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Resumen: La deteccion de benzodiacepinas en orina constituye un desafio analitico que
exige métodos instrumentales robustos y estandarizados debido a su diversidad
estructural, a la presencia de metabolitos conjugados y a las interferencias inherentes a
la matriz urinaria. El objetivo de esta revision sistematica fue analizar los métodos
instrumentales para la deteccién de esta sustancia en muestras de orina, identificando su
desempeno analitico y los factores que influyen en su selecciéon. En cuanto a la
metodologia, se realiz6 una revision sistematica de la literatura que siguid el protocolo
PRISMA; ademas, se aplicaron criterios PICOS para estructurar claramente las preguntas
de investigacion. Se analizaron 484 estudios previos publicados entre 2020 y 2025, de las
bases de datos cientificas Scopus y Web of Science, se incluyeron trabajos cientificos de
revistas en cuartiles Q1 y Q2, se aplicaron herramientas de revision de riesgo AMSTAR-
2, SANRA, AXIS Y ROBINS-I. Posteriormente, se incluyeron 43 estudios primarios cuyos
resultados mostraron que la eleccién del método depende de los recursos disponibles, la
capacitacion del personal y el contexto de uso, priorizandose la rapidez en los entornos
clinicos, asi como la sensibilidad y selectividad en toxicologia forense. En conclusion, la
LC-MS/MS se considera el método ideal para la deteccidon precisa de benzodiacepinas,
mientras que los inmunoensayos se limitan a su uso en cribado inicial debido a su
limitada sensibilidad.
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Abstract: The detection of benzodiazepines in urine represents an analytical challenge that
requires robust and standardized instrumental methods due to their structural diversity, the
presence of conjugated metabolites, and the interferences inherent to the urine matrix. The
objective of this systematic review was to analyze instrumental methods for the detection of this
substance in urine samples, identifying their analytical performance and the factors influencing
their selection. The methodology involved a systematic review of the literature following the
PRISMA protocol and applying PICOS criteria to clearly structure the research questions. A
total of 484 previous studies published between 2020 and 2025 from the scientific databases
Scopus and Web of Science were analyzed, including scientific papers from journals in the Q1
and Q2 quartiles. Risk review tools AMSTAR-2, SANRA, AXIS, and ROBINS-I were applied.
After the selection process, 43 primary studies were included, and their results show that the
choice of method depends on available resources, personnel training, and the context of use,
prioritizing speed in clinical settings and sensitivity and selectivity in forensic toxicology. In
conclusion, LC-MS/MS is considered the ideal method for the accurate detection of
benzodiazepines, while immunoassays are limited to their use in initial screening due to their
limited sensitivity.

Keywords: Benzodiazepines, clinical toxicology, enzyme hydrolysis, forensic analysis,
immunoassays, liquid chromatography, mass spectrometry, systematic review, urine.
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1. Introduccion

La deteccion de benzodiacepinas en muestras de orina sigue siendo un desafio analitico debido a la
amplia diversidad de compuestos disponibles, la similitud estructural entre sus metabolitos, las bajas
concentraciones en las que se excretan y las interferencias propias de la matriz urinaria. Estos factores
afectan la confiabilidad de los resultados tanto en entornos clinicos como forenses, donde se requiere
alta sensibilidad, precision y métodos estandarizados. La ausencia de protocolos uniformes y las
limitaciones de algunos procedimientos tradicionales resaltan la necesidad de optimizar las técnicas
instrumentales para asegurar mediciones precisas y reproducibles (Clivillé-Cabré et al., 2024).

Estos son farmacos psicotropicos utilizados cominmente para el tratamiento de problemas de salud
mental, como la ansiedad, trastorno del suefio, depresién y dolor crénico (Brandt et al., 2024; Lape
et al., 2022), actian sobre el sistema nervioso central como moduladores del receptor GABA, (GABARgs)
para regular la senalizacion sindptica inhibidora, produciendo efectos sedantes, hipnoéticos, ansioliticos
y anticonvulsivos (Goldschen-Ohm, 2022). Dada su liposolubilidad, tienen un alto volumen de
distribucion en el cuerpo, que se traduce en concentraciones tisulares mas altas que en la sangre.
Después de su efecto, se metabolizan principalmente en el higado y se excretan por conjugacién
(Edinoff et al., 2021).

En el dmbito clinico, toxicoldgico y forense, la identificacion precisa de estas sustancias es
determinante para evaluar intoxicaciones, monitorear tratamientos, documentar interacciones
farmacologicas y prevenir sobredosis. Asimismo, su deteccion es relevante en investigaciones legales,
muertes sospechosas o delitos que involucran administracion no consentida de sustancias. La
posibilidad de cuantificarlas en matrices biologicas como sangre, saliva u orina permite establecer
relaciones entre exposicion y eventos adversos, aportando evidencia relevante en procesos periciales
(Qriouet et al., 2019).

La mayoria de estos farmacos se absorben completamente tras la administracion oral y alcanzan sus
concentraciones séricas maximas entre 30 minutos y 2 horas. El inicio de accion es casi inmediato con
la administracién intravenosa de alta potencia, como el midazolam y el diazepam (Dubovsky &
Marshall, 2022). El metabolismo de las mismas también varia, la mayoria se oxidan por el citocromo
P450 (CYP) 3A4 y 2C19, con frecuencia a metabolitos activos. Estos metabolitos luego pueden
hidroxilarse a otro metabolito activo. Por ejemplo, el diazepam, el clordiazepdxido y el clorazepato se
oxidan a desmetildiazepam, que tiene una vida media de eliminacion de 120 horas que, a su vez, se
hidroxila a oxazepam (Aly et al., 2024; Dubovsky & Marshall, 2022; Dujardin et al., 2020).

En este contexto, el andlisis de orina adquiere un papel crucial para diferenciar entre el uso médico
legitimo, la desviacion terapéutica y el uso no supervisado, facilitando la evaluacion de adherencia al
tratamiento y la identificacion de patrones de consumo inadecuados (Glover & Allen, 2009). La orina,
por su facilidad de obtencidn, su cardcter no invasivo y su elevada concentracion de metabolitos
durante periodos prolongados, se ha convertido en una matriz fundamental en toxicologia clinica,
monitoreo terapéutico y andlisis pericial. Estas caracteristicas permiten obtener resultados rapidos y
confiables, aspectos clave para la toma de decisiones en distintos escenarios (Jain et al., 2024b).

Los métodos instrumentales para su determinacion han evolucionado notablemente.
Tradicionalmente, se empleaban técnicas como inmunoensayos (ELISA, FPIA) o cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) (Qriouet et al., 2019), pero en los tltimos afos han
ganado terreno métodos mas avanzados como la cromatografia liquida tandem con espectrometria de
masas (LC-MS/MS) y otras variantes de espectrometria, debido a su mayor sensibilidad, especificidad
y capacidad para cuantificar multiples compuestos simultdneamente (Gqamana & Zhang, 2024; Rossi
et al., 2022).
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Un aspecto clave en la seleccidon del método instrumental mas adecuado es el metabolismo de estos
farmacos, pues una gran parte se excreta en forma de conjugados glucuronidos. Por ejemplo, el
lorazepam glucurdnido representa alrededor del 75% del total excretado, mientras que temazepam y
oxazepam alcanzan el 73% y 61%, respectivamente. En consecuencia, la hidrdlisis con 3-glucuronidasa

es indispensable para liberar los metabolitos y mejorar la sensibilidad del analisis (Rossi et al., 2021).

Estas particularidades metabdlicas influyen en el rendimiento de los distintos métodos analiticos.
En inmunoensayos como EMIT o ARKTM HS Benzodiazepine II, los conjugados pueden afectar la
sensibilidad, por lo cual es necesario validar su capacidad de deteccidn tras la hidrélisis (Matsuo et al.,
2024). En técnicas cromatograficas como LC-MS/MS, la liberacion enzimatica y la optimizacion del
volumen de muestra, permiten obtener limites de detecciéon mds bajos y mayor especificidad. Por ello,
los métodos instrumentales deben incorporar procesos de hidrolisis eficientes y garantizar suficiente
selectividad, para distinguir entre formas libres y conjugadas, especialmente en contextos clinicos y
forenses (Rossi et al., 2021).

La preparacion de la muestra es igual de determinante, debido a que la matriz urinaria contiene
componentes que pueden interferir en la deteccién. Técnicas como la extraccion de liquido-liquido
(LLE), la extraccion en fase solida (SPE), QUEChERS o la microextraccion en fase solida (SPME)
permiten concentrar los analitos, eliminar interferentes, aumentar la recuperacién y reducir la
variabilidad asociada a la matriz (Westland & Dorman, 2013).

Pese a los avances instrumentales, se evidencian retos persistentes. Por ejemplo, los inmunoensayos
pueden dar falsos negativos si no incluyen hidroélisis de metabolitos conjugados, como ocurre con
algunos kits comerciales (Ge et al., 2024). Asimismo, la apariciéon de nuevas moléculas sedantes de
disefio requieren métodos actualizados para su deteccién, dado que no todos los laboratorios han
adaptado sus paneles analiticos a estas estructuras emergentes (Wu & Fu, 2023).

Por lo expuesto, el presente estudio tiene como objetivo analizar sistematicamente como se
seleccionan, aplican y desempefian los métodos instrumentales utilizados para la deteccion de
benzodiacepinas en muestras de orina en contextos clinicos y forenses, considerando tanto sus
implicaciones operativas como su relevancia diagndstica.

Las preguntas de investigacion que guian esta investigacion son: (1) ;Cudles son los métodos
instrumentales predominantes para la deteccion de estos farmacos en muestras de orina?; (2) ;Qué
factores influyen en la eleccion y uso de un método instrumental, incluyendo la disponibilidad de
recursos, la formacion del personal y la percepcion de confiabilidad?; y (3) ;Cual es el desempefio
comparativo de los principales métodos instrumentales en términos de ventajas, limitaciones y
pertinencia segtn las necesidades analiticas de distintos entornos laboratoriales?

2. Metodologia

El presente estudio correspondié a una Revision Sistemdtica de Literatura (SLR), siguiendo las
directrices de la declaracion Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA
2020). Este conjunto de normas ayudo a organizar el proceso y a presentar la informacion de manera
clara y transparente (Page et al., 2021).

Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron articulos publicados en inglés y espanol entre 2020 y 2025, hasta la fecha de consulta (24
de noviembre de 2025). Los estudios seleccionados y analizados se centraron en métodos
instrumentales para la deteccién en muestras de orina. Se excluyeron aquellas publicaciones con alto
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riesgo de sesgo, como revisiones narrativas, series de casos con menos de 20 participantes, editoriales,
cartas al editor, resimenes de congresos y estudios que presentaban datos duplicados o con conflictos
de interés significativos. Para guiar la busqueda y la organizacién de la informacion, se utilizo el
método PICOS, detallado en la Tabla 1.

Tabla 1

Criterios considerados para cada componente PICOS

Caracteristica Descripcion
P (Poblacion) Estudios solo en muestras de orina.
I (Intervencioén) Métodos instrumentales analiticos aplicados para la deteccién y cuantificacion.
C (Comparador) No se establecié como criterio obligatorio. Sin embargo, se admitieron investigaciones

que compararan métodos instrumentales entre si.

Exactitud diagndstica, operatividad, sensibilidad, especificidad y aplicabilidad

Resul
O (Resultados) clinica/forense

Estrategia de busqueda

La busqueda bibliografica se realizd en las bases de datos Scopus y Web of Science debido a su
relevancia cientifica y su amplia cobertura médica. Los términos de busqueda se estructuraron en tres
bloques conceptuales: compuesto quimico (benzodiazepines); métodos analiticos (instrumental method,
analytical method, chromatograph); muestra bioldgica (urine). La sintaxis fue adaptada a las
particularidades de cada base de datos centrandose en los campos de titulo, resumen y palabras clave.
En la Tabla 2 se presentan las bases de datos cientificas, la cadena de busqueda empleada y el nimero
de estudios previos encontrados.

Tabla 2

Bases de datos y estrategias de bisqueda

Base de datos Cadena de busqueda Numero de estudios

( TITLE-ABS-KEY ( "benzodiazepin*” ) AND TITLE-ABS-KEY (
“instrumental analysis” OR “instrumental method*” OR "analytical
technique*” OR "chromatograph*” OR "GC-MS” OR "GC/MS” OR "LC-
MS” OR "LC-MS/MS” OR "LC/MS/MS” OR "HPLC” OR "UHPLC"” OR
Scopus “mass spectrometr*” OR "immunoassay*” OR "enzyme immunoassay” OR 292
"ELISA” OR biosensor OR "electrochemical sensor*” ) AND TITLE-ABS-
KEY ( "urine” OR "urinary” )) AND PUBYEAR >2019 AND PUBYEAR
<2026 AND ( LIMIT-TO ( DOCTYPE, "ar”) OR LIMIT-TO ( DOCTYPE
,"re”))

TS=("benzodiazepin*”) ~ AND  TS=("instrumental  analysis” OR
“instrumental method*” OR “analytical technique*” OR chromatograph*
WoS OR "GC-MS” OR "GC/MS” OR "LC-MS” OR "LC-MS/MS” OR 192
"LC/MS/MS” OR HPLC OR UHPLC OR “mass spectrometr*” OR
immunoassay* OR "enzyme immunoassay” OR ELISA OR biosensor OR

“electrochemical sensor*”) AND TS=(urine OR urinary)

Total de estudios 484
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Seleccion de estudios

La figura 1 detalla el proceso de seleccion de estudios PRISMA, que permitid evaluar progresivamente
la evidencia disponible hasta obtener un conjunto sélido y relevante para la revision. En la fase de
identificacion se recuperaron 484 registros provenientes de Scopus y Web of Science, de los cuales se
eliminaron 114 duplicados y 74 estudios de cuartiles inferiores a Q1 y Q2. Tras la depuracion inicial,
luego de la revision de titulos, resimenes y palabras clave, 296 articulos avanzaron a la fase de cribado,
donde se excluyeron 213, por no responder a las preguntas de investigacion o no aportar a los objetivos
del estudio. De los 83 articulos seleccionados para recuperacion del texto completo, 8 estudios no
fueron posibles recuperarlos, por lo cual 75 estudios fueron evaluados en detalle para determinar su
elegibilidad. Finalmente, se excluyeron 32 por presentar alto riesgo de sesgo metodoldgico, resultando
en 43 estudios incluidos en la revision sistematica.

Figural
Diagrama de flujo PRISMA 2020

Identificacion de estudios a través de bases de datos y registros

)
Registros eliminados antes de la
5 ] ] . evaluacion:
S Registros identificados desde: Registros duplicados eliminados (n =
s Bases de datos (n = 2) 114)
& Scopus (n = 292) Registros fuera de cuartiles Q1 y Q2
g Web of Science (n = 192) eliminados (n = 74)
) Registros (n = 484)
— Registros excluidos:
Registros que después de la revision
Redi inad de titulos, resumen y palabras clave
eg';ggs examinados — no contribuyen al estudio ni
(n= ) responden a las preguntas de
investigacion (n = 213)
Estudios solicitados para ,
recuperacion > ESt_UdIOS no recuperados
3 (n=83) (n=8)
©
2
3] y
Estudios evaluados para Estudios excluidos:
elegibilidad _— Registros con un alto sesgo de
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——
\ 4
c
)
] Estudios incluidos en la revision
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Evaluacion del riesgo de sesgo

La evaluacion del riesgo de sesgo se llevo a cabo mediante herramientas metodolodgicas especializadas
segun el disefio de cada estudio. Para los estudios experimentales y observacionales, se utiliz6 la
herramienta ROBINS-I. En este grupo, los 55 estudios experimentales mostraron un predominio de
bajo riesgo de sesgo (36 estudios), mientras que 16 presentaron riesgo moderado y solo 3 fueron
catalogados con alto riesgo. En los estudios observacionales se identifico una distribucion mads
heterogénea, con solo un trabajo cientifico clasificado con bajo riesgo, cinco con riesgo moderado y
cuatro con alto riesgo.

La figura 2 muestra una perspectiva sintetizada sobre los resultados de la evaluacion del riesgo de
sesgo en los estudios. En cuanto, a los estudios transversales, la evaluacion se desarrolld mediante la
herramienta AXIS, adecuada para disefios de investigacion de corte transversal que requieren valorar
la validez del diseno, la claridad de objetivos, la representatividad de la muestra y la calidad del
analisis estadistico. En este grupo, tres estudios demostraron bajo riesgo de sesgo, tres con riesgo
moderado y uno fue clasificado con alto riesgo. Para las revisiones narrativas se emple6 la herramienta
SANRA, la cual evaltia aspectos como justificacion del tema, claridad argumentativa, amplitud de la
literatura revisada y calidad de la presentacion. En este caso, las dos revisiones narrativas incluidas
fueron calificadas con bajo riesgo de sesgo. Finalmente, la revision sistematica incluida fue evaluada
mediante AMSTAR-2, un estdndar reconocido para valorar la calidad metodolédgica de revisiones
basadas en evidencia, este estudio obtuvo una calificacion de bajo riesgo.

Figura 2

Evaluacion del riesgo de sesgo

Revisiones sistematicas o metaandlisis (AMSTAR-2) I

Revisiones narrativas (SANRA) .

Transversal (AXIS) . 3 I

Observacional (ROBINS-I) I 5 -

0 10 20 30 40 50 60

EBajo ' Moderado mAlto

Métodos de sintesis

Para la sintesis de la informacién, se aplico un enfoque combinado de sintesis cualitativa y
categorizacion tematica. Inicialmente, se procedié a una extraccion sistematica de datos mediante una
matriz disefiada bajo el marco PICOS, incorporando variables clave como tipo de muestra, técnica
instrumental, analitos evaluados, pardmetros de rendimiento y aplicaciones clinicas o forenses.
Posteriormente, se realiz6 una agrupacion comparativa de los estudios segtin el método instrumental
predominante, permitiendo identificar patrones en el uso de tecnologias analiticas y su grado de
adopcion en la practica rutinaria. Finalmente, se efectud una sintesis narrativa integrativa, en la que se
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contrastaron las caracteristicas metodologicas, el rigor analitico y las contribuciones practicas de cada
estudio, facilitando la interpretacion de los resultados en relacion con las preguntas de investigacion.

3. Resultados

Caracteristicas de los estudios

La Tabla 3 muestra que la mayor proporcidon de estudios corresponde a publicaciones de la editorial
Elsevier, con 24 estudios, seguida de John Wiley and Sons, MDPI y la Society of Forensic Toxicologists
también con 4 contribuciones cada uno. Springer aport6 tres estudios, mientras que Blackwell
Publishing Ltd, Oxford University Press, Churchill Livingstone y Lippincott Williams and Wilkins
participaron cada uno con un estudio. Esta distribucion editorial demuestra que la evidencia
sintetizada procede principalmente de plataformas con altos estandares de revisién por pares.

Tabla 3

Distribucion editorial de los estudios incluidos en la revision

Publisher Source Cuartil Numero de estudios

Q1 14

Scopus
Q2 6

Elsevier
Q1 2
WoS
Q2 2
Scopus Q1 3
MDPI

WoS Q2 1
Q1 1

Scopus
John Wiley and Sons Q2 2
Wos Q2 1
Society of Forensic Toxicologists Scopus Q1 4
Q1 2

Springer Scopus
Q2 1
Blackwell Publishing Ltd Scopus Q2 1
Churchill Livingstone Scopus Q1 1
Lippincott Williams and Wilkins Scopus Q2 1
Oxford University Press Scopus Q2 1
Total 43

Respecto a la distribucién temporal, la Figura 3 muestra un incremento progresivo en las
publicaciones relacionadas el tema de investigacion. En 2020 se seleccionaron cuatro estudios, en 2021
y 2022 se incluyeron seis estudios por cada afo. La producciéon aument6é durante 2023 con ocho
investigaciones y alcanzd su mayor representacion en 2024, con doce estudios, consoliddandose como
el afio de mayor aporte cientifico dentro del periodo analizado. Finalmente, para el afio 2025 se
incluyeron siete estudios.
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Figura 3

Distribucién temporal de los estudios

14
12 12

10

0
2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026

La Tabla 4 presenta los resultados estructurados bajo el marco PICOS, que sintetiza de manera
sistematica la evidencia obtenida de los 43 estudios incluidos en esta revision. Se integra los elementos
metodoldgicos fundamentales de cada investigacion, tipo de estudio, caracteristicas de la poblacion y
muestra analizada, técnicas instrumentales aplicadas, comparadores empleados y principales
resultados analiticos junto con las aplicaciones clinicas y forenses reportadas. Su estructura permite
identificar patrones comunes, contrastar el desempefio de los diferentes métodos instrumentales y
contextualizar sus ventajas y limitaciones operativas.
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Tabla 4

Matriz de resultados

Autor

Tipo de estudio

Poblacion

Intervencion Comparacion

Resultados

Rausgaard et al.
(2024)

Stelmaszczyk et al.
(2024)

Almofti et al. (2023)

An et al. (2022)

Masood & Veenstra
(2020)

Transversal

Experimental

Experimental

Experimental

Experimental

Dinamarca; 1.903 mujeres
embarazadas.

Muestras de orina hidrolizadas
con NaOH.

Polonia; voluntarios sanos, orina
congelada

Espania; 10 voluntarios (6 con
benzodiacepinas; 2
consumidores de cannabis; 2
sanos); orina sometida a
hidrolisis enzimatica

China; Voluntarios sanos
(tamafo no especificado); orina
preparada por microextraccion

magnética (MSPE).

Muestras clinicas de orina
desidentificadas; orina
hidrolizada vs. orina “dilute and
shoot”.

LC-MS/MS; analisis
multiplex con capacidad

No se menciona comparador
directo, se evaluo el
de diferenciar compuestos desempefio frente a tiras
y minimizar
interferencias.

inmunoquimicas (como
referencia conceptual).

CE-MS. Comparado
conceptualmente con LC-
MS/MS, GC-MS y LC-MS

(métodos de referencia)

SUPRAS-LC-MS/MS
basado en solventes
supramoleculares verdes.

No se menciona comparador
directo.

UHPLC-MS/MS Comparado con LC-MS/MS,
LC-MS, GC-MS, HPLC-
DAD (comparacion
conceptual con técnicas

previas).

LC-MS-sMRM Comparacion explicita entre
analisis con y sin hidrdlisis

enzimatica.

Sin valores numéricos explicitos de sensibilidad o especificidad.
Técnica con alta selectividad, reduccién de falsos positivos y
negativos, deteccién eficiente incluso con multiples farmacos.
Limitacién en orinas muy diluidas (creatinina baja). Util para
vigilancia de consumo durante el embarazo, confirmacién de
screening, evaluacién en contextos de confiabilidad limitada del
autorreporte y andlisis forense de exposicién prenatal

Precision <13%, recuperacion >80%. LOD entre 3.1 y 15 ng/mL;
LOQ comun de 25 ng/mL. Buen rendimiento en selectividad,
precision y linealidad; menor sensibilidad comparado con LC-
MS/MS. Util en anédlisis de drogas en muestras clinicas y post-
mortem; aplicable en entornos con recursos limitados por bajo
consumo de reactivos y rapidez del analisis.

Precision intra/interdia 4-13.7%. Recuperaciéon 70-120%. MLOD
0.06-0.30 ng/mL; MLOQ 0.20-1.00 ng/mL. Alta especificidad y
sensibilidad; efectos de matriz significativos para lorazepam y
clorazepato. Adecuado para monitoreo clinico, deteccion
ampliada en DFSA y aplicaciones forenses por su capacidad para
recuperar multiples compuestos con minima preparacion.

Recuperacion 88-108%. Precision 2.4-15.2%. LLOQ 0.05-0.1
ng/mL; LOD 0.02-0.05 ng/mL. Alta sensibilidad; efecto matriz
entre 0.91-1.03. Ideal para urgencias médicas, screening forense
rapido y contextos donde se requiere alta sensibilidad con
volimenes minimos de muestra.

Recuperacion 70-80%; imprecision +15%. LOQ definido por
CV<20%, sesgo +20%, S/N=10. Riesgo elevado de falsos negativos
sin hidrolisis. Gold standard para toxicologia forense y clinica;
para
permite

cuantificacién analitos

terapéutico y

imprescindible
conjugados;
confirmatorio de alto rendimiento.

completa de

monitoreo screening
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Autor

Tipo de estudio

Poblacion

Intervencion

Comparacion

Resultados

Keung et al. (2023)

Pope et al. (2021)

Magura et al. (2023)

Skov et al. (2024)

Farley et al. (2021)

Sofalvi et al. (2020)

Experimental

Experimental

Transversal

Experimental

Experimental

Experimental

Estados Unidos; Pacientes en
programas rutinarios de
deteccion de drogas y manejo
del dolor; orina.

Australia; 217 muestras de orina
(pacientes psiquiatricos,
emergencias, referrals).

Estados Unidos; 1089 individuos
en tratamiento con metadona;
orina.

Dinamarca; 38 muestras de
orina; orina hidrolizada y
sometida a PPT.

Estados Unidos; 28 muestras de
competencia y 705 muestras de
orina clinica, conservadas con
0.01% de azida de sodio

Estados Unidos; Orina sometida
a hidrolisis enzimatica (-
glucuronidasa); sangre completa
para analisis cuantitativo (casos
forenses).

LC-MS/MS

LC-QTOF

HEIA como screening +
confirmacién por LC—
MS/MS.

UHPLC-MS/MS

LC-MS/MS; preparacion
por precipitacion de
proteinas y filtracion.

LC-MS/MS; alta eficiencia
de hidrdlisis (>95%).

Inmunoensayo (IA) y
version previa del método
LC-MS/MS.

CEDIA (inmunoensayo) y
GC-MS.

IA + confirmacion vs.
prueba directa a definitiva
(LC-MS/MS sin screening

previo).

Cumplimiento comparado
con estandares SOFT;
relacion con métodos LC—
TOF-MS (conceptual).

Evaluado frente a los
requisitos de sensibilidad
para DUID segiin NSC-
ADID y ANSI/ASB.

Sin comparador directo
formal; discusion
metodolodgica frente a
estandares previos.

LLMI 0.05 pg/mL. Mayor sensibilidad y especificidad que IA;
capacidad multiplex que reduce tiempo analitico (de 30 min a 6.7
min). Ampliacién de panel, idéneo para pruebas definitivas en
manejo del dolor, deteccion de sustancias emergentes y analisis
confirmatorio superior a inmunoensayo.

LC-QTOF identificé BDZ en 94% de positivos por CEDIA vs. GC-
MS solo 21%. LOD entre 1-10 ug/L; LOI ~25 ug/L. Capaz de
detectar metabolitos glucurénidos y sustancias no previstas.
Excelente para confirmacion toxicoldgica en entornos clinicos y
forenses; 1til para investigaciones retrospectivas por recuperacion
del full-scan.

LOQ 120 ng/mL. LC-MS/MS mostré mayor sensibilidad, eliminé
falsos negativos e identific6 BDZ especificas que IA no detecta.
Aplica para decisiones clinicas en tratamiento de adicciones,
epidemiologia del uso de este compuesto e investigaciones
forenses donde IA es insuficiente.

LOD 0.0001-2 mg/L; la mayoria en rango bajo. Eficiencia de
hidrolisis 97%. Interferencia enddgena en algunos analitos; ciertos
LOD no cumplian SOFT. Cribado DFSA, toxicologia de amplio
espectro, confirmacién forense, analisis simultaneo sangre-orina
con automatizacién.

LODs entre 1-10 ng/mL seguin analito; estabilidad >80% hasta 12
h; tiempo de corrida de 8 min; alta sensibilidad para
concentraciones bajas. Algunas drogas no se detectaron por estar
por debajo del LOD administrativo. Andlisis forense de drogas
(DUID), DFSA, monitoreo de tendencias de policonsumo, pruebas
post-mortem y analisis de laboratorio de alto rendimiento por su
panel ampliado y eficiencia.

Deteccién simultanea en sangre y orina; hidrélisis altamente
eficiente; capacidad para discriminar entre farmaco padre y
metabolito; Gtil para identificar andlogos y sustancias emergentes.
Casos post-mortem, DFSA, DUID y andlisis toxicolégico integral,
permitiendo interpretacion detallada del metabolismo y deteccion
de sustancias novedosas.
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Autor Tipo de estudio Poblacion Intervencion Comparacion Resultados
Caballero-Casero et Experimental Espafia; 13 voluntarios (5 Extraccién con SUPRAS- Sin comparador directo Precision 2-6% (intra) y 3-8% (inter); recuperacion 84-105%; MDL
al. (2022) hombres, 8 mujeres; 25-79 afos); RAM + LC-MS/MS 0.21-0.85 ng/mL; MQL 0.67-2.79 ng/mL; eliminacion de efectos de
orina real y orina fortificada con matriz; método rapido de un paso. Investigacion forense,
hidroélisis enzimatica. confirmacion toxicolégica, analisis rapido con alta sensibilidad y
minima preparacion.
Pérez Orts et al. Revisién Sintesis de métodos (LC-MS, Comparacion de técnicas Inmunoensayos vs LC— LC-MS/MS y HRMS son los métodos mas sensibles y especificos;
(2023) HRMS, CE-TOF, GC-MS). instrumentales. MS/MS vs HRMS vs GC- IA produce falsos positivos/negativos; HRMS permite analisis
MS. retrospectivo. Limitaciones: falta de estandares y dificultades
metabolicas. Forense (DFSA, DUID), clinica, analisis
retrospectivo, deteccién de nuevos compuestos.
Ge et al. (2024) Experimental Estados Unidos; 258 muestras IA Roche Benz I Roche Benz II, Roche Benz Sensibilidad y especificidad 100% (Roche Benz II) en esta cohorte;
clinicas de orina congelada. comparado con LC— Plus y un LDT validado. CV 0.54-1.12%; corte 200 ng/mL; IA sin hidrdlisis produce falsos
MS/MS; hidrolisis en negativos por glucurénidos. Monitoreo clinico y deteccion.
muestras seglin ensayo.
Li et al. (2025) Experimental Estados Unidos; 200 pacientes LC-MS/MS (dilute-and- Sin comparador directo. Recuperacion  75-126%; CV  0.3-17%; LOQ 0.1-15 ng/mL;
con sobredosis no fatal shoot) supresion i6énica notable en 22 analitos; alta sensibilidad general.
Util en urgencias, vigilancia epidemioldgica toxicoldgica, analisis
rapido multianalito.
Zhang et al. (2024) Experimental China; Muestras de orina MSPE con aerogel MOF- SPE, SPME, MEPS y otros Recuperacion 73.9-114.1%; precision 1.9-7.8%; LOD 0.02-0.11
enriquecidas de voluntarios 199 + LC-MS/MS métodos magnéticos. ug/L; LOQ 0.06-0.33 pg/L; alta sensibilidad y reutilizaciéon del
sanos. sorbente. Analisis forense y clinico; ideal para laboratorios que
requieren métodos “verdes” y econémicos.
Liu et al. (2023) Experimental China; 8 sujetos sanos. LC-MS/MS con dilucién Sin comparador directo Precision <15%, exactitud +15%; LLOQ 1-5 ng/mL; ausencia de
simple interferencias; inestabilidad del metabolito M1 en alto metanol.
Estudios  farmacocinéticos,  biodisponibilidad,  monitoreo
terapéutico, uso potencial en toxicologia ocupacional o deportiva.
Garcia et al. (2021) Revision Estudios de DFSA y DFC Evaluacion de IA, GC-MS, Sistemas inmunoquimicos ~ GC-MS y LC-MS/MS son los métodos mas selectivos y sensibles;
sistematica LC-MS/MS y LC-DAD. vs técnicas cromatograficas.  inmunoensayos fallan a bajas concentraciones y generan falsos
positivos; necesidad de confirmacién obligatoria. Forense (DFSA),
emergencia clinica, investigacion toxicoldgica integral.
Arndt et al. (2024) Observacional Estados Unidos; 1454 casos Tiras reactivas UDS UDS (tiras), ELISA, MS. Sensibilidad 60-85%, especificidad 98.6-99.4%; cutoff 300 ng/mL;

médico-legales (autopsias);
orina post-mortem.

comparadas con ELISA y
MS.

UDS no predice concentraciones sanguineas; alta tasa de falsos
negativos. Triaje rapido en patologia forense; no recomendable
como confirmacién toxicoldgica.
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Lund et al. (2023) Experimental Estados Unidos; 347 muestras IA (Roche HSLDT y Ensayos Roche vs Thermo Sensibilidad 92.1% (Roche) y 100% (Thermo); especificidad >99%;
clinicas de orina (sobrantes). Thermo HS LDT) vs LC— vs LC-MS/MS. estabilidad del reactivo de Roche por 60 dias; Thermo requiere
MS/MS. recalibraciones frecuentes. Pruebas clinicas de cumplimiento y
monitoreo terapéutico.
Tolan et al. (2024) Experimental Estados Unidos; 295 muestras IA (BNZ2, BENZ Plus) vs LC-MS/MS considerado Sensibilidad BNZ2 = 73.4%; especificidad = 95.1%; IA falla en
de urgencias y 191 de monitoreo LC-MS/MS. gold standard. deteccion de clonazepam/lorazepam; posible interferencia de BDZ
de cumplimiento de disefio. Adecuado en urgencias, insuficiente para monitoreo de
adherencia en pacientes crénicos.
Hsu et al. (2023) Experimental Taiwan; Pacientes bajo Extraccion LLE + MSS— Comparado con CZE Recuperacion 66.1-88.9%; precision <6.10%; LOD 2-56 ng/mL;
tratamiento (nimero no CZE convencional, LC-MSy GC- método econdémico y con 123-235x mas sensibilidad que CZE
especificado) MS. tradicional. Monitoreo toxicoldgico, entorno clinico de bajo
presupuesto.
An et al. (2023) Experimental China; Muestras clinicas de SPE con nanofibras + LC-  LLE y métodos SPE previos.  Recuperaciéon 85.1-110.9%; precision <16%; LOD 0.005-0.05
orina y plasma (urgencias). MS/MS ng/mL; ausencia de interferencias significativas. Emergencias
clinicas, analisis toxicolégico forense, deteccion rapida de drogas
criticas.
Abduljabbar et al. Experimental Egipto; Muestras de orina de Hidrolisis enzimatica + Desempefio Recuperacion 98.24-101.94%; precision <1.5% RSD; LLOQ 0.2
(2024) pacientes bajo tratamiento extraccion LLE estadisticamente comparado  pg/mL; selectividad adecuada sin interferencias. Analisis clinico
(diclorometano, con LC-MS/MS (sin de rutina en entornos con recursos limitados.
isopropanol, NH,OH) + diferencias significativas).
espectrofotometria UV-Vis
(colorimetria con MBTH)
Laffafchi et al. (2022) Experimental Iran; Muestras de orina de MSPE con creatina SiO; - Sin comparador directo Recuperacién 92-98%; RSD 3.2-6.2%; LOD 0.36 ug/L; LOQ 0.90
voluntarios sanos Fe;O, + HPLC-UV ug/L; factor de enriquecimiento 79.8. Monitoreo en muestras
bioldgicas clinicas.
Tanaka et al. (2021) Experimental Japoén; 356 muestras de orina de Kits de IA in situ (Triage, Desempefio cruzado entre Sensibilidad baja 0.52-0.59; especificidad 0.99-1.0; reactividad
autopsias. Status, DF8) comparados kits y contra MS. cruzada presente; buena rapidez operativa. Triaje forense rapido
con GC-MS/LC-MS. en escena o en autopsias.
Tanaka et al. (2020) Experimental Japoén; 340 muestras de orina IA DRIVEN-FLOW M7-I1 DEMT7II vs Triage Exactitud 0.88; sensibilidad 0.53-0.56; especificidad 0.99-1;

post-mortem.

y Triage DOA vs GC-
MS/LC-MS/MS.

mejores resultados en muestras antiguas con DFMT7II. Cribado
preliminar forense para determinacion de causa de muerte.
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Jinlei et al. (2020) Experimental China; Orina y sangre de 2 Extracciéon SUPRAS + GC- LLE y SPE tradicionales. Recuperacion 81-103%; precision <10%; LOD 0.06-1.5 ng/mL;
voluntarios sanos y orina blanca MS/MS. LOQ 0.2-5 ng/mL. Toxicologia clinica y forense.
de 8 voluntarios.
Clivillé-Cabré et al. Experimental Espafia; 11 pacientes mujeresen  SPE (SCX) y DLLME + LC- SPE vs DLLME. Recuperacién variable (SPE 9-107%, DLLME 14-86%); MDL 0.1-5
(2024) programa de desintoxicacion. MS/MS ng/mL; MQL 1.25-5 ng/mL. Control toxicoldgico en rehabilitacion
y analisis forense.
An et al. (2021) Experimental China; orina blanca y muestras SPE basada en nanofibras LLE, SPE convencional, Recuperacion 90-113%; RSD 1.3-15%; LOD 0.2-0.4 pg/mL; LOQ
fortificadas. en jeringa + HPLC-DAD microextraccion. 0.4-1 pg/mL; selectividad confirmada. Monitoreo clinico y
deteccion de abuso.
Jain et al. (2024c¢) Experimental India; Voluntarios sanos y casos Extraccion In-tip-FPSE + SPE, LLE, SPME, DLLME. Recuperacién 85-110%; RSD <10%; LOQ 33-41 pug/L; excelente
post-mortem. GC-MS linealidad (R? >0.998). Toxicologia forense, analisis post-mortem,
TDM, extraccion in-situ.
Yang et al. (2020) Experimental China; 10 pacientes tratados con SPE MOF-808-SiO, + Sorbentes C18 y comerciales.  Recuperacién 81-96%; RSD 3-9%; MDL 0.4-0.6 ng/mL; LOQ 1.5-
diazepam. HPLC-VWD 2 ng/mL. Analisis farmacéutico y forense.
Abad et al. (2023) Experimental Iran; muestra de 2 voluntarios DuSPE magnética MOF- Fe-MOF, Co-MOF@Fe-MOF,  Recuperacién 88-98%; RSD 3-7%; LOD 0.26-0.35 ng/mL; LOQ
sanos. on-MOF + HPLC-UV. LC-MS/MS. 0.9-1.2 ng/mL; factor de preconcentracion >600. Andlisis forense,
clinico y ambiental.
Fu et al. (2025) Experimental China; 16 muestras de orina de SPE con biocarbon + LC- SPE (PCX, HLB, MIP) y Recuperacion 78-106%; RSD 0.7-11%; LOD 0.01-0.08 ng/mL; LOQ
pacientes medicados mas orina MS/MS. uSPE. 0.03-0.26 ng/mL; efecto matriz minimo. Monitoreo clinico y
blanca. confirmacion forense.
Li et al. (2020) Experimental China; muestra de pacientes DSPE con ZIF-8 HAP + LLE, SPE, PT-u-SPE. Recuperacion 89-102%; RSD 2-12%; LOD 0.7-1.4 ng/mL; LOQ
tratados. HPLC-VWD. 2.5-5 ng/mL. Deteccién en clinica y toxicologia.
Rossi et al. (2021) Experimental ITtalia; 501 muestras de orina IA ARK™ HS y EMIT® II ARK vs EMIT. Especificidad >0.99; sensibilidad >0.90; EMIT genera mas falsos
auténticas (clinicas y post- vs LC-MS/MS. negativos. Laboratorios clinicos y forenses, confirmaciéon
mortem). toxicoldgica.
Kamal et al. (2025) Experimental Kuwait; 48 muestras de orina. LLE con metanol + LC- Sin comparador directo Exactitud 80-120%; RSD <15%; LOQ 6 ng/mL; LOD 2 ng/mL;
MS/MS (Shimadzu). linealidad r? 20.99. Confirmacion forense, screening y vigilancia
epidemiolégica.
Du et al. (2021) Experimental China; voluntarios medicados SPE ZIF-8 Dt-COOH + Sorbentes comerciales (PLS,  Recuperacion 80-99%; RSD 1.4-8%; LOD 0.3-0.4 ng/mL; LOQ 1.0-

con midazolam mas orina
blanca.

HPLC-DAD.

CX, C18).

1.3 ng/mL. Cribado clinico y criminalistico.
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Le et al. (2025) Transversal Francia; 154 pacientes Desproteinizacion simple LC-HRMS vs Detecta 60-71% mas moléculas que IA; LOI 1-10 ng/mL; alta
hospitalizados en unidad de + LC-HRMS (Orbitrap inmunoensayo. especificidad y capacidad para NPS. Gestién de adicciones y
adicciones. Exploris 120). monitoreo terapéutico.
Ibarra et al. (2025) Revision Orina en multiples condiciones RRLC-MS/MS, UHPLC- Técnicas LC, GC, LOD 0.01-0.5 ng/mL (RRLC); recuperacion 80-98%; DLLME-GC-
(centrifugada, diluida, LLE, con MS/MS, GC-QQQ-MS, electroforéticas y QQQ LOD 1-3 ng/mL para BDZ de disefio. Toxicologia clinica,
hidrolisis). MECC. electroquimicas. forense, DFSA, DUI, andlisis post-mortem y deteccién de NPS.
Jain et al. (2024a) Experimental India; Muestras post-mortem Extraccion con papel SPE-GC-MS clasico. Exactitud 87-105%; RSD <10%; LOD 0.017-0.025 pg/mL; LOQ
(sangre y orina). giratorio (RPD) + GC-MS. 0.056-0.082 pg/mL; EF 67-99%. Toxicologia post-mortem y
analisis de rutina.
Wachetko et al. Experimental Polonia; 25 casos forenses LLE + UHPLC-QqQ- Comparacion metodoldgica ~ LLOQ 10-50 pg/mL; precision <15%; exactitud +15%; sensibilidad
(2022) (multiples fluidos). MS/MS. con GC/LC previos. ultra-traza. Toxicologia forense, casos de DUI/DWI, analisis post-
mortem.
Huppertz et al. Experimental Alemania; Orina enriquecida LLE, perlas magnéticas, Cuatro técnicas de Efecto en cuantificaciéon <15% con estandares isotdpicos; LOD 0.3
(2024) con drogas y marcadores PEG. precipitacion de proteinas, preparacion. 0.5 ng/mL para diazepam/oxazepam; interferencias relacionadas

SPE + LC-MS/MS.

con PEG. Validacién toxicolégica en control de abstinencia y
contextos forenses.
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La Figura 5 muestra un claro dominio de las técnicas basadas en cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas, particularmente LC-MS/MS y sus variantes de alta resolucion, las cuales
concentran mas del 60% de los estudios incluidos y se consolidan como el estandar confirmatorio tanto
en entornos clinicos como forenses debido a su elevada sensibilidad, especificidad y capacidad
multianalito. Las técnicas GC-MS/MS mantienen una presencia significativa, especialmente en
aplicaciones forenses y post-mortem, donde su selectividad para compuestos volatiles y termolabiles
sigue siendo una ventaja operativa. Los inmunoensayos, aunque ampliamente empleados para el
cribado rapido, representan apenas el 11.6% de los estudios y muestran limitaciones importantes,
particularmente frente a metabolitos glucurénidos y benzodiacepinas emergentes. Técnicas
alternativas como HPLC con detectores opticos o métodos espectrofotométricos ocupan un lugar
minoritario y estan vinculadas a laboratorios con restricciones tecnologicas o estudios orientados a
optimizar procedimientos.

Tabla 5

Meétodos instrumentales predominantes

Estudi Aplicacié
Método instrumental S u 108 Porcentaje P 1ca'c1on Nota relevante
mencionados predominante
LC-MS/MS y variantes g
(UHPLC-MS/MS, ~ RRLC- 27 62.8% Clinicoy Alﬁiurémidiimbl:;iii’diace iiiecﬁz
MS/MS, LE-QTOF, Le- o forense giseﬁO' old sthdard conﬁrr};atorio
HRMS) 2 '
Gran selectividad; util para
GC-MS / GC-MS/MS / GC- 6 149, Forense (post-  metabolitos  volatiles; algunos
QQQ-MS ? mortem) métodos emergentes (FPSE-GC-MS,
RPD-GC-MS).
Clinico Alta  especificidad, pero Dbaja
Inmunoensayos (IA, ELISA, . sensibilidad para benzodiacepinas
) 5 11.6% (cribado), . . . .,
CEDIA, HEIA, kits rapidos) forense rapido conjugadas; requieren confirmaciéon
P por LC-MS/MS.
Menos sensibles; combinados con
HPLC con detectores &pticos o . R .
(UV, DAD, VWD) 3 7.0% Clinico SPE/MSP].S, 1.1t11es en laboratorios con
recursos limitados.
lini
Métodos  electromigratorios eIStcl)I;:oos: :Z)ln
(CE-MS, CZE, MECC) vy Sensibilidad intermedia; alternativas
, 3 7.0% recursos . L
Espectrofotometrla / L. economicas; menor uso rutinario.
. , . limitados,
colorimetria (UV-Vis) . L
investigativo

Los inmunoensayos (IA) y pruebas rapidas (Dipsticks) son métodos basicos en muchos laboratorios
debido a su bajo costo y rapidez. Permiten un alto rendimiento de muestras y automatizacion,
requiriendo menos formacién técnica especializada y equipamiento menos costoso que la
espectrometria de masas (Keung etal.,, 2023). Sin embargo, la limitacion mas severa es la baja
reactividad cruzada con metabolitos glucurdénidos. El lorazepam, oxazepam y temazepam se excretan
principalmente como glucurénidos y los inmunoensayos estandar a menudo no detectan estos
metabolitos, resultando en altas tasas de falsos negativos (Ge et al., 2024; Tolan et al., 2024).
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LC-MS/MS supera las limitaciones de los IA y es esencial para la confirmacion y cuantificacion
precisa. Ofrece una sensibilidad superior, con limites de detecciéon (LOD) en el rango de pg/mL o
ng/mL bajos, lo cual es crucial para detectar el uso de dosis tinicas o exposiciones pasadas (Keung et al.,
2023; Wachetko et al., 2022). Permite la identificaciéon inequivoca de sustancias especificas (no solo la
clase de droga) y distingue entre el firmaco padre y sus metabolitos, lo cual es vital para interpretar el
momento del consumo y el metabolismo (Kamal et al., 2025)

A diferencia de los métodos "dilute-and-shoot" (diluir e inyectar) que pueden fallar al detectar
drogas conjugadas, la LC-MS/MS combinada con hidrolisis enzimatica (usando beta-glucuronidasa)
revela concentraciones significativamente mas altas y frecuencias de deteccion mayores al convertir
los metabolitos glucurénidos a su forma libre (Li et al., 2025; Masood & Veenstra, 2020). Es capaz de
detectar simultdneamente docenas de analitos, incluyendo benzodiacepinas clasicas, drogas Z (como
zolpidem) y nuevas sustancias psicoactivas en una sola corrida analitica (Farley et al., 2021; Li et al.,
2025).

La eleccion del método depende del equilibrio entre la necesidad de precision clinica o forense y la
disponibilidad de recursos. En entornos clinicos y de urgencias, se necesita rapidez para la toma de
decisiones médicas inmediatas. Aunque los IA son rapidos, su alta tasa de falsos negativos
(especialmente con lorazepam y clonazepam) puede llevar a diagndsticos erréneos o mala gestion del
paciente (Keung et al., 2023; Tolan etal., 2024). La implementacion de inmunoensayos de "alta
sensibilidad" (con hidrdlisis integrada) se recomienda para urgencias, porque mejora la deteccion sin
sacrificar la rapidez del flujo de trabajo automatizado. Sin embargo, para pacientes en coma
inexplicable o con toxidromas no claros, la LC-MS/MS sigue siendo superior para identificar agentes
especificos que los IA pierden (An et al., 2023).

En toxicologia forense y delitos facilitados por drogas (DFSA), es preciso maximizar la sensibilidad
para detectar trazas de drogas administradas en dosis tinicas (a menudo con ventanas de deteccién
cortas) y defensa legal de los resultados. La LC-MS/MS es indispensable. En casos de asalto sexual
facilitado por drogas (DFSA), las concentraciones en orina pueden ser muy bajas debido al tiempo
transcurrido desde el incidente. Los IA fallan frecuentemente en estos escenarios debido a su baja
sensibilidad para dosis tnicas de flunitrazepam o triazolam (Pérez Orts et al.,, 2023). Ademas, la
capacidad de la LC-MS/MS para detectar benzodiacepinas de disefio que no estan en los paneles
estandar de IA es critica para la resolucion de casos modernos (Keung et al., 2023).

Para hacer la LC-MS/MS mads accesible y sostenible ("quimica verde"), se estan desarrollando
métodos de microextraccion que reducen el uso de solventes y el tiempo de preparacion, manteniendo
alta sensibilidad. Uso de nanofibras de poliestireno, biochar (carbon bioldgico) y marcos organicos
metalicos (MOFs) para la extraccion en fase sélida (SPE), permitiendo limites de deteccion ultra bajos
(pg/mL) y reutilizacion de cartuchos (An etal, 2021, 2023; Fu etal., 2025). Técnicas como la
microextraccion en punta de pipeta (In-tip FPSE) permiten la extraccién in situ y reducen la
manipulaciéon manual, mejorando la precision y reduciendo riesgos bioldgicos (Jain et al., 2024c).

La eleccién y el uso de un método instrumental para la deteccion en orina estan determinados por
un equilibrio complejo entre la precision analitica necesaria, los recursos operativos disponibles y el
contexto clinico o forense de la prueba. La Tabla 6 detalla los factores criticos basados en los estudios
analizados.
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Tabla 6.

Factores que influyen en la aplicaciéon de un método instrumental

Categoria Factores criticos

Descripcion

Limitaciones de los
inmunoensayos (IA).

Percepcién de confiabilidad, Superlo,rldad dela
sensibilidad y selectividad espectrometria de masas (LC-
y MS/MS).

Necesidad de hidrolisis.

Riesgos significativos de resultados falsos negativos
y positivos.

Se considera el "estandar de oro" debido a su
sensibilidad y especificidad superiores.

La confiabilidad depende criticamente del

pretratamiento de la muestra.

Costo y tiempo.

Disponibilidad de recursos y
eficiencia de costos
Consumo de solventes y
sostenibilidad.

Los inmunoensayos son preferidos para el cribado
inicial porque son rapidos, menos costosos y
permiten un alto rendimiento de muestras.

Existe una creciente presion para adoptar métodos
de "quimica verde" que reduzcan el uso de solventes
organicos toxicos y costosos.

Requisitos de habilidad.

Formacion del personal y
complejidad técnica

Alta especializacién para MS.

Los inmunoensayos y las pruebas rapidas (como las
tiras reactivas) requieren poca capacitacion técnica y
no dependen de instrumentos complejos.

La implementacion de flujos de trabajo de LC-
MS/MS requiere personal altamente calificado para
el desarrollo, validacién y resolucion de problemas
de los ensayos.

Entornos de Emergencia.

Contexto de aplicacion
(Clinico Vs. Forense)
Monitoreo de cumplimiento y
forense.

Se prioriza la rapidez (tiempo de respuesta), por lo
que a menudo se aceptan los inmunoensayos a pesar
de sus limitaciones de sensibilidad.

Se requiere alta sensibilidad para detectar niveles
bajos de drogas y alta especificidad para fines
legales.

4. Discusion

Los resultados de esta revision sistematica evidencian que los métodos instrumentales empleados para
la detecciéon de benzodiacepinas en muestras de orina han mantenido una tendencia evolutiva
constante, marcada por el fortalecimiento de las plataformas cromatograficas acopladas a
espectrometria de masas (Garcia et al., 2021; Pérez Orts et al., 2023). Esta perspectiva focalizada revela
que mas del 60% de los estudios clinicos y forenses recientes utilizan LC-MS/MS como método
principal de confirmacion, lo cual coincide con las conclusiones tedricas de revisiones previas, pero
anade evidencia empirica actualizada y sistematicamente evaluada que no habia sido reportada.

En cuanto al desempefio comparativo de los métodos instrumentales, los hallazgos coinciden en
que los inmunoensayos, pese a su rapidez y bajo costo operativo, presentan limitaciones importantes
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cuando se analizan metabolitos conjugados como lorazepam, oxazepam o temazepam. Este fendmeno,
ampliamente descrito por Ge et al. (2024) y Tolan et al. (2024), se explica por la baja reactividad cruzada
de los IA con los glucurénidos, lo que compromete su sensibilidad clinica. Estudios como los de
Magura et al. (2023) y Rossi et al. (2021) resaltan que la ausencia de hidrdlisis conduce a
interpretaciones erroneas y subdiagnostico, situacion particularmente critica en servicios de urgencias,
programas de manejo del dolor y monitoreo terapéutico. En contraste, la LC-MS/MS demuestra un
rendimiento superior en practicamente todos los escenarios evaluados, con limites de deteccion que
oscilan entre el rango picogramo y nanogramo, como lo evidenciaron Wachetko et al. (2022), Farley et
al. (2021) y Li et al. (2025).

Asimismo, los resultados revelan avances significativos en las técnicas de preparacion de muestras,
donde métodos emergentes como MSPE, SUPRAS, biocarbén y sorbentes MOF contribuyen a mejorar
la extraccion y reducir los efectos de matriz. Investigaciones como las de An et al. (2021), Fu et al. (2025)
y Caballero-Casero et al. (2022) demuestran que estas estrategias aumentan la recuperacion,
disminuyen interferencias y permiten limites de deteccién ultra bajos, incluso cuando se busca
cuantificar estos compuestos de disefio o analitos en concentraciones traza. Ademas, estudios como los
de Hsu et al. (2023) y Stelmaszczyk et al. (2024) muestran que técnicas electromigratorias y métodos
alternativos pueden constituir opciones validas en entornos con recursos limitados, aunque su
sensibilidad global contintia siendo inferior frente a la espectrometria de masas.

Por altimo, los factores que influyen en la eleccion del método instrumental reflejan un equilibrio
entre recursos disponibles, formacién técnica, confiabilidad esperada y contexto de aplicacion. En
entornos clinicos y de urgencias, la rapidez es prioritaria, lo que explica el uso persistente de
inmunoensayos (Lund et al., 2023; Tanaka et al., 2021). Sin embargo, en toxicologia forense, analisis
post-mortem y delitos facilitados por drogas, la sensibilidad y selectividad son cruciales, lo que hace
imprescindible el uso de LC-MS/MS o LC-HRMS, tal como reportaron Le et al. (2025) y Pope et al.
(2021). Ademas, la aparicion de benzodiacepinas de disefio exige métodos méas robustos, dado que los
IA no reconocen adecuadamente estas moléculas (Pérez Orts et al., 2023; Wu & Fu, 2023).

En este sentido, la contribucion de esta revision radica en sintetizar el estado del arte y ofrecer un
marco comparativo robusto para fundamentar decisiones metodoldgicas en el analisis de
benzodiazepinas en orina, asi como para evaluar la brecha entre la capacidad analitica regional y los
estandares internacionales. Aunque la mayoria de los métodos identificados requieren plataformas
instrumentales de alta complejidad con disponibilidad limitada en la region, la sistematizacion de
enfoques emergentes y alternativos proporciona opciones accesibles para laboratorios con recursos
restringidos. Ademads, la revision evidencia la necesidad de fortalecer la infraestructura analitica y
promover redes de referencia para confirmacion por espectrometria de masas, lo que resulta clave en
toxicologia clinica, manejo de emergencias y peritaje forense.

Asimismo, se presentan varias limitaciones que deben ser consideradas al interpretar los resultados.
En primer lugar, aunque se empled una estrategia de busqueda en bases de datos de alto impacto, la
inclusion exclusiva de articulos ubicados en cuartiles Q1 y Q2 pudo haber excluido estudios
pertinentes publicados en revistas de menor impacto, limitando potencialmente la diversidad
metodologica. Ademads, la revision se centré exclusivamente en muestras de orina, lo que, si bien
permite una evaluacidn especifica y profunda, limita la generalizacion de los hallazgos hacia otros
tipos de matrices bioldgicas. A pesar de estas restricciones, se ofrece una sintesis amplia, actualizada y
metodologicamente rigurosa del estado del arte en la deteccion instrumental de estos fdrmacos.
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5. Conclusiones

Los resultados de esta investigacion indican que las plataformas basadas en cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas siguen siendo los métodos instrumentales predominantes para la
deteccion de benzodiacepinas. Los inmunoensayos tienen un uso extendido tnicamente como
estrategias iniciales de cribado. Aunque persisten alternativas como GC-MS, métodos
electromigratorios y técnicas dpticas, su aplicacidon se encuentra restringida a contextos especificos o a
laboratorios con capacidades tecnoldgicas particulares.

Los factores que influyen en la eleccion y aplicacion de un método instrumental son la
disponibilidad de recursos, el nivel de capacitacion del personal y el contexto en el que se usa la
tecnologia. En entornos clinicos de alta demanda se prioriza la rapidez operativa, mientras que en
toxicologia forense y monitoreo especializado prevalece la necesidad de sensibilidad y selectividad
elevadas.

En cuanto al desempefio comparativo de los principales métodos instrumentales, los hallazgos
muestran que la superioridad analitica de LC-MS/MS frente a los inmunoensayos es consistente en
todos los escenarios clinicos y forenses evaluados, especialmente en la deteccion de metabolitos
glucuronidos, compuestos de disefio y concentraciones traza. Los inmunoensayos ofrecen ventajas
operativas, pero su limitada sensibilidad y su incapacidad para discriminar analitos especificos
reducen su utilidad mas alld del cribado preliminar. Por lo tanto, la confirmacién con métodos
cromatograficos es indispensable cuando se requiere precision diagnodstica, interpretacion toxicologica
o validez legal.

En conjunto, los hallazgos confirman que la seleccion del método depende de un equilibrio entre
recursos, complejidad técnica y fines clinicos o forenses, estableciendo a LC-MS/MS como el estandar
confirmatorio indispensable para asegurar mediciones precisas, reproducibles y legalmente validas.
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