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Introducción

En la actualidad, las estrategias terapéuticas emplea-
das en el tratamiento de las leucemias y linfomas 
consiguen una elevada tasa de remisiones completas 
(RC), definida como la ausencia de células tumora-
les detectadas mediante técnicas citomorfológicas (lí-
mite de detección del 5%). Sin embargo, muchos pa-
cientes van a recaer de su enfermedad debido a la 
existencia de un pequeño número de células malig-
nas que no son detectadas con la metodología con-
vencional, que es lo que se denomina enfermedad mí-
nima residual (EMR)(1-3). Debido a esto, los enfermos 
son sometidos indiscriminadamente a tratamientos 
de consolidación, incluido el trasplante de progeni-
tores hematopoyéticos, para eliminar la EMR. Ello 
hace que algunos pacientes reciban más tratamiento 
del necesario, mientras que en otros es insuficiente. 
Por tanto, son necesarias técnicas más sensibles que 
permitan evaluar la masa residual de forma más pre-
cisa, lo que posibilitaría realizar tratamientos de con-
solidación adaptados a cada enfermo. 

Entre las técnicas de estudio de EMR inicialmen-
te utilizadas (cultivos celulares, hibridación in situ, 
contenido de ADN, etc.), las dos que se emplean en 
la práctica actual son las técnicas de inmunofenoti-
po mediante citometría de flujo y la técnicas de PCR 
cuantitativas, ya que presentan las características 
esenciales de una técnica de ERM (Tabla 1). 

En este trabajo se revisaran los aspectos metodoló-
gicos de ambas técnicas, así como los resultados clí-
nicos más relevantes en diferentes neoplasias hema-
tológicas donde se utiliza en la toma de decisiones 
terapéuticas, por lo que su empleo es necesario en la 
buena práctica clínica.

Aspectos metodológicos. Técnicas  
moleculares de PCR cuantitativa en tiempo real  
y de inmunofenotipo por citometría de flujo 

Ambas técnicas tienen ventajas e inconvenientes pro-
pios que debemos conocer para aplicar la técnica más 
adecuada en cada caso de acuerdo principalmente 
con el tipo de enfermedad y de laboriosidad y com-
plejidad del análisis, que depende principalmente de 
la diana tumoral que se analice (Tabla 2).

Las dos dianas tumorales empleadas con mayor 
frecuencia en los estudios de PCR cuantitativa son: 
a) el análisis de los reordenamientos clonales de los 
genes de las inmunoglobulinas (Igs) y del receptor de 
célula T (RCT) y b) detección de aberraciones cromo-
sómicas en las que se conocen los oncogenes impli-
cados que dan lugar a regiones quiméricas de fusión 
características de diferentes enfermedades (ejemplo: 
BCR/ABL1, en la leucemia mieloide crónica). Estos 
estudios se pueden realizar bien a partir de ADN, lo 
que facilita el manejo de las muestras al ser un mate-
rial estable (estudios de reordenamientos clonales de 
Igs/RCT y algunas translocaciones cromosómicas, p. 
ej., BCl1/JH o BCL-2/JH) o bien a partir de ARN en 
las translocaciones cromosómicas en las que el pun-
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Tabla 1. Características de las metodologías de estudio de 
EMR en hemopatías*

• Especificidad: distinción entre célula tumoral y normal 

• Aplicabilidad: % de casos en los que se puede emplear el estudio 

• �Sensibilidad y cuantificación: mínimo número de células tumorales que 
pueden detectar al menos una célula tumoral en > 104 células normales

• Reproducibilidad: métodos estandarizados

* Las dos técnicas que cumplen estos requisitos son: el estudio inmunofenotípico 
mediante citometría de flujo multiparamétrica de 6-8 colores y las técnicas 
moleculares de PCR cuantitativa en tiempo real. 

Tabla 2. EMR en hemopatías malignas: comparación  
de las técnicas moleculares (PCR) y citometría de flujo

Técnicas moleculares Citometría de flujo

Rapidez 2-3 días (hasta semanas) Rápida: 1-2 horas

Diana ADN o ARN
(ARN es inestable)

Proteínas/células

Aplicabilidad Depende de la enfermedad
(alteraciones cromosómicas, 
mutaciones genéticas etc.) 

Mayoría de las 
enfermedades 
(aberrancias 
fenotípicas, 

asincronismos 
madurativo, etc.)

Sensibilidad Alta (>1x10–4-6) Alta (>1x10–4-5) 

Exactitud Cualitativa/cuantitativa Cuantificación

Información Todas las células de la muestra 
(o se precisa purificación celular 

previa)

Cualquier 
subpoblación

Complejidad Laboratorios especializados
(Lab pre-PCR y PCR, equipos, etc.)

Laboratorios estándar 
(+ citómetro)
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to de rotura es muy variable y no es posible su de-
tección a nivel ADN, pero que si es intrónico el pun-
to de corte, la traslocación da lugar a la generación 
de genes híbridos (p. ej., BCR/ABL; PML/RARα, etc.) 
que se encuentran en marco de lectura, lo que per-
mite su detección a partir de ARN tras su transfor-
mación a cADN mediante técnica de transcriptasa 
inversa seguida de reacción de PCR (técnica de RT-
PCR)(1-3). Metodológicamente, la primera estrategia 
es más compleja, ya que precisa, para ser específica y 
suficientemente sensible (>1x10–4), la secuenciación 
de las regiones clonoespecíficas V(D)J de cada pacien-
te y posterior diseño de oligonucleótidos específicos 
de las regiones hipervariables CDRIII. Estos oligonu-
cleótidos serán empleados en el estudio de la EMR, 
bien como sondas clonoespecíficas o bien como pri-
mer alelo-específico en una reacción de PCR (ASO-
PCR)(2). Otra limitación del empleo de este marcador 
es la presencia de mutaciones somáticas en los ge-
nes de Igs en los pacientes con síndromes linfopro-
liferativos crónicos (p. ej., linfoma folicular o mielo-
ma múltiple) que dificulta la hibridación correcta de 
los primers consenso. Por el contrario, en los estudios 
de las traslocaciones cromosómicas leucémicas espe-
cíficas, sólo se requiere realizar una o dos reacciones 
de PCR (PCR anidada) empleando primers consenso 
para todos los pacientes. Sin embargo, la primera me-
todología es más específica (menor riesgo de falsos 
positivos por contaminación), ya que no es sólo un 
marcador tumor específico si no también paciente-
específico debido a que las secuencias V(D)J son pro-
pios de cada clon celular de cada paciente. Las técni-
cas iniciales de PCR eran cualitativas (presencia o no 
del marcador tumoral) y no daban información pre-
cisa del número de células tumorales/transcritos, por 
lo que hoy en día la técnica de elección son las téc-
nicas de PCR cuantitativa en tiempo real, existiendo 
protocolos para cada uno de los marcadores tumora-
les empleados. La aplicabilidad de estos dos marca-
dores es diferente, así mientras que la mayoría de las 

proliferaciones linfoide agudas y crónicas, tienen uno 
o los dos marcadores (reordenamiento clonotípico en 
> 85% y/o traslocaciones cromosómicas el 30‑40% 
de los casos), en las neoplasias mieloides, a excep-
ción de la leucemia mieloide crónica (presencia de 
BCR/ABL1 en casi el 100% de los casos), sólo el 30-
40% poseen translocaciones cromosómicas que pue-
den emplearse como marcador de estudio de EMR. 
Esto hace que en las neoplasias mieloides se necesi-
ten marcadores de EMR alternativos, como son la ex-
presión de genes aberrantes o bien genes expresados 
de forma aberrante (hiper- o hipoexpresados) o téc-
nicas de quimerismo hematopoyéticos en los enfer-
mos que han recibido un alotrasplante (Tabla 3). La 
principal limitación de los estudios de PCR cuantita-
tiva es la laboriosidad y complejidad de la metodolo-
gía, por lo que el resultado se puede demorar días (en 
el caso de los reordenamientos de Igs/RCT) y ade-
más exige la necesidad de contar con laboratorios es-
pecializados. 

En relación con la citometría de flujo, sus principa-
les ventajas son: i) su rapidez, ya que permite realizar 
el análisis en horas; ii) que realiza un análisis multi-
paramétrico sobre cada una de las poblaciones de la 
muestra; iii) que almacena los datos para posterio-
res análisis, y iv) que es aplicable en la mayoría de 
los casos, ya que con frecuencia las células neoplási-
cas presentan fenotipos aberrantes que pueden con-
siderarse “marcadores leucémicos asociadas” (Tabla 
4). Sin embargo, esta metodología presenta una se-
rie de limitaciones, como son la ausencia de antíge-
nos tumorales específicos y la posibilidad de que se 
produzcan cambios fenotípicos asociados a cambios 
madurativos o la presencia de varios clones con fe-
notipo diferente durante el tratamiento y evolución 
de los pacientes, lo que dificultaría la identificación 
de la células tumorales. Otro problema añadido es el 
empleo de terapia con anticuerpos monoclonales (p. 
ej. rituximab –Ac Mo anti-CD20– en síndromes lin-
foproliferativos), por lo que deben diseñarse nuevas 
combinaciones de marcadores monoclonales para el 
seguimiento de estos pacientes. Además, las estrate-
gias de CMF empleadas inicialmente tenían menos 
sensibilidad de identificación de células tumorales 
que las técnicas moleculares de PCR. Sin embargo, 
la mejoras técnicas y metodológicas han permitido 
superar estas deficiencias: nuevos citómetros, el in-
cremento del número de fluorocromos (6-8 colores), 
nuevos y más potentes software de análisis, la adqui-
sición de un número mayor de eventos (hasta un mi-
llón), posibilidad de utilizar anticuerpos frente a pro-
teínas de fusión quimérica (Proyecto EuroFlow )(4).

De cualquier forma, independiente de la técni-
ca que se elija, un requisito imprescindible es que se 
empleen metodologías estandarizadas, lo que permi-
te además que los resultados en diferentes laborato-

Tabla 3. EMR en Hemopatías. Aplicabilidad de las dianas de 
estudio por técnicas de biología molecular (PCR cuantitativa 
en tiempo real)

Dianas tumorales Neoplasias linfoides 
(LLA, LNH, etc.)

LMA* LMC

Igs y RCT 90% – –

Traslocaciones**  
(ADN, genes de fusión)

30-40% 30-40% BCR/ABL 
(100%)

* Otros marcadores: expresión de genes (WT-1, EVI1, FLT3, NPM1), quimerismo 
hematopoyético en alotrasplante.** Traslocaciones cromosómicas.
LLA-precursores B: BCR/ABL/t(9;22) –en adultos–, ETV6/RUNX1/t(12;21) –en 
niños– E2A/PBX1/t(1;19), MLL-AF4/t(4;11) y otras alteraciónes de MLL (11q23); 
LLA-precursores T: SIL/TAL1, HOX 11L2 (t(5;14)); LNH-B: BCL2/JH,/t(14;18), 
BCL1/JH/t(11;14); LMA: RUNX1-MTG8-t(8;21)–, CBFB-MYH11-inv(16)/t(16;16)–, 
PML-RARA-t(15;17); otras: MLLT3/MLL-t(9;11)–, DEK/NUP214-t(6;9)–, RPN1/EVI1-
inv(3)/t(3;3)–, RBM15/MLK1-t(1;22)–. 
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rios sean comparables, aspecto éste básico en los es-
tudios multicéntricos y cuando del resultado de EMR 
se derive un cambio en la actitud terapéutica. En re-
lación con las técnicas moleculares, los proyectos eu-
ropeos de estandarización de detección de genes de 
fusión por PCR cualitativa (Biomed-1), cuantitativa 
(EAC program) y de los reordenamientos clonales 
de los genes de Igs y RCT (Biomed-2 y ESG-MRD-
ALL)(3,5,6,7) y los estudios de estandarización en LMC 
(uso de la International Scale [IS], recomendaciones 
del European LeukemiaNet, estudio EUTOS: “Eu-
ropean treatment and outcome study”)(8) son ejem-
plos de esfuerzos que se han realizado para estanda-
rizar estos estudios. Igualmente, a nivel de citometría 
existen diferentes iniciativas para estandarización de 
la metodología (Clinical Cytometry Society, Clinical 
Laboratory Standards Institute, European Leukemia-
Net) y desarrollo de paneles de anticuerpos (Euro-
Flow Consortium)(4,9). Sin duda, estos esfuerzos de 
estandarización permitirán armonizar todos los estu-
dios de EMR y aportar guías para la interpretación 
correcta de sus resultados(1,10).

Aplicaciones clínicas de los estudios  
de enfermedad mínima residual 

En esta sección se revisarán por enfermedades las 
principales aportaciones de los estudios de EMR, ha-
ciendo especial hincapié en aquellas enfermedades 
donde su uso y aplicación tiene implicaciones en la 
práctica clínica diaria.

En la leucemia linfoblástica aguda, los estudios 
de EMR por técnicas moleculares han mostrado, pri-
mero en series pediátricas y posteriormente confir-
mado en serie de adultos, que son útiles en la predic-
ción de recaída identificando grupos de enfermos con 
pronóstico diferente, siendo, además, el riesgo de re-
caída proporcional al nivel de EMR. Estudios poste-
riores empleando técnicas de citometría de flujo han 
mostrado que ambas metodologías obtienen resulta-
dos similares, si bien la sensibilidad de la técnica de 
PCR es superior. Sin embargo, con la mejora en las 
técnicas de citometría, la sensibilidad en algunos es-

tudios es similar(11). En la mayoría de los análisis, el 
nivel de EMR es un factor pronóstico independien-
te, si bien su presencia se correlaciona con subtipos 
citogenéticos/moleculares y, en menor medida, con 
datos clínicos a la presentación. En consecuencia, los 
estudios de EMR en la actualidad constituyen una 
herramienta fundamental para identificar pacientes 
con un alto riesgo de recaída y, por tanto, ser sub-
sidiario de medidas terapéuticas diferentes (p. ej., 
cambio de régimen quimioterápico incluido el em-
pleo de trasplante de progenitores hematopoyéticos, 
utilización de nuevas drogas o bien empleo preem-
tivo de infusión de linfocitos en pacientes sometido 
a alotrasplante). Igualmente, estos estudios también 
identifican pacientes con bajo riesgo de recaída y, por 
tanto, que no deben recibir tratamientos intensivos 
innecesarios. Sin embargo, es necesario confirmar es-
tos resultados en estudios clínicos aleatorizados con 
estudios de EMR analizada mediante técnicas estan-
darizadas(12). En este sentido, en la actualidad existen 
varios estudios prospectivos en marcha que estratifi-
can a los pacientes de acuerdo al nivel de EMR y se 
les asigna un tratamiento distinto según su grupo de 
riesgo, lo que, de confirmarse su utilidad, permitirá, 
en un futuro, administrar tratamientos individualiza-
dos y mejorar el pronóstico de estos pacientes. 

En las leucemias mieloblásticas agudas, el mar-
cador guía empleado como diana tumoral en la ma-
yoría de los estudios de EMR, ha sido el análisis me-
diante RT-PCR de las traslocaciones cromosómicas 
más frecuentes(1,13) (Tabla3). Estos estudios han mos-
trado la utilidad de la EMR para identificar pacientes 
con peor supervivencia y detectar de forma precoz la 
recaída molecular antes de que se produzca la recaí-
da clínica, lo que permite aplicar tratamiento preem-
tivos. Además también han mostrado cómo la cinéti-
ca de recaída es diferente según la translocación (más 
rápida en LMA t(15;17) que en inv(16) o t(8;21)(14). Sin 
embargo, estas traslocaciones permiten el estudio en 
el 30-40% de todas las LMA. Esto hace que se ne-
cesiten métodos de EMR alternativos, entre los que 
se encuentran los estudios de mutaciones tumorales 
(p. ej., mutaciones del NPM1) o bien expresión de 
genes que, o bien no son expresados en células he-

Tabla 4. EMR mediante citometría de flujo. Características fenotípicas que se pueden utilizar para identificar “fenotipos leucémicos”

Fenotipos aberrantes

Expresión aberrante de línea Asincronismo madurativo Ags sobre-/infraexpresados Light scatter anormales

Ags linfoides en LMA CD13+/CD19+/79a+ CD10+++
Células de tamaño anormal 

Ags mieloide en LLA MPO+/CD19+ CD34+++

Fenotipos ectópicos Proteínas tumor-específicos

Linfos B CD10+ en SP 
Proteína de fusión BCR/ABL 

Células CD10+/CD19+ en LCR
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matopoyéticas normales (p. ej., gen PRAME) o bien 
las células tumorales presentan hiperexpresión de los 
mismos (p. ej., gen WT1)(1,14) (Tabla 2). Los estudios 
preliminares empleando estas dianas tumorales iden-
tifican pacientes con pronóstico diferente, sin embar-
go estos resultados deben validarse en otras series de 
pacientes. Las técnicas de citometría de flujo también 
se han demostrado útiles para identificar pacientes 
con diferente pronóstico, si bien el número de estu-
dios es claramente inferior y los resultados son me-
nos consistentes debido, en parte, a la dificultad de 
identificar de forma específica los blastos mielodes(3). 
Sin duda, los esfuerzos de estandarización del grupo 
de Euro Flow (4,9) y las mejoras técnicas de la CMF au-
mentarán el valor predictivo de la CMF en LMA.

En la leucemia mieloide crónica, antes de la in-
troducción de los inhibidores tirosin kinasa (ITK), el 
estudio de EMR estaba restringido a los pacientes so-
metidos a alotrasplante, ya que en el resto de pacien-
tes la respuesta hematológica y citogenética era su-
ficiente para evaluar a los enfermos(16). Sin embargo, 
la alta eficacia de tratamiento actual con ITK consi-
gue que la mayoría de los pacientes alcancen la res-
puesta citogenética lo que obliga a disponer de méto-
dos de cuantificación más sensibles. La cuantificación 
del gen de fusión BCR/ABL mediante PCR cuantitati-
va en tiempo real ha demostrado en numerosos estu-
dios que la cinética de disminución del transcrito tu-
moral y el grado de respuesta alcanzada (respuesta 
molecular mayor y completa) se correlaciona con la 
supervivencia libre de progresión. Además, permite 
establecer criterios de respuesta clínica (no respues-
ta, subóptima y óptima) según el número de trans-
critos detectados que permite ajustar el tratamiento 
del paciente a su riesgo (aumento de dosis de ITK, 
necesidad de emplear ITK de 2.ª generación, indicar 
alotrasplante, etc.) y orientar la necesidad de llevar 
a cabo estudios biológicos (p. ej., realizar estudio de 
mutaciones de ABL1 si existe un incremento de co-
pias)(1,8,16). Sin embargo, aún existen algunas deficien-
cias como variaciones metodológicas entre los dife-
rentes laboratorios o criterios distintos para indicar 
estudios (cribado de mutaciones si incremento de co-
pias de 10 vs. 2,6 veces), por lo que son necesarias 
medidas correctoras que validen los resultados de los 
diferentes laboratorios (p. ej., empleo de la Escala In-
ternacional)(8).

En los síndromes linfoproliferativos crónicos,  
incluyendo linfomas del manto, folicular, leucemia 
linfática crónica, tricoleucemia y mieloma múlti-
ple, diferentes estudios han mostrado el valor pro-
nóstico del estudio de EMR analizada por técnica de 
ASO‑PCR(1,17-20). Más recientemente, las técnicas de 
citometría de flujo, cuando se emplean al menos 4-8 
colores, han mostrado ser de utilidad principalmente 
en el linfoma del manto, leucemia linfática cónica y 

mieloma múltiple(18- 20) e incluso, en la LLC, dado que 
es una técnica más simple y emplea una estrategia 
común y no paciente-específica como la ASO-PCR, 
se considera la técnica de elección (3, 19).

Conclusiones

En la actualidad, la información proporcionada por 
los estudios de EMR en algunas hemopatías malig-
nas constituye un factor pronóstico independiente 
añadiendo valor a otros parámetros clínico-biológi-
cos, tanto en hemopatías agudas como crónicas. Su 
valor en el seno de estudios clínicos controlados ha 
hecho que su resultado, obtenido en determinados 
momentos evolutivos, sea tenido en cuenta para la 
toma de decisiones terapéuticas en el diseño de los 
nuevos protocolos terapéuticos en determinadas en-
fermedades (p. ej., LLA). Así el nivel de EMR permi-
te modular la intensidad y la duración del tratamien-
to, elegir el momento más adecuado para indicar 
un auto- o alotrasplante, así como aconsejar ciertos 
tratamientos que sólo son eficaces cuando el nivel 
de EMR está por debajo de niveles clínicos. Igual-
mente permite detectar de forma precoz la reapari-
ción de células neoplásicas, lo que permite utilizar 
terapias preemtivas que son más eficaces para con-
trolar la enfermedad que cuando la enfermedad ha 
recaído de forma clínica. Sin embargo, un aspecto 
imprescindible de estos estudios es la estandariza-
ción de la metodología que se está empleando no 
sólo en cada laboratorio, sino mediante estudios de 
control de calidad en todos los laboratorios que par-
ticipan en estos estudios de EMR. Además, en algu-
nas hemopatías es necesario confirmar estos resulta-
dos en estudios clínicos aleatorizados con estudios 
de EMR analizada mediante técnicas estandarizadas. 
Por otra parte, en algunas hemopatías queda aún por 
definir de forma clara el nivel de EMR con significa-
ción clínica, así como el calendario y tipo de mues-
tra a analizar (MO o SP). En resumen, estos estudios, 
de manera óptima deberían permitir, en un futuro 
próximo, individualizar el tratamiento de cada pa-
ciente y, así, continuar la terapéutica o modificar-
la en favor de otras alternativas, cuando se detecta-
ran células residuales, o suspender el tratamiento de 
mantenimiento con el fin de evitar toxicidad añadi-
da, cuando se pueda demostrar que en un paciente 
no queda EMR.
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