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АНАЛИЗ ПОДХОДОВ К ОПРЕДЕЛЕНИЮ СПЕЦИФИЧНОСТИ/ 
СЕЛЕКТИВНОСТИ ПРИ ПРОВЕДЕНИИ ВАЛИДАЦИИ АНАЛИТИЧЕСКИХ 
МЕТОДИК В СУДЕБНО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКОМ АНАЛИЗЕ 
Клименко Л.Ю., *Петюнин Г.П. 
Национальный фармацевтический университет; *Харьковская медицинская академия последипломного 
образования  

Вступление. Судебно-токсикологическая 
экспертиза отравлений является одним из са-
мых сложных видов судебно-медицинских 
экспертиз – секционная картина практически 
всегда нехарактерна, а анамнез во многом не-
объективен, поэтому для диагностики экзо-
генных отравлений результаты судебно-
токсикологического анализа имеют первосте-
пенное значение. Его целью является обнару-
жение, идентификация и количественное оп-
ределение в различных биологических объек-
тах (внутренних органах и биологических 
жидкостях человека) токсических веществ (и 
их метаболитов), употребление которых по-
служило причиной острого отравления или 
смерти. Таким образом, предметом анализа 
являются биологические образцы, что позво-
ляет отнести методики судебно-
токсикологического анализа к категории био-
аналитических методик.  

Согласно рекомендациям International Con-
ference on Harmonisation of Technical Require-
ments for Registration of Pharmaceuticals for 
Human Use (ICH) [4] биоаналитические мето-
дики, как и любые аналитические, должны 
быть подвергнуты валидации.  

Существует два международных докумен-
та, дающих направленные рекомендации в 
отношении валидации биоаналитических ме-
тодик – «Guidance for Industry: Bioanalytical 
method validation» (U.S. FDA, 2001) [5] и 
«Guideline on validation of bioanalytical 
methods» (ЕМА, 2011) [7]. Оба документа со-
средоточены на биоаналитических методиках, 
применяющихся при изучении биоэквива-
лентности лекарственных средств. 

Кроме того, в настоящее время доступны 
два документа, касающиеся валидации мето-
дик для судебно-медицинской токсикологии – 
«Guidance for the Validation of Analytical Meth-
odology and Calibration of Equipment used for 
Testing of Illicit Drugs in Seized Materials and 
Biological Specimens» (UNODC, 2009) [6] и 
«Standard Practices for Method Validation in 
Forensic Toxicology» (SWGTOX, 2012) [8].  

Отечественные нормативные документы, 
регламентирующие процедуру валидации ме-
тодик, применяющихся в судебно-
медицинской токсикологии, отсутствуют. 

Задача в судебно-медицинской токсиколо-
гии формулируется изначально как поиск не-
известного вещества, и исследования, в отли-

чие от ранее упомянутых фармакокинетиче-
ских исследований, проводятся в два этапа. 
Целью первого из них – скрининга – является 
определение групповой принадлежности ток-
сического вещества, второго – его идентифи-
кация с последующим определением содержа-
ния в биологическом объекте.  

Особая важность определения параметра 
«специфичность» для методик судебно-
токсикологических исследований объясняется 
не только разнообразием морфологического 
состава объектов (ткани внутренних органов, 
биологические жидкости – моча, кровь и др.), 
но и их состоянием (временем, прошедшим 
после наступления смерти, гнилостными из-
менениями, термическим воздействием и т. 
д.). 

Цель работы. В связи с вышеизложенным, 
целью данной работы является обзор подходов 
к определению такого важного для судебно-
медицинской токсикологии валидационного 
параметра как «специфичность» в соответст-
вии с требованиями руководств FDA, EMA, 
UNODC и SWGTOX и анализ их положитель-
ных и отрицательных сторон. 

Работа выполнена в соответствии с темой: 
«Хімічний синтез і аналіз біологічно-активних 
речовин, створення лікарських засобів синте-
тичного походження» (0103U000475). 

Результаты исследований и их обсужде-
ние. Согласно ICH [4] параметру «специфич-
ность» (specificity) дается следующее опреде-
ление: «специфичность – это способность од-
нозначно оценивать аналит в присутствии 
других компонентов, присутствие которых 
ожидаемо». 

В руководстве FDA [5] мы встречаемся с 
другим термином – «селективность» 
(selectivity), под которым понимают «способ-
ность методики дифференцировать и количе-
ственно определять аналит в присутствии дру-
гих компонентов пробы». 

Руководство ЕМА [7] ориентировано пре-
имущественно на методы ВЭЖХ и ГЖХ, что 
находит свое отражение в таком определении 
исследуемого параметра: «селективность – это 
способность методики дифференцировать ана-
лит и внутренний стандарт от эндогенных 
компонентов матрицы и других компонентов 
пробы». 

Согласно руководству UNODC [6] данный 
параметр именуется «специфич-
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ность/селективность» (specificity/selectivity) 
и ему дается два определения – «1) параметр, 
показывающий, насколько другие вещества 
мешают идентификации и, где необходимо, 
количественному определению целевого ана-
лита; 2) мера способности методики иденти-
фицировать/количественно определять анали-
ты в присутствии других веществ как эндоген-
ного, так и экзогенного происхождения в об-
разце матрицы в условиях проведения методи-
ки». 

В качестве потенциальных веществ, оказы-
вающих мешающее влияние в биологической 
матрице, данные документы рассматривают 
эндогенные компоненты матрицы, метаболи-
ты, продукты распада аналита, образовавшие-
ся в процессе пробоподготовки и хранения 
образца, а также лекарственные вещества, 
применяемые совместно с целевым аналитом 
[5 – 7]. В руководстве FDA [5] дополнительно 
указано, что если метод разрабатывается для 
количественного определения более, чем од-
ного аналита, то для каждого из них должно 
быть установлено отсутствие мешающего 
влияния. 

В документе SWGTOX [8] нет определения 
данного параметра, но в разделе «изучение 
мешающих влияний» (interference studies) 
указано, что влияние мешающих веществ из 
обычных источников должно быть оценено во 
всех скрининговых методах (за исключением 
иммунного анализа), методах качественного и 
количественного анализа, причем различий в 
подходах к оценке данного параметра для ме-
тодов качественного и количественного анали-
за не предусмотрено.  

Следует отметить, что термин «специфич-
ность» используется наравне с термином «се-
лективность», хотя в строгом смысле специ-
фичность относится к методам, которые дают 
отклик для одного аналита, в то время как се-
лективность относится к методам, которые 
дают отклики для ряда химических объектов, 
которые могут или не могут быть разделены.  

Так, согласно [1] «селективность – это спо-
собность методики одновременно регистриро-
вать различные определяемые аналиты без 
взаимных помех или помех, создаваемых дру-
гими веществами экзогенного или эндогенно-
го происхождения (метаболиты, примеси, про-
дукты распада, матрица), и таким образом их 
однозначно идентифицировать», а «специфич-

ность – это способность методики регистриро-
вать аналит или класс веществ без искажения 
вследствие наличия в пробе других компонен-
тов (метаболиты, примеси, продукты распада, 
матрица), и таким образом их однозначно 
идентифицировать».  

Поскольку в судебно-токсикологическом 
анализе вначале мы имеем дело со скрининго-
выми исследованиями, когда речь идет о груп-
повом анализе, а затем с методиками иденти-
фикации и количественного определения, ко-
гда исследуется один целевой аналит, то дан-
ный валидационный параметр следует опреде-
лить как «специфичность/селективность», 
дабы учесть все возможные варианты.  

Что касается определения данного терми-
на, то на наш взгляд нет необходимости пы-
таться сделать его максимально полным и 
конкретизированным. Оптимальной является 
формулировка, в основу которой положено 
определение ICH [4]: «способность однознач-
но определять целевой аналит(ы) в присутст-
вии других компонентов, присутствие которых 
ожидаемо», а далее необходимо перечислить 
виды мешающих веществ, влияние которых 
нужно оценивать при определении данного 
параметра: 

• эндогенные компоненты матрицы; 
• метаболиты целевого аналита(ов); 
• продукты распада аналита, образующиеся 

в процессе пробоподготовки и хранения; 
• лекарственные вещества, применяемые со-

вместно с целевым аналитом(ами); 
• внутренние стандарты со стабильными 

изотопами; 
• структурные аналоги целевого аналита(ов); 
• наиболее часто встречающиеся аналиты и 

их метаболиты для данной лаборатории; 
• лекарственные вещества данной классифи-

кационной группы. 
Подходы к определению специфично-

сти/селективности. Существует две точки 
зрения на то, как практически определять 
«специфичность/селективность» судебно-
токсикологической методики. Один из подхо-
дов основан на доказательстве отсутствия от-
клика в пустой (blank-) матрице. Такой подход 
декларируют все рассмотренные руководства 
[5 – 8] – сравнительный анализ требований к 
определению специфичности в соответствии с 
документами FDA, EMA, UNODC и SWGTOX 
приведен в таблице 1. 

Таблица 1. Требования к определению специфичности в соответствии с документами FDA, EMA, 
UNODC и SWGTOX 

Документ Количество образцов blank-
матрицы Критерий приемлемости 

FDA 6 отсутствие отклика в blank-матрице на уровне нижнего 
предела количественного определения (НПКО) 

EMA 6 не более 20% от НПКО для аналита и 5% для внутреннего 
стандарта 

UNODC 5 – идентификация; 
10 – количественный анализ 

отсутствие отклика в blank-матрице на уровне (НПКО) 
или немного выше 

SWGTOX 10 –  
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Все рассмотренные документы [5 – 8] пре-
дусматривают проведение анализа образцов 
blank-матрицы – как затравленных аналитом, 
так и без него, и нормируют их количество – 
от пяти до десяти. При этом руководство 
UNODC [6] имеет различия в требованиях к 
количеству таких образцов в зависимости от 
вида анализа, а руководство ЕМА [7] допуска-
ет использование меньшего количества источ-
ников в случае редких биологических матриц.  

На наш взгляд количество образцов blank-
матрицы в методиках качественного анализа 
должно быть большим – 20 и более, и должно 
учитывать различие биологических объектов и 
их состояние, поскольку методики скрининга 
и идентификации в судебно-
токсикологическом анализе разрабатываются 
как универсальные для всех видов биологиче-
ских матриц независимо от их состояния. Ко-
личество же источников blank-матрицы для 
методик количественного анализа может быть 
не таким большим – не более 10, так как коли-
чественное определение является завершаю-
щим и подтверждающим этапом исследования 
– на этом этапе уже нет необходимости иссле-
довать все виды мешающих влияний, посколь-
ку они уже были учтены на предварительных 
стадиях исследования – в ходе выполнения 
скрининга. 

За отсутствие отклика в blank-матрице 
принимается либо его истинное отсутствие на 
уровне нижнего предела количественного оп-
ределения (FDA, UNODC) [5, 6] или немного 
выше (UNODC) [6], либо – в руководстве 
EMA [7] – отклик, не превышающий 20% от 
нижнего предела количественного определе-
ния для аналита и 5% для внутреннего стан-
дарта. Руководство SWGTOX [8] данный па-
раметр не нормирует.  

Если лекарственные препараты или другие 
вещества имеют время удерживания, близкое 
со временем удерживания целевого аналита, 
то анализируют их смесь, чтобы проверить, 
могут ли они быть разделены.  

Однако этот подход некоторые авторы 
подвергают критике [9], считая, что при такой 
процедуре выполнения исследований относи-
тельно редкие помехи с достаточно высокой 
вероятностью останутся незамеченными. По 
этой же причине в работе [2] предлагается 
исследовать не менее 10 – 20 источников 
blank-матрицы. В то же время, согласно руко-
водству FDA [5] анализ даже одного источни-
ка blank-матрицы может быть приемлемым, 
если для обнаружения используются масс-
спектрометрические методы.  

Второй подход основан на предположении, 
что малые помехи допустимы до тех пор, пока 
точность и правильность находятся в пределах 
приемлемых значений [2, 9]. Оба автора пред-
лагают использовать для анализа до 20 образ-
цов blank-матрицы, затравленных аналитом на 
нижнем пределе количественного определения 

и, если возможно, мешающими веществами на 
самом высоком уровне концентрации. В рам-
ках этого подхода, метод может считаться 
достаточно специфичным, если точность и 
правильность для образцов в НПКО будут 
приемлемыми.  

Однако, этот подход выглядит весьма про-
блематичным для судебно-медицинской и 
клинической токсикологии, где анализ выпол-
няется прежде всего для доказательства прие-
ма вещества и, следовательно, идентификация 
имеет большее значение. Поэтому подход к 
доказательству специфичности по отсутствию 
откликов в blank-образцах имеет намного 
больший смысл. В отчете [3] также указано, 
что изучение только одного источника blank-
матрицы для методов с MС-детекцией не ка-
жется разумным в судебно-токсикологических 
исследованиях из-за большей значимости спе-
цифичности в этой области анализа.  

Эксперимент по определению специфич-
ности для первого подхода выполняется в те-
чение предварительной фазы валидации, в то 
время как для второго подхода его выполняют 
вместе с экспериментом по определению точ-
ности и правильности во время основной фазы 
валидации. 

Все рассмотренные документы [5 – 8] под-
разумевают, что в случае невыполнения кри-
териев приемлемости необходимо изменение 
условий методики определения, в то время как 
руководство ICH [4] разрешает компенсиро-
вать недостаточную специфичность методики 
проведением параллельных исследований с 
помощью других методик, что в целом соот-
ветствует реалиям судебно-
токсикологического анализа.  

Дополнительно руководство SWGTOX [8] 
описывает определение специфичности для 
методов, использующих внутренние стандар-
ты с мечеными атомами. Во-первых, такие 
внутренние стандарты могут содержать неме-
ченое вещество в качестве примеси, а во-
вторых, масс-спектры меченых стандартов 
могут содержать ионы с тем же соотношением 
m/z, что и ионы целевого аналита. Такое ме-
шающее влияние предлагается оценивать пу-
тем анализа образцов blank-матрицы, затрав-
ленного только внутренним стандартом, и 
только аналитом на верхнем пределе количе-
ственного определения. 

Выводы: 1. В судебно-медицинской ток-
сикологии для валидации методик обнаруже-
ния и определения токсических веществ в ор-
ганизме человека следует ввести «объединен-
ный» параметр «специфич-
ность/селективность», который удовлетвори-
тельно описывает как скрининговые методики, 
так и методики идентификации и количест-
венного определения. 

2. Наиболее жесткие и максимально при-
ближенные к проблемам судебно-
токсикологических исследований требования к 
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процедуре определения параметра «специфич-
ность/селективность» предъявляет руково-
дство SWGTOX, в то же время оно является 
единственным документом, в котором отсут-
ствуют четкие критерии приемлемости опре-
деления данного параметра. В дальнейшем мы 
считаем необходимым при разработке требо-
ваний к определению специфично-
сти/селективности отталкиваться именно от 
текста руководства SWGTOX. 

3. Вопрос о количестве используемых ис-
точников blank-матрицы для определения па-
раметра «специфичность/селективность» нуж-
дается в дальнейшей дискуссии. На наш 
взгляд, это количество должно зависеть от 
используемого метода анализа (например, 
хроматография или спектрофотометрии, ТСХ 
или ВЭЖХ и др.), а также должно быть раз-
личным в методах качественного и количест-
венного анализа. 
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