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Resumen 

La citometría de flujo es una técnica de amplia importancia en la investigación biomé-
dica y diagnóstica, que permite el análisis multiparamétrico de poblaciones celulares. 
Se caracteriza por ser altamente sensible y rápida. Asimismo, entre las características 
evaluadas en la población celular de interés resaltan: el tamaño, granularidad, comple-
jidad del citoplasma celular y receptores de superficie que permiten la caracterización 
y diferenciación fenotípica. En los últimos años, se han logrado avances notables en 
esta técnica, lo que ha permitido diferenciar poblaciones celulares de forma más 
específica y subclasificarlas mediante la conjugación de diversos anticuerpos mono-
clonales antígeno-específicos capaces de reconocer un set completo de receptores de 
membrana. A partir de dichos avances, esta técnica ha tomado especial importancia 
en el diagnóstico y seguimiento de enfermedades y anomalías hematológicas, como 
leucemias, síndromes mielodisplásicos, síndromes mieloproliferativos, entre otras. En 
razón de lo antes expuesto, la enfermedad mínima residual presente en la leucemia 
linfoblástica aguda es una población mínima leucémica que se detecta en un pa-
ciente después del tratamiento oncológico suministrado, donde se evalúa la eficacia 
del mismo, el riesgo de una recaída y el proceso de remisión completa por medio de 
varios avances bioinformáticos, como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y 
citometría de flujo. Esta revisión se focaliza en los avances de la implementación de 
citometría de flujo para la detección eficiente de la enfermedad mínima residual en 
pacientes diagnosticados con leucemia linfoblástica aguda.

PALABRAS CLAVE: Citometría de flujo; enfermedad mínima residual; anticuerpos 
monoclonales; leucemia linfoblástica aguda. 

Abstract

Flow cytometry is a technique of great importance in biomedical and diagnostic research, 
which allows multiparametric analysis of cell populations. It is highly characterized by 
being sensitive and fast. Likewise, among the characteristics evaluated in the cell popula-
tion of interest, the following stand out: size, granularity, complexity of the cell cytoplasm 
and surface receptors that allow phenotypic characterization and differentiation. In recent 
years, notable advances have been made in this technique, which has made it possible 
to differentiate cell populations more specifically and sub-classify them through the 
conjugation of various antigen-specific monoclonal antibodies capable of recognizing a 
complete set of membrane receptors. Based on these advances, this technique has taken 
on special importance in the diagnosis, and the monitoring of diseases and hematological 
abnormalities, such as leukemias, myelodysplastic syndromes, myeloproliferative syn-
dromes, among others. Due to the above, the minimal residual disease present in acute 
lymphoid leukemia is a minimal leukemic population that is detected in a patient after 
the cancer treatment provided, where the efficacy of the treatment, the risk of relapse 
and the process of complete remission by means of various bioinformatic advances, such 
as polymerase chain reaction and flow cytometry. This review focuses on the advances 
in the implementation of flow cytometry for the efficient detection of minimal residual 
disease in patients diagnosed with acute lymphoblastic leukemia.

KEYWORDS: Flow cytometry; Minimal residual disease; Monoclonal antibodies; Acute 
lymphoid leukemia.
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ANTECEDENTES

Cualquier tipo de cáncer que afecta a la médula 
ósea, como la leucemia y el linfoma, son un pro-
blema de salud mundial; la más representativa 
es la leucemia con una tasa de incidencia en 
Colombia de 3.6 a 5.2 por cada 100,000 habi-
tantes según GLOBOCAN y Sivigila en 2020.1 
Se caracteriza por la anormalidad en el proceso 
de proliferación y diferenciación celular a nivel 
del linaje linfoide o mieloide y según la etapa 
en la que se encuentra: aguda o crónica.2-5 De 
acuerdo con esto, puede clasificarse en leucemia 
linfoblástica aguda, leucemia mieloide aguda, 
leucemia linfocítica crónica y leucemia mieloide 
crónica.6 Sin embargo, la leucemia linfoblástica 
aguda tiene especial relevancia clínica y diag-
nóstica por ser una de las neoplasias malignas 
con un reporte en el Boletín Epidemiológico 
Semanal del Instituto Nacional de Salud del 75% 
en población pediátrica2 y un 20% en población 
adulta,7 con recaída entre el 40 y el 55% de los 
pacientes en proceso de remisión.2,3

Por consiguiente, la leucemia linfoblástica agu-
da es una enfermedad heterogénea de células 
neoplásicas del sistema hematopoyético2,7 con 
ciertas propiedades celulares que permiten su 
diferenciación y clasificación, como tamaño, 
granularidad, receptores de superficie y com-
plejidad del citoplasma celular, entre otros. 
Estas características favorecen su detección por 
métodos altamente específicos, sensibles, re-
producibles y aplicabilidad, como la citometría 
de flujo (inmunofenotipos), inmunohistología, 
hibridación fluorescente in situ (FISH), citoge-
nética (expresión aberrante de FLT3, NRAS/
KRAS, DNMT3A, IDH1, IDH2 y NOTCH1) y 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR),8-14 
los cuales se implementan en el diagnóstico y 
seguimiento terapéutico de la leucemia aguda 
con 893 casos reportados en 2020.1 A pesar de 
los bajos números de casos reportados, la im-
portancia en Salud Pública emerge del aumento 

de cifras con respecto a recaídas en el proceso 
de remisión completa, originando el término 
enfermedad mínima residual a la aparición de 
células blásticas por debajo del 5% en médula 
ósea,8 difíciles de detectar por medio de un frotis 
de sangre periférica y médula ósea, dando la 
posibilidad de considerar nuevos métodos para 
su detección temprana. 

Por ello, se realizó una recopilación de infor-
mación fiable con el fin de profundizar sobre el 
papel de los inmunofenotipos detectables por el 
método de citometría de flujo, teniendo en cuen-
ta los diferentes parámetros de calidad. como el 
factor de impacto (IF > 3) y el cuartil (Q1, Q2, Q3 
o Q4); es posible calcular los anteriores con la 
página Bioxbio y SCImago, respectivamente, se 
seleccionó la bibliografía durante el periodo de 
enero de 2011 a septiembre de 2021, utilizando 
las palabras clave: enfermedad mínima residual y 
leucemia linfoblástica aguda o solo enfermedad 
mínima residual o citometría de flujo para de-
tección de enfermedad mínima residual/métodos 
de diagnóstico de enfermedad mínima residual. 
Se seleccionaron 60 referencias bibliográficas 
para su análisis y se gestionaron en formato PDF 
utilizando Mendeley, como programa de gestión 
de referencias.

GENERALIDADES

El término enfermedad mínima residual (MRD, 
por sus siglas en inglés) surgió en el decenio 
de 1980, donde se usó por primera vez para 
su detección la microscopia de inmunofluo-
rescencia para el monitoreo de disminución y 
recrecimiento de células malignas en pacien-
tes diagnosticados con leucemia linfoblástica 
aguda; debido a este reconocimiento de cé-
lulas emergentes, se estableció dicho término, 
haciendo referencia a la existencia de blastos 
leucémicos menores al 5% de forma residual 
no detectables por técnicas rutinarias en médula 
ósea, pero con una recuperación completa en 



60

Revista de Hematología 2022; 23 (1)

https://doi.org/10.24245/rev_hematol.v23i1.7207

sangre periférica.9,15,16 El progreso en el uso de 
nuevas técnicas, como la citometría de flujo, 
hace posible la identificación de esta población 
aberrante con sensibilidad de 10-3 a 10-5 y apli-
cabilidad de más del 90% tanto en el linaje B 
(LLA-B) y linaje T (LLA-T), ayudando a estable-
cer la etapa de diferenciación/madurez celular, 
dando lugar a la clasificación o estratificación de 
riesgo de recaída como bajo (0%), normal (47%) 
y alto (94%), donde la persistencia de más de 
10-4 de linfoblastos neoplásicos hace referencia 
a enfermedad mínima residual positiva.9,16-19

El método de citometría de flujo es fundamental 
en la determinación de la presencia o ausencia 
de una célula neoplásica que da como resultado 
una enfermedad mínima residual positiva o ne-
gativa, por medio de características ópticas y de 
fluorescencia usando tres tipos de sistemas, como 
el sistema de fluidos (transporte de las células a 
través de una solución salina tamponada con 
fosfato), sistema óptico (uso de la dispersión de 
luz de forma directa o lateral para medir tamaño y 
granularidad) y sistema electrónico (procesamien-
to y detección de señales)18,20,21 proporcionando 
sensibilidad y especificidad en el análisis celular 
a través de la recolección de estas señales y, de 
esta manera, transformarlas en información he-
matológica importante para predecir una recaída, 
logrando intensificar el tratamiento si el paciente 
así lo requiere. Por tanto, la introducción de este 
método propició el uso de diferentes principios 
inmunológicos, biológicos y físicos, aumentando 
la innovación por medio del uso de paneles de 
anticuerpos monoclonales y fluorocromos como 
marcadores inmunológicos esenciales en la 
identificación precisa de poblaciones de células 
hematopoyéticas cancerígenas,18-22 estableciendo 
la aparición de la inmunofenotipificación moder-
na, capaz de detectar multiparámetros en una sola 
célula. Con respecto a estos avances, la citometría 
de flujo es un paso decisivo en el diagnóstico 
de la enfermedad mínima residual en leucemia 
linfoblástica aguda.18

Por esto, la mayoría de los anticuerpos que 
son utilizados en citometría de flujo, dirigidos 
contra antígenos específicos expresados en 
la superficie celular, proteínas de membrana 
o intracitoplasmática y analizados a la par 
con controles positivos o negativos, como en 
el caso de los marcadores de células T (CD3, 
CD4 o CD8).22,23,24 Debido a que la leucemia 
linfoblástica aguda exhibe típicamente unos 
inmunofenotipos precursores, éstos permiten 
la clasificación de dos subtipos LLA-T y LLA-
B,25 de esta forma, enfocar la detección de la 
enfermedad mínima residual por CMF en un 
análisis de una célula leucémica por 105 leuco-
citos26,27 donde la expresión de antígenos CD10, 
CD3, CD7, CD19, CD20, CD34, CD38, CD45, 
cCD3+ y TdT en células leucémicas puede 
predecir la aparición de la enfermedad mínima 
residual,24,27,28,29 esto difiere según el factor de 
riesgo, como la edad avanzada, el recuento de 
leucocitos, alteraciones genéticas y la respuesta 
a la quimioterapia, lo cual aumenta la probabi-
lidad de recaída en los dos años posteriores al 
diagnóstico, con tasa de supervivencia inferior 
al 25%.9,10,25,30 De acuerdo con esto, el diseño 
de un panel de anticuerpos monoclonales es 
fundamental para la identificación de blastos 
y sus características fenotípicas relevantes, que 
dan resultados significativos en la detección de 
la enfermedad mínima residual. Estos paneles se 
seleccionan en función a la historia clínica de 
cada paciente y la morfología presentada en un 
frotis de médula ósea,21 con el fin de encontrar 
una línea fenotípica acertada; sin embargo, 
hay panales, como el CD34, CD45 y TdT, que 
siempre deben utilizarse, ya que resaltan la 
existencia de una población de blastos en la 
muestra estudiada.24 

MUESTRAS ÓPTIMAS

La médula ósea es la muestra más utilizada a lo 
largo del tiempo para el diagnóstico, clasificación 
y detección de la enfermedad mínima residual en 
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la leucemia linfoblástica aguda);10,16,17,25,26,27,31,32 
sin embargo, se realizaron estudios usando san-
gre periférica, lo que demostró que los niveles 
de enfermedad mínima residual en sangre en 
pacientes diagnosticados con LLA-T eran com-
patibles o 1 log más bajo que en médula ósea y 
en pacientes con LLA-B se detectaron en sangre 
1 a 3 log más bajos que en médula ósea.16,17,31-34 
En consecuencia, la más conveniente para vigilar 
la enfermedad mínima residual independiente-
mente del origen T o B es la muestra de médula 
ósea, aspirado medular o ambos, se recomienda 
recolectar un volumen de 2 a 5 mL para exa-
minar > 5 x 106 células por citometría de flujo 
y obtener un rango de sensibilidad 10-4 células 
blásticas aberrantes.16,35 La muestra de médula 
ósea debe obtenerse de pacientes con proceso de 
remisión o en el momento de remisión completa 
(aproximadamente el día 21 del primer ciclo) y 
durante el curso de la terapia de consolidación 
y mantenimiento,36 ésta debe recolectarse en un 
tubo lila con EDTA (etilendiaminotetraacético) 
que funciona como quelante de calcio y de esta 
manera actúa como anticoagulante21,32,35,37 que 
debe conservarse a temperatura ambiente; de 
acuerdo con el protocolo, estas muestras deben 
incubarse con anticuerpos con alícuotas de mé-
dula ósea seguido de lisis de hematíes (glóbulos 
rojos) con una solución de cloruro de amonio, 
lavado con suero fisiológico o solución salina 
tamponada con fosfato (PBS) para después incu-
bar con los respectivos fluorocromos.35-41

ANÁLISIS DE CITOMETRÍA DE FLUJO 
MULTIPARAMÉTRICO 

El estudio de cada muestra debe analizarse me-
diante una combinación de anticuerpos y colores 
que detecten la viabilidad y presencia de células 
normales o anormales;39 debido a esto los ensa-
yos de ERM requieren una relación señal-ruido 
alta para permitir la separación completa de las 
poblaciones anormales de baja frecuencia de las 
células normales de inmunofenotipo similar.41 

Por esto, se inicia con la exclusión de células 
muertas y desechos celulares por medio de pun-
tos de dispersión frontal de luz (FSC)/dispersión 
lateral (SSC), para así disponer de poblaciones 
de blastos y células maduras en la médula ósea 
(Figura 1), con lo cual se seleccionan los blastos 
como población de estudio.

En este punto, la población de blastos encontra-
da en los gates seleccionados (regiones) pasa a 
la caracterización inmunofenotípica de acuerdo 
con la presencia de antígenos celulares y la ex-
citación de los fluorocromos utilizados, como 
FITC (isotiocianato de fluoresceína), PE (ficoeri-
trina), APC (aloficocianina), entre otros.40 De esta 
manera, continuar con la detección de blastos 
leucémicos; debe compararse la expresión del 
marcador del CD45 con la complejidad o gra-
nulosidad celular (SSC) para diferenciar entre las 
células blásticas inmaduras y maduras que se 
encuentran en la médula ósea.24,28,39,40 Figura 2

Otros marcadores útiles para identificar po-
blaciones de linfoblastos son CD34, CD10, 
CD20 y CD79a que se expresan en gran parte 
en LLA-B y en una minoría de casos de LLA-T, 

Figura 1. Distribución de blastos en muestra de médu-
la ósea por citometría de flujo con el uso de FSC/SSC.
Fuente: elaboración propia.
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respectivamente.24,42-45 El marcador CD4 puede 
usarse en casos con expresión débil o negativa 
de la expresión de TdT,42 debido a que el TdT y 
CD19 se encuentran positivos en al menos el 
95% de los casos de leucemia linfoblástica B y 
en menor proporción de leucemia linfoblástica 
T.24,44,45 Estos inmunofenotipos característicos son 
esenciales en la detección de LLA-B (Cuadro 1), 
por ende, son primordiales en la identificación 
de poblaciones mínimas de enfermedad mínima 
residual, ya que tienen una relación de expresión 
aumentada frente a la mayor parte de los precur-
sores de células B normales inmaduras. Figura 3

En cuanto a la determinación de enfermedad 
mínima residual en pacientes con LLA-T, se 
caracterizan por una expresión anormal de 
CD3 (ausente en la superficie, presente en el 
citoplasma), CD5 (presente o disminuido), CD7 

(aumentado) y CD48 (ausente) en relación con 
las células T maduras (Cuadro 1).24,39,43,44 Sin 
embargo, la existencia de inmunofenotipos 
específicos para su detección no se ha estable-
cido debido al aumento de heterogeneidad de 
los marcadores, provocando un obstáculo en su 
detección. Figura 4

Este enfoque de reconocimiento de marcadores 
inmunológicos (Cuadro 1) en leucemia linfo-
blástica aguda proporciona facilidad para el 
desarrollo de estandarización en el método de 
citometría de flujo que beneficie el diagnóstico 
y la detección de enfermedad mínima residual. 
De esta forma, se destacan combinaciones de an-
ticuerpos, como TdT/CD10/CD34/CD19, CD7/
CD3/CD5/CD45 y CD38/CD10/CD3/CD1945,46 
que son altamente efectivos en casos evaluados 
para remisión.

Figura 2. Expresión de CD45/SSC en población seleccionada de blastos presentes en médula ósea, donde la 
población inmadura está en mayor cantidad. 
Fuente: elaboración propia.
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atención eficiente para evitar recaídas.16,36,49 La 
sensibilidad para la estratificación del riesgo 
(Cuadro 2) tiene diferentes niveles (10-2, 10-3, 
10-4, 10-5), que se correlacionan con un tasa de 
recaída, incluso un nivel bajo de ERM se aso-
ció con un resultado desfavorable, esto puede 
manifestarse con la existencia de más del 5% 
de linfoblastos por morfología o evidencia de 
enfermedad extramedular.50,51,52

Asimismo, se estratifica a los pacientes con 
riesgo normal con enfermedad mínima residual 
≤ 10-2 (< 0.1%) en el día 15 del tratamiento 
suministrado; cualquier paciente que tenga 
más del 10% de blastos leucémicos detectados 
por citometría de flujo en el día 15 de trata-
miento se incluye en el grupo de alto riesgo 
de recaída, de igual forma, los pacientes con 
enfermedad mínima residual ≥ 10-3 (0.1%) en 
el día 33 y su detección continúa en el día 78 
se clasifican en el grupo de alto riesgo y serán 

Cuadro 1. Principales marcadores inmunológicos presentes en la leucemia linfoblástica aguda

Tipo de leucemia linfoblástica aguda  Marcadores inmunológicos 	Referencias	bibliográficas

LLA-B
 

CD20+
CD10+
CD19+
CD79a+
CD45±
CD34+
CD58+
CD22+
CD20+

HLA-DR+
TdT+

16, 23, 24, 33, 35, 36, 39, 40, 41-46, 48, 53, 55

LLA-T
 

CD45+
CD5+
CD7+
CD19+
CD34+
CD99+
CD3-

cCD3+
HLA-DR

TdT±

23, 24, 33, 39, 40, 43-46, 55, 60, 61

Fuente: elaboración propia.

IMPORTANCIA CLÍNICA DE LA 
ENFERMEDAD MÍNIMA RESIDUAL 

La detección de enfermedad mínima residual 
es un fuerte factor pronóstico que identifica y 
estratifica a los pacientes con alto, mediano o 
bajo riesgo de fracaso y efectos del tratamiento y, 
de esta forma, dirigir una terapia adecuada.43,47,48 
Como un indicador temprano de respuesta 
útil en conjunto con las medidas de respuesta 
tradicionales para la monitorización durante y 
después de la terapia en pacientes con enferme-
dad mínima residual positiva que son asociados 
a un mal pronóstico.47

Desde una perspectiva clínica, es necesario 
reconocer el nivel de sensibilidad que puede 
detectarse por citometría de flujo para la estra-
tificación del riesgo y mantener una relación 
entre el protocolo terapéutico con la tasa de 
respuesta y de esta forma proporcionar una 
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Figura 3. Expresión de inmunofenotipos clave en la detección de enfermedad mínima residual de linfoblastos 
leucémicos de linaje B.
Fuente: elaboración propia.
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vigilados después de cada modificación en el 
tratamiento.43,49,50-54,56

Los pacientes con mayor riesgo de recaída de-
ben recibir una terapia adaptada a este riesgo, 

los anticuerpos de doble especificidad, como 
blinatumomab, provocan la activación directa 
de los linfocitos T biespecíficos contra los blastos 
leucémicos que poseen CD19 y linfocitos CD3, 
los CAR-Ts implican un mecanismo similar, en 
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Figura 4. Expresión de los principales inmunofenotipos para la detección de enfermedad mínima residual de 
linfoblastos leucémicos de linaje T.
Fuente: elaboración propia.
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Cuadro 2. Estratificación del riesgo de enfermedad mínima residual por citometría de flujo

Sensibilidad de detección celular 
hematológica 

Niveles de riesgo 	Referencias	bibliográficas

≥ 10-1 o ≥ 10-2 Riesgo alto 43, 48, 49, 52-55, 57, 61

 ≥ 10-3 Riesgo normal  

≥ 10-4 y ≥10-5 Riesgo bajo  

Fuente: elaboración propia.

el que las propias células T de un paciente están 
programadas genéticamente para reconocer las 
células leucémicas, lo que induce una respuesta 
inmunitaria antileucémica.9,49,51,55,56,57,60 También 
el conjugado anticuerpo anti-CD22-fármaco 
inotuzumab ozogamicina que se une a las 
células leucémicas se internaliza y libera una 
citotoxina que destruye la célula leucémica (Fi-
gura 5).49,51,55,56,59 Por el contrario, los pacientes 
con menor riesgo de recaída pueden beneficiarse 

de la reducción del tratamiento, lo que poten-
cialmente ahorra tratamientos innecesarios y 
toxicidades relacionadas.9,49,57-60

Después de proporcionar el tratamiento adecua-
do, debe lograrse una remisión completa que 
requiere la presencia de hematopoyesis de las 
tres líneas celulares con menos del 5% de blastos 
en la muestra de médula ósea y recuperación 
celular en el hemograma periférico con ausencia 
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Figura 5. Mecanismos de terapias prescritas en pacientes diagnosticados con leucemia linfoblástica aguda.
Fuente: elaboración propia.
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de blastos circulantes tanto en pacientes pediá-
tricos como adultos, lo que origina una tasa de 
supervivencia alta.36,51,55 

CONCLUSIONES

Los principales obstáculos para la detección de 
enfermedad mínima residual son su compleji-
dad, alto costo y la necesidad de experiencia 
técnica, que disminuye con la utilización de 
citometría de flujo; ésta se basa en la identifi-
cación de características inmunofenotípicas de 
la leucemia de fácil interpretación para lograr 
un análisis exhaustivo de células individuales 
y otorgar la capacidad de reconocer pequeñas 
subpoblaciones normales y neoplásicas.

A medida que aumenta la sensibilidad y especi-
ficidad en la detección de enfermedad mínima 
residual, se ha favorecido la estratificación de 

riesgo y pronóstico de recaída durante y después 
del tratamiento oncológico, esto es de suma 
importancia clínica, especialmente en pacientes 
positivos y población adulta con tasa de super-
vivencia baja, debido a que pueden reorientarse 
rápidamente hacia un tratamiento adecuado y 
lograr la remisión completa.
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