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Программа тематического усовершенствования для среднего медицинского персонала "Применение газовой и жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием для определения наркотических веществ в биологических объектах" (1 неделя)

Практические занятия включают следующие разделы: методы предварительного и подтверждающего анализа, подготовка рабочего места лаборанта, подготовка проб мочи, крови, органов и тканей, волос и ногтевых срезов для анализа. Практический  рутинный анализ биологических объектов.  Оценка состояния приборов. Оценка правильности полученных результатов. Формирование интегрированного отчета по результатам анализа. Подготовка лаборатории к профессиональному тестированию
Для среднего медицинского персонала основной акцент будет сделан на следующие практические аспекты анализа: подготовка рабочего места, контроль загрязнений в лаборатории и  методы подготовки пробы. 

Методы  анализа и правильность идентификации
Тема 1.1. Методы предварительного анализа: иммуно-ферментные и иммуно-хроматографические методы («тест-полоски») с визуальным и инструментальным детектированием. Практика использования, критерии правильности, обоснованность применения низких пороговых значений «cut off». 
Тема 1.2. Методы подтверждающего анализа. Основы газовой и жидкостной  хроматографии , принципы идентификации в хроматографии, типы хроматографических колонок для газовой и жидкостной хроматографии. 
Основы  масс-спектрометрии, устройство масс-спектрометров принципы детектирования, понятие идентификации по масс-спектру и временам удерживания, вклад этих параметров в идентификационную значимость.  Обзор хромато-масс-спектрометрических методик, применяющиеся в химико-токсикологическом анализе на примере идентификации новых метаболитов синтетических каннабимиметиков. 
Тема 1.3. Подходы и критерии к  выбору метода химико-токсикологического анализа.  Преимущества, ограничения и проблемы при использовании «простых» и «сложных» методов: жидкостных и газовых хроматографов с одноквадрупольными,  трехквадрупольными детекторами и детекторами «ионная ловушка». Высокая чувствительность определения – насколько она необходима?
Тема 1.4. Масс-спектрометрия высокого разрешения (МСВР). Применение для идентификации неизвестных веществ на  примере  результатов международной (Россия, Франция, Швейцария) комиссионной  посмертной химико-токсикологической экспертизы.
Ограничения, проблемы и пути их решения при сравнении данных, полученных методами газовой и жидкостной хроматографии с МСВР.

Тема 1.5.  Подготовка рабочего места для ГХ-МС анализа. Включение прибора и подготовка  к работе. Настройка прибора, выбор вариантов быстрой настройки (autotune, standard tune, lowmasstune).  Программное обеспечение ChemStation - обзорное практическое занятие. Обучение основным принципам работы с программным обеспечением ChemStation. Условия анализа, создание файла "метод" (условия анализа) и работа с ним. Работа в режиме полного сканирования (SCAN) и по выбранным ионам (SIM), критерии выбора. Анализ единичной пробы и серии проб.  
Тема 1.6. Проверка технического состояния и обслуживание хроматографа, замена полимерной мембраны в устройстве ввода хроматографа, чистка инжектора со снятием  диска деления потока (split disk), замена лайнера, чистка детектора,  установка и проверка колонки.
Тема 1.7. Обслуживание масс-спектрометрического детектора. Анализ состояния детектора, допустимые изменения параметров настройки, недопустимые изменения параметров настройки указывающих на необходимость обслуживания МСД. Значения параметров настройки указывающих на необходимость ремонта МСД. 

Практическое занятие. Приготовление стандартного раствора дифениламина в этилацетате. Оперативный контроль  чувствительности и селективности хромато-масс-спектрометрической системы в цикле анализа с использованием раствора контрольного вещества. Оценка состояния прибора, показания к обслуживанию, контроль качества обслуживания. 
Тема 1.8.  Основные принципы работы прогораммы Фиксации Врнемен Удерживания (Retention Time Loking, RTL). Условия ГХ-МС-RTL анализа при определении наркотических средств. Переимущества "быстрой" хроматографии при массовом анализе. RTL библиотеки  времен удерживания для идентификации наркотических средств, метаболитов, прекурсоров и сопутствующих веществ. RTL библиотеки времен удерживания и масс-спектров  основные принципы деконволюции/идентификации в анализе наркотических веществ.

Стандартные программы автоматической масс-спектрометрической идентификации  AMDIS, , NIST. Принципы идентификации нескольких веществ, элюирующихся одним хроматографическим пиком, программа Peak purity.

Тема 1.9.  Трансляция хроматографических методов с прибора на прибор без анализа веществ сравнения и стандартных образцов. Индексы  и абсолютные времена удерживания. Что точнее и надежнее?
Тема 1.10.  Ложноположительные и ложноотрицательные результаты в подтверждающем химико-токсикологическом анализе. Влияние «химической памяти», лекарственных средств и продуктов питания на правильность определения опиатов в моче. Анализ проб мочи после принятия медицинских препаратов безрецептурного отпуска и продуктов питания, содержащих семена мака. Способы выявления и устранения ложноположительных  и ложноотрицательных результатов
Пробоподготовка.
Тема 2.1. Подготовка рабочего места лаборанта. Приемы мытья,  сушки и хранения лабораторной посуды. Приемы мытья,  сушки и хранения хроматографических лайнеров, сплит-дисков, виал, вставок.  Подготовка и контроль состояния расходных материалов для анализа (флаконов, крышек, наконечников, концентрационных чашек, виал, вставок). Выявление и устранение загрязнений лабораторных столов, внутреннего пространства вытяжных и сушильных шкафов. Непрерывные контрольные  мероприятия для предотвращения появления ложноположительных результатов. 
Тема 2.2. Выбор методик пробоподготовки при анализе различных биологических объектов. Информативность при анализе различных биологических объектов. Правила и способы отбора и хранения проб. Подготовка проб мочи для ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС  анализа. Применение различных вариантов гидролиза: кислотного и ферментативного, их преимущества и недостатки.  Жидкость/жидкостная экстракция. Основные принципы выбора экстрагентов, выбор и использование внутренних стандартов для оценки  полноты экстракции. 
Практическое занятие. Предварительный иммунохроматографический анализ мочи («тест-полоски») на наличие метаболитов/маркеров каннабимиметиков. Подтверждающий анализ этих проб методами ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС. Сопоставление и оценка результатов предварительных и подтверждающих методов. 
Практическое занятие. Предварительный иммунохроматографический анализ мочи («тест-полоски») на наличие стимуляторов, опиатов, амфетаминов, барбитуратов и других психоактивных веществ слабокислой, слабощелочной и нейтральной природы. метаболитов/маркеров каннабимиметиков. Подтверждающий анализ методами ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС. Сопоставление и оценка результатов предварительных и подтверждающих методов.
Тема 2.2. Твердофазная экстракция (ТФЭ): разновидности сорбентов для  твердофазной экстракции, выбор сорбента для обзорного и направленного анализа. Аппаратурное оформление и приемы ТФЭ. Способы получения производных, выбор дериватизующих агентов, преимущества и недостатки различных способов дериватизации. Выбор и использование внутренних стандартов для контроля стадий дериватизации и хроматографического анализа.

Практическое занятие. Подготовка пробы мочи методом твердофазной  экстракции  для определения фентанила, 3-метилфентанила  и карфентанила с последующим анализом методами  ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС. 
Тема 2.2. Подготовка проб крови  органов и тканей для ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС  анализа. Методы экстракции и осаждения белков.  Сравнение возможностей жидкостной и твердофазной экстракции по очистке экстрактов. 

            Практическое занятие. Анализ проб крови и образцов органов и тканей методами ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС. Сопоставление и оценка результатов. 
Тема 2.2. Подготовка образцов волос и ногтевых срезов    для ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС  анализа. Методы удаления поверхностных загрязнений и контроль приповерхностных слоев образца. Использование комплексных методов исследования волос от живых лиц и эксгумированных образцов из старых захоронений. 

            Практическое занятие. Анализ образцов волос и ногтевых срезов методами ГХ-МС и ВЭЖХ-МС/МС. Сопоставление и оценка результатов. 
Тема 5.2. Организация работы современной аналитической лаборатории. Контроль качества измерений в химико-токсикологическом анализе.  Этапы валидации методик. 
Приемы и методы "Образцовой лабораторной практики" в токсикологическом анализе, организация работы современной химико-токсикологической лаборатории: отбор и хранение проб, оформление документации - ведение лабораторных журналов, архива с результатами анализов, результаты контрольных анализов, результаты проверки и настройки оборудования. Факторы влияющие на качество аналитических измерений. 
Что такое истинноположительные результаты, try positive (TP), истинноотрицательные результаты, try negative (TN), ложноположительные результаты, false positive (FP), ложноотрицательные результаты, false negative (FN), чувствительность, специфичность, превалирование, положительные прогнозируемые данные, отрицательные прогнозируемые результаты, точность, предел обнаружения, limit of detection (LOD), предел определения, limit of quantification (LOQ), доверительная вероятность.


Планирование Контроля Качества Измерений (QC):  контрольные образцы, типы ошибок,  статистический контроль,  контрольные документы,  внутренний контроль качества измерений,  оценка превалирования (положительных образцов в серии),  подтверждающее тестирование,  контроль подтверждающего тестирования

Внешний контроль качества измерений (Программы Профессионального Тестирования),  Основные цели Профессионального Тестирования, Типы профессионального тестирования: обучающий (образовательный), аккредитационный.

· Программы аккредитации

· Открытое и слепое профессиональное тестирование

· Разработка программ профессионального тестирования

· Программный протокол

Выбор формы участия, Сбор и анализ данных,  Обратная связь с участниками

Практическое занятие. Оценка результатов многоцентровых испытаний – двух этапов образовательного  профессионального тестирования, проведенных для химико-токсикологических и судебно-химических лабораторий в 2015 г.  
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