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Резюме. В статье рассмотрены теоретические основы и успешный опыт апробации модифицированной методики ин-
травитреальной инъекции (ИВИ) в глаз кролика в условиях лаборатории. Необходимость модификации данной методи-
ки была обусловлена тем, что в доступных методических рекомендациях, описывающих выполнение ИВИ, в процессе 
предоперационной подготовки использовались недоступные для работы в условиях вивария на территории Российской 
Федерации лекарственные средства. Методика ИВИ была модифицирована путем применения воспроизводимой на 
территории России схемы наркотизации кроликов и доступных в России офтальмологических лекарственных препара-
тов. В качестве средств для наркоза были выбраны Золетил 50® («Вирбак», Франция) в дозе 1,1 мг/кг и Рометар («Био-
вета», Чехия) в дозе 5,6 мг/кг при однократном внутривенном введении. Для дополнительной анальгезии однократно 
внутримышечно кроликам вводили Кетонал® («Лек д.д.», Словения) в дозе 5 мг/кг. В качестве местноанестезирующе-
го средства использовали лекарственный препарат для офтальмологического применения Инокаин®, глазные капли 
(«Промед Экспортс Пвт. Лтд.», Индия), в качестве антисептического средства  — разбавленный водой 1:10 Бетадин®  
(ЗАО «Фармацевтический завод ЭГИС», Венгрия). Проанализированы результаты клинического осмотра животных по-
сле проведения ИВИ на этапе самостоятельной отработки навыков лаборантами-исследователями. Оценку параметров 
развития нежелательных реакций, вызванных ИВИ, выражали в баллах с заполнением первичных карт. Предложенная 
методика показала хорошую воспроизводимость, в связи с чем может быть рекомендована для использования в доклини-
ческих исследованиях офтальмологических лекарственных препаратов на территории Российской Федерации.
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средства; безопасность; кролики
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Abstract. The article describes theoretical foundations and successful experimental testing of a modified method of intravitreal 
injection (IVI) in the rabbit eye performed in the laboratory. The method needed modification because preoperative preparation 
described in available guidelines on IVI requires the use of medicines that are not suitable for use in vivariums in the Russian 
Federation. The IVI procedure for rabbits was modified by using an anesthetic regime reproducible in Russia and available eye 
preparations. The anesthetics used were Zoletil 50® («Virbac», France) at a dose of 1.1 mg/kg and Rometar («Bioveta, a.s.», Czech 
Republic) at a single intravenous dose of 5.6 mg/kg. Additional analgesia was achieved by a single intramuscular injection of Ket-
onal® («Lek d.d.», Slovenia) at a dose of 5 mg/kg. The local anesthetic used was Inokain® eye drops («Promed Exports Pvt. Ltd.», 
India), the antiseptic used was Betadine® (JSC «EGIS Pharmaceutical plant», Hungary) diluted with water in the proportion of 
1:10. The results of clinical examination of animals following IVI performed by lab researchers during unassisted skill training were 
analysed, and the results of assessment of adverse reactions associated with IVI were expressed as scores and reflected in primary 
records. The suggested method demonstrated good reproducibility and, therefore, may be recommended for use in preclinical 
studies of ophthalmic drug products in Russia.
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Неотъемлемой частью разработки лекарствен-
ных средств (ЛС) является их доклиническое из-
учение, которое должно включать в себя оценку 
токсических свойств при многократном введении 
экспериментальным животным с использовани-
ем пути введения, запланированного для человека  
в клинической практике. При доклинических ис-
следованиях офтальмологических ЛС применяются 
такие пути введения, как аппликация на кожу век, 
нанесение на роговицу, введение/закладывание  
в конъюнктивальный мешок, инъекции в ткани 
глаза (стекловидное тело, переднюю камеру гла-
за) и окружающие ткани. Среди всех современных 
способов введения ЛС при необходимости доставки 
их к тканям глаза наибольшая концентрация и, как 
следствие, терапевтическое воздействие создаются 
при интравитреальной инъекции (ИВИ).

Задний участок стекловидного тела, куда про-
никает ЛС в течение первых суток после правильно 
выполненной ИВИ, находится в непосредственном 
контакте с сетчаткой. Сетки фибриллярных волокон 
расходятся от сетчатки и проникают в стекловидное 
тело или включаются в него. Около 50  % действу-
ющих веществ после ИВИ остается в стекловидном 
теле, при этом в сетчатку и сосудистую оболочку 
проникает до 13 % введенной дозы. При других спо-
собах введения, например субконъюнктивальном,  
в стекловидное тело, сетчатку и сосудистую оболоч-
ку проникает не более 5 % введенной дозы [1].

Эффективность ЛС при ИВИ подтверждена ре-
зультатами большого количества исследований [2–
4], и этот метод активно применяется в клинической 
практике. В открытой части общей базы данных 
PubMed за последние пять лет было опубликовано 
5348 статей, в которых упоминается использование 
ИВИ в качестве основного пути введения для оф-
тальмологических лекарственных препаратов, им-
плантов/капсул с модифицированным высвобож-
дением, а также индукторов патологии роговицы  
у экспериментальных животных.

Наиболее востребованным ЛС для ИВИ являет-
ся ранибизумаб. Данный путь введения применим 
также для препаратов дексаметазона, фибриноли-
тиков и антибиотиков. Применение ИВИ позволяет 
достигнуть высоких терапевтических результатов, 
поэтому число ЛС, введение которых подразумевает 
ИВИ, может быть расширено.

При проведении доклинических исследований 
воспроизведенных и биоаналоговых ЛС необхо-
димо проводить комплексное поэтапное изучение 
свойств нового ЛС в сравнении с референтным [5].

Все исследования препаратов в условиях in vivo, 
разрабатываемых для интравитреального введения, 
в том числе ингибиторов фактора роста эндотелия 
сосудов (VEGF), как референтных, так и биоана-
логовых, рационально проводить с применением 
ИВИ на животных, что позволяет наиболее полно-
ценно интерпретировать полученные результаты 
для человека.

Наиболее адекватным видом животных для 
исследований офтальмологических ЛС являются 
человекообразные обезьяны, однако их использо-

вание ограничено биоэтическими нормами. В каче-
стве биологической тест-системы часто используют 
крыс, мышей и кроликов  [6,  7]. Инъекция в сте-
кловидное тело грызунам требует точного микро-
дозирования препарата и использования особого 
увеличительного оборудования как для выполнения 
самой ИВИ, так и для оценки местного влияния 
препарата на ткани глазного яблока. В исследова-
ниях офтальмологических ЛС наиболее оправдано 
использование кроликов, поскольку они имеют до-
статочный размер глазного яблока для качествен-
ного выполнения ИВИ. Кроме того, строение, 
физиология и фармакокинетические процессы при 
введении растворов в глаз кролика идентичны тако-
вым у человека [8]. Использование кроликов также 
позволяет проводить офтальмоскопию и измерять 
внутриглазное давление.

Для интравитреального введения ЛС необходи-
мы соответствующие манипуляционные и хирур-
гические инструменты, иглы, аксессуары и четкое 
соблюдение техники оперативного вмешательства. 
Кроме того, инвазивный характер введения препа-
рата предполагает риск развития осложнений, та-
ких как эндофтальмит (до 1,0 %), увеит (до 1,3 %), 
отслойка сетчатки (до 0,7  %), разрыв сетчатки (до 
2,1 %), кровоизлияние в сетчатку (до 7,2 %), витре-
альное кровоизлияние (до 0,6 %), развитие катарак-
ты (до 1,4 %) [9].

В отечественных и зарубежных научных работах 
подробно описана методика ИВИ человеку [10–12]. 
Методика ИВИ кроликам изложена только в за-
рубежных статьях  [13, 14], однако предложенные 
методики анестезии, анальгезии и выбор ЛС для 
офтальмологического применения при воспроизве-
дении в России требуют адаптации.

Цель работы — модификация и апробация ме-
тода ИВИ в глаз кролика для дальнейшего обучения 
лаборантов-исследователей и использования ИВИ  
в доклинических исследованиях офтальмологиче-
ских лекарственных препаратов.

Задачи работы:
1.  Адаптация с последующей апробацией мето-

дов подготовки животного к инъекции:
1.1.  Выбор, апробация и отработка навыка вве-

дения кролика в общий наркоз нужной глубины  
и продолжительности;

1.2.  Выбор, апробация и отработка навыка раз-
мещения животного на операционном столе и обе-
спечения оптимального доступа к глазу для прове-
дения инъекции;

1.3.  Выбор местноанестезирующего средства 
для офтальмологического применения и отработка 
метода обезболивания глаза;

1.4.  Выбор и апробация антисептического сред-
ства для офтальмологического применения, отра-
ботка навыка.

2.  Апробация методики ИВИ с учетом адапти-
рованной предоперационной подготовки (модифи-
кация не проводилась). Освоение навыка лаборан-
тами-исследователями.

3.  Отработка навыка послеоперационного ухо-
да за животными.
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4.  Оценка квалифицированными специали-
стами качества проведения инъекции, выполнен-
ной обучающимися на этапе освоения навыков  
и контроля обучения, с применением следующих 
методов:

4.1.  Клинический осмотр видимых структур 
глаза;

4.2.  Пальпаторное измерение внутриглазного 
давления;

4.3.  Прямая офтальмоскопия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для выполнения методики инъекции в сте-
кловидное тело в качестве тест-системы исполь-
зовали семь половозрелых самцов кроликов Ка-
лифорнийской породы, полученных в питомнике  
АО «нпо «дом фармации», г.п. Кузьмолов-
ский, Ленинградская область. Животных содержали  
в стандартных условиях вивария в соответствии  
с Директивой 2010/63/EU Европейского парла-
мента и Совета Европейского союза от 22  сен-
тября 2010  г. по охране животных, используемых  
в научных целях [15].

Кролики получали «Комбикорм для кормления 
кроликов ПК 90-1-475», изготовленный ЗАО «Тос-
ненский комбикормовый завод», в соответствии  
с ГОСТ Р 51166-98. В качестве дополнения в рацион 
также входило сено.

Все манипуляции, связанные с наркотизаци-
ей животных, были проведены в утреннее время до 
раздачи корма. Животным давали воду, очищенную  
и нормированную по основным показателям со-
гласно ГОСТ 51232-98 «Вода питьевая. Общие тре-
бования к организации и методам контроля каче-
ства», доступ к воде не ограничивали.

В связи с тем что животных использовали для 
отработки методики ИВИ неоднократно и всем им 
вводили воду для инъекций, разделение на экспери-
ментальные группы не проводили. Инъекции в каж-
дый глаз проводились многократно с минимальным 
интервалом между повторными инъекциями в тече-
ние 14 суток.

Запланированная апробация методики была 
одобрена на биоэтической комиссии (протокол 
биоэтической комиссии № 6.2/16 от 22 января 
2016 г.). Было учтено, что ИВИ является болезнен-
ной процедурой: по классификации, предложенной 
в Директиве 2010/63/EU [15], она относится к про-
цедурам умеренной степени тяжести, в связи с чем 
для профилактики боли и дистресса животных на 
время ИВИ вводили в общий наркоз. Дополнитель-
но для местного обезболивания глаза во время пре-
доперационной подготовки использовали местно- 
анестезирующее средство для офтальмологическо-
го применения Инокаин®, глазные капли («Про-
мед Экспортс Пвт. Лтд.», Индия) в дозе 1 капля/глаз 
кролика однократно.

В процессе апробации модифицированной ме-
тодики ИВИ было обучено шесть лаборантов-ис-
следователей.

Отработка навыка внутриглазных инъекций 
включала теоретическую и практическую части. Те-

оретическая часть освоения метода включала следу-
ющие темы:

1)  анатомия глаза;
2)  правила асептики, антисептики при работе  

с глазом;
3)  общая и местная анестезия;
4)  предоперационная подготовка;
5)  послеоперационный уход.
Далее специалисты осваивали практические на-

выки, включающие следующие этапы:
1)  демонстрация навыка квалифицированным 

специалистом (ветеринарный офтальмолог);
2)  самостоятельное выполнение инъекции  

с офтальмоскопическим контролем глубины введе-
ния иглы;

3)  оценка клинического состояния животного, 
осмотр глаза, офтальмоскопия, измерение внутри-
глазного давления — не менее семи суток после вы-
полнения ИВИ;

4)  анализ ошибок и их устранение;
5)  контроль навыка после успешного выполне-

ния не менее семи инъекций.
Техника проведения ИВИ включала три основ-

ных этапа: предоперационная подготовка, введение 
и уход за животными после проведения ИВИ.

1.  Предоперационная подготовка

1.1.  Введение животного в общий наркоз. В ка-
честве средств для наркоза были выбраны доступ-
ные на территории России ЛС для ветеринарного 
применения следующего состава и режима дози-
рования: Золетил 50® («Вирбак», Франция) в дозе 
1,1  мг/кг и Рометар («Биовета», Чехия) в дозе 
5,6  мг/кг при однократном внутривенном введе-
нии. Для дополнительной анальгезии однократно 
внутримышечно вводили Кетонал® («Лек д.д.», 
Словения) в дозе 5 мг/кг.

1.2.  Размещение животного на операционном 
столе. Анатомическое строение черепа кролика не 
позволяет точно воспроизвести положение чело-
века на операционном столе во время проведения 
ИВИ  — «лежа на спине», поэтому для введения 
инъекции кролику использовали альтернативный 
способ фиксации  — в положении «лежа на боку» 
таким образом, чтобы глаз животного был обращен 
вверх.

1.3.  Использование местноанестезирующего  
и антисептического средства. В качестве местноане-
стезирующего средства был выбран лекарственный 
препарат для офтальмологического применения 
Инокаин®, глазные капли («Промед Экспортс Пвт. 
Лтд.», Индия), в качестве антисептического сред-
ства — разбавленный водой 1:10 Бетадин®, раствор 
для местного и наружного применения 10  % (ЗАО 
«Фармацевтический завод ЭГИС», Венгрия), (да- 
лее — 1 % раствор бетадина). Подготовку глаза кро-
лика к инъекции осуществляли путем последова-
тельного промывания поверхности роговицы сте-
рильным физиологическим раствором, внесением 
1 капли Инокаин® в конъюнктивальный мешок на 
3  мин, промыванием поверхности роговицы сте-
рильным физиологическим раствором, внесением 
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1 капли 1%-го раствора бетадина (смывание бетади-
на с конъюнктивы не проводили).

2.  Интравитреальную инъекцию (собственно 
введение) проводили следующим образом.

A.  Иглу одноразового инсулинового шприца 
диаметром 30  G (0,3  мм) проводили через скле-
ру на расстоянии 2–3  мм от лимба в направлении  
к экватору в верхненаружном квадранте, вглубь сте-
кловидного тела параллельно хрусталику на глубину 
2–3 мм (рис. 1).

В.  Убедившись в правильности выполненного 
введения, одним уверенным плавным движением 
в стекловидное тело вводили воду для инъекций  
в объеме 100 мкл.

С.  Равномерным плавным движением выводи-
ли иглу из глаза.

D.  С целью профилактики вытекания введен-
ного препарата проводили тампонирование места 
инъекции на протяжении 30–40 с.

3.  Уход за животными, перенесшими ИВИ, 
включал в себя помещение кролика на теплую по-
верхность для профилактики гипотермии и непре-
рывное наблюдение за животным до полного выхо-
да из наркоза, клинический осмотр глазного яблока, 
офтальмоскопическую оценку состояния глазного 
дна, оценку уровня внутриглазного давления.

Клинический осмотр видимых структур глаза 
животных проводили непосредственно после введе-
ния, далее через 4, 24, 72 ч и 7 сут. Осуществлялась 
полуколичественная оценка параметров развития 
нежелательных реакций в баллах с заполнением 
первичных карт. При наличии патологического при-
знака в глазу присваивали 1  балл, при отсутствии 
признака  — ноль баллов. Оценивали следующие 
показатели: гиперемия конъюнктивы век; гипере-
мия конъюнктивы глазного яблока; кератит; ксе-
рофтальмия; слезотечение; нагноение; отечность; 
экзофтальм; мидриаз; миоз. Офтальмоскопию про-
водили с использованием офтальмоскопа прямого 
BETA  100 («Heine», Germany), результаты описы-

вали в первичных картах. Внутриглазное давление 
оценивали в последний день послеоперационного 
ухода пальпаторно.

После завершения периода наблюдения за жи-
вотным проводили анализ нежелательных реакций 
на инъекцию, обсуждали допущенные ошибки  
и принимали решение о возможности повтор-
ной инъекции в тот же глаз для последующей от-
работки навыков. В случае выявления серьезных 
нежелательных явлений, вызванных процедурой 
введения, повторную инъекцию в данный глаз не 
проводили.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На протяжении всего периода обучения после 
освоения теоретической части каждым лаборан-
том-исследователем было проведено не менее семи 
успешных инъекций, процедура каждой инъекции 
включала в себя предоперационную подготовку  
и ИВИ в один глаз одному животному. Каждый день 
обучения один лаборант-исследователь ассистиро-
вал выполняющим манипуляции.

В первые дни отработки навыков лаборанты-
исследователи выполняли все запланированные 
манипуляции, однако в процессе проведения ИВИ 
были зафиксированы неточности выполнения тех-
ники следующих манипуляций:

-  несоблюдение временных интервалов между 
внесением в конъюнктивальный мешок анестези-
рующего, антисептического средства и непосред-
ственной инъекцией;

-  неверный угол наклона иглы;
-  недостаточная глубина введения иглы;
-  недостаточная опора для руки, выполняющей 

инъекцию, и вследствие этого травмирование ро-
говицы, либо преждевременное выведение иглы из 
места инъекции;

-  многократные попытки введения иглы.
Результаты наблюдения за животными после 

ИВИ представлены в таблице 1.

Рис. 1. Интравитреальная инъекция кролику: схема (а); фотография (б)

а б
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Таблица 1

РЕЗУЛЬТАТЫ КЛИНИЧЕСКОГО ОСМОТРА ЖИВОТНЫХ ПОСЛЕ ПРОВЕДЕНИЯ ИНТРАВИТРЕАЛЬНОЙ 
ИНЪЕКЦИИ НА ЭТАПЕ САМОСТОЯТЕЛЬНОЙ ОТРАБОТКИ НАВЫКА

Признак Причина Частота встре-
чаемости, %

Последствия успешно выполненной инъекции

Кратковременный отек роговицы (≈4 ч) Ответная (физиологическая) реакция на локальное 
нарушение целостности роговицы 58

Последствия инъекции с выявленными неточностями исполнения

Нарушение целостности роговицы Недостаточная опора для руки, многократные 
попытки введения и движение иглы внутри глаза 9

Длительный отек роговицы (более трех сут) Нарушение предоперационной подготовки и/или 
техники инъекции 6

Вытекание жидкости из места инъекции  
и снижение внутриглазного давления Недостаточное тампонирование 6

Кровоизлияния в месте инъекции 
Анатомически неверно выбранное место введения, 
многократные попытки введения и движение иглы 

внутри глаза, неверный угол наклона иглы 
3

Образование папулы в месте инъекции Недостаточная глубина введения иглы 1

Проникновение введенного вещества под склеру Недостаточная глубина введения иглы 1

Витреальное кровоизлияние Травмирование структур глаза при введении иглы 1

Установлено, что последствия успешно выпол-
ненной инъекции, проявленные в виде кратковре-
менного отека роговицы, составили 58  %. Частота 
встречаемости последствий инъекции с выявленны-
ми неточностями исполнения, а именно: наруше-
ния целостности роговицы, длительный отек рого-
вицы, вытекание жидкости, кровоизлияния в месте 
инъекции, составляла не более 10 %.

Совокупность выявленных последствий инъ-
екции вне зависимости от точности исполнения 
продемонстрировала, что предложенные местно-
анестезирующие и антисептические лекарственные 
средства для офтальмологического применения при 
соблюдении предложенных интервалов и техники 
дозирования не вызывают нежелательных реакций 
и позволяют обеспечить необходимый для проведе-
ния манипуляции уровень асептики и анальгезии.

Решение о возможности проведения повторной 
инъекции в глаз кролика принималось после полно-
го восстановления целостности и функционального 
состояния отдельно для каждого глаза.

Контроль навыка проводился только для ла-
борантов-исследователей, успешно выполнивших 
семь инъекций (по завершении периода наблюдения 
за кроликами, перенесшими ИВИ). Наблюдение 
за животными, инъекцию которым осуществляли  
в рамках контроля навыка, показало, что заживле-
ние в месте инъекции происходило равномерно без 
признаков нагноения или деструкции.

В результате апробации модифицированной 
нами методики ИВИ специалисты получили доста-
точный объем теоретической и практической подго-
товки и в полной мере освоили технику выполнения 
ИВИ. Инъекцию освоили 83  % лаборантов-иссле-
дователей из числа прошедших обучение.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В рамках данной работы нами была проведена 

модификация с последующей апробацией методики 
ИВИ кролику. Необходимость проведения данной 
работы была обусловлена тем, что методика ИВИ 
кролику ранее не была подробно описана в отече-
ственных источниках, а предложенная зарубежная 
методика требовала адаптации для воспроизведения 
в России.

Модификации были подвергнуты методы вве-
дения животных в общий наркоз, перечень и тех-
ника дозирования местноанестезирующего и анти-
септического средства для офтальмологического 
применения. Сама процедура инъекции должна 
выполняться по общепринятой технике согласно 
анатомическим ориентирам. Оптимальный для про-
ведения ИВИ доступ к глазу кролика достигается 
при помещении его в положение «лежа на боку». По 
результатам проведенной работы рекомендуется ис-
пользовать следующие ЛС: средства для наркоза Зо-
летил 50® в дозе 1,1 мг/кг и Рометар в дозе 5,6 мг/кг  
внутривенно; местноанестезирующее средство  — 
Инокаин® в дозе 1  капля/глаз конъюнктивально; 
антисептическое средство  — 1 % раствор бетадина  
в дозе 1 капля/глаз конъюнктивально.

Для подтверждения работоспособности пред-
ложенной нами схемы использовали клинический 
осмотр видимых структур глаза кролика, офталь-
москопию и измерение внутриглазного давления. 
Это позволило осуществить контроль и анализ всех 
ожидаемых нежелательных реакций и принять меры 
для их предотвращения.

При анализе этапов апробации модифицирован-
ной методики ИВИ и последующего обучения лабо-
рантов-исследователей был сделан вывод о том, что 
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в исследованиях с применением ИВИ целесообразно 
использовать введение плацебо, что позволит оцени-
вать свойства вспомогательных веществ в составе ЛС 
и определять возможные нежелательные реакции, не 
связанные с воздействием лекарственного препарата.

Следует подчеркнуть, что апробация методи-
ки ИВИ с последующим обучением персонала  — 
длительный процесс, сопряженный с высокими 
офтальмологическими рисками для животных.  
К проведению ИВИ следует допускать специалистов, 
обладающих высоким уровнем знаний в отношении 
анатомии зрительного анализатора и успешно осво-
ивших технику выполнения прочих инъекций. Мо-
дифицированная нами методика ИВИ может быть 
использована ветеринарными специалистами и ла-
борантами-исследователями для интравитреального 
введения ЛС экспериментальным животным.

Поскольку адаптированная и апробированная 
нами методика ИВИ показала хорошую воспроиз-
водимость, она может быть рекомендована для про-
ведения доклинических исследований офтальмоло-
гических лекарственных препаратов.
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