм годувальника при ГТ [1, 42].
1.5.2 Ускладнення при гірудотерапії

Серед ускладнень, які зустрічаються при використанні МП повідомлялось про: 

· гіперемію (почервоніння)

· свербіж

· набряклість

· локальне підвищення температури в місцях укусів

· збільшення регіонарних лімфатичних вузлів тощо [4, 8].

Всі ці прояви утворюють симптомокомплекс, так званої, приставочної реакції. Приставочна реакція зазвичай протікає легко, але іноді бувають важкі реакції, що супроводжуються загальною реакцією організму у вигляді високої температури тіла, міалгій (м'язових болів), погіршення загального самопочуття. Важливо пам'ятати, що приставочна реакція – закономірне явище, яке розвивається в організмі в процесі проведення курсу гірудотерапії. Зазвичай приставочна реакція виникає через 8-12 годин після 3-4-ої процедури. Вважається, що приставочна реакція є результатом активізації імунної системи, а характер її проявів визначається ступенем порушення обмінних процесів в шкірі (в проекції тих чи інших уражених органів і систем). У процесі розвитку приставочної реакції відбувається викид гістаміну, тому прийом антигістамінних препаратів (таких як Тавегіл, Супрастин, Кларитин, Діазолін і т.д.) значно зменшує прояв приставочної реакції при гірудотерапії [3, 4]. Хоча ця реакція реалізується за участю імунної системи, це не прояв алергії, і подальше застосування гірудотерапії, навіть у пацієнтів з вираженою приставочної реакцією, не протипоказане. Збільшення лімфовузлів при проведенні гірудотерапії боятися також не слід. Через 1 - 2 тижні вони зазвичай зменшуються. Після проведення курсу гірудотерапії відбувається значне поліпшення як гуморального, так і клітинного імунітету, а збільшення лімфовузлів розглядається, як один із проявів на шляху до відновлення імунітету. Таким чином приставочна реакція розглядається як прояв активації систем захисту, про неї ми попереджаємо пацієнтів заздалегідь. Для зменшення реакції застосовують холодні компреси з содою (1 чайна ложка соди на 1 склянку води), оброблюють місце укусу 5% розчином перманганату калію (марганцівки). При вираженій реакції призначають антигістамінні препарати. Місцево можна використовувати Фенистил-гель. Рекомендуються різні процедури, які очищають організм: сифонні клізми, фітотерапія, гідропроцедури [3, 4].
1.6 Розведення медичної п'явки в біотехнологічних умовах 
МП вирощують на біофабриках в штучних, оптимальних для них умовах під ретельним контролем біологів. Використовується МП тільки один раз, і після цього її знищують. Тому можна сказати, що п'явка в сучасній медицині – це стерильний одноразовий інструмент, при використанні якого абсолютно виключена передача інфекцій, зараження крові і інші жахи, про які писали в старі часи супротивники ГТ. І, зрозуміло, для того, щоб правильно поставити МП, потрібний досвідчений спеціаліст-гірудотерапевт, який розбирається не тільки в п'явках, але і в людському організмі. П'явки ставляться на абсолютно певні точки тіла – так звані біологічно активні точки або точки акупунктури. Це ті самі крапки, на які впливають при проведенні іглорефлексотерапії або точкового масажу. 
Г.Г. Щоголєв – відомий спеціаліст з гірудолікування розробив ефективну систему вирощування статевозрілих медичних п’явок у лабораторних умовах протягом 12–18 місяців. До того ж вони можуть розмножуватися в будь-який період року. У Донецьку та в Санкт-Петербурзі на спеціальних фермах розводять п’явок, застосовуючи згадану технологію. Вирощені на цих фермах медичні п’явки надходять у медичні заклади країн Європи [1].
Зберігати МП необхідно в чистому вентильованому приміщенні. Воно повинно бути в міру освітленим, із температурою 18-20 °С. Не варто залишати МП на яскравому сонячному світлі або поблизу обігрівачів. У приміщенні не припускаються будь-які запахи (ефіру, фор маліну, нафталіну, парфумів тощо) [1, 4, 7]. 
2. Посуд має бути чистим, із прозорого скла, зручним для миття. Краще брати 3-5-літрові банки із широким горлом або відкритий циліндричний посуд. Не можна ви користовувати банки з-під пахнучих або важко змиваних лікарських речовин. Нові банки промивають йоржем із миючими речовинами, старанно обполіскують, дезінфікують 1-2% розчином хлораміну, знову прополіскують, обробляють міцним розчином калію перманганату і знову ополіскують [3].
3. Вода повинна бути чистою, проточною, відстояною, кім атної температури (використовувати дистильовану і кип'ячену воду забороняється). Воду варто заготовляти за добу, щоб вона досягла належної температури, а також звільнилася від хлору [3].
4. МП дуже активні і рухливі, тому банку, в якій вони утримуються, слід накрити бязевою серветкою і закріпити її гумовим кільцем. Кінці серветки заправляють під кільце. Треба слідкувати, щоб між серветкою і краями банки не залишалося місця, бо, заповзаючи між серветкою та краями банки, МП гинуть [1, 3, 7, 43, 44].
Воду наливають у посуд до половини або на дві третини його висоти. У 3-5-літрові банки саджають 100-200 п'явок (у 5-літрові можна до 300). Воду міняють щодня, а в спекотну пору – двічі на добу (ранком і ввечері). Воду зливають крізь марлю. Якщо на марлі залишається багато слизу, прополіскують п'явки вдруге, після чого наливають потрібну кількість води і знов закривають серветкою. При помітній млявості п'явок воду міняють не менше двох разів на день. Термін їх придатності залежить від часу зберігання біологічної повноцінності [1, 3, 7]. 
У будь-якому випадку приміщення для біотехнологічного процесу повинне відповідати наступним вимогам:
- у приміщенні повинні бути відсутніми різкі запахи;
- повинен дотримуватися режим тиші, виключається також телевізор;
- приміщення повинне бути захищене від прямих сонячних променів;
- температура повітря в межах +24-260С.
МП отримують через аптечну мережу або через представників біофабрик [1]. При покупці обов’язково потрібно просити сертифікат якості та порівнювати його з отриманими МП за видовими та анатомо-фізіологічними ознаками згідно міжнародних прийнятих норм та реєстру реєстрації МП як лікарського засобу ФС №42-702-97 РФ або діючими в Україні ТУ У 05.0-021252243-002:2009 [44].
Підготовка МП безпосередньо до ГТ полягає в наступних заходах. Не менше, чим за півгодини відсаджується необхідна кількість МП в 0,5-1 – літрову банку, заповнену відстояною водопровідною водою, підігрітою до +25-26 ˚С, що сприяє активації МП. Банка також закривається щільною бавовняною серветкою, утримуваною гумкою навколо шийки.
При відборі МП для ГТ необхідно звертати увагу на наступні характеристики фізичного і фізіологічного стану:
- маса тіла МП повинна складати 0,7-2 г ( оптимально – 1-1,5 г);
- рухливість МП в банці;
- ознаки, заявлені в сертифікаті, щоб упевнитися у видовій приналежності МП, термінах голодування, місцем виробництва.
Слід особливо підкреслити, що МП використовується одноразово і не може бути джерелом інфекційного зараження при дотриманні правил постановки [1, 3, 4, 7, 11].
Готові до ГТ МП зберігаються в 3-х літровій банці, заповненій на 2/3 відстояною водою і закритою щільною бавовняною серветкою, утримуваною гумкою навколо шийки ємності. Для утримання МП використовується відстояна не менше доби водопровідна вода кімнатної температури (+18-24 ˚С). Банки зберігаються в затемненому місці, далеко від приладів, що видають різкі звуки і джерел різких запахів. Проводиться заміна води або по мірі забруднення (помутніння з коричневим відтінком, наявність великої кількості продуктів линьки). Заміна води проводиться через марлю або сито з мілкими порами, в процесі якої видаляються хворі та загиблі особини. При такому відході МП зберігають лікувальну активність протягом 2-3 місяців [44].
При підтримці біотехнологічних циклів МП кожного року проводять оновлення генофонду популяції лабораторних тварин за рахунок диких пʼявок [7]. Найчастіше в лабораторних умовах вирощують МП виду H. verbana. Тому цікаво було простежити еколого-трофічні взаємодії МП в дикій природі на основі аналізу вмісту її шлункової кишки від попереднього годування.

2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1 Об'єкт та матеріал для дослідження

Дослідження проводили в акваторії Дніпра в межах м. Запоріжжя та о. Хортиця в типових біотопах для МП: порослі рогозом, очеретом, чагарником невеликі затоки з кам'янистим дном зі слабо проточною або ж стоячою водою. Вибір таких водойм обумовлений етологічними особливостями МП, які є літофільними. Окрім того для таких водойм характерна наявність амфібій, які є основними господарями-годувальниками МП у дикій природі, їх інколи відвідують теплокровні тварини (щури, нутрії, собаки, мала та велика рогата худоба), люди (риболови, купальщики, собаководи) тощо. В досліджуваних водоймах відбирали зразки води та прибрежного ґрунту для дослідження кислотної реакції (рН вимірювали за допомогою портативного рН-метру). Вилов МП виконували в ранні години впродовж 30 хвилин у день дослідження згідно з рекомендаціями [45] з червня 2018 по серпень 2019 року. Серед відловлених МП визначали їх видову приналежність за зовнішніми ознаками та масу тіла. Основну увагу при визначенні виду МП приділяли забарвленню тіла зі спинного та черевного боків. У виловлених МП аналізували вміст середньої кишки (шлунку, зоба), який отримували пункцією після попередньої наркотизації тварин у 10% розчині етилового спирту [46] або механічним шляхом (натискування на передню частину тіла). Для контролю використовували голодних біотехнологічно вирощених МП виду H. verbana (n=20), які востаннє харчувалия 4 місяці тому. З отриманого матеріалу готували мазки крові та фарбували за Романовським-Гімза. Усі тварини після вказаних дій залишалися живими протягом часу спостереження. Аналізували також ступінь насичення диких МП у лабораторних умовах (штучне годування кров'ю великої рогатої худоби через біологічну мембрану) з урахуванням видової приналежності. 

2.2 Методи дослідження

2.2.1 Приготування мазка крові

Для приготування мазка крові беремо невелику краплю (20 мкл) та торкаємося нею біля краю знежиреного предметного скла, кладемо на стіл. Краєм іншого трохи вужчого і шліфованого скла торкаються краплі і нахиливши його під кутом 45° швидко і обережно проводять ним у напрямку до іншого краю. Внаслідок капілярності кров захоплюється краєм верхнього скла і під час руху розмазується по нижньому склі. Правильно виготовлений препарат повинен бути тонким, дещо просвічується та має жовтувате забарвлення. Виготовлені мазки висушують при кімнатній температурі або в термостаті. Тонкі мазки швидко висихають на повітрі, більш товсті можна висушувати над полум’ям газового пальника. Предметне скло при цьому тримають за ребра 1 і 2 пальцями правої руки мазком догори. Щоб не допустити порушення внутрішньої структури денатурації білків бактерій  ступінь нагрівання контролюють середнім пальцем, який знаходиться під предметним склом. Висушені препарати необхідно фіксувати до поверхні скла. Незафіксований мазок є заразним, тому при роботі з ним треба бути дуже обережним, не торкатись до нього руками. При фіксації одночасно відбувається прикріплення бактерій до скла та їх знезараження. До того ж вбиті мікроорганізми значно краще забарвлюються [47].
2.2.2 Фіксація та фарбування мазка крові за Романовським-Гімза
У лабораторній та дослідницькій практиці найчастіше фіксують мазки шляхом фламбування - фіксації в полум’ї газового пальника або спиртівки. Мазок треба тримати так само, як при висушуванні і три рази провести його крізь полум’я. Весь процес фіксації триває 5-6 с, а дія жару – 2 с. Для дослідження структур мікробів, мазків крові та відбитків органів використовують такі фіксуючі рідини: етанол (10-15 хв.), метанол (5 хв.), ацетон (5 хв.), тощо. Такий тип фіксації є більш бережливим до в структур клітин і бактерій [47, 48]. Нами було обрано для фіксації етанол.
Забарвлення препаратів-мазків. Для фарбування мазків використовують анілінові барвники, які поділяють на кислі, нейтральні та основні. Останні добре забарвлюють як ядерний апарат, так і цитоплазматичні структури. Найчасті викорстовуються такі барвники: червоні – фуксин основний (діамантфуксин, солянокислий розанілін або парарозанілін), фуксин кислий, нейтральний червоний, сафранін, конго червоний; фіолетові – генціан-, кристал- і метил-віолет; сині – метиленовий і толуїдиновий синій, трипановий голубий; зелені – малахітовий, брильянтовий зелений; жовто-коричневі – везувін, хризоїдин та ін. [48].
Для забарвлення мазків рекомендовано тримати фарбуючі розчини у флаконах з піпетками і гумовими балончиками, оскільки їх зручно розміщувати у дерев’яному штативі (колодці з гніздами). Змивання барвників і прополоскування препаратів проводиться за допомогою спеціальних пристроїв.
Фіксацію мазків здійснювали в скляних стаканах ємністю 100 мл, куди вносили фіксатор (етанол) та занурювали препарати. Після фіксації і висушування мазків фарбували їх за методом Романовського-Гімза, який є найрозповсюдженішим в лабораторній та дослідницькій практиці. Барвник Романовського-Гимза складається з лужної (азур II) і кислої (еозин) частин. Азур II забарвлює структури клітин в яскраво-синій колір, а еозин в рожевочервоний. Кислі частини клітин зв`язуються і фарбуються лужними барвниками, а лужні навпаки - кислими. Робочий розчин барвника отримують розведенням готового розчину дистильованою водою (1-2 краплі фарби на 1 мл дистильованої води). Треба зветрату увагу на нейтральну реакцію дистильованої води, в якій розчиняють барвник, оскільки якщо реакція кисла, то слабкою дією лужного елемента барвника білі кров`яні елементи фарбуються погано, а препарат стає червоним. Якщо вода лужна, то слабшає дія кислого елемента фарби, лейкоцити забарвлюються занадто інтенсивно і препарат стає синім. Перевірити реакцію води можна за допомогою гематокселінової проби, для чого у 5 мл води кидають крупинку гематоксиліну. Якщо вода має лужну реакцію, то забарвлення проявиться раніше 3-ї хвилини. Якщо фарбування спостерігається через 5 хв або зовсім не відбувається, то вода має кислу реакцію. Якщо ж вода забарвлюється через 1-4 хв в рожево-фіолетовий колір, то вона нейтральна і придатна до вживання. Якщо вода кисла, рекомендовано додавати краплі 1% розчину карбонату натрію, поки гематоксилінова проба не стане характерною для нейтральної води. Навпаки в основну воду рекомендується додають по краплях 1% розчин оцтової кислоти. Для оцінки результатів проби, стаканчик з водою ставлять на аркуш білого паперу. Перед будь-яким фарбуванням необхідно перевірити якість барвників, пофарбувавши і переглянувши кілька мазків. Це також допомагає встановити час, кращий для забарвлення. Робочий розчин готують безпосередньо перед фарбуванням. Препарат поміщають мазком вниз на 2 дерев`яні (скляні) палички, покладені на дно чашки Петрі. Фарбу підливають під препарат. Тривалість фарбування 20-40 хвилин. Потім мазок необхідно промитиь під проточною водою, висушуютьити і можна аналізувати його під мікроскопом. За Романовського-Гімза еритроцити фарбуються в блідо-рожевий колір, ядра клітин - в синьо-фіолетовий, , базофілів - в синій,  цитоплазма лімфоцитів і моноцитів - у блакитний колір, гранули еозинофілів - в яскраво-червоний [49].
2.2.3 Статистичні методи

Статистичну обробку результатів проводили за допомогою прикладної програми MicrosoftOfficeExcel 2003 методом обчислення середньої арифметичної, помилки середньої арифметичної, середнього квадратичного відхилення. 

Варіація – розходження значень якої-небудь ознаки в різних одиниць сукупності за той самий проміжок часу. Причиною виникнення варіації є різні умови існування різних одиниць сукупності. Варіація – необхідна умова існування і розвитку масових явищ. Варіація дозволяє виявляти однорідність сукупності, стійкість значень ознаки, типовість середньої, взаємозв'язок між ознаками [50]. 

Середня арифметична величина є центром розподілу, навколо якого групуються всі варіанти статистичної сукупності, тому вона вважається головною характеристикою варіюючих об'єктів. Середню арифметичну величину визначають як суму всіх членів сукупності, поділену на їх загальне число, та розраховують за формулою 2.1:
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                       (2.1)

де [image: image7.png]


– значення варіант; 
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 знак сумування варіант в межах від першої до п-ї варіанти; 

п – загальне число варіант, або обсяг даної сукупності.
Більш досконалим показником, який характеризує варіацію, є середній квадрат відхилень варіант від середньої арифметичної величини або варіанса або його ще називають середнє квадратичнє відхилення (стандартне відхилення). 

Середнє квадратичне відхилення визначається за формулою 2.2: 
                                     [image: image11.png]


                                            (2.2)
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 - середнє арифметичне;
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- значення і-варіанти;

п – загальне число варіант, або обсяг даної сукупності.
Стандартне відхилення виражається в одиницях досліджуваної ознаки. Різноманітність не може бути негативною, тому використовується тільки позитивне значення кореня [50].

Для вирахування статистичної помилки використовують формулу 2.3: 
                                       [image: image17.png]


                                                   (2.3)

де m – помилка середньої величини;

( - середнє квадратичне відхилення;

п – загальне число варіант, або обсяг даної сукупності.
Стандартна помилка відображає тільки точність оцінки середнього і не дає наглядного уявлення розкид даних, тому слід обов’язково вказувати разом зі стандартною помилкої і кількість варіант.

Для розрахунку вибіркової частки, що виражена у відсотках, користуються формулою 2.4:
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де m – помилка середньої величини;

р − вибіркова частка у відсотках;

n– чисельність вибірки.

Отже, для статистичної обробки результатів користувалися описовою статистикою, що включає в себе визначення середнього арифметичного значення, стандартну помилку середнього та розрахунок середньоквадратичного відхилення, або дисперсії для подальшого статистичного аналізу.
Для перевірки гіпотези про рівність середніх вибіркових величин проводили аналіз з викорстанням t-критерію Стюдента. Відмінності вважали достовірними при рівні значимості р ≤ 0,05 [50]. 

3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА

3.1 Дослідження трофічних властивостей диких медичних пʼявок
Відомо, що для підтримки продуктивності МП в умовах біотехнології кожного року здійснюють оновлення генофонду їх популяції на біофабриках за рахунок диких пʼявок [7]. Оскільки найчастіше в лабораторних умовах вирощують МП виду H. verbana, яка дає більший економічний ефект при біотехнологічному розведенні. Тому представляло інтерес простежити еколого-трофічні взаємодії МП в дикій природі на основі аналізу вмісту її шлункової кишки від попереднього годування. 
Для реалізації ідеї дослідження було здійснено вилов диких МП, цитологічний аналіз їх шлункового вмісту, ваги тіла до та після годування в лабораторних умовах. 

У кількох типових біотопах мешкання МП у межах акваторії Дніпра м. Запоріжжя та о. Хортиця здійснювали вилов диких МП у період їх активності – із червня 2018 по серпень 2019 року. Відлов МП здійснювали в теплу бездощову та безвітряну погоду. Після проведення досліджень всі МП залишилися живими та були повернені до природніх біотопів мешкання. За результатами аналізу прибережного ґрунту та води встановлено, що МП надають перевагу біотопам зі значеннями рН ґрунту у межах 6,75-7,48, а води – у межах 7,13-7,27. Отримані значення рН узгоджуються з наявними літературними даними [1], відповідно до яких оптимальними для мешкання МП є середовища з рН у межах 6,00-8,00. Як відомо, на значення рН ґрунту і води впливають різні фактори, в тому числі особливості складу ґрунту, рослинності біотопу тощо.

Усього за час фауністичних досліджень впродовж 2019-2020 рр. нами було спіймано 90 МП, в тому числі 27 кільчаків аптекарського виду (H. verbana) та 63 східного виду (H. orientalis), рис. 3.1. Маса виловлених диких МП коливалася в межах 0,6–5,5 г, при середньому значенні 2,29±0,121 г. З огляду на достатню масу тіла, наявність відповідних зовнішніх ознак та інші фактори, більшість виловлених МП ми ідентифікували як тварин середнього статевозрілого віку. 
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Рисунок 3.1 – Морфологія (вигляд збоку) медичної пʼявки виду Hirudo verbana (а) та H. orientalis (б) 

Згідно з літературними даними середня маса нитчаток пʼявок становить 0,03 г, тоді як маса статевозрілих тварин зазвичай є більшою 2 г [1, 4]. Експериментально встановлено, що МП стають статевозрілими на 3 році життя, коли досягнуть необхідних розмірів та маси тіла, що забезпечить формування організмом статевих продуктів. Розмноження МП в умовах природи відбувається лише влітку, за ввесь період життя вони дають 2-4 приплоди. Лабораторні дослідження показали, що за сприятливих штучних умов (наприклад, в умовах біотехнології) середня тривалість життя МП може становити близько 6 років. Не можна виключати й наявність таких довгожителів серед МП і в природі [4].
Середня вага відловлених МП понад 2 г (таблиця 3.1) може свідчити про те, що зимівля тварин була вдалою і вони готові до проходження репродуктивного циклу. Залежно від виду МП відрізнялася їх середня вага, яка у H. verbana (n=27) становила 2,67±0,217 г, а в H. orientalis (n=63) – 2,12±0,141 г (р≤0,05), таблиця 3.1. 
Встановлені відмінності можуть бути обумовлені особливостями харчової поведінки тварин і можуть свідчити про кращий адаптивний потенціал в природному середовищі H. verbana, порівняно з H. orientalis. Так, відомо, що більш пристосованим для лабораторного розведення є саме вид H. verbana. 

Останнім часом спостерігається тенденція до зменшення кількості МП у природних водоймищах, імовірно, через антропогенний вплив, зокрема техногенне забруднення. МП знаходиться під охороною, є червонокнижним видом. В Україні в останні роки зріс інтерес до МП та гірудотерапії, у звʼязку з чим їх не лише розводять на біофабриках України, а й імпортують з ближнього зарубіжжя (головним чином H. orientalis), чим може бути пояснене переважання цього виду МП у природних водоймищах. 
Відповідно до методики проведення ГТ, використовують біотехнологічно вирощених МП, які мають бути використані для лікування одноразово та після цього утилізовані (знищені). Але, через неконтрольований продаж МП для ГТ не лише лікувальним установам, а й приватним особам, не можна виключити не дотримання діючих вимог та їх потрапляння до природних водойм, в тому числі через каналізаційну систему.

Таблиця 3.1 – Середня вага диких медичних пʼявок виловлених з акваторії Дніпра в межах м. Запоріжжя та о. Хортиця впродовж 2018-2020 рр.

	Дата відлову
	Вид медичної пʼявки
	Всього

	
	H. verbana
	H. orientalis
	

	
	n
	маса, г
	n
	маса, г
	n
	маса, г

	24.06.18
	2
	3,35 (2,7-4,0)
	6
	1,95 (0,8-3,1)
	8
	2,3±0,364

	02.07.18
	6
	3,1 (0,9-5,5)
	10
	1,96 (1,5-1,9)
	16
	2,38±0,273

	08.07.18
	1
	1,8
	5
	3,12 (1,4-5,2)
	6
	2,90±0,637

	15.07.18
	2
	1,7 (1,4-2,0)
	7
	1,94 (0,6-3,4)
	9
	1,88±0,262

	22.07.18
	1
	2,1
	5
	3,28 (1,3-5,1)
	6
	3,08±0,564

	29.07.18
	-
	-
	2
	1,95 (0,8-3,1)
	2
	1,95±1,150

	06.08.18
	-
	-
	1
	1,0
	1
	1,0

	13.08.18
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	09.06.19
	-
	-
	1
	1,15
	1
	1,15

	15.06.19
	-
	-
	3
	1,83 (0,8-2,6)
	3
	1,83±0,536

	22.06.19
	1
	3,2
	4
	2,07 (0,7-3,5)
	5
	2,3±0,503

	29.06.19
	3
	2,07 (0,7-3,5)
	5
	1,48 (1,1-2,7)
	8
	1,7±0,371

	06.07.19
	4
	3,1 (1,8-5,1)
	2
	2,15 (0,9-3,4)
	6
	2,78±0,592

	13.07.19
	3
	2,53 (1,3-3,5)
	5
	2,02 (0,7-3,1)
	8
	2,21±0,337

	20.07.19
	2
	2,75 (2,1-3,4)
	2
	2,95 (1,1-4,8)
	4
	2,85±0,803

	28.07.19
	1
	2,5
	3
	2,13 (0,6-3,3)
	4
	2,22±0,573

	03.08.19
	-
	-
	1
	1,5
	1
	1,5

	10.08.19
	1
	2
	1
	1,3
	2
	1,65±0,35

	18.08.19
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Всього
	27
	2,67±0,217
	63
	2,12 ±0,141*
	90
	2,29±0,121


Примітка. * – відмінності достовірні між видами H. verbana та H. orientalis при р≤0,05.
Більша кількість МП була виявлена в біотопах дослідження в липні, що повʼязано зі зростанням температури в водоймищах, яка досягала до +26˚С. Коливання кількості виловлених МП в різні дні може бути повʼязане з особливостями погодних умов. За даними інших авторів [51] люди, що купаються у цей період, частіше відмічають напади МП. Така активність цих тварин може бути пояснена потребою накопичення поживних речовин з метою розмноження. В кінці серпня та на початку вересня активність МП знижується, тому в біотопах зустрічались одиничні екземпляри МП з різною масою тіла (частіше понад 2 г), що вказує на їх статеву зрілість. Вважаємо, що МП з більшою масою мігрували для розмноження у прибережний мул, а інші МП, що не мали достатньої кількості поживних речовин залишалися активними та полювали на жертву-годувальника. 

3.2 Цитологічна характеристика вмісту середньої кишки Hirudo verbаna в посттрофічний період

Оскільки отримати достатньої кількості крові (до 4-8 мл) за одноразове годування на птахах, амфібіях та рибах практично не можливо, вважається, що для настання статевої зрілості МП вона має пройти хоча б одноразове годування на теплокровних тваринах. Людина при цьому може бути випадковим господарем-годувальником для диких МП. З огляду на можливість укусів людини, свійських та інших тварин дикими МП цікаво було проаналізувати вміст кишечника у частини відловлених МП, який може дати інформацію про останніх хазяїв-годувальників (таблиця 3.2). 

Таблиця 3.2 – Мікроскопування вмісту шлункової кишки біотехнологічно вирощених та диких медичних пʼявок, виловлених з акваторії Дніпра в межах м. Запоріжжя та о. Хортиця 

	Група тварин
	Цитологічні ознаки
	Всього

	
	
	n
	%

	Голодні біотехнологічно вирощені
	Гомогенна коричнева маса, в якій неможливо розрізнити формені клітинні елементи зʼїденої крові, зустрічаються азурофільні апоптотичні тільц (імовірно, залишки ядер лейкоцитів від останнього годування)
	20
	100

	Дикі, виловлені з природних водоймищ
	Гомогенна коричнева маса без виявлення цілих формених елементів крові
	28
	54,9±
6,96

	
	Гомогенна коричнева маса, яка містить залишки апоптотичних ядер розмірами 2-3 мкм та поодинокі ядерні еритроцити (імовірно, амфібій)
	12
	23,5±
5,94

	
	Гомогенна коричнева маса, рідко зустрічаються ядерні та безʼядерні еритроцити, азурофільні апоптотичні тільця, пікнотичні форми лімфоцитів до 5 мкм в діаметрі
	7
	13,7±
4,81

	
	Гомогенна коричнева маса з азурофільними апоптотичними тільцями (залишками ядер), еритроцити без ядер (імовірно, ссавців), поодинокі пікнотичні форми лімфоцитів до 6 мкм в діаметрі 
	4
	7,8±
3,76

	
	Разом
	51
	100


Для ГТ використовують біотехнологічно вирощених МП, які до цього голодували не менше 3-4 місяців, що виключає можливість зараження від них. Тоді як і природніх умовах не можливо відслідкувати трофічні звʼязки диких МП. Є імовірність того, що до водойм потрапляють МП після гірудотерапевтичної процедури, тому вірогідність контамінації при подальших випадкових контактах із людиною підвищується. Дослідження показують [1], що окремі збудники захворювань, які потрапляють разом з кровʼю хворих тварин до шлунку МП можуть зберігатися в ньому до 3-4 місяців, тому для гірудотерапевтичних цілей використовують МП, які голодували не менше 4 місяців. 
Контролем слугували біотехнологічно вирощені МП виду Hirudo verbana (n=20), які голодували не менше 4 місяців. Цитологічне дослідження вмісту їх шлункової кишки показало, що у всіх випадках МП в середній кишці міститься гомогенна коричнева маса, в якій неможливо розрізнити формені клітинні елементи зʼїденої крові, зустрічаються азурофільні апоптотичні тільця, очевидно це залишки ядер лейкоцитів від останнього годування (рис. 3.2).

Переважна більшість (54,9±6,96%) виловлених диких МП не залежно від виду мала в шлунковій кишці торішній запас крові годувальника. Так, в досліджувних цитологічних зразках були відсутні формені елементи крові, які б можна було диференціювати. Останній факт вказує на відсутність годування більшості виловлених МП в цьому році. 

За біологічною суттю МП є облігатним гематофагом, який пристосований до короткочасних та нетривалих контактів з годувальником і має ряд пристовувань до паразитичного способу життя (зокрема, особливості будови ротового апарату, наявність ферментів в секреті слинних залоз, можливість до накопичення значного обʼєму спожитої крові у шлунковій кишці та її дивертикулах) та до тривалого життя без годування. Відомо, що навіть голодні МП можуть мати залишки крові в системі травлення від попередніх годувань, а законсервована кров при цьому може зберігатися в шлунку МП до 18 місяців без загнивання [1]. 

	[image: image20.jpg]



	[image: image21.jpg]




	а
	б

	[image: image22.jpg]



	[image: image23.jpg]




	в
	г


Рисунок 3.2 – Цитологічна характеристика вмісту середньої кишки Hirudo verbаna в посттрофічний період: а) гомогенна коричнева маса без виявлення цілих формених елементів крові, є бактерії; б) гомогенна коричнева маса, яка містить незначну кількість дрібних залишків апоптотичних ядер та еритроцитів, є бактерії; в) гомогенна коричнева маса, де рідко зустрічаються еритроцити, азурофільні апоптотичні тільця, пікнотичні форми лімфоцитів до 5 мкм в діаметрі; г) зʼїдена кров ссавців одразу після відпадання пʼявки від тіла годувальника, де на гемолітичному фоні добре розрізняються формені елементи крові (еритроцити, лейкоцити)

У інших диких МП виявлені залишки формених елементів крові переважно земноводних (23,5±5,94%), оскільки в мазках зусрічалися поодинокі ядерні еритроцити; земноводних та ссавців (13,7±4,81%), оскільки в препаратах зустрічалися як безядерні, так і ядерні форми еритроцитів; менша частина диких МП контактувала лише з ссавцями (7,8±3,76%), при цьому в мазках шлункового вмісту були лише безядерні еритроцити. Це може свідчити про те, що в цьому році ці МП вже мали контакти з годувальниками. Але кількість клітинних елементів була не значною, що свідчить про харчування близько 3-4 тижнів тому.

Аналіз попередніх досліджень свідчить, що максимальна тривалість існування клітинних популяцій крові годувальника (людини) в травній системі МП для еозинофілів становить 31 добу, для нейтрофілів – 15 діб, для моноцитів – 18 діб, для окремих лімфоцитів та еритроцитів – до 32 діб. При цьому джерелом живлення для МП в основному є еритроцити, а лейкоцити поступово під впливом пригнічуючих факторів МП утилізуються шляхом апоптозу та некрозу [52].
Усі цитологічні зразки шлункового вмісту МП включали в більшості паличкоподібні бактерії, очевидно це бактерія-ендосимбіонт МП Aeromonas hydrophyla. Окрім цього, зустрічалися й кокові форми бактерій.

На основі аналізу препаратів можна сказати, що харчові контакти МП із ссавцями в природі є досить рідкісними, що негативно впливає на вітворення МП у природних водоймищах. Такі МП не можуть вчасно досягти статевої зрілості та набути необхідної маси тіла для формування статевих продуктів. Цей факт може бути однією з причин зниження чисельності МП в природних водоймах, що негативно впливає на стан цих водоймищ та їх мешканців. МП є складовим елементом ланцюгів живлення водної фауни, з огляду на це, випадіння однієї з ланок у ланцюзі живлення може призвести до низки негативних наслідків [53]. Оскільки МП при годуванні на тваринах вводить до їх організму зі слиною комплекс БАР, це сприяє покращенню їх резистентності [1].
3.3 Аналіз трофічної поведінки виду H. verbana
Для перевірки гіпотези щодо оптимальності виду H. verbana, порівняно з іншими видами, для вирощування в лабораторних умовах було проведено годування відловлених диких МП до повного насичення кров'ю. Для цього після зважування та дослідження шлункового вмісту у частини з відоловлених МП проводили їх годування кров'ю великої рогатої худоби, попередньо підігрітої до +37-38 ˚С та заповненої в кишечник великої рогатої худоби. 

Після годування МП зважували для визначення кількості спожитої крові. Більш об'єктивно відображає насичуваність МП пластичним матеріалом їх зважування на наступну добу після харчування, оскільки в перші години після та навіть під час харчування відбувається реакція «пітніння» МП та виділення рідкої фракції зі спожитої крові через її зовнішні покриви (таблиця 3.3). 

Таблиця 3.3 – Результати насичення виловлених диких медичних п'явок виду H. verbana та H. orientalis в лабораторних умовах 
	Вид
	Кількість, шт.
	Маса до годування, г
	Маса після годування, г
	Різниця маси, г

	H. verbana
	15
	2,73 ± 0,357
	6,92 ± 0,221*
	4,20 ±0,138

	H. orientalis
	25
	2,19 ± 0,169 **
	5,49 ± 0,219 *, **
	3,29 ±0,126 **


Примітки: 
1. * – відмінності результатів зважування до та після годування достовірні при р≤0,05.

2. ** – відмінності результатів зважування H. verbana та H. orientalis достовірні при р≤0,05.
Визначення відмінності в масі тіла МП до і після годування в лабораторних умовах показало статистично значиму різницю середніх значень між досліджуваними видами МП (4,20±0,138 г і 3,29±0,126 г відповідно для H. verbana та H. orientalis, р≤0,05).
Спостереження за тваринами після годування (2 тижні) показало, що МП виду H. verbana залишалися живими, а серед тварин виду H. orientalis виявлена загибель 2 особин. 
Таким чином, можна вважати, що вид H. verbana, порівняно з H. orientalis має кращі адаптивні властивості як в природних, так і у лабораторних умовах. 
4 ОХОРОНА ПРАЦІ та безпека в надзвичайних стуаціях
Перед початком роботи зі мною був проведений інструктаж з охорони праці за інструкцією №46 та інструктаж з протипожежної безпеки за інструкцією №62. Даний розділ має за мету висвітлити основні засоби та заходи щодо безпечної роботи під час виконання досліджень, пов’язаних із даною тематикою кваліфікаційної роботи. Таким чином забезпечується повна безпека при роботі з технікою, обладнанням, які також забезпечують здорову атмосферу робочого приміщення (зручність робочого міста, видалення шкідливих речовин, кондиціонування, зниження шуму, організація  оптимального режиму роботи тощо) у повній відповідності до нормативно-правових актів з охорони праці [54-56].

Основним небезпечним фактором при виконанні досліджень був ризик інфікування при роботі зі зразками крові, тому виконувались обов'язкові умови роботи в лабораторії: закритий халат, змінний одяг, гумові рукавиці, маска. Запорукою безпечної роботи дослідника є відповідність санітарно-гігієнічного режиму лабораторії встановленим нормам [57, 58]. У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри вологості, температури, швидкість переміщення повітря, освітлення, відповідно вимогам ДСН 3.3.6.042-99 [57]. 

Гранично допустимі концентрації пилу і мікроорганізмів у лабораторії встановлено ДОСТ 12.1.005-76. Пристроями для видалення надлишків теплоти, пилу, вологи, шкідливих газів та парів з приміщення відповідно до ДОСТ 12.1.005-88 створюється система винтеляції, яка забезпечує необхідний повітрообмін. В лабораторії, де проводилися дослідження, раціонально спроектована механічна і правильно експлуатована природна вентиляційна система. Умови роботи в лабораторії, де виконувалися дослідження повністю відповідають діючим вимогам «Будівельних норм та правил» та «Санітарних норм проектування» [57]. 

При виконанні досліджень важливу роль відігравало освітлення робочого місця. Освітленість створюється за допомогою ламп накалювання і люмінесцентних ламп і сонцем, тому може бути штучною та природною відповідно. Природне освітлення під час роботи створювалося боковим сонячним світлом, а штучне – за допомогою ламп розжарювання та люмінесцентних ламп. Для проведення відповідних досліджень нормоване значення освітлення складає 750 лк, що відповідає умовам в лабораторії [55, 57]. 

Загальні правила роботи з реактивами повинні відповідати ДСТУ 12.1.007-76 та ДСТУ 12.1.010-76. Хімічні реакції виконувалися з такою кількістю та концентрацією, в такому посуді та приладах і в таких умовах, як це вказано в відповідних інструкціях [54]. 

Перед початком роботи необхідно одягти спецодяг (халат з бавовняної тканини) [54, 59]. Тканина халата не повинна містити синтетичних волокон, оскільки при займанні оплавлені частини халату важко видалити з одягу. 

Дослідження вимагали роботи із такими електроприладами, як сухожарові шафи; центрифуги MPW-340 та MPW-310; термостат, ультратермостат Т9/84; холодильник побутовий та низькотемпературний; освітлювальні лампи; світлові мікроскопи з імерсійними об’єктивами. 

Для забезпечення електробезпеки перед початком робіт перевіряла роботу штучного освітлення (настільну лампу, підвісні та настінні світильники) шляхом вимикання та вмикання вимикачів; перевіряла відсутність видимих пошкоджень ізоляції струмопровідних електроприводів, наявність первинних засобів пожежогасіння [54, 60]. 

Для забезпечення безпечних умов роботи із лабораторним посудом перед початком робіт необхідно уважно, при гарному освітленні, оглянути посуд та переконатися у тому, що скло не має сколів, тріщин [54]. 

Необхідно перевірити наявність аптечки з медикаментами першої необхідності (нашатирний спирт, настойка йоду, борна кислота захисний крем для рук, перманганат калію, бинт, вата, вазелін) [61]. 

Роботу в лабораторії проводити з сконцентровано і обережністю, для попередження (зменшення) вірогідності нещасного випадку [54]. Всі роботи з рідкими, летючими твердими речовинами, а також роботи, що супроводжуються виділенням шкідливих газів і парів, дозволяється проводити лише у витяжній шафі зі справною діючою вентиляцією [63]. 

Для того щоб нейтралізувати розлиті кислоти або луги у лабораторії розташовані склянки зі заздалегідь підготовленими нейтралізуючими розчинами (оцтової кислоти – для нейтралізації лугів, розчин соди - для кислот) [62-64]. 

Нагрівати хімічні реактиви для роботи необхідно лише у фарфоровому або тонкостінному скляному посуді. Під час нагрівання рідин забороняється заглядати згори в посудину для запобігання травм внаслідок розбризкування нагрітої речовини або потрапляння її парів. Роботу, пов'язану з небезпекою спалаху або вибуху, треба виконувати лише стоячи [54, 65]. 

Роботу з органічними розчинниками треба виконувати обов'язково у ввімкненій справній витяжній шафі з діючою вентиляцією. Перед роботою з легкозаймистими розчинниками треба загасити всі пальники та вимкнути електричні прибори. Якщо відбулось розлиття органічних розчинників у кількостях, більших за 0,05 л, необхідно негайно вивести присутніх із приміщення; загасити в приміщенні всі пальники і вимкнути електричні прилади, провітрити приміщення - відчинити вікна або кватирки і зачинити двері; розлиту рідину засипати піском, за допомогою дерев'яного совка зібрати в тару і знешкодити в той самий день. Під час прибирання користуватися захисними окулярами та гумовими рукавицями. 

Усі роботи в лабораторії проводилися при справному стані електроприладів, електропроводок та захисного заземлення. На підлозі перед кожним приладом повинен бути гумовий килимок. Всі електроприлади повинні відповідати вимогам правил пристрою електроустановок, правил технічної експлуатації електроустановок споживачів і ДНАОП 0.00-1.21-98 і ДСТу 12.2.003-97 [65].

Перед використанням електроприладів ретельно слідкують за справністю електричної апаратури, перевіряють захисне заземлення, з метою запобігання загорання електропроводки слідкують за цілістю ізоляції. При несправності та порушенні заземлення прилад негайно відключають від мережі. Всі працівники лабораторії повинні знати, де зберігаються ключі від розподільчих щитів, та схему відключення всіх приладів на щитах.

При появі диму або специфічного запаху горілої ізоляції; при відчутті електроструму під час доторкання до приладу; появі підвищеного шуму, стуку, вібрації тощо треба одразу припинити роботу на електрообладнанні вимкнувши вилку шнура живлення для попередження електротравм. Не залишати без нагляду електроустаткування, яке підключене до електромережі [66]. 

Електротравми можуть виникати при доторканні за провід, який знаходиться під напругою. Із-за скорочення м’язів людина не може самостійно звільнитися. Електротравми можуть призвести до зупинки серця, дихання, ураження головного мозку. 

Рятування потерпілого від електротравми повинно починатися з звільнення його від джерела струму. При цьому повинно пам’ятати і дотримуватися деяких правил техніки безпеки. По-перше, для зупинення дії струму краще всього повернути вимикач, вимкнути рубильник, вивернути пробки на щітку. Якщо це з яких то причин не можливо, треба звільнити потерпілого від електропровіду. 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. При відокремленні потерпілого від струмоведучих частин, треба діяти однією рукою. Викликати швидку медичну допомогу (103). До прибуття швидкої провести реанімаційні заходи (при наявності сертифікату на проведення) [54, 56]: якщо постраждалий у стані коми, перевернути його на живіт; при раптовій зупинці серця приступити до непрямого масажу серця і штучного дихання [54, 61]. Якщо ваші дії виявилися успішними і потерпілий ожив, вам необхідно, не втрачаючи часу, накласти асептичні пов’язки на „мітки струму”, які є опіками, і відвезти потерпілого в лікарню [67].

Перед миттям посуду треба вибрати метод очищення та миття посуду основуючись на характері та хімічних властивостях забруднюючої речовини. Спочатку його обережно складають у спеціальні кювети чи противні. Під час миття посуду, що містить агресивні речовини необхідно користуватися гумовими рукавицями, прогумованим чи поліетиленовим фартухом та захисними окулярами [69]. 

По закінченню дослідів необхідно:

1). Вимкнути обладнання, газові пальники, електроприлади, закрити воду, вимкнути електроенергію.

2). Хімікати, реактиви та інші речовини і матеріали покласти у відведене для них місце.

3). Прибрати робоче місце. Витерти від імерсійного масла об’єктив мікроскопу та препарат. Забруднений посуд обережно скласти у спеціальну посудину чи підноси. Тверді відходи необхідно зібрати в окрему тару і ліквідувати у місцях, узгоджених з органами санітарного й пожежного нагляду.

4). Спецодяг, спецвзуття та засоби індивідуального захисту покласти у відведене для них місце.

5). Помити руки, лице теплою водою з милом; при можливості прийняти душ.

6). Доповісти керівнику робіт про всі недоліки, які мали місце під час роботи [69]. 

Під час роботи з кров'ю можливе її потраплянні на шкіру, одяг та слизові оболонки. Якщо кров потрапила на халат, треба його зняти і замочити у дезінфікуючому розчині (0,5% розчин хлорантоїну, 0,5% розчин дезактину, 0,05% розчин бактоліну) на 1 годину. При потраплянні крові на шкіру - негайно обробити уражену ділянку одним із дезинфікаторів (70% спирт, 3% розчин перекису водню, 5% розчин йоду). Після чого промити шкіру двократно під проточною водою з милом, висушмти стерильним рушником і повторно обробити дезінфікатором. Якщо кров потрапила на слизові оболонки очей потрібно промити їх великою кількістю води і закапати 30% розчином альбуциду, якщо ж кров потрапила на слизові оболонки ротової порожнини, потрібно прополоскати рот 70% розчином спирту [62]. 

При виконанні досліджень проводилися роботи з небезпечними реактивами. Для попередження важких уражень слід пам’ятати ознаки отруєння: бензол викликає головокружіння, головний біль, стан сп'яніння; толуол - кашель, почервоніння шкіри, слизових оболонок; фенол викликає місцеву анестезію, при потраплянні всередину організму викликає загальний важкий стан; формалін – при дії парів – різке подразнення слизових оболонок, кашель, чхання, біль у грудині, сльозотеча [61]. 

У разі потрапляння в організм через харчовий тракт отруйних органічних рідин (ацетон, формалін, метанол, анілін тощо) необхідно викликати блювоту, дати молоко і яєчний білок. 

При отруєнні кислотами та лугами треба найшвидше видалити речовини з шлунка – 2-3 разове промивання водою (дають випити 4-5 стаканів теплої води, і потім викликають блювання натисканням пальця на корінь язика). Для нейтралізації проводиться промивання 1% розчином лимонної або оцтової кислоти - при потраплянні лугу, або жженої магнезії – при потраплянні кислот. Використовувати гідрокарбонат натрію (соду) для нейтралізації кислот у шлунку забороняється. Промивання шлунку можна поєднувати з прийняттям всередину сорбентів, таких як активоване вугілля у вигляді кашки (2-3 столові ложки), розчином крохмалю. Після промивання шлунку можна пити воду з кусочками льоду, на живіт покласти пузир з льодом. Це допоможе зменшити біль. Одразу викликати швидку допомогу за номером 103. За необхідності та при наявності відповідного сертифікату – провести реанімаційні дії [61, 63, 64]. 

Особливістю роботи на комп'ютері являється постійна напруга функції зорового аналізатора, викликана необхідністю розрізнення об'єктів, що висвічуються на моніторі (символів, знаків тощо), при наявності полисків на екрані, обумовлених рядковою структурою зображення, мерехтінням зображення, недостатньою чіткістю об'єктів розрізняння [70-72]. 

Умови праці користувача, що працює з девайсом, визначаються умовами освітлення і на робочому місці, параметрами мікроклімату, ергономічними характеристиками робочого місця. В приміщеннях з девайсами слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання на протязі робочої зміни.  Для штучного освітлення, як правило, застосовуються люмінесцентні лампи. 

Перед початком роботи слід перевірити наявність вентиляції та провітрити приміщення; перевірити захисне заземлення (занулення) та справність комп'ютера і електропроводки. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню. 

Під час роботи. Увімкнути комп'ютер, відрегулювати яскравість і контрастність монітора. Відстань від очей користувача до екрана дисплея повинна становити 50-70 см, кут зору 10-20 град., але не більше 40 град. Найкращим є розташування площі екрана перпендикулярно до лінії зору користувача. 

Треба дотримуватись регламентованих перерв, бути активними під їх проведення, регулярно займатися виробничою гімнастикою (як для тіла так і для очей), рівномірно розподіляти завдання. 

Перерви регламентуються в залежності від організації перерв. Для робіт, що виконуються з великим навантаженням, рекомендується 10-15 хвилинна перерва після кожної години роботи, а при неінтенсивній монотонній роботі 10-15 хвилин через кожні дві години. Кількість мікропауз (тривалістю 2 хвилини) повинна регулюватися індивідуально.  Під час роботи за комп'ютером повинна бути постійно ввімкнена вентиляція та доступ свіжого повітря. Після закінчення роботи слід вимкнути гаджети [71, 72]. 

Враховуючи, що тривала робота з комп'ютером приводить до іонізації приміщення "+" та "-" іонами (аеронами), з котрих негативно на стан здоров'я впливають "+" аерони, я через кожну годину 20 хвилин робила перерви. В цей час вмикалась примусова вентиляція, яка виносила аеронізоване повітря з приміщення, а замість цього нагніталось свіже. Норма: min аеронів 160, mах - не більше 5000 в 1 см3.

Електростатичні заряди, які виникають в процесі роботи на комп'ютері виникають розряди, в процесі яких проводиться іонізація ДНК, що шкідливо впливає на спадкову інформацію, запобігаючи цьому явищу, треба завжди звертати увагу на наявність заземлення. Знаючи, що ці фактори можуть проявитися в третьому поколінні, треба дотримуватися усіх умов шкідливої дії зазначених фізичних факторів, що супроводжують роботу [66].

Пожежна безпека має забезпечуватися згідно з вимогами Закону України «Про пожежну безпеку» від 17 травня 1993, ДНАОП 0.01-1.01-95 та іншими відповідними нормативними актами [70, 74]. 

В лабораторії, для дотримання правил безпеки, ніколи не повинна залишатися працювати одна людина, так як обов'язкова присутність іншої людини необхідна для того, щоб можливо було своєчасно надати першу домедичну допомогу в разі нещасного випадку. Виконання правил пожежної безпеки повинне відповідати ДНАОП 0.01-1.01-95. При виникненні аварійної ситуації необхідно ліквідувати джерело її виникнення. При пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямовані на забезпечення безпеки та евакуації людей. При виявленні пожежі, необхідно вимкнути від енергопостачання прилади та обладнання; приступити до гасіння пожежі первинними засобами пожежогасіння, а при неможливості здійснення даних дій, вийти з приміщення, щільно зачинити за собою двері та вікна, щоб запобігти приливу свіжого повітря, яке сприятиме швидкому поширенню вогню. Негайно викликати пожежну охорону за номером 101 [73, 74]. 

Перша допомога починається з того, що потерпілого необхідно винести на свіже повітря. Якщо є кисневий апарат або балон з киснем, то потрібно забезпечити потерпілому дихання чистим киснем. Але вряд чи ви знайдете таку апаратуру, то потрібно просто забезпечити притік свіжого повітря до потерпілого. Якщо він не дихає самостійно, починають штучне дихання, а при зупинці кровообігу і непрямий масаж серця при наявності сертифікату на проведення реанімаційних заходів. Але головне – це швидше доставити потерпілого в реанімаційне відділення.

Якщо на потерпілому горить одяг, його потрібно повалити на землю (звичайно людина в такій ситуації втрачає контроль над собою і починає метатися в паніці) і накрити ковдрою, брезентом, пальтом, щоб припинити доступ повітря до полум’я, а потім облити водою тлінну одежу. Після зняття одягу шкіра навколо опіку обережно очищається теплою водою з милом, чистим бензином або спиртом, а уражені ділянки шкіри оброблюють аерозольним складом проти опіків (пантенол), потім накладають асептичну пов’язку, змочену розчином марганцівки. Для знеболювання дають 1 – 2 таблетки кетанова, а пов’язку змочують розчином місцевого анастетіка. Самостійно розкривати чи зрізати пухирі не потрібно. Після цього потерпілого необхідно доставити в опікове відділення.

На сучасному етапі у реаніматологів достатньо методів виявлення допомоги таким потерпілим. Це і штучна вентиляція легень чистим киснем, і барокамери, заповненні киснем під тиском тощо [63].

Таким чином дотримання правил техніки безпеки при виконанні кваліфікаційної роботи дозволило уникнути травмуванння та нещасних випадків.

ВИСНОВКИ

1. За результатами експедиційних пошуків медичних п'явок у водоймах м. Запоріжжя впродовж 2018-2019 рр. виявлено 90 МП, в тому числі 27 H. verbana та 63 H. оrientalis, вага тіла яких коливалася від 0,6 до 5,5 г, в середньому – 2,29±0,121 г. Виявлена статистично значима (р≤0,05) міжвидова різниця: вага тіла H. verbana (n=27) була вищою і становила 2,67±0,217 г, тоді як у H. orientalis (n=63) – 2,12±0,141 г, що може свідчити про кращий адаптивний потенціал H. verbana в природному середовищі.
2. При цитологічному дослідженні шлункового вмісту диких медичних п’явок із природних водойм та вирощених в умовах біотехнології встановлено, що більшість (54,9±6,96%) диких п’явок не залежно від виду в шлунковій кишці мали торішній запас крові годувальника. При цитологічному аналізі в зразках були відсутні формені елементи крові, які б можна було диференціювати. У 23,5±5,94% диких п’явок виявлені залишки формених елементів крові переважно земноводних (наявні поодинокі ядерні еритроцити), у 13,7±4,81% – земноводних та ссавців (наявні як без’ядерні, так і ядерні форми еритроцитів), 7,8±3,76% п’явок контактувала лише з ссавцями, імовірно в цьому році. В контролі (H. verbаna, які голодували не менше 4 місяців) в середній кишці міститься гомогенна коричнева маса, в якій неможливо розрізнити формені клітинні елементи зʼїденої крові, зустрічаються азурофільні апоптотичні тільця. Усі цитологічні зразки шлункового вмісту п’явок містили паличкоподібні бактерії, очевидно A. hydrophyla, також зустрічалися коки.
3. Аналіз результатів насичуваності кров’ю великої рогатої худоби диких медичних п’явок виду H. verbana в умовах біотехнології, порівняно з видом H. orientalis показав їх більший адаптивний потенціал. Так, відмінність ваги тіла МП до і після годування була статистично значимою (р≤0,05) і становила для H. verbana 4,20±0,138 г та 3,29±0,126 г для H. оrientalis.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

Експериментальні результати дослідження можуть бути впроваджені в навчальний процес при підготовці бакалаврів та магістрів за спеціальністю 091 Біологія при викладанні окремих тем таких навчальних дисциплін: «Загальна цитологія та гістологія», «Екологічна імунологія та біохімія», «Великий практикум з біохімії та імунології», «Філогенетичні та онтогенетичні механізми імуногенезу», «Методологія та організація наукових досліджень в біології». 
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