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1. Сс. Глава 2: Критерии эффективности и другие требования к аналитическим методам 
2.1.2.1 .   Извлечение
Можно взять из текста (см. 2.1.2.1 и 2.3.2.1), что коэффициент аналитического извлечения должен относиться ко всем результатам – и на стадии валидации, и на стадии применения метода на практике. Эти предписания не касаются качественных методов.
2.3.1. Общие критерии эффективности и требования
В качестве общей позиции рекомендовано, чтобы в каждую серию (партию) проводимых анализов включались образцы для контроля качества, в которые добавлены определенные вещества (которые обогащены) в концентрации, близкой к MRPL (минимальному требуемому пределу эффективности) или MRL (максимальному уровню остатков). В отношении запрещенных и неразрешенных соединений, когда еще не установлен MRPL, следует использовать ССβ. ISO 11843 обеспечивает международную рекомендацию касательно применяемого и эффективного контроля качества.
2.3.3.2. Обнаружение с использованием масс-спектрометрии.
Вычисление относительной интенсивности диагностических ионов следует проводить на основе приписывания 100% наиболее интенсивному сигналу, исходящему от аналита, и который, среди прочего, используется для идентификации аналита.
Общее положение: Если образец после процесса скрининга считается подозрительным, то же самое внимание следует уделять удовлетворительному/неудовлетворительному опытному результату, полученному при проведении подтверждающего метода. Это означает, что вся информация должна обеспечиваться или для подтверждения присутствия аналита (см. Таблицы 5-6 Решения), или в случае, если это присутствие не может быть подтверждено, для идентификации и документального подтверждения причин, по которым это не может быть подтверждено.
Неопределенность измерения

Неопределенность измерения не была точно упомянута в Решении Комиссии 2002/657/ЕС. Однако при правильном определении с систематическим учетом всех релевантных воздействующих факторов, возможно влияющих на результаты измерения, внутрилабораторную воспроизводимость можно считать хорошей оценкой неопределенности комбинированного измерения отдельных методов. Другими предпосылками являются использование поправленных извлечением данных и тот факт, что неопределенность извлечения принималась во внимание одним или другим образом. Для вычисления расширенной неопределенности требуется определенный коэффициент надежности. При определении ССα соответственно использовался коэффициент распределения по кривой Гаусса для 99% (вещества группы А) или 95% (вещества группы В) определенности, а именно, коэффициент 2.33 в первом и 1.64 во втором случае. Следовательно, эти факторы должны также применяться для вычисления расширенной неопределенности при любой концентрации под валидацией. 
Для контроля соответствия неопределенность измерения уже принята во внимание через применение ССα в качестве предела решения.
2. Сс. Глава 3: Валидация
В Решении второй параграф данной Главы (страница 23) констатирует «Валидация может также осуществляться путем проведения межлабораторного исследования…». Собственно говоря, это неверно, так как только некоторые рабочие характеристики метода могут оцениваться с помощью межлабораторного совместного исследования, которое не может само по себе использоваться в валидационных целях. Примечание: межлабораторные совместные исследования не следует путать с проверкой квалификации.
3.1.1.1. Специфичность

Пример практического способа решения этого вопроса приведен в Приложении I.

3.1.1.4. Стабильность

Рекомендуется, чтобы стабильность аналита в матрице не вычислялась в каждой лаборатории при условии, что они могут найти объяснение причинам, по которым они это не делают (на основе опубликованных данных, информации из справочных лабораторий Сообщества, т.д.).
3.1.2.1., 3.1.2.2. и 3.1.2.3.    Извлечение, повторяемость и воспроизводимость 
В дополнение к экспериментальным моделям, описанным в Решении (которые имеют отношение к веществам, для которых установлены MRLs и MRPLs), рекомендуется, чтобы для этих веществ, для которых не установлены MRPL, пиковые концентрации в 1; 1,5 и 2 раза превышали ССβ. Эти предписания не относятся к качественным методам.
3.1.2.5. и 3.1.2.6. ССα и ССβ

 В отношении соединений, для которых установлен MRPL, показатель ССβ должен быть меньше или равен MRPL. (Следовательно, показатель ССα должен всегда быть меньше MRPL).
Что касается запрещенных и неразрешенных соединений, когда еще не установлен MRPL, показатель ССβ должен быть настолько низким, насколько это обоснованно достижимо (ALARA).
Протоколы определения ССα и ССβ приведены на странице 28 данного Решения. Независимо от используемого протокола рекомендовано, чтобы во всех случаях цифры, полученные для ССα и ССβ, были верифицированы холостыми образцами, обогащенными концентрациями ССα и ССβ. В случае с ССβ это должно осуществляться, по меньшей мере, с 20 репликатами для верификации β-ошибки ≤5%. Это требование следует выполнять. Методы скрининга должны обнаруживать аналит при ССβ в 95% случаев. С точки зрения подтверждения метод должен также идентифицировать аналит с тем же процентом при ССβ и в 50% всех случаев при ССα. Если полученные проценты значительно ниже, чем теоретические, тогда можно сделать вывод, что вычисленные значения ССα и ССβ слишком низкие и требуют дальнейшего изучения этих рабочих характеристик.
Определение ССα для веществ, у которых нет разрешенного предела. Абзац 1 на странице 28 констатирует, что «показатель ССα может быть установлен с использованием процедуры калибровочной кривой согласно ISO 11843 (именуемого здесь критическим показателем общего параметра состояния). В этом случае должен использоваться холостой материал, который обогащен до и выше минимального требуемого уровня эффективности на эквидистантных этапах…»
[Следует отметить, что минимальный требуемый уровень эффективности не является MRPL. Минимальный требуемый уровень эффективности – это самая низкая концентрация аналита, который предположительно должен быть обнаружен (скрининговые методы) или его идентичность должна быть однозначно подтверждена (подтверждающие методы). Из этого следует, что в отношении веществ, для которых был предложен MRPL, минимальный требуемый уровень эффективности должен быть менее MRPL]. 
Поэтому рекомендуется использовать репрезентативный холостой материал, который обогащен до и выше минимального требуемого уровня эффективности. Самой низшей точкой калибровки является точка, при которой метод начинает обнаруживать или идентифицировать аналит. (Это не означает, что метод должен обнаруживать или идентифицировать аналит в 100% случаев).
Следует отметить, что только два подхода применимы к линейной кривой, и поэтому должна быть доказана линейность с целью применения этих подходов.
Признанным является тот факт, что в некоторых случаях, когда применяется ISO 11843, экстраполированные теоретические значения для ССα могут быть слишком низкими, чтобы быть подтвержденными экспериментально. В подобных случаях рекомендуется экстраполяция к оси х при самой низкой калибровочной концентрации в обогащенных образцах.

Следует отметить, что применение подхода с  ISO 11843 будет только обеспечивать валидационные данные для отдельных комбинаций матрицы/аналита. Применение многоматричного многоаналитного подхода (см. раздел 3.1.3. Решения) может полезно устранить данное ограничение.
Абзац 2 на странице 28 констатирует, что «значение ССα может быть установлено…путем анализа, по меньшей мере, 20 холостых образцов на матрицу….» Если применяется этот подход, то следует подчеркнуть, что такие холостые образцы должны быть репрезентативными.
3.1.2.6. Способность обнаружения (ССβ)

Определение ССβ для веществ, в отношении которых отсутствует разрешенный предел. Разъяснение, схожее с тем, которое было описано для вычисления ССα выше, требуется для определения ССβ с применением подхода ISO 11843. И снова рекомендуется использование репрезентативного холостого материала, который обогащен до и выше самой низкой концентрации аналита, который предположительно должен быть обнаружен (скринингоые методы) или его идентичность должна быть однозначно подтверждена (подтверждающие методы)».
Что касается скрининговых методов, для которых не всесторонне описаны в данном Решении процедуры валидации, рекомендуется, чтобы для получения значения ССβ 20 репрезентативных холостых образцов были обогащены, по меньшей мере, 2 уровнями концентрации, перекрывающими уровень интереса, который также предусмотрен соответствующим подтверждающим методом.
3. ОЦЕНКА НЕУДОВЛЕТВОРИТЕЛЬНЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ ВЕЩЕСТВ, В ОТНОШЕНИИ КОТОРЫХ УСТАНОВЛЕН «СУММАРНЫЙ МАКСИМАЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ ОСТАТКОВ (MRL)»
Для некоторых фармакологически активных веществ MRLs, указанные в законодательстве Сообщества, выражены в виде суммы MRLs. Примеры включают сульфонамиды, тетрациклины, бензимидазолы и азаперон. В этих случаях возникает вопрос как валидировать соответствующие методы. Теоретически существует несметное число возможностей, так как число комбинаций уровней концентраций приближается к бесконечно большому числу. Было решено валидировать эти вещества, как описано в главе 3.1.
Следует различать два различных случая

1) независимые вещества, такие как сульфонамиды,
2) вещества и их метаболиты, которые встречаются в определенных соотношениях и эти соотношения неизвестны для всех видов и комбинаций матриц.

В обоих случаях для оценки может использоваться следующая техническая процедура:
В настоящих образцах нельзя предсказать, какая комбинация веществ будет присутствовать. Следовательно, для оценки неудовлетворительных результатов в случае суммы MRLs невозможно валидировать и вычислить точный предел решения (ССα) для каждой комбинации аналитов, которая может иметь место на практике. Поэтому, в качестве прагматического подхода, рекомендуется вычислять ‘сумму ССα‘ для подтверждающего метода с использованием соответствующих неопределенностей внутрилабораторной воспроизводимости, определенных во время изучения валидации. В данном вычислении используются неопределенности самых близких концентраций (измеренных во время изучения валидации) к обнаруженным концентрациям (в настоящем образце). Если концентрацию обнаруживают точно в середине между двумя валидированными концентрациями, должна использоваться внутрилабораторная воспроизводимость более высокой концентрации.
Этот подход добавляет индивидуальные неопределенности обнаруженных веществ с помощью закона распространения ошибки и взвешивания неопределенностей в соответствии с обнаруженными уровнями концентрации. Коэффициент надежности 1,64 применяется для веществ с MRL для определения ССα (см. раздел 3.1.2.5. Приложения к Решению Комиссии 2002/657/ЕС). Если сумма обнаруженных концентраций выше чем сумма ССα, вычисленная согласно данному подходу, результат неудовлетворительный (а именно, сумма концентраций отдельных веществ > суммы ССα).
Этот подход показан на следующем примере, где в одном и том же образце были обнаружены остатки трех различных сульфонамидов.

Теоретический пример
сумма MRL = 100 мкг/кг

сумма обнаруженных концентраций = с1 + с2 + с3 = 115 мкг/кг
вещество 1 (сульфаметазин): с1 = 15 мкг/кг; w1 = 0,13 (SD1 = 3 мкг/кг; ССα для сульфаметазина = 133 мкг/кг)
вещество 2 (сульфадиазин): с2 = 30мкг/кг; w2 = 0,26 (SD2 = 3,6 мкг/кг; ССα для сульфадиазина = 120 мкг/кг)

вещество 3 (сульфахиноксалин): с3 = 70 мкг/кг; w3 = 0,61 (SD3 = 5,6 мкг/кг; ССα для сульфахиноксалина = 113 мкг/кг)
Квадратный корень (w1*SD12 + w2*SD2 + w3*SD2) = 

Квадратный корень (0,13*32 + 0,26*3,62 + 0,61*5,62) = 4,86 мкг/кг

Сумма ССα = 100 мкг/кг + 1,64*4,86 мкг/кг = 108 мкг/кг

В данном случае сумма обнаруженных концентраций превышает сумму ССα. Результат в данном случае считается НЕ-удовлетворительным.

ci:                                обнаруженная концентрация вещества i
            wi:                              фактор взвешивания вещества i
            SDi:                   стандартное отклонение, вытекающее из внутрилабораторной    воспроизводимости вещества i, самое близкое к обнаруженной концентрации ci
Фактор надежности:  1,64 для веществ с MRL
Вычисление факторов взвешивания:

Например, w1 = с1/(с1 + с2 + с3) = 15/(15 + 30 + 70) = 15/115 = 0,13

Пример из реальной жизни:
	
	Обнаруженная концентрация
[мкг/кг]
	Фактор взвешивания
	Стандартное отклонение, вытекающее из внутрилабораторной воспроизводимости 

[мкг/кг]

	Сульфамеразин
	33
	0,28
	14,7

	Сульфадиметоксин
	36
	0,31
	13,2

	Сульфахиноксалин
	49
	0,42
	7,2

	Сумма обнаруженных концентраций
	119
	
	

	Сумма MRL (мышца) [мкг/кг]
	100
	
	

	Фактор надежности
	1,64
	
	

	Квадратный корень суммы квадратных неопределенностей
	11,7
	
	

	ССα при суммарной MRL
	118
	
	

	Результат:
	Образец считается удовлетворительным


В данном случае сумма обнаруженных концентраций не превышает вычисленный показатель ССα при суммарном MRL. Результат считается удовлетворительным.
3.1. Валидация веществ, для которых установлен суммарный «Максимальный уровень остатков (MRL)

В этих случаях возникает вопрос как валидировать соответствующие методы. Теоретически существует бесконечное число возможностей, так как число комбинаций уровней концентрации приближается к бесконечности. Было решено валидировать каждое отдельное вещество около MRL концентрации, а именно, при 0,5; 1 и 1,5. Кроме того, рекомендуется определить или, по меньшей мере, иметь представление о самом низком уровне концентрации, поддающемся обнаружению с использованием метода под вопросом, и о точности (прецизионности и извлечении) при данной концентрации.
Во время валидации может применяться вторая процедура в отношении веществ, для которых MRLs указаны для суммы исходных лекарственных средств и их метаболитов, при условии, что всегда продуцируются те же метаболиты и те же относительные нормы метаболитов в дополнение к оценке положительных результатов путем добавления взвешенных отклонений. Это использование ССα было определено во время валидации таким образом, что концентрации исходного лекарственного средства и его метаболитов всегда суммируются до использования значений с целью вычисления параметров валидации. При применении этой процедуры вычисленный показатель ССα уже является пределом решения для суммы всех релевантных веществ. Он не может применяться для оценки отдельных веществ (исходных лекарственных средств или отдельных метаболитов).
3.2.     Конкретный пример с малахитовой зеленью и лейко-малахитовой зеленью
В настоящее время имеется одно вещество, для которого установлен суммарный минимальный требуемый предел эффективности (MRPL) – малахитовая зелень и ее метаболит лейко-малахитовая зелень, имеющие суммарный MRPL 2 мкг/кг.
В противовес веществам с MRL, показатели ССα и ССβ для веществ с MRPL должны всегда быть ниже MRPL.
При условии, что для аналитов определены полные идентификационные критерии, следует изучать любой результат сверх ССα. В этой связи для тех методов, которые различают малахитовую зелень и ее лейко-метаболит (и измеряют оба вещества отдельно), рекомендуется, чтобы каждый индивидуальный показатель ССα был меньше 1/2 MRPL.
Примечание: Лейко-малахитовая зелень очень часто составляет более 80% общего количества остатков малахитовой зелени, обнаруживаемых у рыб (для тех методов, которые различают малахитовую зелень и ее лейко-метаболит и измеряют оба вещества отдельно).
4. РУКОВОДСТВО ПО ВЫПОЛНЕНИЮ РЕШЕНИЯ 2002/657/ЕС В ОТНОШЕНИИ НЕКОТОРЫХ КОНТАМИНАНТОВ
(МИКОТОКСИНОВ, ДИОКСИНОВ И ДИОКСИН-ПОДОБНЫХ ПХБ 

И ТЯЖЕЛЫХ МЕТАЛЛОВ)
Параграф 2 статьи 1 Решения Комиссии 2002/657/ЕС констатирует, что «Данное Решение не должно относиться к веществам, в отношении которых более специфические правила изложены в других законодательных актах Сообщества».

В настоящее время рассматриваемыми веществами являются следующие:

(1) Микотоксины в пищевых продуктах (см. Регламент Комиссии (ЕС) № 401/20063, описывающий методы отбора образцов и анализ официальной проверки уровней микотоксинов в пищевых продуктах, учреждает правила по методам отбора образцов и критериям эффективности методов анализа, используемых с целью официального контроля микотоксинов в пищевых продуктах.
(2) Диоксины и диоксиноподобные ПХБ в пищевых продуктах (см. Регламент Комиссии (ЕС) № 1883/20064, описывающий методы отбора образцов и анализ официальной проверки уровней диоксинов и диоксиноподобных ПХБ в определенных пищевых продуктах, содержит положения по отбору образцов, подготовке проб и требования к методам анализа, используемым при проведении официальных контрольных проверок диоксинов (PCDD/PCDF) и диоксиноподобных ПХБ в определенных пищевых продуктах.
(3) Свинец, кадмий, ртуть, неорганическое олово, 3-монохлоропропандиол (MCPD) и бензопирен в пищевых продуктах (см. Регламент Комиссии (ЕС) № 333/20075, описывающий методы отбора образцов и анализ при проведении официальной проверки свинца, кадмия, ртути, неорганического олова, 3- MCPD и бензопирена в пищевых продуктах, учреждает положения по отбору проб и анализу при проведении официальных контрольных проверок по этим веществам.
***************

Приложение I

SPECLOG – Журнал регистрации специфичности
Подкрепляющая документация, доходчиво демонстрирующая достоверность специфичности, подтверждение и/или идентификацию аналитического метода, используемого для обязательного тестирования остатков ветеринарных препаратов в пищевых продуктах и связанных с пищей материалов.
Согласно стандарту ISO17025 лабораторной аккредитации результаты тестирования на наличие остатков ветеринарных препаратов должны регистрироваться, включая неопределенность результата.
В целях выполнения этого требования подавляющее большинство официальных протоколов с инструкциями как валидировать метод официального тестирования остатков ветеринарных препаратов в пищевых продуктах, однако, почти исключительно посвящены аспектам валидации количественной части анализов.

На валидацию количественной части, а именно, соответствующую идентификацию или подтверждение обнаруженного остатка или его метаболита (так называемого аналита), в основном не обращают внимания и/или опускают четко сформулированные валидационные требования.
Наиболее важной характеристикой соответствующей идентификации аналита в образце съедобной ткани животного происхождения является специфичность метода тестирования, иногда называемая селективностью метода.

В случае, когда неизвестна природа аналита, структура аналита должна быть объяснена комбинацией всех данных, полученных в результате тестирования на базе рабочей гипотезы в отношении молекулярной структуры.
В случае, когда природа аналита известна, а стандарт аналита доступен и/или имеются релевантные данные по такому стандарту (например, справочный масс-спектр), идентичность аналита только подтверждается против подобной стандартной информации.
В случаях (судебных) споров это отсутствие ясного и транспарентного подтверждения специфичности метода «без (любого) разумного сомнения» является фатальным недостатком. Это наиболее очевидно в спорных случаях, имеющих отношение к неразрешенным ветеринарным препаратам или неразрешенному применению утвержденных препаратов.
В случаях арбитражных разбирательств с оспариваемыми неудовлетворительными («положительными») результатами по остаткам может успешно использоваться так называемый «Журнал регистрации специфичности»*, сокращенно «SPECLOG».
SPECLOG представляет ни больше ни меньше структурированный регистрационный документ со всей информацией, которая ведет к заключению, что метод является (примеры приведены) «высокоспецифичным», «очень специфичным» или «специфичным».
С каждой из этих квалификаций специфичности метода должна быть связана точная численная «вероятность ошибки» (или его комплементарная «вероятность правильности»). Такая численная вероятность должна соответствовать цели и должна быть принята заблаговременно в качестве параметра валидации компетентным органом, например, CODEX CCRVDF, справочными лабораториями или аккредитующими органами.
Демонстрация того, что метод тестирования соответствует данной вероятности ошибки (и, следовательно, «соответствует цели»), является большой проблемой и требует приложения усилий ученых.

Однако в сети справочных лабораторий ЕС (сеть CRL-NRL) уже в течение нескольких лет химики-аналитики и специалисты в области хемометрии работают над этой темой.

В последнее время в данные исследования были вовлечены Американское общество по масс-спектрометрии (ASMS) и некоторые лаборатории судебной экспертизы.

Во всяком случае, SPECLOG должен быть основной и транспарентной базой данных для валидации специфичности.

До настоящего времени в отношении аналита мы различали в SPECLOG следующие различные подбанки данных.

1. химические данные, используемые в процедуре экстрагирования и очистки

2. данные последующей хроматографии

3. данные спектроскопии или электрохимии

4. данные «холостых» реагентов

5. данные «холостых» образцов

6. данные библиотечных поисков на предмет потенциальных нарушений или соответствий

7. данные и аргументы, почему потенциальные нарушения на практике не служат препятствием и не будут, вероятно, мешать

8. любые другие интересные и важные данные, такие как выбор матрицы, история отбора образцов и транспортировки/хранения и другие подробные данные по контролю качества.

Данные в пунктах 1. и 2. представляют косвенную информацию (о материале -   взаимодействии материалов). Данные в пункте 3 обеспечивают прямую информацию (о материале – взаимодействии с радиацией или о материале – взаимодействии с силовым полем). В общем, прямая информация более надежная, чем косвенная информация.

Все данные в пункте 5. в отношении «холостых образцов» должны постоянно и в целом документироваться и архивироваться, так как комплекты этих данных растут в объеме и становятся более динамичными по мере увеличения периода применения метода тестирования и количества образцов (на которых проводится контроль качества). В конце это наиболее важный банк данных для точной демонстрации того, что любые «случайные, непредсказуемые» нарушения в группе образцов, для которых был валидирован метод, находятся «под контролем». Из этого комплекта данных можно также получить точные вероятности ошибки для случайных ошибок.

Все «холостые образцы» должны приниматься во внимание, как подлинные холостые образцы, так и виртуальные холостые образцы. Виртуальные холостые образцы – это пробы неизвестного происхождения, которые при использовании метода тестирования не демонстрируют поддающихся обнаружению сигналов в отношении аналита.

К сожалению, такие комплекты данных на практике утериваются лабораториями или, в лучшем случае, не архивируются с использованием структурированного и повторно применяемого способа.

Настоятельно предлагается включать подход SPECLOG в дискуссии, проводимые CCRVDF, по поводу метода валидации, как указано в соответствующих CODEX-документах.

Prof. Dr. Rainer W. Stephany
UU – Университет в Утрехте

RIVM – Национальный институт здравоохранения и окружающей среды

Утрехт/Bilthoven (Нидерланды), 27 февраля 2003 года
Email: rainer.stephany@rivm.nl
* для той же документации мы в прошлом использовали название «уровень селективности». От этого названия, однако, отказались, потому что на практике оно приводило к смешению с названием «уровень неопределенности», которое официально использовалось в некоторых протоколах (таких как ISO 17025) для оценки «неопределенности» количественного теста.
� Это Руководство было составлено справочными лабораториями Сообщества по контролю остатков.


� Ссылки на Решение Комиссии 2002/657/ЕС в тексте, имеющем отношение к английскому переводу.


3 OJ L 70, 9.3.2006, p. 12


4 OJ L 364, 20.12.2006, p. 32


5 OJ L 88, 29.3.2007, p. 29.


* Файл: SPECLOG-CCRVDF-14.doc                   Prof. Dr. R.W. Stephany/UU-RIVM/NL                     





PAGE  
10

[image: image1.jpg]


