Уважаемый Сергей Александрович,
коллектив авторов внимательно изучил Ваше письмо, направленное в Ассоциацию специалистов и организаций лабораторной службы "Федерация лабораторной медицины" относительно разработанной нами методики "Диагностика потребления наркотических средств, психотропных и других токсических веществ методами иммунохроматографического анализа и высокоэффективной жидкостной хроматографии - тандемной масс-спектрометрии с линейной ионной ловушкой" (далее методика), предназначенной для обнаружения запрещенных и контролируемых веществ в образцах мочи.

Направляем Вам наши комментарии и ответы на поставленные Вами вопросы. 

Из текста письма: "Методика сочетает методы предварительного и подтверждающего исследования, которые обеспечивают идентификацию широкого набора веществ (более 4000 тыс. соединений) с высочайшей чувствительностью".

Далее в тексте письма ставится вопрос: "Не приведет ли гиперчувствительность метода к гипердиагностике?". 

Ответ. Не совсем понятно, что имеется в виду под гиперчувствительностью метода в контексте с гипердиагностикой. В медицине гипердиагностика - это ошибочное заключение о наличии у обследуемого лица болезни или её осложнений, которые на самом деле отсутствуют, либо выражены слабее, чем указано в заключении. 
Вероятнее всего под "гипердиагностикой" имеется в виду ложноположительные результаты, которые могут быть получены в результате выполненного исследования.
В этом случае чувствительность теста рассчитывается на основе бинарного результата диагностики: имеется факт потребления контролируемого вещества или нет [5]. При этом определяются истинно положительные (ИП) результаты, истинно отрицательные (ИО), ложно положительные (ЛП) и ложно отрицательные (ЛО). Для выполнения необходимых расчетов проводятся специальные исследования, в которых анализируются образцы биологического материала с известным содержанием аналитов. При этом чувствительность рассчитывается в процентах и достижение высокой чувствительности ("гиперчувствительности") свидетельствует о высоких результатах выполненного исследования.
Имеется также определение чувствительности метода, применяемое в метрологии и аналитике для выполнения измерений содержания вещества в исследуемой пробе [6]. Метод, который обладает большей чувствительностью имеет, как правило, более низкие пределы обнаружения. 
Возможно, что в данном вопросе ставится под сомнение адекватность выбранных нами пределов обнаружения для используемых методов анализа.
В разработанной методике применяются два метода: иммунохроматография с инструментальной регистрацией результатов иммунохимического взаимодействия (применяется на первой стадии исследования) и высокоэффективная жидкостная хроматография с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ/МС/МС), которая применяется на второй стадии исследования для подтверждения полученных результатов.
Примененный нами метод подтверждающего анализа ВЭЖХ/МС/МС с линейной ионной ловушкой QTRAP позволяет обнаруживать большинство целевых аналитов на уровне 1-10 нг/мл. Данные пределы обнаружения достигаются в большинстве описанных методик, основанных на применении ВЭЖХ с масс-спектрометрией.
Еще 10–15 лет назад в научных публикациях были описаны многочисленные варианты идентификации наркотических средств в моче методом ВЭЖХ/МС или ВЭЖХ/МС/МС с пределами детектирования на уровне 0,5-10 нг/мл. 
Так, например, Katagi M. (с соавторами) в работе, опубликованной в 1998 г., описал методику определения амфетаминов в моче с применением одноквадрупольного масс-детектора. Достигнутый предел обнаружения составил 0,5 нг/мл [1]. Johnston D.E. (с соавторами) в 1996 году разработал методику определения диэтиламид d-лизергиновой кислоты (LSD) в моче с применением одноквадрупольного масс-детектора с пределом детектирования 0,5 нг/мл [2], Langman L.J. (с соавторами) в 2009 г опубликовал результаты определения кокаина и его метаболитов в моче с применением тандемной масс-спектрометрии (Agilent 6410) с пределом детектирования 1 нг/мл [3]. Сам автор письма (Савчук С.А.) в 2014 г. опубликовал работу, в которой идентификация наркотических средств в моче проводилась с пределом обнаружения 5 нг/мл [4]. 
Список работ, в которых достигаются указанные пределы обнаружения контролируемых веществ, можно значительно расширить, причем указанные пределы будут характерны не только для методов ВЭЖХ/МС и ВЭЖХ/МС/МС, но и для других методов физико-химического и биологического анализа, применяемых в аналитической токсикологии. 
Определенной критике подвергается иммунохимический анализатор IK 200609, который применяется нами для детектирования результатов иммунохроматографического взаимодействия на нитроцеллюлозной мембране. В частности, подвергается сомнению характеристики прибора в установленных пределах обнаружения контролируемых групп наркотических средств, психотропных веществ и их метаболитов. Анализатор IK 200609 имеет следующие пределы обнаружения при выполнении группового анализа.
Каннабиноиды (THC) от 15 до 75 нг/мл и выше; 
Фенилалкиламины (AMP) от 50 до 2000 нг/мл и выше; 
Кокаин (COC) от 25 до 600 нг/мл и выше; 
Барбитураты (BAR) от 20 до 200 нг/мл и выше; 
Опиаты (OPI) от 50 до 600 нг/мл и выше; 
Котинин (COT) от 20 до 200 нг/мл и выше; 
Синтетические аналоги каннабиноидов от 5 до 100 нг/мл и выше; 
Этилглюкуронид (ETG) от 200 до 1000 нг/мл и выше; 
Метилендиоксипировалерон (MDPV) от 20 до 1000 нг/мл и выше; 
Метадон (MTD) от 50 до 450 нг/мл и выше; 
Метамфетамин (mAMP) от 50 до 2000 нг/мл и выше; 
Экстази (MDMA) от 50 до 2000 нг/мл и выше; 
Бензодиазепины (BZO) 20 до 600 нг/мл и выше.

(Раздел 3 ОБЩАЯ СХЕМА АНАЛИЗА).

Высокая степень сходства иммунохроматографических сенсоров, разработанных для анализатора IK 200609, c широко распространенными тест-полосками, предназначенными для визуальной оценки результатов иммунохимического взаимодействия, порождает значительное количество не обоснованных спекуляций. 
Сенсоры анализатора IK 200609 разработаны с применением технология Color immunochromatographic assay (CICA), которая по своей классификации относится к конкурентному, гетерогенному, одностадийному иммунохимическому анализу, выполняемому в данном случае на мембранном носителе. Как и во всех известных тестах, применяемых в лабораторных, профессиональных исследованиях регистрация иммунохимического взаимодействия осуществляется с помощью средств инструментального анализа. В данном случае применяется однолучевой фотометр, регистрирующий поток света, отраженный от поверхности сенсора.
В химико-токсикологических лабораториях США, стран Европейского союза и Японии применяется достаточно много различных методов основанных, как на гомогенных, так и на гетерогенных технологиях иммунохимического взаимодействия: ELISA, CEDIA, EMIT, KIMS, HEIA. Известны и другие технологии иммунохимического анализа FPIA, TRF, RIF. 
В работе, опубликованной в 2015 году (Barnes A.J. с соавторами) проводилось исследование по оценке эффективности национальной медицинской службы (NMS). В работе применяли одностадийный тест ELISA для обнаружения продуктов метаболизма JWH-018 в 2492 образцах мочи. В исследовании применялся также метод жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией. Иммунохимическое детектирование осуществлялось в диапазоне от 1 до 500 мкг/л. Проведенное исследование показало хорошую диагностическую эффективность методов [7].
Spinelli E. (с соавторами) в том же 2015 году опубликовал исследования 2469 образцов мочи. Для исследования применяли тесты ELISA компании Neogen (Neogen ELISA SPICE kit). Линейный диапазон измеряемых концентраций для метода иммунохимического анализа находился в пределах от 1 до 250 мкг/л. Уровни cutoff для иммунохимического анализа составляли 5 и 10 мкг/л. Предел обнаружения методом ВЭЖХ/МС/МС для определения 29 синтетических каннабиноидов составлял 0,5-10 мкг/л [8].

Boriello R. (с соавторами) в 2015 году представил работу для раннего обнаружения 6-ацетилморфина в образцах мочи (65 образцов) и крови (53 образца) методом иммунохимического анализа. Исследование было предназначено для использования в клинической диагностике и судебной медицине. В работе применяли иммунохимическую технологию EMIT. Результаты анализа подтверждали методом ВЭЖХ/МС/МС. Уровень cutoff  как для образцов мочи, так и для образцов крови составил 10 нг/мл [9].
Belsey S.L. (с соавторами) в 2014 году опубликовал результаты исследование, в котором была применена жидкостная хроматография с масс-спектрометрией высокого разрешения. Для выполнения предварительных анализов применяли два иммунохимических метода HELA и CEDIA. Проводили сравнение между двумя технологиями иммунохимического анализа в определении бупренорфина и его метаболитов в моче. В применяемом анализе предел обнаружения бупренорфина, норбупренорфина, и бупренорфина глюкуронида составил 1,3 мкг/л, а для обнаружения норбупренорфина глюкуронида 2,5 мкг/л [10].

Необходимо также отметить, что применение инструментальных средств регистрации для иммунохроматографических тестов не является инновационным направлением в аналитической токсикологии. Так в 2012 году для создания метода, используемого для "прикроватной" диагностики (point of care), был применен анализатор UniscanTM. Разработанный метод использовали для анализа образцов мочи, поступивших из клиники. В образцах определяли метамфетамин, опиаты и каннабиноиды. Результаты анализа сравнивали с тестами EMIT. В проведенном исследовании было установлено, что результаты полученные на анализаторе UniscanTM, имели более высокую степень истинно положительных результатов и более низкую степень ложно отрицательных по сравнению с технологией EMIT [11].
Таким образом, разработанная методика анализа образцов мочи не имеет гиперчувствительности, и заявленные пределы обнаружения как для предварительного, так для подтверждающего метода анализа, находятся в общепринятых диапазонах. Данный вывод может быть подкреплен и дополнительными работами, которые здесь не упоминались.
Иммунохимические сенсоры анализатора IK 200609 нельзя сравнивать с тест-полосками, предназначенными для индивидуального применения с визуальной регистрацией результатов реакции. Анализатор IK 200609 разработан для выполнения лабораторных химико-токсикологических исследований и, как все анализаторы данного класса, позволяет получать количественную оценку содержания контролируемых веществ, имеет инструментальное средство регистрации, исключающее субъективную оценку оператора, а установленные пределы обнаружения в отдельных случаях несколько выше, по сравнению с распространенными в мире аналогами. 
Следует также отметить, что при разработке нового аналитического оборудования постоянно увеличивается чувствительность, но высокая чувствительность метода - это не самоцель. При необходимости на масс-спектрометре 3200 QTrap можно разработать методики с пределом обнаружения 0,1 нг/мл и ниже. Основная задача - повышение надежности идентификации веществ, с помощью информативных масс-спектров, а также существенное упрощение процедуры пробоподготовки, что крайне важно для рутинных лаборатории. 

Из текста письма: "Несомненно, авторам удалось существенно превзойти имеющиеся мировые аналоги".
Ответ. Как уже отмечалось выше, примененный нами анализатор IK 200609 с иммунохимическими сенсорами не является инновационным подходом в обнаружении контролируемых веществ и их метаболитов в физиологических жидкостях. Такие разработки осуществлялись достаточно давно. Не является также инновационным методом тандемная квадрупольная масс-спектрометрия с линейной ионной ловушкой. Масс-спектрометр 3200 QTrap®, разработан в 2005 году и без переделок в конструкции прибора был использован для создания тандемного жидкостного масс-спектрометра, применяемого в клинической диагностики на базе тройного квадруполя/линейной ионной ловушки 3200MD QTRAP®. Известны многочисленные публикации по применению тандемных масс-спектрометров с линейной ионной ловушкой в практике медицинских исследований. 

Так в частности, масс-спектрометр 3200 Qtrap применялся в различных исследованиях, в которых проводилось обнаружение контролируемых соединений.
В 2014 году ElSohly M.A. (с соавторами) опубликовал работу, в которой выполнялся анализ биологически активных добавок. Данное исследование было инициировано в связи с ростом числа запретов на участие атлетов в соревнованиях из-за позитивных результатов тестов в биологических образцах. Исследование было направлено на разработку методики определения N-этил-α-этил-фенилэтиламина методом тандемной масс-спектрометрии. Предел обнаружения (LOD) составил 2,5 нг/мл, предел количественного определения - 5 нг/мл, и верхний предел при сохранении линейности - 500 нг/мл [12]. 
В том же 2014 году Steuer A.E. (с соавторами) разработал количественный анализ 15 контролируемых веществ в образцах крови. В процессе исследования проводилось сравнение результатов ВЭЖХ/МС/МС и ГХ/МС. В результате проведенного исследования была показана хорошая корреляция результатов, полученных указанными методами [13 ].
Также в 2014 году Newmeyer M.N. (с соавторами) разработал методику анализа изомеров метамфетамина с использованием хиральной хроматографии [14]. 
В 2011 году Köhler C. (с соавторами) разработал методику анализа тилидина, нортилидина и биснортилидана в образцах мочи. Нижний предел обнаружения составил 1 мкг/л [15].
В 2010 году Lynch K.L. (с соавторами) выполнил исследование, в котором было проведено сравнение результатов определения контролируемых веществ, полученных методами ВЭЖХ/УФ (REMIDI), ГХ/МС, ВЭЖХ/МС (ZQ-Mass Detector with MassLynx-software), ВЭЖХ/МС/МС с линейной ионной ловушкой (3200 QTrap with Cliquid-software) и ВЭЖХ/МС/МС с линейной ионной ловушкой (LXQ Linear Ion Trap with ToxID-software). Результаты, полученные на масс-спектрометре 3200 QTrap, были в наибольшей степени близкими к результатам, полученным на ГХ/МС [16]. При этом следует обратить внимание, что выбор оборудования для проведения тестирования, определялся необходимостью получение надежных масс-спектров.
Список работ, иллюстрирующих возможности применения трехквадрупольных масс-спектрометров с линейной ионной ловушкой QTrap, можно значительно расширить. За прошедшие 14 лет опубликовано большое количество исследований, накоплен значительный опыт в применении приборов данного класса и разработанная методика основывается на полученных ранее результатах. 
Из текста письма: "Однако, работа на таком уровне селективности, специфичности и чувствительности накладывает огромную ответственность на специалиста, работающего в этом методе".
Комментарий. Коллектив авторов полностью осознают всю меру ответственности, которую он берет на себя, предлагая использовать разработанную методику для выполнения рутинных исследований. Осознавая это, мы применили хорошо известные и отработанные в практическом применении методы. 
Из текста письма: "Поскольку, методик такого уровня пока нет даже в спортивном тестировании, возникают вопросы, на которые хотелось бы получить ответы".
Комментарий. Мы не можем дать оценку данного утверждения, т.к. коллектив кафедры аналитической токсикологии, фармацевтической химии и фармакогнозии и ЦХТЛ ГБОУ ВПО Первый МГМУ не занимается анализам допинга. Мы не располагаем необходимой информацией относительно уровня существующих методик в спортивном тестировании. Лаборатории, занимающиеся тестированием спортсменов, и ХТЛ наркодиспасеров, наркобольниц и центров острых отравлений решают несколько разные задачи.
Из текста письма: "Способен ли метод предварительного анализа определить 4308 веществ, заявленных в методике?" 

Ответ. Задачей предварительного метода не является обнаружение 4308 веществ. В таблице 1 (раздел 2.1 Оборудование для иммунохимического анализа) указаны типы биосенсоров и определяемые группы контролируемых веществ: каннабиноиды, опиаты, амфетамины, кокаин, метамфетамин, бензодиазепины, барбитураты, "экстази", метадон, синтетические каннабиноиды, синтетические катиноны, котинин, этилглюкуронид, фенциклидин.

4308 веществ это общий объем библиотеки масс-спектров (раздел 2.1 Новизна метода). 

Из текста письма: "Поскольку тройной квадруполь с линейной ионной ловушкой выпускает только одна фирма, имеют ли авторы вариант методики для трехквадрупольного детектора без опции ионной ловушки? ".

Ответ. Известно, что масс-спектрометры с линейными ионными ловушками выпускает не только компания SCIEX. Спектрометры LTQ XL™ Linear Ion Trap mass spectrometer, LXQ linear ion trap mass spectrometer выпускает компания Thermo Fisher Scientific (Finnigan) 
На масс-спектрометре 3200 QTrap можно разработать методику анализа запрещенных и контролируемых веществ без использования опции линейной ионной ловушки, т.к. в основе прибора заложена широко распространенная схема тандемного трехквадрупольного масс-спектрометра. 
Данная методика может быть также реализована на тандемных трехквадрупольных масс-спектрометрах других производителей. 
Из текста письма: "Удалось ли авторам настроить ионную ловушку для всех 4308 соединений сразу. Раньше для каждой группы веществ требовался отдельный оптимизированный метод".
Ответ. Для представленного оборудования имеются стандартные, оптимизированные режимы работы ионной ловушки, ячейки соударения и источника ионизации, что позволяет формировать библиотеки в разных лабораториях и обмениваться данными вне зависимости от места нахождения лаборатории. 
В 2010 году Dresen S. (с соавторами) опубликовал работу, в которой был представлен метод направленного скрининга, разработанный для масс-спектрометра 3200 Qtrap, для обнаружения и идентификации 700 веществ и их метаболитов в биологических жидкостях [18]. 
Мы можем настраивать прибор для выполнения направленного скрининга на 600 соединений. При сочетании результатов предварительного анализа, получаемого методами иммунохимического обнаружения контролируемых и запрещенных веществ, подтверждение выполняется по трем группам, указанным на общей схеме (Раздел 3.1 Этапы исследования). Названия данных групп условные.
Для решения задач ненаправленного скрининга в ионной ловушке накапливаются все ионы-предшественники, образованные в источнике ионизации в определенный промежуток времени, далее регистрируется их масс-спектр. Затем на основании выбранного критерия (интенсивность сигнала, при определенном значение m/z) на первом аналитическом квадруполе (Q1) изолируется выбранный ион-предшественник, который направляется в ячейку столкновений (collision cell), а далее с помощью линейной ионной ловушки регистрируется полный масс-спектр ионов-продуктов. В данном случае поиск соединения идет по всей базе масс-спектров (4308 веществ).
Из текста письма: "По сложившейся практике на трехквадрупольных приборах можно было определять не более 450 веществ в один цикл анализа. Сколько циклов анализа требуется для идентификации заявленных 4308 соединений и как это коррелирует с возможностью анализа 400 проб в день? Если каждую пробу анализировать несколько раз для полной идентификации, сколько проб можно проанализировать?"
Ответ. Количество выполняемых анализов будет зависеть от выбранного режима работа масс-спектрометра. При направленном скрининге, как уже отмечалось выше, возможно обнаружение и идентификация 600 соединений. При выполнении не направленного скрининга возможности идентификации ограничиваются объемом базы масс-спектров. 
Информация о "возможности анализа 400 проб в день" вероятнее всего получена из преамбулы (вторая страница после титульного листа). В тексте указано, что диагностическое исследование выполняется в две стадии. На первой стадии проводятся предварительные исследования методом иммунохроматографического анализа. Данный метод позволяет проводить групповое обнаружение наиболее распространенных на территории РФ наркотических средств, психотропных веществ, включая новые синтетические продукты. Общая производительность метода - 400 образцов за восемь часов работы.
Таким образом, речь идет об общей производительности иммунохимического метода. 
Общая производительность - это суммарная производительность и она отличается от любого частного случая. Так, например, если в проводимом конкретном исследовании требуется выявить шесть групп наркотических средств (большинство сенсоров выявляют по три группы веществ), то частный случай производительности составит 200 образцов физиологической жидкости (мочи) в сутки.

Производительность идентификационного анализа - 96 образцов 
за 24 часа (Преамбула и раздел 2.2. Оборудование для анализа методом ВЭЖХ-МС/МС). В данном случае также имеется ввиду общая производительность метода с учетом анализа всех приготовленных для исследования проб, включая исследования образцов биологического материала, которые не содержат целевых аналитов. 
Из текста письма: "Мы также будем просить Александра Евгеньевича Носырева и Юрия Евгеньевича Кочнева провести мастер-классы по новым методам предварительного и подтверждающего анализа".

Ответ. Возможность демонстрации методики и сроки проведения необходимо согласовывать с заведующим кафедрой и ЦХТЛ Изотовым Б.Н. 
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