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SAMMANFATTNING 

 

Oxikodon tillhör gruppen semisyntetiska opioider och ordineras till patienter i 

smärtlindrande syfte. Oxikodon är ett beroendeframkallande läkemedel vilket gör att det 

behövs detektionsmetoder vid misstanke om skadligt bruk. En sådan metod är liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) vilket är en kombination av 

vätskekromatografisk separation och masspektrometrisk analys. LC-MS/MS metoden 

för analys av oxikodon på Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro behöver verifieras då den 

skall användas som extra resurs vid underhåll av instrument. Syftet med arbetet var att 

genom analys av anonymiserade patientprover, extern- och internkontroller utvärdera 

metodens precision, noggrannhet och riktighet. Verifieringsarbetet innefattade även 

dokumentation kring eventuella matriseffekter hos metoden. 

Resultatet visade att analys av oxikodon med metoden mötte de uppsatta krav sett till 

precision, noggrannhet och riktighet. En matriseffekt uppdagades hos internkontrollen 

för Kodein-6-glukuronid som vid spädning kunde elimineras. Sammantaget var 

metoden välfungerande för att användas vid analys av oxikodon.  

 

Nyckelord: LC-MS/MS, oxikodon, verifiering, matriseffekt 

 

 

  



  

ABSTRACT 

 

Oxycodone is one of several semi-syntetic opoids being prescribed as an analgesic. It is 

highly addictive which reveal the importance of methods for its detection when 

suspicion of misuse arises. One method for detection of oxycodone and other opioids is 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). This method 

combines the separation of chromatography with a mass analyze of mass spectrometry 

to detect and quantify the opioid. A method for analyzing oxycodone on Waters UPLC 

Xevo® TQ-S Micro needs verification because it is to be used as an extra resource 

during maintenance of other instruments. The purpose of this study was to verify the 

method which included examining its precision, accuracy and trueness using 

anonymous urine samples, external and internal controls. Any matrix effects that arose 

during the verification also needed to be documented. 

The results showed that analysis of oxycodone with the method meets the criteria 

regarding its precision, accuracy and trueness. One matrix effect was discovered with 

the internal standard of codeine-6-glucuronide which affected its chromatogram. The 

method showed an overall well-functioning quantification of oxycodone, well-

functioning enough to be used in routine analyzing.  

 

Keywords: LC-MS/MS, oxycodone, verification, matrix effect.  
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1. INTRODUKTION 

 

1.1 Opioider och oxikodon 

Opioider är samlingsnamnet för en grupp av läkemedel som verkar på opioidreceptorer i 

det centrala- samt perifera nervsystemet. En inbindning till receptorn genererar flera 

intracellulära signalvägar vilket resulterar i en reducering i neurotransmission eller en 

försämring i cellens retbarhet. Den kliniska effekten som åstadkoms från inbindningen 

varierar beroende på typ av opioid, men kan vara eufori, dåsighet, humörförändringar 

och hjärntrötthet. Den främsta egenskapen hos opioiderna är dock analgesi vilket 

medför att opioider idag ordineras till patienter i smärtlindrande syfte (1,2).   

Opioider kan delas in i undergrupper baserat på kemisk struktur. Den första 

undergruppen är opiumalkaloider (opiater) och innefattar bl.a. kodein och morfin som 

finns naturligt i opium framtagen från vallmoväxten Papaver somniferum. Utöver de 

naturligt förekommande opioiderna har även flera syntetiserade opioider uppstått med 

åren. Dessa opioider framställs antingen helt utan användandet av opiater och kallas då 

helsyntetiska opioider, eller via syntetiska derivat av opiater vilket kallas semisyntetiska 

opioider. De helt eller delvis syntetiskt framställda substanserna efterliknar de 

egenskaper och strukturer som finns hos opiaterna (1,3).   

Oxikodon är ett exempel på en semisyntetisk opioid och har använts kliniskt för 

smärtlindring av måttlig till svår smärta sedan början på 1900-talet. Oxikodon kan 

administreras på flera sätt men den vanligaste adminstreringsvägen är peroralt. En 

vanlig oral dos oxikodon som ordineras brukar vara 2,5-10mg varje 4-6 timmar för en 

vuxen om tabletten utsöndras normalt, och något högre dos om depottabletter används 

där utsöndring sker under längre tid (4).  

Vid oral administrering uppvisar oxikodon en biotillgänglighet på mellan 60-80% följt 

av en komplett metabolisering där endast 9% av administrerad dos utsöndras med 

urinen i form av intakt oxikodon. Övrig andel metaboliseras i levern och genererar 

flertalet metaboliter med olika potens. Av den totala administreringen kommer ca 23% 

genomgå N-demetylering via enzymet CYP3A och bilda noroxikodon, vilket är en 

relativt inaktiv metabolit under normala dosintag. En mer potent metabolit är oximorfon 
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som bildas genom O-demetylering via CYP2D6 och utgör 14% av den administrerade 

dosen. Noroxikodon och oximorfon är de största metaboliterna men även vidare 

metabolisering av dessa sker, vilket via 6-ketoreducering kan bilda exempelvis - och 

-noroxikodol (5). Samtliga metaboliter och totalt 78% av den administrerade dosen 

utsöndras via urinen under de första 48 timmarna (4). För friska vuxna som intar <5mg 

oxikodon peroralt kommer koncentrationen i urinen normalt inte överstiga 1mg/L (6). 

Metaboliseringen av opioider är dock individuell och bestäms av faktorer likt kön, 

genetik och ålder vilket gör att variationer i metabolisering och utsöndring finns (1). 

Då opioider likt oxikodon är beroendeframkallande finns risk att ett normalt intag 

överskrids och missbruk uppstår (1). Detta medför att analysmetoder för att detektera 

oxikodon samt andra opioider behövs vid misstanke om skadligt bruk.  

 

1.2. Metoder för detektion av oxikodon 

Detektionen av oxikodon och andra opioider i humana prover görs först via en 

screening med immunologiska metoder. Ett negativt resultat vid screening talar för att 

provet inte innehåller eftersökt opioid eller att dess koncentration understiger 

gränsvärdet. Vid ett positivt resultat krävs däremot en bekräftelse av screeningen och 

kan göras via liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), vilket är 

en kombination av vätskekromatografi och masspektrometri. LC-MS/MS kan analysera 

flertalet provmaterial, däribland urin, serum och saliv för att identifiera samt kvantifiera 

dess innehåll av olika analyter (7).  

 

1.2.1. Vätskekromatografi 

Vätskekromatografi är en separationsmetod som likt övriga kromatografiska metoder 

baseras på användandet av mobil respektive stationär fas. Den stationära fasen är ett fast 

ämne av varierande form inuti en kolonn, det kan exempelvis vara silikonpartiklar eller 

aluminiumoxid. Vad som skiljer vätskekromatografin från övriga kromatografiska 

metoder är att den mobila fasen utgörs av en eller flera vätskor, specifikt vattenlösliga 

och organiska lösningar med varierande polaritet såsom myrsyra och acetonitril (8).  
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Vid analys kommer provmaterial injiceras in genom kolonnen tillsammans med 

mobilfaserna med hjälp av högt tryck. Vilket tryck som används avgörs beroende på 

storleken av partiklarna som ska analyseras. Vid analys av mindre partiklar (ca 2m) 

krävs ett högre tryck (100 MPa) jämfört med ett lägre tryck (40MPa) som istället 

möjliggör analys av större partiklar. En vätskekromatografi med högre pumptryck 

benämns Ultra High Performance liquid chromatography (UPLC) och är en variant som 

används för opioidpåvisning (8,9).  

Efter att provmaterialet och mobilfaserna tillsatts till kolonnen kommer molekyler börja 

passera mellan faserna. Separationen av molekyler baseras på dess affinitet gentemot 

den stationära fasen. Molekyler i mobila fasen innehar högre affinitet gentemot den 

stationära fasen i jämförelse med analyt i provmaterialet. Detta medför att den mobila 

fasen kommer tränga undan analyter från den stationära fasen som därmed tvingas röra 

sig vidare i kolonnen lösta i den mobila fasen. Desto högre affinitet analyten besitter 

gentemot stationära fasen, desto längre tid kommer analyten stanna i kolonnen. Detta 

jämfört med en analyt med lägre affinitet som kommer konkurreras ut av den mobila 

fasen snabbare. Via en detektor mäts sedan tiden som det tar för analyten att lämna 

kolonnen och genererar vad som kallas för retentionstid, vilket kommer variera mellan 

enskilda analyter i provet. Signalen från detektorn kommer därefter att generera ett 

kromatogram vilket visualiserar analytens respons från detektorn med dess retentionstid 

i form av symmetriska toppar. Arean under toppen kommer vara proportionell mot 

koncentrationen analyt i provet och används för att kvantifiera provet (8).  

I en LC-MS/MS genomgår provet inte endast vätskekromatografin utan går direkt efter 

separation vidare till en masspektrometer för massanalys (10).  

 

1.2.2. Masspektrometri 

Masspektrometri är en metod för att detektera molekyler utifrån dess massa samt 

laddning (m/z) och görs via en masspektrometer. Samtliga masspektrometrar består av 

tre olika huvudkomponenter och steg där molekyler bland annat joniseras och 

fragmenteras för att sedan detekteras (8).  
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Det första steget innefattar en joniseringskälla för att bilda joner av eftersökta analyter 

och kan göras via en electrospray ionization (ESI). Eftersökta analyter kommer efter 

vätskekromatografi vara upplösta i den mobila fasen vilket direkt injiceras i en 

stålkapillär omgiven av en spänning på mellan 1.5-4 kV. I utmynningen av kapillären 

bildas en aerosol bestående av små droppar med samma ytladdning som kapillären. Till 

följd av dropparnas minimala storlek sker snabb avdunstning och volymminskning fram 

tills att Rayleighs gräns är nådd. Detta innebär att den elektrostatiska repulsionskraften 

överstiger droppens ytspänning och skapar en fission, dvs bildande av flera mindre och 

mer stabila droppar. Via fortsatt avdunstning och fission bildas till slut en droppe 

bestående av en enskild analyt med den laddning dess ursprungsdroppe bar (8,10).  

Via ett vakuum når sedan analyten masspektrometrins andra steg; massanalysatorn. 

Syftet med analysatorn är att separera och mäta förhållandet mellan de enskilda 

analyternas massa och laddning (m/z). Masstalet är i praktiken ofta densamma som m/z 

då laddningen(z) vanligen är +1. Flertalet varianter av massanalysatorer finns där 

användandet av quadropoler är vanligt (10). Quadropolen är uppbyggd av fyra 

metallstavar omgivna av ett elektriskt fält genererade från en ström och radiofrekvens. 

Elektriska fältets spänning kan varieras och vid specifika spänningar kommer joner med 

olika m/z att röra sig genom quadropolen olika snabbt (8).  

Vid tandem masspektrometri kopplas två quadropoler i en serie tillsammans med en 

kollisionscell mellan dem. Detta möjliggör analys av inte bara ursprungsanalyten 

(molekyljonen), men även dess fragmentjoner. I första quadropolen (Q1) analyseras och 

väljs eftersökt molekyljon ut som sedan i kollisionscellen (Q2) fragmenteras via inerta 

kollisionsgaser (ex. kvävgas eller helium) och ytterligare spänning. Ur fragmentjonerna 

väljs stabila kvantifiering- och kvalifikationsjoner som analyseras i nästa quadropol 

(Q3). Genom att tillåta specifika masstal passera Q1 och Q3 kan specifika molekyljoner 

och dess fragmentjoner selekteras ut från ett prov för kvantifiering. Denna selektion 

kallas Multiple Reaction Monitoring (MRM), se Figur 1. Kvantifieringen baseras endast 

på kvantifieringsjonen och kvalifikationsjonen används för att erhålla en jonratio mellan 

de två. Jonration är redan känd innan analys och håller samma värde oberoende av 

matris eller andra interferenser. En jonratio inom åsatt värde bekräftar analytens 

identitet i kliniska prover (8).  
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Figur 1. Schematisk bild över tandem masspektrometri som beskriver mekanismen vid tandem 

masspektrometri. Q1 symboliserar selektionen av molekyljonen, Q2 visar fragmentering av 

molekyljonen och Q3 visar selektionen av fragmentjoner för detektion. Bilden illustrerar 

mekanismen vid analys av peptider, samma mekanism gäller för analys av opioider. Bild tagen 

från: Boja ES, Roridguez H. The Path to Clinical Proteomics Research: Integration of 

Proteomics, Genomics, Clinical Laboratory and Regulatory Science. Korean J Lab Med. 2011 

Apr;31(2):61-71.  

 

Joner som passerat en quadropol kommer att träffa en detektor vilket genererar en 

elektrisk ström. Den elektriska strömmen är direkt proportionell till antal joner vid en 

viss tidpunkt. Genom att veta vid vilken spänning utvalda joner detekteras kan därefter 

instrumentet fastställa m/z. För att effektivt kunna mäta jonen kommer signalen 

genererad från strömmen även att amplifieras och sedan bearbetas av ett datorprogram 

för att generera en topp i ett masspektrum. Specifika analyter genererar specifika 

mönster i masspektra som kan användas för identifiering (8). 

Kvantifiering- och kvalifikationsjonen från masspektrometrisk separation kommer 

förutom toppen i masspektrat även generera en kurva i kromatogrammet. Vid analys av 

oxikodon väljs ofta en m/z på 316,1 ut som molekyljon för fragmentering (11,12). 

Fragmentjonerna som monitoreras från oxikodon är då kvantifieringsjonen 256,2 (m/z) 

och kvalifikationsjonen 241,2 (m/z), se figur 2.  
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Figur 2. Figuren visar exempel på kromatogram erhållna efter analys av oxikodons 

fragmentjoner 256,2 (A) och 241,2 (m/z) (B) gjorda på liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Även kromatogram för oxikodons internstandard (oxikodon-D6) finns redovisad 

(C).  

  

1.2.3. Kvantifiering med LC-MS/MS 

För att uppnå noggrann kvantifiering av oxikodon och andra opioider krävs 

användandet av en externkalibreringskurva. Kurvan genereras automatiskt i 

instrumentets programvara utifrån ett antal kalibratorer med olika förutbestämda 

koncentrationer. Då analysen kan medföra variabilitet och eventuell volymförlust 

används kalibratorer och prover tillsammans med en internstandard (IS). En 

internstandard (IS) är ofta en isotop av eftersökt analyt men har fler eller tyngre atomer 

adderat vilket genererar en tyngre molekyl (10). En ideal IS ska reagera och bete sig så 

likt ursprungsanalyten som möjligt i instrumentets alla delar. För oxikodon används ofta 

oxikodon-D6 som IS, vilket till skillnad från oxikodon har sex deuterium adderat.  

Internstandarden tillsätts till kalibratorerna innan injicering med känd koncentration och 

erhållen area under kurvan i kromatogramet hos respektive kalibrator samt IS används 

tillsammans med dess koncentration för att skapa kalibreringskurvan. Arean under 

kurvan i kromatogramet är proportionell mot koncentrationen analyt. På kurvans Y-axel 

plottas kvoten av arean hos kalibratorn och arean av IS (responskvot), vidare plottas en 

kvot av kalibratorns och internstandardens koncentration på X-axeln. Kurvan ska 
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därefter uppvisa linjäritet och ekvation som sedan används för att kvantifiera okända 

prover (8), se figur 3.  

Genom att utnyttja förhållandet mellan prov och IS kan exempelvis förluster av analyt i 

provförberedande steg kompenseras. Detta då en volymförlust av analyt kommer 

generera en identisk förlust av IS. Responskvoten mellan prov och IS kommer därför 

vara mer representativ av mängden analyt (8).  

 

 

Figur 3. Figuren visar ett exempel på en kalibreringskurva för kvantifiering med liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Y-axeln visar responskvoten dvs 

arean för kalibrator (Ak) delat med arean för interstandard (Ais). X-axeln redovisar kvoten för 

koncentration (g/L) av kalibrator (Ck) och koncentration av internstandard (Cis).  

 

1.2.4. Matriseffekter 

LC-MS/MS är en metod med hög tillförlitlighet och specificitet. Metoden kan däremot 

stöta på problem gällande matriseffekter som kan försämra sensitiviteten och 

selektiviteten. Matrisen i ett prov definieras som allt förutom den eftersökta analyten, 

som till exempel endogena substanser likt salter eller peptider och exogena substanser 

erhållna från exempelvis mobilfasen. Matriseffekt innebär att matrisen påverkar 

joniseringsprocessen i masspektrometrin genom att antingen dämpa eller förstärka 

joniseringen. Den exakta mekanismen till matriseffekter är inte fullständigt kartlagd. Då 
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matriseffekter kan ge upphov till felaktiga mätningar är en utvärdering av en metods 

eventuella matriseffekter nödvändig vid exempelvis validerings- eller 

verifieringsarbeten (13, 14).  

 

1.3. Metodverifiering 

Metodverifiering utförs vid införandet av nya, redan validerade metoder för att 

kontrollera att metoden eller instrumentet uppfyller uppsatta kriterier för prestanda. 

Resultatet från verifieringen ska vara bättre eller likvärdig sett till valideringsresultatet. 

Verifieringen kan innebära en statistisk bearbetning och jämförelse med redan 

rutininförd metod för att undersöka nivån av överensstämmande och precision. En 

verifierad metod visar därmed på att metoden uppfyller prestandakriterier och kan 

användas i rutinarbete (15).  

För att beskriva och utvärdera en metods prestandaegenskaper används flera parametrar, 

däribland precision, noggrannhet och riktighet. Noggrannhet mäter kvalitén på 

analysresultaten från metoden och precisionen beskriver spridningen av mätvärden efter 

upprepade mätningar med metoden. Riktighet är istället hur väl ett provresultat 

överensstämmer med ett accepterat referensvärde. För att mäta bristen på riktighet 

beräknas en metods bias (15).   

 

1.3.1. Precision  

En metods precision kan beskrivas som överensstämmelsen mellan resultatet från flera 

identiska och oberoende mätningar gjorda under specificerade omständigheter. 

Precision är därmed ett annat ord för spridning eller variation mellan likartade prover 

analyserade vid upprepade tillfällen. Vid verifieringsarbeten beräknas repeterbarhet och 

mellanliggande precision för metoden. Utförs mätningarna med samma reagens, tid, 

instrument, kalibrering och utövare benämns spridningen mellan resultaten som 

repeterbarhet, eller ibland inomserieprecision. Skulle några av tidigare nämnda faktorer 

variera, t.ex. att analyserna utförs under olika dagar, benämns spridningen istället som 

mellanliggande precision eller intermediär precision. I vissa fall utförs även mätningar 
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mellan olika laboratorier där spridningen då istället benämns reproducerbarhet. Utför 

man mätningar under konstanta förhållanden finns det mindre faktorer som varierar och 

därför mindre påverkan på mätresultatet. Detta skiljer sig från exempelvis 

reproducerbarhet där det finns fler faktorer som varierar och därmed större påverkan på 

mätresultatet (15,16).  

Ett vanligt förekommande sätt att uttrycka en metods precision är att beräkna 

standardavvikelsen (s). Ju mer koncentrerade värdena är kring medelvärdet, desto 

mindre blir standardavvikelsen. Däremot brukar precisionen beskrivas relativt sett 

genom variationskoefficienten (CV) som uttrycks i procent, alltså hur stor 

standardavvikelsen är i förhållande till medelvärdet. Hos en LC-MS/MS metod 

eftersträvas ett specifikt procentvärde (<15%) då det indikerar en mindre spridning 

mellan värdena. Dessa specifika precisionsgränser finns redan angivna hos 

standardiserade metoder och beskriver vid vilken nivå skillnaden mellan upprepade 

mätningar blir statistiskt signifikant (15,16). Europeiska läkemedelsmyndigheten 

(EMA) är ett exempel på myndighet som fastställer precisionsgränser och krav på 

mätosäkerhet (17).  

 

1.3.2. Noggrannhet 

För att under verifieringsarbeten utvärdera en metods noggrannhet kan en 

patientjämförelse genomföras mellan en ny metod och en redan validerad metod. Prover 

analyseras både på den nya och äldre metoden i syfte att se graden av 

överensstämmande mellan metoderna via linjär regression (15).  

Linjär regression inom verifieringsarbeten innebär att de två metodernas mätvärden 

jämförs i ett spridningsdiagram där den nya metoden plottas på ena axeln mot den äldre 

metoden på andra axeln. Därefter kan en rät linje, kallad regressionslinje, införas på 

samtliga mätvärden. Regressionslinjens medellutning benämns som 

regressionskoefficient (R2) och anger hur väl metodernas resultat överensstämmer med 

varandra (15,16). Den regressionskoefficient som eftersträvas för god 

överensstämmande är  0,99 (17,18). 
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1.3.3. Riktighet 

En metods riktighet mäter nivån av överensstämmande mellan ett referensvärde och 

erhållet värde från mätningar genomförda på instrumentet. Bristen på 

överensstämmande (riktighet) mäts i form av bias (b) och en metod med god riktighet 

har en låg bias. Bias kan uttryckas absolut eller relativt i procent, och bestäms genom 

analys av referensmaterial från certifierade företag (externa kontroller) vars värden 

finns fastställda. Desto högre avvikelser mellan referensvärde och uppmätt värde som 

finns, desto högre bias och lägre riktighet har metoden (15,16).  

 

1.4. Syfte 

Syftet med detta arbete var att verifiera en metod för analys av oxikodon på Waters 

UPLC Xevo® TQ-S Micro för att kunna använda metoden som extra resurs vid 

underhåll av instrument. Eventuella matriseffekter på samtliga opioider i analysen 

skulle också undersökas.  
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2. MATERIAL OCH METOD 

 

2.1 Provmaterial och etiskt övervägande 

Provmaterialet vid verifieringsarbetet bestod av 13 avidentifierade patientprover 

erhållna från kliniska urinprover skickade till laboratoriet för opioidpåvisning. Samtliga 

urinprover hade uppvisat positiva provsvar för oxikodon vid rutinanalys och förvaring 

av proverna i väntan på analys i verifieringsarbetet gjordes fryst vid -20C.  

Utöver kliniska urinprover användes intern- och externkontroller. Externkontrollerna 

var erhållna ifrån Equalis AB (Uppsala, Sverige) och Laboratory of the government 

chemist (LGC) (Middlesex, England) med kontrollnummer; 2020-04A och 2021-02B 

för Equalis, samt DU141-1 för LGC.  

 

2.2. Kalibrering och internstandard 

Till verifieringsarbetet användes en trepunktskalibrering vid 50, 500 och 1000g/L för 

att generera en externkalibreringskurva. Kalibratorerna erhölls från en 10/1 mg/L 

stamkalibratorlösning innehållande referensstandarder enligt bilaga 1, tabell I. Drogfri 

urin späddes tillsammans med stamkalibratorn till en brukskalibrator med 

slutkoncentration 1000g/L. Från brukskalibratorn späddes ytterligare brukskalibratorer 

tillsammans med drogfri urin till koncentrationer på 500 och 50g/L. Nya kalibratorer 

bereddes inför varje analystillfälle. 

Beredning av en 10/1mg/L och 1mg/L stamlösning för internstandard gjordes i enlighet 

med Bilaga I, tabell II och III. Båda stamlösningar späddes därefter tillsammans med 

MilliQ-vatten för att erhålla en 10/1g/L brukslösning för internstandard.  
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2.3. Analys på Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro 

Samtliga urinprover inklusive blankurinprov blandades först på vortex innan 

centrifugering i 5min vid 3000rpm. Internstandardens brukslösning späddes 1:10 

tillsammans med MilliQ-vatten. Därefter tillsattes 10l av respektive urinprov, 

kalibrator och kontroll till varsin vial tillsammans med 1ml spädd internstandard. 

Vialerna blandades på vortex innan placering i provbrickan för analys på Waters UPLC 

Xevo TQ-S Micro (Waters, Milford, USA) med en injektionsvolym på 3l samt ett 

flöde på 0,6 ml/min.  

Analysen var helautomatiserad och genomfördes i enlighet med tillverkarens 

instruktion, vilket i korthet först innefattade en vätskekromatografisk separation (19). 

Systemet bestod av Waters Acquity Column Manager, -Sample organizer, -Binary 

Solvent Manager och -Sample manager (Waters AB, Milford, USA). Kolonnen som 

användes var en High Strength Silica (HSS) kolonn (1,8m,100 x 2,1mm) (Waters AB, 

Milford, USA) vars temperatur hölls vid 50C. För att öka kolonnens livslängd 

användes även en HSS förkolonn 2,1 x 5mm (Waters AB, Milford, USA). Till 

kromatografin användes även 90% mobilfas A bestående av 0,1% Myrsyra (CH2O2) 

utspädd i MilliQ-vatten, samt 10% mobilfas B innehållande 100% acetonitril (C2H3N).  

Masspektrometer under verifieringsarbetet var Xevo® TQS-micro Waters MS (Waters 

AB, Milford, USA). Molekyljon med m/z 316,2 valdes ut, och kvantifieringsjon samt 

kvalifikationsjon sattes till 256,2 respektive 241,2 (m/z). Uträkning av koncentrationer 

för oxikodon gjordes automatiskt i instrumentets programvara MassLynx v4.2 (Waters 

AB, Milford, USA) och baserades på principen för externkalibreringskurva.  

 

2.4. Precision 

För utvärdering av metodens repeterbarhet och intermediära precision genomfördes 

upprepade mätningar av tre internkontroller under tre dagar. Internkontroller 

förbereddes genom att drogfri urin spetsades med 10/1 mg/L stamkalibrator till 

slutkoncentrationer på 100, 300 och 1000g/L. Kontrollerna analyserades på Waters 

UPLC Xevo® TQ-S Micro där totalt fem av respektive kontroll analyserades varje dag. 
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Envägs ANOVA i Excel® (Microsoft Corporation, Washington, USA) användes 

därefter för beräkning av medelvärde och variationskoefficient (CV%) inom och mellan 

grupperna (dagarna).  

 

2.5. Noggrannhet  

För att genomföra en utvärdering av metodens noggrannhet analyserades 13 kliniska 

urinprover på Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro. Utöver detta analyserades 

urinproverna även på en tidigare version av instrumentet med samma namn, som redan 

är validerad och i rutin. Urinprovernas resultat från respektive instrument jämfördes 

därefter genom en linjär regressionsanalys i Excel för att fastställa linjäritet. En 

regressionskoefficient på >0,99 ansågs innebära god överensstämmande mellan 

metoderna.   

 

2.6. Riktighet 

Utvärdering av metodens riktighet genomfördes genom skattning av metodens bias via 

analys av tre externkontroller. Med hjälp av kontrollernas referensvärde samt erhållna 

värde efter analys beräknades både absolut och relativ bias(%) för metoden. En bias på 

15% ansågs inte vara statistiskt signifikant. Vid eventuellt avvikande bias analyserades 

externkontrollen om på det redan validerade och rutininsatta versionen av Waters UPLC 

Xevo® TQ-S Micro.  

 

2.7. Matriseffekter 

Tillsammans med oxikodon analyserades även proverna samtidigt för opioiderna; 

Morfin, Morfin-3-D-glukuronid, Morfin-6-D-glukuronid, Kodein, Kodein-6-

glukuronid, Etylmorfin, Etylmorfin-6-D-glukuronid samt 6-Monoacetylmorfin (6-

MAM). Vid resultatbearbetning observerades kromatogrammet för dessa opioider och 

dess internstandard. Vid en eventuell osymmetrisk topp dokumenterades resultatet och 
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provet analyserades om med en spädning 1:10 tillsammans med MilliQ-vatten. 

Utseendet hos kromatogrammet dokumenterades återigen efter spädning.  

 

2.8. Etiska överväganden 

Till följd av att urinproverna var avidentifierade, samt att ingen hantering av 

personuppgifter genomfördes under verifieringen fanns inga etiska problem att redogöra 

för kring detta verifieringsarbete. 
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3. RESULTAT 

 

3.1. Precision 

Precisionsstudien erhöll inga avvikande värden och uppvisade ett CV inom grupperna 

(repeterbarhet) på 1,6% för lågkontrollen (100g/L). Beräkning av metodens 

variationskoefficient mellan grupperna (intermediära precision) visade på 1,4% vid 

samma koncentration. Vid 500g/L genererade mätningarna samma CV för 

repeterbarhet samt intermediär precision och var 1,3%, se tabell 1.    

För den högsta kontrollen (1000g/L) genererade precisionsstudien en repeterbarhet för 

metoden på 2,5% med ett högre procentuellt värde för dess intermediära precision på 

6,8% (tabell 1).  

 

Tabell 1. Tabellen visar resultatet efter genomförd precisionsstudie där medelvärde (x̄) för 

uppmätt koncentration (g/L) samt repeterbarhet och intermediär precision redovisas via 

variationskoefficient (CV%) för Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro.  

 Repeterbarhet (CV%) Intermediär precision (CV%) x̄   

100g/L 1,6 1,4 98,05  

300g/L 1,3 1,3 285,6  

1000g/L 2,5 6,8 983,9  
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3.2. Noggrannhet 

 

Metodens noggrannhet bestämdes genom patientjämförelse av koncentrationer av 

oxikodon på mellan 41,5-2090 g/L efter analys på nya Waters Xevo TQ-S Micro. 

Oxikodonkoncentrationer erhållna från den äldre Waters Xevo TQ-S Micro uppgick till 

mellan 27,8-1696g/L (Tabell 2). Linjär regressionsanalys mellan metoderna visade en 

regressionskoefficient på 0,9948, se figur 4.  

 

 

 

Figur 4. Figuren visar linjär regressionsanalys mellan redan validerad Waters Xevo TQ-S Micro 

(v1) och Waters Xevo TQ-MS under verifiering (v2), där uppmätta oxikodonkoncentrationer 

(g/L) för respektive metod redovisas på respektive axel. Regressionskoefficient samt ekvation 

finns också redovisade. 
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Tabell 2. Tabellen visar resultat från patientjämförelse mellan Waters UPLC Xevo® TQ-S 

Micro och en äldre version av samma instrument för att utvärdera Waters noggrannhet.  

 Koncentration (g/L)  

Provnummer Äldre instrument Waters Xevo® TQ-S Micro 

1 780,6 855,1 

2 55,8 56,8 

3 673,1 785,3 

4 1696,8 2090 

5 518,5 669,7 

6 504,3 547,7 

7 27,6 41,6 

8 58,4 96,7 

9 66,1 85,7 

10 481,6 559,9 

11 155,9 180,4 

12 72,5 95,9 

13 310,9 426,1 
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3.3. Riktighet 

 

Utvärdering av metodens bias vid referensnivån 600g/L uppvisade en absolut bias 

(med 95% konfidens) på -46,04 och -36,72. Relativ bias för samma koncentrationer gav 

ett resultat på -7,1 respektive -5,76%. Vid 431,5g/L erhölls en absolut bias på 177,7 

samt en relativ bias på 41,2%, se tabell 3.  

 

Tabell 3. Tabellen visar resultat för Waters UPLC Xevo® TQ-S Micros riktighet där absolut 

och relativ (%) bias finns beräknad. Externkontrollers referensvärde samt uppmätt värde från 

studien redovisas också. 

 Koncentration (g/L)    

Externkontroll Referensvärde Waters UPLC Xevo® 

TQ-S Micro 

Bias 

(absolut) 

Bias 

(%) 

2021-02B 600 646,04 -46,04 7,10 

2020-04B 600 636,72 -36,72 5,76 

DU141-1 431,5 253,8 177,7 41,2 

     

 

3.4. Matriseffekter 

Då urinprover analyserats för oxikodon visade resultatet en interferens hos 

internstandarden för Kodein-6-glukuronid där erhållen peak i kromatogrammet var 

osymmetrisk. Efter spädning (1:10) av provet kunde ingen interferens längre observeras 

och erhållen topp för internstandarden var symmetrisk i kromatogrammet, se figur 5. 

Hos övriga opioider kunde ingen matriseffekt observeras.  
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Figur 5. Figuren visar kromatogram för Kodein-6-glukuronids internstandard 

(Kodeinglukuronid-D3) analyserad på Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro innan ytterligare 

spädning (A) och efter spädning 1:10 (B).   
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4. DISKUSSION 

 

4.1. Precision 

Resultatet uppvisade en repeterbarhet på mellan 1,3–6,8% samt intermediär precision på 

mellan 1,3–2,5% hos de tre olika internkontrollerna. Detta faller under den 

standardiserade gränsen på 15% satt av EMA, och pekar på att metoden innehar en låg 

variation vid upprepade mätningar av oxikodon (15). Det pekar även på att de 

variationer som uppstår mellan mätningarna i metoden inte är statistiskt signifikanta. 

Resultatet visar därmed att Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro uppvisar god precision 

vid analys av oxikodon.   

Resultatet för repeterbarhet och intermediär precision för metoden uppvisade inga stora 

skillnader procentuellt sinsemellan hos någon av koncentrationerna. Detta beror på att 

den enda faktorn som skiljer repeterbarheten och intermediära precisionen åt är vilken 

dag analysen utfördes på. Hade flera faktorer likt utövare eller reagens varierat skulle 

det kunna medfört större spridning mellan resultaten och därmed även en större skillnad 

mellan repeterbarhet och intermediär precision. Detta eftersom fler variationer medför 

större påverkan på mätresultatet och därmed även risk för större variation (15).  

 

4.2. Noggrannhet  

Utvärderingen av metodens noggrannhet uppvisade efter patientjämförelse en 

regressionskoefficient på 0,9948. Värdet hamnar således över den uppsatta gränsen på 

>0,99 och talar för att resultaten mellan instrumenten överensstämmer (17). Waters 

UPLC Xevo® TQ-S Micro uppvisar därmed låg mätosäkerhet och uppvisar utifrån 

patientjämförelsen en god noggrannhet.  

Sett till resultaten av patientproverna på respektive instrument sågs en något högre 

koncentration hos respektive prov på den nya Waters Xevo ® TQ-S Micro i jämförelse 

med den äldre. Detta kan bero på att kvantifiering av oxikodon i den äldre versionen av 

instrumentet görs via internstandarden för kodein (Kodein-D3), snarare än oxikodon-
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D6, vilket kan generera skillnader i resultat. Detta då oxikodon-D6 inte fanns att tillgå 

vid uppsättning av den äldre metoden. Skillnaderna kan också bero på att instrument 

alltid innehar viss mätosäkerhet och kommer därmed alltid generera viss spridning av 

mätvärden (19).  

För vissa prover sågs en högre avvikelse i koncentration på Waters Xevo® TQ-S Micro 

i jämförelse med det äldre instrumentet. Detta kan bero på en matriseffekt som 

internstandarden i den äldre metoden inte kunnat kompensera. Ett välkänt sätt att 

minimera matriseffekter är att använda en isotopmärkt internstandard, vilket är vad som 

används i den nya metoden men inte den gamla. I den äldre metoden används istället en 

strukturell analog till oxikodon som internstandard vilket inte är lika optimalt som en 

isotopmärkt vid LC-MS/MS analyser (20,21). Detta medför att även större skillnader i 

koncentration kan uppstå till följd av instrumentens skillnader i internstandard.   

 

4.3. Riktighet 

Externkontroll med referensvärde 431,5g/L uppvisade oacceptabelt hög bias på Waters 

Xevo® TQ-S Micro. Således pekar resultatet för denna externkontroll på en brist av 

överensstämmande och riktighet hos metoden. Men då externkontrollen uppvisade 

likvärdig koncentration av oxikodon efter analys på ett redan validerat och rutininsatt 

instrument, talar resultatet snarare på felaktigheter hos det enskilda provet än hos 

metoden. Detta då provet förvarats under över ett år vilket kan ha påverkat provet 

negativt (22).  

Sett till övriga externkontroller kunde en bias inom gränsen 15% observeras för 

samtliga. Resultatet faller därmed inom EMAs uppsatta kriterier och innebär att Waters 

Xevo® TQ-S Micro uppvisat förmåga att bestämma koncentrationer av oxikodon som 

är acceptabla visavi faktisk analytnivå (17). Den skattade biasen pekar därmed på att 

metoden innehar en god riktighet. 
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4.4. Matriseffekter 

Efter observation av eventuella matriseffekter hos metoden visade resultatet en 

påverkan hos toppen i kromatogramet för kodeinglukuronids internstandard 

(kodeinglukuronid-D3), vilket talar för en matriseffekt. Exakt orsak till matriseffekten 

är svårt att fastställa då ingen större utredning kring interferensen eller urinmatrisens 

sammansättning utfördes i detta arbete. Matriseffekter som tidigare observerats vid 

analys av uriner har misstänkts uppstå till följd av bland annat hög koncentration av 

beståndsdelar i urinmatrisen vilket påverkat jonisering, och skulle kunna tala för att så 

även är fallet hos resultatet för denna metod (23).  

Skulle resultatet av analysen för kodeinglukuronid visa positivt med samtidig 

matrispåverkan på internstandarden hade varken detektionen eller kvantifieringen varit 

tillförlitlig. Men då resultatet visar att matrisens interferens kan minimeras eller 

kompenseras och att kurvan återfår symmetrisk form genom spädning, talar det för att 

denna metod kan vara välfungerande vid kvantifiering. Detta stärks ytterligare av att 

man tidigare sett att spädning kan överkomma effekter orsakade av interferens från 

matrisen. Orsaken tros vara att spädningen minskar mängden matris och därmed späds 

interferensen bort (24).  

Sammantaget pekar det på att metoden trots matriseffekt är välfungerande och enstaka 

matriseffekter som uppkommer kan kompenseras via spädning. Man bör därför 

uppmärksamma kromatogramet hos kodeinglukuronid-D3 extra inför framtida analyser 

för att säkerställa noggrann kvantifiering fri från matrisinterferenser.  

 

4.4. Slutsats 

Metoden för oxikodon på Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro uppfyller uppsatta 

verifieringskrav sett till precision, noggrannhet och riktighet. Metoden anses därför vara 

tillräckligt välfungerande för att användas rutinmässigt vid analys av oxikodon då ett 

underhållsbehov finns på övriga instrument. Utvärdering av metodens matriseffekter 

visade att erhållen interferens kunde minimeras via spädning, och pekar därmed på att 
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Waters UPLC Xevo® TQ-S Micro kan användas för kvantifiering av opioider trots 

matriseffekter.    
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BILAGA 1 – Kalibratorer och internstandard 

 

Tabell I. Tabellen visar kalibratorer inkluderade i stamkalibrator (10/1mg/L) samt dess 

respektive koncentration, leverantör och CAS-nummer.  

Kalibrator Företag CAS-nummer 

Morfin (1000mg/L) Cerilliant 57-27-2 

Morfin-3-D-glukuronid-D3 (1000mg/L) Cerilliant 20290-09-9 

Morfin-6-D-glukuronid-D3 (1000mg/L) Cerilliant 20290-10-2 

Kodein (1000mg/L) Cerilliant 76-58-4 

Kodein-glukuronid-D3 (100mg/L) Cerilliant 20736-11-2 

Etylmorfin (1000mg/L) Cerilliant 76-58-4 

Etylmorfin-6-D-glukuronid (1000mg/L) TRC 168074-32-6 

Oxikodon (1000mg/L) Cerilliant 76-42-6 

6-MAM (100mg/L) Cerilliant 2784-73-8 
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Tabell II. Tabellen visar internstandards samt reagens inkluderade i Stamlösning 1 (10mg/L) 

samt dess respektive koncentration, leverantör och CAS-nummer.  

Internstandard/Reagens Företag CAS-nummer 

Morfin-D3 (1000mg/L) Ceriliant 67293-88-3 

Morfin-3-D-glukuronid-

D3 (100mg/L) 

Ceriliant N/A 

Morfin-6-D-glukuronid-

D3 (100mg/L) 

Ceriliant N/A 

Kodein-D3 (1000mg/L) Ceriliant 70420-71-2 

Kodein-glukuronid-D3 

(100mg/L) 

Ceriliant N/A 

Etylmorfin-D5 (5000mg/L) Ceriliant N/A 

Oxikodon-D6 Ceriliant 152477-91-3 

Metanol  67-56-1 

 

 

Tabell III. Tabellen visar internstandard samt reagens inkluderade i Stamlösning 2 (1mg/L) 

samt dess respektive koncentration, leverantör och CAS-nummer.  

Internstandard/Reagens Företag CAS-nummer 

6-MAM-D3 (100mg/L) Ceriliant 136765-25-8 

Acetonitril  75-05-8 
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