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Выступающий
Заметки для презентации
Добрый день! Уважаемые коллеги, меня зовут Станислав и сегодня мы с Вами поговорим о том как сохранить карликовых свиней и при этом удовлетворить желания Спонсора. 

В настоящее время растет интерес к трансляционным моделям изучения заболеваний человека. В частности, карликовые свиньи служат хорошей моделью для изучения хронической токсичности, иммуногенности, фармакокинетики, патофизиологических состояний, индукции патологии и широко используются в мире, так к примеру…
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«COMMISSION STAFF WORKING 
DOCUMENT.  

Summary Report on the statistics on the 
use of animals for scientific purposes in 

the Member States  of the European 
Union and Norway in 2018» 

 Наблюдается динамика на увеличение 
количества использования свиней. По 
сравнению с 2017 годом количество 
использованных свиней увеличилось 
более чем на 10%, тогда как 
использование грызунов в 
совокупности уменьшилось на 17%. 
Всего за 2018 год было использовано 
около 11 млн животных, 87 769 голов из 
них – свиньи. 0
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Выступающий
Заметки для презентации
Согласно отчету стран ЕС, Брюссель, 2021 год наблюдается динамика на увеличение количества использования свиней. По сравнению с 2017 годом количество использованных свиней увеличилось более чем на 10%, тогда как использование грызунов в совокупности уменьшилось на 17%. Всего за 2018 год было использовано около 11 млн животных, 87 769 голов из них – свиньи.
вместе с тем применение крупных животных в доклинических исследованиях имеет ряд ограничений, прежде всего это личностное отношение персонала, работающего с животными; стоимость каждого животного, затраты на их обслуживание и выполнение манипуляций. Поэтому очень важным аспектом при использовании крупных животных в исследовании является изыскание способов уменьшения количества используемых экспериментальных животных, без ущерба для качества исследований и их научной ценности.  
Чтобы исключить эвтаназию дополнительных животных и повысить информативность в ходе исследований могут быть использованы дополнительные витальные и малоинвазивные методы исследований.
Например, ультразвуковое исследование (УЗИ) эхогенных органов, получение биоптатов ряда органов, получение биологических жидкостей.

 



Цель и задачи 
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Цель работы : 
установить информативность и применимость использования малоинвазивных 
методов исследования в качестве промежуточных точек в доклинических 
испытаниях для реализации принципа 3Rs - «Сокращение». 

Задачи: 
• определить применимость и информативность УЗИ; 
 • сформировать рекомендации и ограничения к 
проведению биопсии внутренних органов;  
• установить возможности получения желудочного 
сока, желчи и мочи надлежащего качества и 
достаточного количества; 
• уточнить потенциальное влияние выполненных 
процедур на целостность данных в рамках 
доклинических исследований;  
• определить состояние и скорость реабилитации 
животных после данных манипуляций. 

Выступающий
Заметки для презентации
Когда мы начинали это исследование мы точно не знали, что именно получится, а что не получится и поэтому целью работы явилось  – установить информативность и применимость использования малоинвазивных методов исследования в качестве промежуточных точек в доклинических испытаниях для сокращения численности животных и минимизации высокоинвазивных вмешательств или числа животных, подвергнутых эвтаназии при исследовании. 

Исходя из цели, были поставлены следующие задачи:

• определить применимость и информативность УЗИ;
 • сформировать рекомендации и ограничения к проведению биопсии внутренних органов; 
• установить возможности получения желудочного сока, желчи и мочи надлежащего качества и достаточного количества;
• уточнить потенциальное влияние выполненных процедур на целостность данных в рамках доклинических исследований; 
• определить состояние и скорость реабилитации животных после данных манипуляций









Материалы и методы 
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ЗАСЕДАНИЕ БЭК № 6.29/19 

 
12 карликовых свиней в возрасте от 36 до 60 

месяцев и массой от 40 до 71 кг.  
 

• Депривация кормом на 8-12 часов. 
  

• Анестезия - Золетил 100 и Ксила.  
 

• Мониторинг постоперационного 
состояния: 

 
 Клинический осмотр на 

протяжении 14 дней. 
 

 УЗИ-мониторинг через 1, 4 и 24 
часа после проведения 

манипуляции. 
 

Выступающий
Заметки для презентации
Исследования были проведены на базе АО НПО «Дом Фармации» в марте 2020 г. Данный эксперимент был одобрен на заседании биоэтической комиссии, материалы и методы представлены на слайде, разрешите их не зачитывать.



Материалы и методы 
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Получение биоптатов осуществлялось под 
контролем аппарата ультразвуковой диагностики 
"Mindray DP-50" (УЗИ) и на основании анатомо-
топографических ориентиров.  
 
 
 
Желчь получали пункцией желчного пузыря с 
использованием иглы 18G (длина 15 см) из 
набора для катетеризации крупных сосудов 
(Bayer), под контролем УЗИ. 
 
 
 
Получение желудочного сока осуществлялось 
с помощью гастрального зонда калибров СН-18 
и СН-14.  

Аппарат УЗИ Mindray DP50 

Гастральный зонд  

Игла для биопсии   

Выступающий
Заметки для презентации
Исследования были проведены на базе АО НПО «Дом Фармации» в марте 2020 г. Данный эксперимент был одобрен на заседании биоэтической комиссии, материалы и методы представлены на слайде, разрешите их не зачитывать.



Ультразвуковое исследование (УЗИ) 
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Проведение УЗИ   

УЗИ мочевого пузыря  

УЗИ позволяет визуализировать:  
 1. Печень 
 2. Желчный пузырь 
 3. Мочевой пузырь 
 4. Селезенку  
 5. Поджелудочную железу 
 6. Желудок  
 7. Почки  
 8. Кишечник  и  т.д.  
 
 

Выступающий
Заметки для презентации
Проведение контроля промежуточных точек в ходе доклинических исследований имеет важное прикладное значение. Ультразвуковое исследование органов брюшной полости и сердца, возможно осуществлять без погружения животных в наркоз. Карликовые свиньи, хорошо поддаются хендлингу и воспринимают данную процедуру, как элемент социального взаимодействия с человеком Проведение УЗИ, в качестве промежуточной точки является, легковыполнимой и информативной манипуляцией, благодаря которой, можно оценить анатомические и структурные изменения в органах и тканях. 




Получение биоптата 
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 Визуализация селезенки Введение биопсийной иглы 

Игла в паренхиме селезенки Игла с полученным биоптатом 

Выступающий
Заметки для презентации
Получение биоптата требует адекватного анестезиологического обеспечения животного, а также УЗИ сопровождения, что позволяет визуализировать, как структуру органа, так и расположение иглы для получения биоптата





Результативность получения биоптатов 
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Информация о 
животном 

Органы 

Печень Легкое Селезенка Предстательная железа 
№ пол 

масса 
(кг) 

1.1 ♂ 43 + + + + 
1.2 ♂ 41 + + + + 

1.3 ♂ 40 + + + + 

1.4 ♂ 45 + + + + 
1.5 68 

Соединительная и мышечная 
ткани 

+ Соединительная и мышечная 
ткани - 

1.6 63 
Соединительная и мышечная 

ткани 
Отсутствует + - 

1.7 63 
Соединительная и мышечная 

ткани 
+  + - 

1.8 63 
Соединительная и мышечная 

ткани 
+  + - 

1.9 71 Ткань селезенки + + - 

1.10 61 
Соединительная и мышечная 

ткани + + - 

1.11 53 + + + - 

1.12 66 Мышечная ткань Мышечная ткань + - 

 Гистологическая картина в биоптатах    

www.doclinika.ru 

Выступающий
Заметки для презентации
В нашем исследовании была предпринята попытка получить биоптаты печени, селезенки, легких, предстательной железы, полученные материалы были подвергнуты гистологическому исследованию
Анализируя результативность отбора биообразцов, следует отметить, что из 12 животных, только у 5-ти удалось получить ткань печени. В остальных случаях в биопсийной игле оказывались соединительная и мышечная ткань, а в 1 случае – ткань селезенки. Успешнее всего удалось отобрать биопсию тканей легкого и селезенки, в 10 из 12 и 11 из 12 случаях, соответственно, были получены образцы надлежащего качества. При биопсии легких в одном случае была отобрана мышечная ткань, и еще один образец получить не удалось. В одном случае из 12, вместо биоптата селезенки, была отобрана соединительная и мышечная ткани. Получение биоматериала предстательной железы апробировалось на имеющихся четырех половозрелых самцах и было успешным. 
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 Биоптат печени карликовой свиньи 
окраска ГЭ. Ув. 100 

 Биоптат легких карликовой свиньи 
окраска ГЭ. Ув. 100 

  Биоптат селезенки карликовой свиньи 
окраска ГЭ. Ув. 100 

Биоптат легких карликовой свиньи 
окраска ГЭ. Ув. 100 

Выступающий
Заметки для презентации
Заменить фото



Получение желчи 
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Сбор желчи под контролем УЗИ  Визуализация желчного пузыря 

Полученный образец желчи 

Выступающий
Заметки для презентации
Получение желчи при помощи пункции под контролем УЗИ, не составило труда. От всех экспериментальных животных было получено от 7,5 до 12,8 мл желчи. Данного количества биоматериала, достаточно для проведения лабораторных исследований осложнений в постоперационный период не наблюдалось.




Сбор желудочного сока  

www.doclinika.ru 11 

Установка зонда    Сбор желудочного сока    

Выступающий
Заметки для презентации
Сбор желудочного сока тоже не составил труда, ни в одном из случаев, образцы были получены от всех животных. Значения рН желудочного сока для человека, схожи с полученными данными и варьируют в интервалах 1,4 – 2,5, что совпадает с данными литературы.



Цистоцентез - реалии для рутиной практики 
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Показатель Результаты 
Билирубин - 
Уробилиноген - 
Кетоны, мг/дл 2,0 ± 2,5  
Аскорбиновая 
к-та, мг/дл 

8,8 ± 4,6 

Глюкоза мг/дл - 
Белок, мг/дл - 
рН 6,0 ± 0,6 
Нитриты - 
Лейкоциты, 
лейк/мкл 

- 

Удельный вес 1,026 ± 0,006 
Цвет Желтый и его оттенки 
Эпителий От 0 до 2 
Лейкоциты От 0 до 5 
Эритроциты От 0 до 2 
Цилиндры - 
Слизь - 

Соли 
В 2х пробах 

обнаружены струвиты 
Бактерии - 

Трофимец Е.И., Кательникова А.Е., Крышень К.Л. Обзор по получению образцов мочи у лабораторных животных. 
Лабораторные животные для научных исследований. 2021; 01: 30–47. doi.org/10.29296/2618723X-2021-01-04 

УЗИ мочевого пузыря  

Игла в полости мочевого пузыря 

Полученная проба мочи  

Результаты анализа мочи  

Выступающий
Заметки для презентации
Получение мочи от крупных лабораторных животных в рутинной практике имеет некоторые сложности, связанные с тем, что дизайн исследования, обычно, предполагает получение образцов мочи сразу от большого количества животных за короткий промежуток времени . Еще одна сложность при получении мочи естественным образом требует высокой квалификации персонала, гигиенической обработки животных и, даже при соблюдении этих условий, образцы могут быть существенно загрязнены. Постановка катетера и удержание его на теле животного на протяжении длительного периода (например, получение суточной мочи) также имеет ряд технических сложностей и может сопровождаться утратой части образцов. Использование анестезии и УЗИ, для проведения цистоцентеза, позволяет визуализировать мочевой пузырь и упрощает получение мочи. При проведении данной процедуры нам удалось получить образцы мочи от всех животных. Результаты исследования представлены в таблице. полученные пробы мочи, оказались достаточно высокого качества, что говорит о хороших перспективах использования данного метода для сбора биообразцов. 









Реабилитация и восстановление  
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Выступающий
Заметки для презентации
С целью мониторинга состояния экспериментальных животных мы проводили ультразвуковое исследование через 1, 4 и 24 часа после вмешательства. В ходе проведения ультразвукового исследования у всех испытуемых животных не было отмечено сгустков крови. Кроме УЗИ, по завершению всех процедур, мы производили ежедневный клинический осмотр на протяжении 14 дней, в рамках которого оценивали общее клиническое состояние. 
На основании ежедневного клинического осмотра, на протяжении всего периода эксперимента состояние животных было охарактеризовано как хорошее. Места введения игл для биопсии мягких тканей обрабатывались на протяжении 3 дней. . Осложнений в месте нанесения разреза и введения биопсийной иглы установлено не было.



Выводы 
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1. Ультразвуковое исследование органов брюшной полости, можно применять на животных всех масс. 

Хорошо визуализируется сердце, почки, печень и желчный пузырь, селезенка, органы желудочно-
кишечного тракта, а также мочеполовой  системы. Значительным преимуществом, можно считать 

возможность использования УЗИ на не наркотизированных животных. 
 

2. При взятии материала для биопсии рекомендуем использовать животных массой до 53 кг. 
Ограничениями могут служить индивидуальные противопоказания, плохая визуализация органов при 

УЗИ. 
 

3. Заявленные биологические образцы желчи, желудочного сока и мочи были получены надлежащего 
качества и в достаточном количестве, для проведения дальнейших исследований.  

 
 

4. При должной подготовке специалиста выполняющего данные процедуры, апробированные методы не 
оказывают влияния на целостность данных.  

 
5. Отсутствие кровотечений, установленное в рамках УЗИ-мониторинга; гематологические и 

биохимические исследований крови спустя 48 часов после проведения малоинвазивных процедур и 
данные клинического наблюдения, говорят о реабилитации животных уже на вторые сутки.  
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С заботой о благополучии лабораторных животных  АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» 

Выступающий
Заметки для презентации
На основании полученных данных, мы можем рекомендовать применение малоинвазивных ви-
тальных методов в длительных токсикологиче-
ских исследованиях в качестве промежуточных
точек. В ходе исследования было установлено:
1. УЗИ органов брюшной полости можно при-
менять у животных любой массы тела. При этом
хорошо визуализируются сердце, почки, печень
и желчный пузырь, селезенка, органы желудоч-
но-кишечного тракта, а также мочеполовой си-
стемы. Значительным преимуществом можно счи-
тать возможность использования УЗИ у ненаркоти-
зированных животных. Данная манипуляция не
причиняет животным боли и не подвергает их
дистрессу.
2. Применение тонкоигольной биопсии вну-
тренних органов позволяет гистологически оце-
нить состояние исследуемых органов, а, следова-
тельно, является диагностически значимым ме-
тодом при определении влияния тестируемого
препарата на органы.
При взятии материала для биопсии рекомен-
дуем использовать животных массой до 53 кг.
Ограничениями могут служить индивидуальные
противопоказания, плохая визуализация органов
при УЗИ.
3. Собранные биологические образцы желчи,
желудочного сока и мочи были получены надле-
жащего качества и в достаточном количестве для
проведения дальнейших исследований. Однако
чрескожная пункция желчного пузыря является
манипуляцией, требующей определенных на-
выков для получения достаточного количество
биоматериала.
4. При должной подготовке специалиста, вы-
полняющего данные процедуры, апробированные
методы не оказывают влияния на целостность
данных (качество собранных образцов).
5. Отсутствие кровотечения, установленное
в рамках УЗИ-мониторинга, гематологические
и биохимические исследования крови спустя 48 ч
после проведения малоинвазивных процедур
и данные клинического наблюдения говорят
о полной реабилитации животных уже на 2-е
сутки.
Благодарю за внимание !
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