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РЕФЕРАТ


Кваліфікаційна робота виконана на 52 сторінках друкованого тексту, містить 2 таблиці та 3 рисунка. Перелік посилань налічує 65 літературних джерела, з яких 42 – із закордонних видань.
Пестициди належать до великої групи хімічних речовин, що широко використовуються в різних сферах сільського господарства. В усьому світі щорічно використовується близько 4 млн тонн пестицидів, а до 10-ти найбільших країн-споживачів пестицидів належить й Україна. Наразі 64% світових сільськогосподарських угідь перебувають під загрозою забруднення пестицидами більш ніж однією діючою речовиною. Через широке використання пестициди завдають шкоди водним екосистемам. У той час як гострий вплив пестицидів може призвести до раптової загибелі риби, низькі дози при тривалому впливі можуть спричинити пошкодження клітин і тканин, що в кінцевому підсумку погіршує стан здоров'я і робить їх вразливими до додаткових стресових факторів та інфекцій.
Об'єкт дослідження: печінка кісткової риби Danio rerio.
Предмет дослідження: гістологічні показники печінки Danio rerio при хронічному впливі фосфорорганічних сполук.
Мета дослідження: вплив фосфорорганічних сполук на мікроморфометичні показники тканини печінки Danio rerio.
Методи досліджень: токсикологічні, гістологічні, мікроморфометричні, математичні, статистичні.
У кваліфікаційній роботі досліджено вплив фосфорорганічних речовин на мікроморфометричні показники тканини печінки Danio rerio. Показано що фосфороганічні пестициди діазинон та хлорпірифос призводять до зниження довжини та маси тіла, збільшення гепатосоматичного індексу та ряду змін тканини печінки негативного характеру. 
Новизна роботи полягає у досліджені впливу бензофенону на гістологічні показники тканини печінки Danio rerio.
DANIO RERIO, ГЕПАТОСОМАТИЧНИЙ ІНДЕКС, ІНДЕКС МАСИ ТІЛА, ПЕЧІНКА, МІКРОМОРФОМЕТРИЧНІ ПОКАЗНИКИ, ФОСФОРОРГАНІЧНІ СПОЛУКИ



ABSTRACT


The qualification work is completed on 52 pages of printed text, contains 2 tables and 3 figures. The list of references includes 65 literary sources, of which 42 are from foreign publications.
Pesticides belong to a large group of chemicals that are widely used in various fields of agriculture. About 4 million tons of pesticides are used annually around the world, and Ukraine is among the 10 largest pesticide-consuming countries. Currently, 64% of the world's agricultural land is at risk of pesticide contamination with more than one active substance. Pesticides cause damage to aquatic ecosystems due to their widespread use. While acute exposure to pesticides can result in sudden death of fish, low doses of long-term exposure can cause cell and tissue damage that ultimately impairs health and makes them vulnerable to additional stressors and infections.
The object of the study: the liver of the bony fish Danio rerio.
The subject of the study: histological indicators of the liver of Danio rerio under chronic exposure to organophosphorus compounds.
The purpose of the study: the effect of organophosphorus compounds on the micromorphometric parameters of Danio rerio liver tissue.
Research methods: toxicological, histological, micromorphometric, mathematical, statistical.
In the qualifying work, the effect of organophosphorus substances on the micromorphometric parameters of Danio rerio liver tissue was investigated. It has been shown that the phosphorus-organic pesticides diazinon and chlorpyrifos lead to a decrease in body length and weight, an increase in the hepatosomatic index and a number of negative changes in liver tissue.
The novelty of the work lies in the investigated effect of benzophenone on the histological parameters of Danio rerio liver tissue.
DANIO RERIO, HEPATOSOMATIC INDEX, BODY MASS INDEX, LIVER, MICROMORPHOMETRIC INDICATORS, ORGANIC PHOSPHORUS COMPOUNDS
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Пестициди належать до великої групи хімічних речовин, що використовуються в різних сферах сільського господарства, включаючи боротьбу зі шкідниками, для запобігання втрат сільськогосподарського виробництва та боротьбу з трансмісивними хворобами (наприклад, малярією, лихоманкою денге) [1, 2, 3]. Наразі в усьому світі щорічно використовується близько 4 млн тонн пестицидів, а до топ-10 країн-споживачів пестицидів, за даними Worldometer, належать Китай, США, Бразилія, Аргентина, Канада, Україна, Франція, Малайзія, Австралія та Іспанія [4]. Крім того, Китай, Океанія та Америка мали найвищі темпи зростання загального використання пестицидів з 1990-х до 2010-х років, тоді як Європа, як стверджується, мала найнижчі темпи до 2018 року [5]. Швидке зростання кількості пестицидів, що використовуються, в основному пояснює те, що 64% світових сільськогосподарських угідь перебувають під загрозою забруднення пестицидами більш ніж однією діючою речовиною, а 31% - під високим ризиком [3]. Більше того, забруднення пестицидами має тенденцію до зростання в найближчому майбутньому.
Через широке використання пестициди завдають шкоди озерам і річкам через стік з полів, а через здатність до біоакумуляції та порушення харчових ланцюгів вони становлять ризик як для тварин, так і для людей [6, 7, 8]. Риби є важливим компонентом прісноводних і морських екосистем і відіграють важливу роль у підтримці їхнього балансу [9]. У той час як гострий вплив пестицидів може призвести до раптової загибелі риби, низькі дози при тривалому впливі можуть спричинити пошкодження клітин і тканин, що в кінцевому підсумку погіршує стан здоров'я і робить їх вразливими до додаткових стресових факторів. Зокрема, повідомлялося, що вплив 0,68 мкг  біфентрину протягом 60 днів на організм нільської тилапії пригнічував імунну відповідь, і значно знижував стійкість риби до інфекційного захворювання, спричиненою бактеріями роду Aeoromans [10].
Вважається, що риби є ефективними біоіндикаторами довготривалої токсичної дії та різноманітних умов середовища існування завдяки своїй рухливості та відносно великій тривалості життя [9, 11, 12, 13, 14, 15].
Згідно з відомими даними, деякі види кісткових риб мають метаболічні шляхи, подібні до метаболізму людини, що робить їх потенційними альтернативними кандидатами для досліджень змін у клітинах, викликаних фізико-хімічними та хімічними чинниками[15, 16]. 
Об'єкт дослідження: печінка кісткової риби Danio rerio.
Предмет дослідження: гістологічні показники печінки Danio rerio при хронічному впливі фосфорорганічних сполук.
Мета дослідження: вплив фосфорорганічних сполук на мікроморфометичні показники тканини печінки Danio rerio. Для досягнення визначеної мети дослідження вирішувались наступні завдання:
1) визначити довжину та вагу тіла, а також індекс маси тіла Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук;
2) дослідити зміни гепатосоматичного індексу Danio rerio при при хронічній дії фосфорорганічних сполук; 
3) визначити мікроморфометричні показники тканими печінки Danio rerio при при хронічній дії фосфорорганічних сполук.
4) оцінити вміст глікогену у тканині печінки Danio rerio при при хронічній дії фосфорорганічних сполук.
Новизна роботи полягає у досліджені впливу бензофенону на гістологічні показники тканини печінки Danio rerio.
[bookmark: _Hlk126424641]У кваліфікаційній роботі показано що фосфорорганічні пестициди діазинон та хлорпірифос призводять до зниження довжини та маси тіла, збільшення гепатосоматичного індексу та ряду змін тканини печінки негативного характеру.


[bookmark: _Toc126493775]1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ
[bookmark: _Toc126493776]1.1 Стан проблеми забруднення пестицидами водних екосистем


Фундаментальним внеском у "зелену революцію" стала розробка і застосування інсектицидів для боротьби з широким спектром шкідників сільськогосподарських культур [16]. На жаль, незважаючи на свої переваги, хімічні сполуки, які застосовуються з цією метою мають і великі недоліки. Інсектициди загрожують довгостроковому виживанню основних екосистем через порушення екологічних зв'язків між організмами та втрату біорізноманіття. З іншого боку, сільське господарство, як найбільший споживач прісної води і як основна причина скорочення ресурсів поверхневих і підземних вод через ерозію і хімічні стоки, тісно пов'язане зі зниженням якості води [17]. 
Традиційно в більшості країн всі види сільськогосподарської практики та землекористування, включаючи тваринництво, розглядаються як неточкові джерела забруднення. Основні характеристики неточкових джерел нелегко визначити або контролювати безпосередньо, а отже, важко регулювати їх вплив на здоров'я екосистем [18]. Забруднюючі речовини з неточкових джерел в основному переносяться суходолом і через ґрунт з поверхневим стоком [19]. Ці забруднювачі в кінцевому підсумку потрапляють у підземні води, водно-болотні угіддя, річки та озера і, нарешті, в океани [20]. 
До основних інсектицидів, які зазвичай застосовуються в сільському господарстві відносяться фосфорорганічні, барвники, піретроїди та карбамати. Забруднення води інсектицидами в основному пов'язане з інтенсивним веденням сільського господарства в поєднанні з поверхневим стоком і підземним дренажем, як правило, протягом декількох тижнів після їх застосування. Більшість інсектицидів, як відомо, є високотоксичними для нецільових організмів, які мешкають у природному середовищі поблизу сільськогосподарських угідь. 
[bookmark: _Hlk126425112]Постійна присутність інсектицидів є наслідком їх часу, дози та кількості їх застосування, а також кількості опадів у період застосування Hope, 2012). Хоча моніторинг присутності інсектицидів у поверхневих та підземних водах у більшості країн світу, особливо в країнах, що розвиваються, загалом є незадовільним, вплив цих забруднювачів на стан організму водних тварин є предметом багатьох досліджень [21].


[bookmark: _Toc126493777]1.2 Класифікація пестицидів за хімічним складом


Класифікація пестицидів за хімічним складом є найпоширенішою. Умовно їх можна об’єднати в такі класи: 
1) хлорорганічні;
2) фосфорорганічні; 
3) похідні карбамінової, тіо- і дитіокарбамінової кислот; 
4) карбонові кислоти та їх похідні (хлорфеноксіоцтові кислоти; арилалкілкарбонові кислоти); 
5) галоїдзаміщені аніліди карбонових кислот; 
6) похідні сечовини; 
7) гетероциклічні сполуки (похідні симтриазинів, бензімідазолу, триазолу, морфоліну, фенілпіразолу та ін.); 
8) нітро- і галоїдпохідні фенолу;
9) вуглеводні, кетони, альдегіди та їх похідні;
10) сірка та її препарати;
11) фторовмісні сполуки; 
12) купрумвмісні (мідьвмісні) сполуки; 
13) органічні металовмісні сполуки; 
14) синтетичні піретроїди; 
15) похідні нереїстоксину; 
16) фенілпіразоли.
В окремих випадках пестицидні речовини поєднують не за хімічною будовою, а за механізмом дії: феромони, синтетичні ауксини, антикоагулянти крові тощо. Варто зазначити, що всі існуючі класифікації не є постійними, вони змінюються у міру розвитку хімічної промисловості, в тому числі і хімії пестицидів. Близькі за будовою представники одного і того самого класу речовин мають різні пестицидні і токсичні властивості, відрізняючись одна від одної інколи призначенням, частіше — силою пестицидної і токсичної дії. Незважаючи на вказану різницю, представники одного й того самого класу сполук мають і схожі властивості, а дуже часто — ті самі механізми дії.
Знання хімічної класифікації дає змогу фахівцям із захисту рослин, насамперед працівникам контрольно-токсикологічних лабораторій, орієнтуватися в потоці інформації про пестициди при всій їх різноманітності і подібності, а особливо — при вивченні нових пестицидних речовин, що надходять на український ринок.
До хімічних сполук, які використовуються або пропонуються для захисту рослин від шкідливих організмів, висуваються такі вимоги:
1.  пестицидна ефективність — повинні знищувати або обмежувати розвиток шкідливих тварин, збудників хвороб, бур’янів, не впливаючи негативно на довкілля;
2.  економічна ефективність — витрати на використання пестицидного препарату повинні бути значно меншими порівняно з вартістю збереженої сільськогосподарської продукції внаслідок його застосування;
3.  санітарно-гігієнічні властивості — не спричинювати негативного впливу на здоров’я людей і довкілля під час використання і у віддаленому майбутньому [22] .


[bookmark: _Toc126493778]1.2.1 Фосфорорганічні пестициди


Фосфорорганічні пестициди розрізняють як препарати контактної (вбивають комах при контакті з їх тілом), кишкової (проникають в організм через органи травлення) і фумігантної (через дихальні шляхи) дії. У промисловості фосфорорганічні сполуки використовують як активні багатофункціональні присадки до мастил, при флотації руд, у виробництві розчинників, пластифікаторів, негорючих  пластмас. Вони поєднують у собі властивості мийних, протикорозійних і протизносних присадок та є антиокиснювачами і депресорами [23, 24]. Як лікарські засоби застосовують для лікування глаукоми, міастенії, атонії кишок, хіміотерапії туберкульозу і раку. Вирізняються високою біологічною активністю, а багато з них є найсильнішими серед відомих отрут. За хімічною структурою це складні ефіри та аміди фосфорних і фосфонових кислот. Серед фосфорорганічних сполук є речовини з різною токсичністю для людини – від мало- до високотоксичних сполук. Окремі високотоксичні сполуки є бойовими отруйними речовинами нервово-паралітичної дії. Гранично допустима концентрація для різних фосфорорганічних сполук варіює від 0,02 до 0,5 мг/м3 . 
Фосфорорганічні пестициди є однією з найбільш широко використовуваних груп отрутохімікатів. Проте вони вельми токсичні для людини і домашніх тварин. В організм ці сполуки можуть потрапити через дихальні шляхи, шкіру, а також з водою і їжею у шлунок. В основі токсичної дії більшості ФОС лежить їх здатність пригнічувати активність холін естераз і деяких інших ферментів (трипсину, хімотрипсину, естерази печінки тощо). ФОС викликають порушення функції центрального і вегетативного відділів нервової системи. Для отруєння ФОС характерні нудота, запаморочення, головний біль, сплутана свідомість. Ознакою отруєння є також наростаюче утруднене дихання, підвищення кров’яного тиску. Діагностичне значення має визначення активності холін естерази сироватки. Вважають, що при легкому отруєнні активність цього ферменту може знижуватися на 40-50%, при середньому – на 60-70 і при важкому – на 80- 90%. Проте строгої залежності між ступенем пригноблення холін естерази і важкістю отруєння немає. У всіх, хто працює з ФОС, слід визначати активність холін естерази крові до початку роботи і через кожні 3-4 дні під час роботи. Особи, у яких активність холін естерази знизилася на 25%, до роботи з ФОС не повинні допускатися аж до відновлення рівня цього ферменту[25, 26].


[bookmark: _Toc126493779]1.2.1.1 Діазинон


Діазинон – хімічна речовина, пестицидів (фосфорорганический інсектицид), використовується в сільському і особистих присадибних господарствах а також в практиці медичної та побутової дезінсекції для боротьби з різними, в тому числі синантропними комахами.Діазинон в чистому вигляді – безбарвне масло зі слабким запахом.
Технічний продукт являє собою масло від жовтого до жовто-коричневого кольору. Розчинність речовини у воді 40 мг/л при 20 °С. Добре розчиняється у більшості органічних розчинниках (ацетоні, бензолі, ксилолі, етанолі, хлороформі), легко гідролізується в лужному і кислому середовищі.
У будові діазинону О,О-діетилтіонфосфорна кислота ангідридно пов'язана з кислотним залишком. Тому при гідролізі ефір розпадається на диетилтіонфосфорну кислоту і первісну кислотну основу. В рослинах спочатку окислюється до фосфату, який потім гідролізується до нетоксичних продуктів з руйнуванням гетероциклу.
Фосфорорганічні інсектициди, діазинон зокрема, будучи отрутою нервово-паралітичної дії однаково впливає на організм теплокровних тварин і членистоногих, фосфорилюючи життєво важливі ферменти – естеразу, пригнічуючи їх нормальні функції. Як і інші фосфорорганічні інсектициди, діазинон впливає на холінестеразу-фермент, що є передавачем нервового імпульсу. Відбувається зв'язування холінестерази, в результаті вона втрачає свою активність і не може викликати гідроліз ацетилхоліну. Якщо холінестераза блокується пестицидом, то вільний ацетилхолін накопичується в синалтичної щілини, порушується нормальне проходження нервових імпульсів, виникає тремор (судомна активність м'язів), що переходив в параліч.
При застосуванні у сільському та присадибному господарствах діазинон становить небезпеку як високотоксичний пестицид у період застосування та протягом 20 днів після нього. За цей час він детоксикується, токсичні залишки в урожаї не накопичуються. Пестицид не циркулює в навколишньому середовищі. Діазинон є речовиною, що діє на холінестеразу. Діюча речовина проникає через шкіру. 
Концентрати емульсій на основі діазинону відносяться до другого і третього, гранульовані препарати - до третього класу небезпеки для людини [ 27]. 


[bookmark: _Toc126493780]1.2.1.2 Хлорпірифос


Хлорпірифос діюча речовина багатьох розповсюджених інсектицидів широкого спектра дії. У чистому вигляді біла кристалічна речовина. Хлорпирифос стійкий в нейтральному і кислому середовищах, відносно швидко гідролізується в лужному середовищі. Хлорпірифос є фосфорорганічним інсектицидом, який широко використовується в побуті, сільському господарстві та промисловості протягом останніх 40 років приблизно в 100 країнах світу. Незважаючи на нещодавно введені істотні обмеження його застосування в домашніх умовах у низці країн, хлорпірифос залишається дуже широко вживаним пестицидом. Цей агент використовується для знищення широкого спектра шкідливих комах і кліщів; водночас він демонструє помітну токсичність для більшості видів інших тварин і людини.
[bookmark: _Hlk126421865]Викликає дифузне ураження нейронів ЦНС. Він належить до токсикантів — агоністів, що діють на специфічні рецептори, а саме — на холінорецептори.Як і всі фосфорорганічні сполуки,  хлорпірифос впливає на нервову систему, інгібуючи ацетилхолінестеразу . Крім того, в організмі ссавців він перетворюється в  хлорпірифос-оксон, який більш ніж в 3000 разів активніший щодо нервової системи, ніж сам  хлорпірифос. Як з'ясувалось останнім часом, дія цього пестициду на  ацетилхолінестеразу є далеко не єдиним механізмом його токсичності. Є дані, що  хлорпірифос негативно впливає на розвиток мозку ссавців, оскільки ефекти цього агента щодо холінергічної передачі в ЦНС комбінуються із впливом на внутрішньоклітинні сигнальні каскади, задіяні в диференціювання клітин. Одним із механізмів може бути здатність фосфорорганічних сполук викликати оксидаційний стрес, що призводить до утворення вільних радикалів[ 28].


[bookmark: _Toc126493781]1.3 Вплив фосфорорганічних пестицидів на організм риб


Пестициди можуть потрапляти у водойми безпосередньо із ґрунту або атмосфери. У відкриті водойми вони потрапляють зі стічними й тали- ми водами, при авіаційних і наземних обробках сільгоспугідь і лісових насаджень, а також при безпосередньому знищенні бур'янів, водоростей, молюсків тощо. Із атмосфери у воду пестициди потрапляють з оцадами, при вивітрюванні та вимиванні з поверхні в глибші шари ґрунту. Рух пестицидів до води відбувається внаслідок стікання з оброблюваної поверхні або внаслідок вилуговування у нижні шари з поверхні ґрунту. Стікання і вилуговування трапляються, коли на поверхню потрапляє надлишок рідкого пестициду або на поверхню, яка містить залишки пестициду, потрапляє забагато дощової чи іригаційної води. Стічна вода може потрапляти в дренажні канали, струмки, ставки або в річки, по яких пестициди можуть переміщуватися на великі відстані. Пестициди також вилуговуються у нижні горизонти ґрунту, досягаючи підґрунтової води. Стікання пестициду може завдати значної шкоди рибі та іншим гідробіонтам у ставках, струмках, озерах і річках. Розподіл пестицидів у товщі води залежить від їх фізико-хімічних властивостей (об'ємної маси, розчинності), препаративних форм тощо. На швидкість руйнування пестицидів у воді впливає її температура, рН, рівень загального забруднення, властивості діючої речовини. 
Пестициди, які потрапили до водойм, можуть руйнуватися, або, якщо вони стабільні, мігрувати і накопичуватися у гідробіонтах і мулі, що визначає їх небезпеку для водного середовища. Для характеристики стабільності препарату у воді визначають t50 і t95 розпаду. Стабільність оцінюється за шкалою: перший клас — високостабільні препарати (t95 понад 30 діб), другий — стабільні (11 - 30), третій — середньостабільні (6 - 10) і четвертий — малостабільні (до 5 діб). Від тривалості зберігання пестициду у воді залежить його дія на водойми та екологічні наслідки, тому при підборі асортименту препаратів слід враховувати і показники стабільності. Стабільність речовини, крім її хімічної природи, залежить також від препаративної форми, норми витрат, погодних умов.
Основною причиною загибелі водної фауни є потрапляння у водойми і річки промислових та побутових стоків, які містять органічні відходи та мінеральні азотні компоненти. Однак і пестициди завдають значної шкоди рибальству при потраплянні у воду в результаті знесення вітром при обприскуванні посівів та з водою, що стікає з оброблених полів. Водойми безпосередньо обробляються пестицидами для знищення комарів, інших шкідників, бур'янів та водоростей у каналах і рисових чеках. Токсичність різних пестицидів для планктону, різних видів риб залежить від багатьох факторів. За ступенем небезпеки їх можна умовно розмістити у такій послідовності: інсектициди — гербіциди — фунгіциди. 
Найбільшу небезпеку для риб з фосфорорганічних сполук становить базудин. Синтетичні піретроїди, незважаючи на низькі норми витрат, мають високий коефіцієнт небезпеки. Серед гербіцидів найменш токсичні похідні карбамінової кислоти. Небезпеку для водної фауни становлять обприскування інсектицидами малих річок, водойм місцевого значення та прибережних зон великих водоймищ. Небезпечність пестицидів для великих глибоководних водосховищ значно менша завдяки тому, що токсикант розчиняється великими об'ємами води, а безпосередня обробка водойми виключається. Пестициди можуть накопичуватися у планктоні, організмі риб у значній кількості без зовнішніх ознак отруєння і становлять небезпеку для наступних ланок ланцюга живлення [ 29]. 
Останнім часом проводиться багато досліджень, спрямованих на з'ясування механізмів ураження інсектицидами риб, кінцевою метою яких є моніторинг, контроль і, можливо, втручання в процес впливу ксенобіотиків та його наслідки для водних екосистем. Основним механізмом дії фосфорорганічних та карбаматних інсектицидів є блокування дії ферменту ацетилхолінестерази, що призводить до появи ознак та симптомів інтенсивної холінергічної стимуляції. Хлорорганічні речовини є нейротоксинами, які впливають на натрієві та калієві канали в нейронах. Хлорорганічні інсектициди спричиняють зниження калієвої проникності та інгібування активності кальмодуліну, Na/K та Са-АТФази. Піретроїди можуть блокувати Na-канали та впливати на функцію ГАМК-рецепторів у нервових волокнах. 
Окислювальний стрес є ще одним механізмом токсичності інсектицидів, що призводить до загибелі клітин, включаючи клітинний некроз та апоптоз, а також порушення внутрішньоклітинних біохімічних процесів, включаючи зміни метаболічних та життєво важливих функцій клітин, тому риби повинні протистояти подібним впливам навколишнього середовища шляхом детоксикації цих ксенобіотиків. Для виконання цього завдання риби, як аеробні тварини, розвинули складну систему детоксикації, що складається з двох основних частин, які включають ферментативні та неферментативні компоненти. Функції ферментативної та неферментативної системи детоксикації організму тварин зменшують потенційну шкоду, спричинену токсичністю забруднювачів навколишнього середовища. Хоча не виключено, що активні форми кисню (АФК), які утворюються в процесі детоксикації інсектицидів у тканинах печінки, можуть реагувати з життєво важливими макромолекулами, такими як ліпіди, білки, вуглеводи та нуклеїнові кислоти, і призводити до окислювального пошкодження водних організмів [30]. 
Пошкодження природних і структурних клітинних компонентів, спричинені АФК, загалом вважаються важливим механізмом, що бере участь у фізіологічних і патологічних розладах (Sepici-Dinçel et al., 2009). Багато літературних джерел свідчать про зв'язок між порушенням детоксикації та такими захворюваннями, як окислювальний стрес, гістопатологічні ушкодження, гормональні дисфункції, репродуктивні розлади, синдром імуносупресії тощо.
Гематологічні та біохімічні дослідження, поряд з гістопатологією, є основними засобами вивчення механізму дії токсикантів. Гематологічні та клініко-хімічні показники можуть бути швидко виявлені і, отже, можуть бути використані для прогнозування та діагностики токсичності інсектицидів. Зміни цих показників свідчать про токсичний стрес в організмі тварин, особливо з боку крові та кровотворних органів. Зміни біохімічних показників крові як важливий діагностичний інструмент можуть бути використані для виявлення порушень у печінці та інших тканинах [31]. 
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Акваріумістика кожного роком набуває популярності  серед широкого кола поціновувачів утримання тварин вдома. Вважається, що акваріумні гідробіонти не вимагають особливого та складного догляду. Як наслідок, акваріуми різної форми та розмірів все частіше можна побачити у 125 офісах, закладах освіти та й просто вдома у відповідних аматорів. Звичайно, акваріумісти-початківці намагаються знайти гідробіонтів для утримання, які б з одного боку були красивими і ефектно виглядали у акваріумі, а з другого – були відносно невибагливими до гідрохімічних параметрів водного середовища та інших умов утримання. 
Одними із таких улюбленців вважають Даніо реріо (Danio rerio). Ця популярна акваріумна рибка може легко і швидко адаптуватися до змін середовища, в якому перебуває. Саме це і приваблює як досвідчених акваріумістів, так і початківців. Крім того, свою популярність ці невеликі рибки завойовують такими характерними ознаками як спритність, яскраве забарвлення тіла та невибагливість до умов утримання. Саме завдяки цим рисам і привертається увага людей та їх бажання отримати такого ж улюбленця. Якщо коротко описувати вигляд вихідної форми Даніо реріо, то можна сказати, що цей представник має вузьке, сплющене по боках тіло, до 4-5 сантиметрів в довжину. 
Щодо забарвлення тіла, то воно зазвичай у всіх однакове і є смугастим, з чередуванням жовтуватих та синіх смужок. Вони досить ефектно заповнюють верхні шари води в акваріумі, де й проводять більшу частину свого життя. Але існують генно модифіковані види, які відрізняються від вихідної форми. Найбільш відомими серед таких представників є Glo Fish, що з’явилися в 2003 році. Вони можуть мати такі відмінності як вуалеві плавники та зелене, сине або рожеве забарвлення. 
Ще однією особливою ознакою цього виду є здатність до світіння, завдяки вбудованим у генотип біолюмінісцентним генам, взятим у медузи. Є також гібридна форма Даніо реріо, що має напівпрозоре забарвлення та була утворена завдяки мутагенезу. Таким чином забарвлення майже відсутнє через неможливість вироблення меланіну. Не менш відомою модифікованою формою цих мешканців є Даніо реріо з жовтуватими плавниками, які на кінці оточені помаранчевою смужкою. 
Щодо утримання вихідної форми Даніо реріо та Glo Fish, то можна помітити деякі, хоч і зовсім не принципові, відмінності. Наприклад, температура води, за нашими спостереженнями, для модифікованої форми може бути дещо теплішою і сягати навіть 26°C. Хоча ці гідробіонти досить комфортно себе почувають при температурі водного середовища від 18 до 25°C. В той час як жорсткість води слід тримати в межах до 10°, а кислотність має становити 6-7,5. Воду у акваріумі слід підмінювати щонайменше один раз в тиждень приблизно на чверть його об’єму. В облаштуванні акваріуму особливих труднощів також не виникає. Він має бути середніх розмірів, з рослинністю та невеликою кількістю декорацій. Важливим є те, що акваріум обов’язково має бути накритий кришкою, так як представники цього виду можуть іноді навіть вистрибувати з води [32]. Вважається, що риби є ефективними біоіндикаторами довготривалої токсичної дії та різноманітних умов середовища існування завдяки своїй рухливості та відносно великій тривалості життя.
У кваліфікаційній роботі показано що фосфорорганічні пестициди діазинон та хлорпірифос призводять до зниження довжини та маси тіла, збільшення гепатосоматичного індексу та ряду змін тканини печінки негативного характеру.
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Дослідження було проведено із використанням 30 особин Danio rerio. Середня довжина тіла риб становила 25,9 ± 2,84 мм, маса – 113,3 ± 11,83 мг. Риби були випадковим чином розподілені на 3 групи, кількість риб у кожній групі становила 10 особин. Тварин утримували в скляних місткостях об’ємом 5 дм3, заповнених підготовленою водою. Для моделювання умов водної екосистеми ємності містили ґрунт та вищу водну рослинність (Elodea canadensis). Температура води у місткостях підтримувалась у діапазоні 19-20 °C із безперервною її фільтрацією та аерацією.  Риб годували одноразово на добу збалансованим гранульованим кормом. Перед формуванням груп усіх риб попередньно зважували та вимірювали довжину їх тіла.
Перша група Danio rerio була контрольною, і до місткостей, в яких утримувались особини цієї групи жодних речовин не додавали. До місткостей, у яких знаходились тварини другої та третьої груп, додавали фосфорганічні пестициди (інсектициди діазинон та хлорпірифос) у формі 0,1 % розчину в такому об'ємі, щоб його кінцева концентрація у середовищі становила 0,008 мг/л (2ГДК для діазинону) та 0,004 мг/л (2ГДК для хлорпірифосу) [33].
Воду в усіх акваріумах впродовж дослідження не змінювали, розчини ФОС додавали одноразово, на початку дослідження.
Через три тижні усіх тварин виводили із дослідження шляхом холодового шоку, для чого поміщали їх у пластикову ємність із суміші льодяної крихти та води у співідношенні 30:1, попередньо впевнившись за допомогою спиртового термометра у тому, що температура середовища становить 2-3 оС [34]. Після повної втрати рибами рухової активності їх промокували паперовим рушником, зважували на електронних вагах, вимірювали довжину електронним штангенциркулем тіла та фіксували in toto.
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Індекс маси тіла (ІМТ) розраховували шляхом ділення ваги тіла на квадрат довжини тіла за формулою 2.1 [35]:
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Гепатосоматичний індекс (ГСІ) розраховували шляхом поділу площі печінки та загальну площу тіла, визначену на забарвлених гістологічних препаратах за формулою 2.2:
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Для гістологічного дослідження тканини печінки риб їх фіксували у рідині Жандре. Для цього у риб поміщали у фіксувальну рідину, яку готували шляхом змішування насиченого розчину тринітрофенолу у 95% етиловому спирті (80 мл) із 37% водним розчином формальдегиду (15 мл) та крижаною оцтовою кислотою (5 мл). Співвідношення між біоматеріалом для фіксації та фіксувальною рідиною становило 1:10. Тривалість процедури фіксації – 12 години при кімнатній температурі. Фіксований біоматеріал промивали у 96% етанолі впродовж 15 хвилин [36].
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Для заливки фіксованого матеріалу застосовували парафін із температурою плавлення +52-56 °С. Після дегідратації у 96% етиловому спирті біоматеріал спочатку поміщали у суміш 99,9% ізопропілового спирту і орто-ксилолу у співвідношенні 1:1 на 60 хвилин, а потім – у чистий орто-ксилол. Для цього використовували дві порції реагенту, витримуючи біоматеріал у кожній порції 30 хв.
У подальшому “просвітлений” у орто-ксилолі біоматеріал поміщали у суміш орто-ксилолу з парафіном у співвідношенні 1:1 на 60 хвилин та інкубували у термостаті при температурі 39 °С. Після цього шматочки біоматеріалу переносили у розплавлений  при температурі 56-58 °С парафін. Інкубування біоматеріалу в парафіні проводили у двох повторностях тривалістью 120 хвилин кожна. 
Після просочування біоматеріалу парафіном його переміщали у пластикові форми із фторопласту. Для покращення подальшого виймання парафінових блоків внутрішню поверхню форм перед розміщенням у них матеріалуобприскували  5% розчином гліцерину у ізопропіловому спирті. Шматочки біоматеріалу препарувальною голкою розміщували у необхідній орієнтації на дні форми та заливали чистим парафіном, розігрітим до температури 58-60 оС. Після початку процесу застигання парафіну фоми охолоджували водою та витримували при низькій температурі (8-10 оС) для застигання (затвердіння) парафіну на 3-6 годин [37].
Виготовлення зрізів товщиною 8-10 мкм проводили із використанням мікротому.
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Виготовлені зрізи переносили у краплю 0,01% водний розчин желатину на поверхні предметного скельця, підігрітого до 42-45 оС. На поверхні розчину желатину зрізи розправлялися. У разі необхідності зрізи орієнтували у необхідному положенні за допомогою препарувальної голки. Надлишок розчину обережно видаляли паперовою серветкою та висушували зрізи при кімнатній температурі щонайменше 8 годин.
З висушених зрізів видаляли парафін шляхом інкубування в орто-ксилолі, після чого переносили у серію етанолу знижуючої міцності (96%, 70%), а потім у дистильовану воду. Час інкубування у кожному середовищі становив 5 хвилин.
Приготування розчину для забарвлення починали із приготування фосфатного буфера: зважували на електронних вагах 22,7 г натрію фосфорнокислого двозаміщеного 12-водного; наважку переносили в мірну колбу місткістю 1000 мл, додавали 900 мл дистильованої води, перемішували до повного розчинення та доводили до 1000 мл дистильованою водою (розчин 1).
Зважували на електронних вагах з точністю 9,1 г калію фосфорнокислого однозаміщеного; наважку вносили до мірної колби місткістю 1000 мл, додвали 900 мл дистильованої води, перемішували до повного розчинення, доводили до 1000 мл дистильованою водою (розчин 2).
Далі вносили в мірний циліндр місткістю 1000 мл 63 мл розчину 1 і 37 мл розчину 2, доводили до 1000 мл дистильованою водою і контролювали рН отриманої забуференної води за допомогою електронного рН-метра( рН = 6,8 - 7,2).
Далі, наважку сухої фарби Гімзи-Романовського масою 3,8 г розчиняли у 250 мл 96% етанолу. Розчин залишали  на 5 діб, періодично збовтуючи для кращого розчинення фарби. Потім додавали 250 мл гліцерину і знову залишали на 5 діб, періодично збовтуючи. 
Для отримання робочого розчину фарбника розчиняли концентрований розчин фарбник із фосфатним буфером у співвідношенні 1:20. Час забарвлення зрізів становив 10-15 хвилин. Після забарвлення зрізи промивали чистому фосфатному буфері, швидко ополіскували дистильованою водою та замикали у гліцерин-желатиновий гель під покривне скельце.
На забарвлених у такий спосіб препаратах базофільні елементи клітин забарвювались у відтінки від фіолетового до синього кольорів, а цитоплазма – у помаранчевий колір [38].
Визначення глікогену у тканині печінки проводили за допомогою гістохімічного методу Дрейсенса. Депарафіновані мікротомні зрізи забарвлювали галуновим карміном, промивали їх у двічі у 96% спирті, інкубували у суміші розчину Люголя і карбол-ксилолу у співвідношенні 1 : 1 впродовж 5 хвилин. Після цього ополіскували зрізи у чистому орто-ксилолі та замикали у канадський бальзам [39].


[bookmark: _Toc126493789]2.6 Мікроморфометричний аналіз гістологічних препаратів тканини печінки


Визначення мікроморфометричних показників тканини печінки проводили із використанням біологічного мікроскопу Micromed XS-5520. За допомогою цифрової фотокамери здійснювали отримання зображень мікропрепаратів. Мікромофрометричні показники тканини печінки визначали за допомогою спеціалізованої програми для аналізу зображень Fiji [40]. Результати вимірювань виражали у мікрометрах.


[bookmark: _Toc126493790]2.7 Статистичний аналіз отриманих даних експериментального дослідження


Статистичну обробку даних проводили із використанням методів дескриптивної статистики (розрахунок середнього арифметичного, стандартного відхилення) та методів порівняння груп (Т-критерій). Для збору та обробки даних використовували пакет прикладних програм StatSoft STATISTICA 10 [41, 42].


[bookmark: _Toc126493791]3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
[bookmark: __RefHeading__278_1069107938][bookmark: __RefHeading__556_1568906124][bookmark: _Toc126493792]3.1 Морфометричні показники Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук


Першим завданням дослідження було визначення впливу інсектицидів з групи фосфорорганічних сполук (діазинону та хлорпірифосу) на показники довжини та маси тіла Danio rerio. 
Перед проведенням дослідження було проведено визначення довжини та маси тіла риб усіх груп. Було встановлено, що дані показники в усіх трьох групах (контрольній та дослідних) статистично не відрізнялись (р > 0,05).
Після закінчення дослідження було визначено (табл. 3.1), що довжина тіла риб в усіх трьох групах дещо збільшилась. За умов хронічної дії як діазинону, так і хлорпірифосу на 21 добу експозиції, цей показник статистично не відрізнявся від показника контрольної групи (р = 0,124 та р = 0,091 відповідно).
Проте маса тіла риб, які зазнавали хронічного впливу діазинону, була достовірно меншою, ніж в контролі на 20,2% (p < 0,001), а за впливу хлорпірифосу – на 25,3% меншою (p < 0,001).
Таким чином нами були отримані свідчення того, що хронічна дія фосфорорганічних сполук (діазинону та хлорпірифосу) призводить до затримки набору маси тіла під час росту Danio rerio.
Стосовно індексу маси тіла (рис. 3.1) на початку дослідження було визначено, що у риб контрольної групи даний показник дорівнював 0,171 ± 0,0421 мг/мм2, у риб, яких піддавали дії діазинону – 0,177 ± 0,0508 мг/мм2 та хлорпірифосу 0,180 ± 0,0463 мг/мм2. Статистично достовірних відмінностей між контрольною та дослідними групами виявлено не було


Таблиця 3.1 – Морфометричні показники Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук 

	Група
	Морфометричні показники

	
	Доба 0
	Доба 21

	
	Довжина тіла, мм
	Маса тіла, мг
	Довжина тіла, мм	
	Маса тіла, мг

	Контроль
	26,6 ± 2,96
	116,9 ± 13,59
	31,5 ± 2,98
	178,6 ± 13,86

	Діазинон
	25,4 ± 2,78
р = 0,359
	109,2 ± 13,13
р = 0,214
	29,4 ± 2,95
р = 0,124
	142,6 ± 13,12
р < 0,001

	Хлорпірифос
	25,6 ± 2,92
р = 0,480
	113,8 ± 7,77
р = 0,546
	29,1 ± 2,99
р = 0,091
	133,5 ± 7,44
р < 0,001



На 21 добу дослідження індекс маси тіла риб, які зазнавали як дії діазинону, був меншим, ніж в контролі на 8,2%, але ці відмінності були статистично недостовірними. У риб, які зазнавали хронічної експозиції хлорпірифосу індекс маси тіла був меншим, ніж у контролі, на 12,1% (р = 0,049). 
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Рисунок 3.1 – Індекс маси тіла риб контрольної та дослідних груп на початку дослідження (А) та на 21 добу експозиції (Б).
Отримані результати можуть свідчити про наявність ознак недостатньої маси тіла риб при хронічному впливі діазинону та хлорпірифосу. Подібний стан за дії фосфорорганічних сполук може бути пояснений як їх загальнотоксичною дією, так і зниженням апетиту риб за наявності у середовищі вищезаначених хімічних речовин [43, 44, 45]


[bookmark: _Toc126493793]3.2 Зміни гепатосоматичного індексу Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук


З літературних джерел відомо, що печінка є одним з органів-мішеней при отруєнні організму фосфорорганічними сполуками, зокрема інсектицидами [46, 47]. 
Тому друге завдання нашого дослідження полягало у оцінкці показників гепатосоматичного індексу при впливі на організм Danio rerio діазинону та хлорпірифосу (рис. 3.2).
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Рисунок 3.2 – Гепатосоматичний індекс при впливі на організм Danio rerio діазинону та хлорпірифосу.

У риб контрольної групи на 21 добу дослідження даний показник дорівнював 1,833 ± 0,2849 у.о. У риб, які зазнавали дії діазинону гепатосоматичний індекс був більше, ніж у контролі на 31,7% (p < 0,032), а у риб, які зазнавали дії хлорпірифосу – на 49,1% більше (p < 0,002).
Отже, нами було визначено, що обидві сполуки призводить до збільшення печінки Danio rerio при хронічному впливі, на що прямо вказує збільшення гепатосоматичного індексу. Причому важливо зазначити, що ступінь змін даного показника у риб, які зазнавали дії діазинону, була меншою, порівняно із рибами, які зазнавали дії хлорпірифосу.


[bookmark: __RefHeading__280_1069107938][bookmark: _Toc126493794][bookmark: __RefHeading__280_10691079381][bookmark: __RefHeading__558_15689061241]3.3 Мікроморфометричні показники тканини печінки Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук


Наступне завдання нашої роботи полягало у дослідженні мікроморфометричних показників тканини печінки Danio rerio при хронічній експозиції фосфорорганічними сполуками. 
У результаті аналізу мікропрепаратів було визначено, що показник відносної площі ядер клітин печінки Danio rerio, при хронічній дії діазинону збільшувалась на 16,9% (р = 0,037). У Danio rerio, які зазнавали дії хлорпірифосу даний показник збільшувався аналогічно, і також перевищував показники контрольної групи на 16,9% (р = 0,008). 
При цьому показник відносної площі цитоплазми клітин печінки зменшувався на 7,5% (р = 0,002) при дії діазинону, та на 10,1% (р = 0,003) – при дії хлорпірифосу.
Площа синусоїдних капілярів у Danio rerio, які зазнавали хронічної дії діазинону збільшувалась на 23,1% (р = 0,026), а у Danio rerio, які зазнавали хронічної дії хлорпірифосу – на 30,1% (р < 0,001), порівняно із контрольною групою. 
Окрім вищезазначених змін у риб при хронічній експозиції фосфорорганічними сполуками були визначені ознаки інфільтрації тканими печінки лейкоцитами. У риб, які зазнавали дії діазинону площа тканини, на якій визначались лейкоцити, була більшою, ніж у контролі на 94% (р < 0,001), а у риб, які зазнавали дії хлорпірифосу – у 2,1 рази (р < 0,001) більше, ніж у риб контрольної групи. 

Таблиця 3.2 – Мікроморфометричні показники тканини печінки Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук 

	Група
	Відносна площа, %

	
	Ядра
	Цитоплазма
	Синусоїдні капіляри
	Лейкоцити

	Контроль
	8,9 ± 1,06

	77,1 ± 3,64

	10,4 ± 2,54

	1,9 ± 0,08


	Діазинон

	10,4 ± 1,68
р = 0,037
	71,3 ± 3,39
р = 0,002
	12,8 ± 1,98
р = 0,026
	3,7 ± 0,34
р < 0,001 

	Хлорпірифос
	10,4 ± 1,10
р = 0,008
	69,3 ± 5,98
р = 0,003
	13,6 ± 2,66
р = 0,012
	4,1 ± 0,60
р < 0,001 



Отримані результати мікроморфометричного аналізу препаратів тканини печінки Danio rerio вказують на збільшення площі ядер гепатоцитів із одночасним зменшенням площі цитоплазми. Подібні зміни можуть свідчити про процес компенсаторного збільшення кількості гепатоцитів. Відомо, що значна активація проліферації гепатоцитів є характерною для прісноводних риб, які мешкають у забруднених водоймах [48].
Збільшення площі, зайнятої синусоїдними капілярами та ознаки лейкоцитарної інфільтрації свідчать про ознаки запального процесу у печинці Danio rerio, що є наслідком токсичної дії діазинону та хлорпірифосу [49].
Отримані в нашому дослідженні ознаки того, що діазинон призводить до менших патологічних змін в організмі Danio rerio, ніж хлорпірифос можна пояснити особливостями біодеградації цих сполук. Відомо, що інактивація хлорпіріфосу, який є найбільш стійким із ФОС, які використовуються в якості пестицидів, в екосистемах триває мінімум 30-80 діб, а інактивація діазинону спостерігається вже на 14 добу після застосування [50, 51].


[bookmark: _Toc126493795]3.4 Вміст глікогену в гепатоцитах Danio rerio при хронічному впливі діазинону та хлорпірифосу


Глікоген є основним резервним полісахаридом у тварин. Попри те, що він знаходиться майже в усіх органах; найбільша його концентрація визначається у посмугованих м'язах та тканині печінки. Процеси розкладання та синтезу цього полісахариду забезпечують сталість концентрації глюкози у крові.
 Глікоген також утворює резервне депо вуглеводів для подальшого їх використання у разі необхідності [52]. 
Відомо, що при тяжких ураженнях тканини печінки концентрація глікогену у ній зменшується, тому вважають, що його вміст в гепатоцитах є показником функціонального стану печінки.
Тому наступним завданням нашої роботи було визначення глікогену у тканині печінки риб, які зазнавали хронічного впливу фосфорорганічних сполук.
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Рисунок 3.3 – Вміст глікогену у тканині печінки Danio rerio при хронічному впливі діазинону та хлорпірифосу

Було встановлено, що у риб при хронічній експозиції діазиноном інтенсивність цитохімічної реакції на глікоген зменшувалась на 11,1% (р = 0,043) порівняно із рибами контрольної групи, а у риб при хронічній експозиції хлорпірифосом – була меншою на 14,8% (р = 0.018) порівняно із контролем.
Отримані результати можна пояснити тим, що вплив різноманітних стресових впливів, у тому числі й токсичних речовин, викликає підсилення вуглеводного обміну внаслідок збільшенням енергетичних витрат організму за несприятливих умов існування. Це, у свою чергу, призводить до виснаження депо глікогену у тканині печінки. Наявні експериментальні свідчення того, що окремі пестициди здатні викликати зниження вмісту глікогену у тканині печінки тварин [53, 54, 55].


[bookmark: _Toc126493796]4. ОХОРОНА ПРАЦІ


Ва жливою і не від'ємною ча стиною орга ніза ції пра ці і виробництва  є охорона  пра ці. До функцій охорони праці, пе рш за  все , на ле жить створе ння та ких умов трудової діяльності, при яких виключа ється вплив на  пра цюючий пе рсона л не бе зпе чних і шкідливих виробничих фа кторів. Здоров'я і бе зпе чні умови пра ці для робітників можуть бути за бе зпе че ні викона нням на уково обґрунтова них пра вил і норм. Крім того, охорона  пра ці включа є орга ніза ційні і те хнічні за ходи, спрямова ні на  усуне ння причин тра вма тизму і за хворюва нь робітників та  службовців на  виробництві, створе ння для них бе зпе чних умов, поступову ліквіда цію шуму і вібра цій, за пиле ності виробничих приміще нь, будівництво і ре конструкцію са ніта рно-побутових приміще нь, поліпше ння за бе зпе че ння робітників за соба ми індивідуа льного за хисту. Усе  це  в компле ксі підвищує продуктивність пра ці людини і збе ріга є її здоров'я[56].
Практична частина моєї дипломної роботи проводилась у лабораторії № 109 на кафедрі фізіології з курсом цивільного захисту, яка обладнана водопроводом, системою каналізації, централізованого опалення та вентиляції. В процесі проведення експериментів застосовувались методи дослідження, з використанням електричного устаткування, оптичних приладів, кислот, лугів, солей, легкозаймистих матеріалів. Так як в лабораторії забороняється працювати по одному, тому всі досліди я проводила в присутності викладача або лаборанта [57].
Перед початком роботи зі мною був проведений інструктаж з охорони праці та пожежної безпеки моїм науковим керівником за інструкцією № 3 з охорони праці. Оскільки дипломна робота пов’язана з перебуванням у лабораторії, то мені довелося дотримуватись всіх правил індивідуального та колективного захисту. Основні небезпечні виробничі фактори при виконанні роботи, які можуть статися пов’язані зі зміною показників (відносна вологість повітря, температура повітря, швидкість руху повітря, атмосферний тиск) мікроклімату в лабораторії, ураження електричним струмом. При роботі в лабораторії можуть виникати травми різного характеру внаслідок невмілого використання приладів та інструментів [57].
На всі види робіт, що являють собою потенційну небезпеку повинна бути підготовлена документація, що узгоджується з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів слід чітко виконувати правила з техніки безпеки, виробничої санітарії й пожежної профілактики. Експерименти треба проводити акуратно, уважно та з достатнім знайомством із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки робіт. Студенти, лаборанти та викладачі повинні бути в спеціальному одязі (халат, окуляри, маска, рукавички) в залежності від виду роботи.
Всі прилади, які використовуються в лабораторії мають бути заземлені. Площа, що припадає на одного працюючого повинна бути не меншою 4,5 м². В лабораторії слід проводити вологе прибирання і регулярне провітрювання впродовж робочого дня. В лабораторії заборонено палити [58].
[bookmark: _GoBack]Для обробки експериментальних даних та оформлення даної використовувалась без комп'ютерна техніка. Вмикання комп'ютерів до електричної мережі здійснюється тільки через спеціально встановлені електричні розетки або вилки із заземленням. [58, 59].
Перед початком роботи у лабораторії потрібно: переодягтися у спеціальний одяг і отримати дозвіл на виконання роботи, ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментом. Перевірити захисне заземлення (занулення) на приладах, що будуть використані під час проведення робіт. Не дозволяється знаходитись в лабораторії у верхньому одязі. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. 
У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря, усе повинно відповідати вимогам ДНАОП 0.03-15-86. У лабораторії я ніколи не працювала самостійно, так як наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках. Працювала у зручному одязі (індивідуальний бавовняний халат і гумові рукавички) [60].
Дослідницькі роботи можуть здійснюватися під керівництвом відповідального за виконання роботи викладача. Перед початком роботи уважно ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментами та отримати дозвіл викладача розпочати роботу. 
Не можна користуватися несправними приладами, а також залишатися в лабораторії одному. Під час роботи в лабораторії треба підтримувати тишу, порядок, чистоту, не допускати квапливості, неохайності. З метою запобігання займання електропроводки слідкувати за цілістю ізоляції [57]. 
Після закінчення робіт в лабораторії необхідно привести в порядок робоче місце, зачинити вікна, перевірити чи закриті водопровідні крани, вимкнути вентиляцію та освітлення. Після виконання роботи викладач обов'язково оглядає приміщення, вимикає електроживлення [57]. 
Охорона праці займає одне з провідних місць в організації виробництва, проведенні наукових досліджень. Правила з охорони праці спрямовані на попередження професійних захворювань, травм, смерті у випадку нещасних випадків [59].
Техніка безпеки поряд з виробничою санітарією є частиною охорони праці. У разі виникнення екстремальної ситуації треба негайно повідомити керівника робіт. При попаданні під дію електричного струму, треба негайно вимкнути напругу. У разі виникнення напруги на корпусах обладнання, треба вимкнути мережу чи прилад. Вміти використовувати вуглекислотний або порошковий вогнегасники, та різні підручні засоби при виникненні пожежі. Мої дослідження були пов'язані з використанням електричного обладнання, потрібно вчасно та правильно надати допомогу при враженні електричним струмом [60].
У всіх випадках виникнення екстремальних ситуацій треба надати першу долікарську допомогу.
Пе рша  ме дична  допомога .
При ура же нні е ле ктрострумом поте рпілого звільняють від конта кту з е ле ктрострумом. Виключа ють дже ре ло е ле ктроживле ння, а  якщо це  не можливо, то скида ють обірва ний провід де ре в’яним сухим ціпком. При зупинці подиху проводять штучне  диха ння, уводять се рце ві і се рце во-судинні за соби (0,1 %-ий розчин а дре на ліну – 1 мл, кордіа мін – 2 мл, 10 %-ий розчин кофе їну – 1 мл підшкірно), за соби, що стимулюють диха ння (1 %-ий розчин лобе ліну – 1 мл внутрішньове нно чи повільно внутрішньом’язово).
На кла да ють сте рильну пов’язку на  електроопікову ра ну. Штучне  диха ння не  припиняють протягом трива лого ча су. При зупинці се рця ─ не прямий ма са ж се рця, внутрішньосерцеве вве де ння розчину а дре на ліну і 10 мл 10 %-го розчину хлориду ка льцію .
Озна ки отруєння луга ми – не приємний лужний сма к у роті, ка ше ль, різка  пе чія слизових оболонок оче й і горта ні, біль за  грудиною, розшире ння зіниць, різка  сла бість, за га льні судоми.
Не обхідно за бе зпе чити поте рпілому приплив свіжого повітря, вивільнити його від одягу, який утруднює диха ння, да ти понюха ти на ша тирний спирт. У ра зі припине ння диха ння не обхідно проводити штучне  диха ння.[62]
При опіка х шкіри І й ІІ ст. слід не га йно покла сти на  вра же не  місце  примочку зі спиртом, горілкою, оде колоном а бо сла бким розчином ма рга нце вокислого ка лію. Спирт та  його похідні стримують пода льше  руйнува ння клітини і водноча с зне за ра жують місце  ушкодже ння. При ІІІ-IV ст. на  вра же ні місця на кла да ють сте рильні пов’язки. При ве ликих опіка х використовують чисті, випра сува ні простира дла . Поте рпілого слід на поїти ча єм а бо міне ра льною водою і те рміново доста вити до ліка рні.
Пожежна безпека об'єкту регламентується Законом України «Про пожежну безпеку» від 17.12.93 року. Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 14.06.95 року наказом № 400 МВС України та інструкціями. Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту.
В лабораторіях та кабінетах необхідно розміщати тільки необхідні меблі, прилади, обладнання, речі та інше, які повинні зберігатись в шафах та стаціонарно установлених стійках. Заборонено використання побутових електрокип’ятильників, прасок. Всі електроустановки повинні мати захист від струму короткого замикання та інших відхилень від нормальних режимів роботи, що можуть привести до виникнення пожежі. Настільні лампи, радіоприймачі, обчислювальні машини і т.д. дозволяється включати в мережу за допомогою штепсельних з’єднань промислового виробництва. Забороняється користуватись відкритим вогнем та легкозаймистими матеріалами. Всі роботи, пов'язані з можливістю виділення токсичних і пожежо-вибухонебезпечних пару і газу, повинні проводитись тільки у витяжних шафах, обладнаних вентиляцією. Не допускається розміщати папір, одяг і інші горючі матеріали на нагрівальні прилади та системи опалення. Палити в приміщенні лабораторії забороняється. У разі виявлення пожежі (ознак горіння) кожен зобов'язаний негайно повідомити про це пожежно-рятувальну службу з телефоном «101», вказати при цьому точну адресу, кількість поверхів, місце виникнення пожежі, наявність людей, а також своє прізвище.
Охорона праці займає одне з провідних місць в організації виробництва, проведенні наукових досліджень. Правила з охорони праці спрямовані на попередження професійних захворювань, травм, смерті у випадку нещасних випадків [57, 60].
Техніка безпеки поряд з виробничою санітарією є частиною охорони праці. Під технікою безпеки розуміють сукупність технічних засобів і прийомів виконання операції, що зводять до мінімуму ризик на роботі.
Дотримувалась правил протипожежної безпеки. При виникненні пожежі, в першу чергу, дії повинні бути спрямованні 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, що сприятиме швидкому поширенню вогню. Негайно викликати пожежну охорону [61] 
Треба систематично слідкувати за справністю електричної апаратури, самостійний ремонт електрообладнання забороняється. 
Необхідно припинити роботу на електрообладнанні при:
-появі диму або специфічного запаху, характерного для ізоляції, що горить;
-появі навіть слабої дії електроструму;
-появі підвищеного шуму, стуку, вібрації тощо;
-при раптовому припиненні роботи електроустаткування (зникнення напруги, заклинення частин приладу, що рухаються (центрифуга тощо), воно повинно бути вимкнено вимикачем [61].
Те хніка  бе зпе ки під ча с роботи на  ПК
На пруга  живле ння ПК (220 В) є не бе зпе чною для життя людини. Тому, не зва жа ючи на  те  що в конструкції комп’юте ра  пе ре дба че на  доста тня ізоляція від струмопровідних ділянок, не обхідно зна ти та  чітко виконува ти ряд пра вил те хніки бе зпе ки [63].
Забороняється:
– торка тися е кра на  і тильного боку диспле я, проводів живле ння та  за зе мле ння, з’єднува льних ка бе лів;
– порушува ти порядок увімкне ння й вимика ння а па ра тних блоків;
– кла сти на  а па ра туру сторонні пре дме ти;
– пра цюва ти на  комп’юте рі у вологому одязі та  вологими рука ми;
– па лити в приміще нні, де  зна ходяться комп’юте ри.
Під ча с роботи на  комп’юте рі необхідно:
– пра цюва ти на  кла віа турі чистими сухими рука ми, не  на тискуючи на  кла віші бе з потре би чи на вма ння;
– пра цюючи з диске та ми, пра вильно вста вляти диске ти в дисковод;
– коре ктно за ве ршува ти роботу з тим чи іншим програ мним за собом.
У ра зі появи за па ху горілого, са мовільного вимика ння а па ра тури, не звичних звуків тре ба  не га йно повідомити про це  обслуговуючий пе рсона л та  вимкнути комп’юте р. Не  можна  пра цюва ти на  комп’юте рі при не доста тньому освітле нні, високому рівні шуму тощо.[64]Для ста тистичної обробки да них, ме ні дове лося користува тися комп’юте ром. Не бе зпе чними та  шкідливими фа ктора ми при роботі на  комп’юте рі є:
· підвище ний ріве нь е ле ктрома гнітного випромінюва ння;
· на пруже ння зору;
· монотонність пра ці.
· пе ре д поча тком роботи не обхідно:
· оглянути і впорядкува ти робоче  місце ;
· пе ре вірити пра вильність підключе ння уста ткува ння до е ле ктроме ре жі;
· впе внитися в на явності за хисного за зе мле ння та  підключе ння е кра нного провідника  до корпусу проце сора .
Для зме нше ння впливу шкідливих фа кторів при роботі з комп’юте ром ре коме ндується вста новити фільтр на  е кра н та  за зе млити його, вста новити зобра же ння на  диспле ї на  висоті 0,71,2 м від рівня підлоги, позбутися відблисків на  е кра ні. Не обхідно дотримува тися відста ні від оче й до е кра на  в ме жа х 60-80 см [64].
Одним з чисе льних ре жимів роботи на  комп’юте рі є 4045 хвилин роботи та  1520 хвилин пе ре рви. Трива ла  бе зпе ре рвна  робота  не  повинна  пе ре вищува ти 2 годин. При постійній роботі е кра н повине н зна ходитися в це нтрі поля зору, докуме нти розта шовуються ліворуч на  столі а бо на  підста вці в одній площині з е кра ном.
Пра вовою основою за конода вства  з охорони пра ці є Конституція Укра їни, За кон Укра їни «Про охорону пра ці», «Про поже жну бе зпе ку», «Про використа ння яде рної е не ргії та  ра діа ційного за хисту», «Про за бе зпе че ння са ніта рного та  е піде міологічного бла гополуччя на се ле ння», «Про за га льноосвітнє де ржа вне  соціа льне  стра хува ння від не ща сного випа дку на  виробництві та  профе сійного за хворюва ння, які призве ли до втра ти пра це зда тності», а  та кож Коде кс за конів про пра цю Укра їни [60,65].
Дотрима ння всіх пра вил те хніки бе зпе ки під ча с роботи дозволило ме ні викона ти ква ліфіка ційну роботу бе зпе чно для мого життя та  здоров’я.
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1. Довжина тіла риб за умов хронічної дії як діазинону, так і хлорпірифосу на 21 добу експозиції статистично не відрізнялась від показників контрольної групи (р = 0,124 та р = 0,091 відповідно). Маса тіла риб, які зазнавали хронічного впливу діазинону, була достовірно меншою, ніж в контролі на 20,2% (p < 0,001), а за впливу хлорпірифосу – меншою на 25,3% (p < 0,001). Індекс маси тіла у риб контрольної групи дорівнював 0,171 ± 0,0421 мг/мм2, у риб, яких піддавали дії діазинону – 0,177 ± 0,0508 мг/мм2 та хлорпірифосу 0,180 ± 0,0463 мг/мм2. Статистично достовірних відмінностей між контрольною та дослідними групами виявлено не було. На 21 добу дослідження індекс маси тіла риб, які зазнавали як дії діазинону, був меншим, ніж в контролі на 8,2%, але ці відмінності були статистично недостовірними. У риб, які зазнавали хронічної експозиції хлорпірифосу індекс маси тіла був меншим, ніж у контролі, на 12,1% (р = 0,049). 
2. Гепатосоматичний індекс у риб контрольної групи на 21 добу дослідження дорівнював 1,833 ± 0,2849 у.о. У риб, які зазнавали дії діазинону гепатосоматичний індекс був більше, ніж у контролі на 31,7% (p < 0,032), а у риб, які зазнавали дії хлорпірифосу – на 49,1% більше (p < 0,002).
3. Стосовно мікроморфометричних параметрів тканини печінки було визначено, що показник відносної площі ядер клітин печінки Danio rerio, при хронічній дії діазинону збільшувався на 16,9% (р = 0,037), порівняно із контрольною групою. У Danio rerio, які зазнавали дії хлорпірифосу даний показник збільшувався аналогічно, і також перевищував показники контрольної групи на 16,9% (р = 0,008). При цьому показник відносної площі цитоплазми клітин печінки зменшувався на 7,5% (р = 0,002) при дії діазинону, та на 10,1% (р = 0,003) – при дії хлорпірифосу. Площа синусоїдних капілярів у Danio rerio, які зазнавали хронічної дії діазинону збільшувалась на 23,1% (р = 0,026), а у Danio rerio, які зазнавали хронічної дії хлорпірифосу – на 30,1% (р < 0,001), порівняно із контрольною групою. Також у риб при хронічній експозиції фосфорорганічними сполуками були визначені ознаки інфільтрації тканими печінки лейкоцитами. У риб, які зазнавали дії діазинону площа тканини, на якій визначались лейкоцити, була більшою, ніж у контролі на 94% (р < 0,001), а у риб, які зазнавали дії хлорпірифосу – у 2,1 рази (р < 0,001) більше, ніж у риб контрольної групи.
4. У риб при хронічній експозиції діазиноном інтенсивність цитохімічної реакції на глікоген зменшувалась на 11,1% (р = 0,043) порівняно із рибами контрольної групи, а у риб при хронічній експозиції хлорпірифосом – була меншою на 14,8% (р = 0.018) порівняно із контролем.
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Отримані результати вказують на необхідність розробки механізмів зменшення потрапляння пестицидів у водні екосистеми, а також обґрунтовують необхідність пошуку новим, менш токсичних інсектицидів та широкого запровадження “зелених” технологій у діяльність великих сільських господарств.
Результати отримані під час виконання кваліфікаційної роботи можуть бути використані при викладанні навчальних дисциплін “Екологічна фізіологія” та “Медична екологія та ендоекологія”.
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− підтверджую, що написана мною кваліфікаційна робота на тему «Гістологічні показники печінки Danio rerio при хронічній дії фосфорорганічних сполук.» відповідає вимогам академічної доброчесності та не містить порушень, що визначені у ст. 42 Закону України «Про освіту», зі змістом яких ознайомлений/ознайомлена.
− заявляю, що надана мною для перевірки електронна версія роботи 
є ідентичною її друкованій версії;

згодна на перевірку моєї роботи на відповідність критеріям академічної доброчесності у будь-який спосіб, у тому числі за допомогою інтернет-системи, а також на архівування моєї роботи в базі даних цієї системи.
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