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RESUMEN 

Antecedentes. Las leucemias son las formas más comunes de cáncer en la 

población pediátrica . El tratamiento de LAL ha cond icionado un incremento tanto 

en la supervivencia, como el porcentaje de pacientes en remisión completa 

continua. La EMR consiste en la persistencia de un clon anormal, aún en niveles 

bajos , durante o tras finalizar el tratamiento, tiene significado pronóstico ya que 

pred ice la recaída de la enfermedad y su presencia nos ayuda a plantear 

estrategias terapéuticas. Las técnicas utilizadas son: a) citometría de flujo , b) RQ

PCR basada en la cuantificación de enfermedad mínima residual asociado fus ión 

de los genes y translocaciones cromosómicas e) Análisis de los reordenamientos 

clonales de los genes de lg y TCR como marcadores molecu lares. 

Objetivo. Determinar la utilidad diagnóstica de las técnicas para la detección de 

EMR en LAL en pacientes ped iátricos. 

Resultados. Se identificaron diez estudios a partir de la búsqueda, con un total 

de 1727 niños (0-18 años) .Los años de publicación incluyen del año 1999 al 2005. 

Con un total de muestras tomadas de 3544, a las cuales se rea lizó CF a 3233, 

RQ-PCR para la detección de traslocaciones más comunes en pediatría (t 

.(1 :19)/E2A-PBX1 , t/12:21 )/TEL-AML 1, t (9:22)/BCR-ABL, t (4:11/MLL-AF4) a 1016 

y RQ-PCR para análisis de reordenamientos clonales de lg y TCR a 2052. Así 
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como utilizando 2 métodos CF y RQ-PCR para detección de translocaciones a 

1016; CF y RQ-PCR para análisis de reordenamientos clonales de lg y TCR a 

1775. El método por RQ-PCR para análisis de reordenamientos clonales fue más 

sensible y especifico con razón de verosimilitudes positivos mayores a 10, 

encontrándose con valores moderadas a la CF. 

Discusión. Las tres principales técnicas proporcionan información de EMR 

aparentemente con niveles idénticos. Un 70-80% de las mediciones de EMR 

muestra niveles de 10 -3 ambas técnicas parecen dar resultados comparables . Sin 

embargo, en las muestras con los niveles de EMR S10 -3 , se han encontrando 

muchas discrepancias entre las técnicas, lo que dificulta el reconocimiento de los 

pacientes de bajo riesgo. Por consiguiente, el uso de diferentes técnicas para la 

medición de EMR en un paciente dentro de un mismo protocolo de tratamiento 

debe evitarse. 

Conclusiones. La detección EMR deberá incluirse en todos protocolos de 

tratamiento de LAL, ya que la EMR proporciona datos hasta el momento que la 

mayoría presentan in vivo de la respuesta al tratamiento, que da al clínico un 

mejor conocimiento y control en los distintos pacientes. 

La introducción de nuevos métodos, orientados a crear tratamientos específicos 

así como aplicaciones adicionales en la monitorización de EMR junto con los 

estudios de colaboración internacional son necesarios para garantizar que todos 

los laboratorios de diagnóstico para EMR hablen el mismo idioma. 
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ANTECEDENTES 

IMPACTO EPIDEMIOLOGICO 

Con exclusión del periodo neonatal , el cáncer de la infancia es la causa de muerte 

más común en personas menores de 15 años de edad en Estados Unidos. 

Anualmente se diagnostican unos 6000 a 7000 casos nuevos de cáncer de la 

infancia en este país para dar una incidencia general de 126 casos por millón de 

niños menores de 15 años de edad . En la perspectiva ind ividual . 

aproximadamente en uno de cada 600 niños se elaborará diagnóstico de alguna 

forma de cáncer antes de los 15 años de edad (ll . 

Las leucemias agudas son neoplasias hematológicas que se caracterizan por la 

proliferación y el crecimiento incontrolado de células linfoides o mieloides 

inmaduras. Las leucemias son las formas más comunes de cáncer en la población 

pediátrica , en donde constituyen entre 30 a 34% de todos los casos nuevos 

diagnosticados, o sea aproximadamente 2000 casos nuevos cada año, de los 

cuales 80% corresponde a leucemia linfoblástica y 20% restante a la leucemia 

aguda mieloide. La incidencia anual (por millón de habitantes) para la LAL es de 
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30.9 y de 5.6 para las LAM. La LAL muestra una mayor incidencia entre los dos y 

seis años de edad y afecta con más frecuencia el género masculino que al 

femenino <
2

> . 

En la República Mexicana la tasa de mortalidad para todas las neoplasias 

malignas, aumentó significativamente de 28.1 x 100,000 habitantes en 1955 a 52.6 

x 100,000 habitantes en 1995, pese a un descenso en la tasa de mortalidad total 

de 1319.2 x 100,000 habitantes en 1955 a 472 x 100,000 habitantes en 1995. 

Para 1996 la tasa de mortalidad por cáncer se había incrementado a 53.6 x 

100,000 habitantes, lo que representaba un incremento del 3 % en comparación 

con 1995. La tasa de mortalidad por cáncer en niños menores de 15 años de 

edad en la República Mexicana varió de 46.8 por 1000,000 de niños en 1980 a 

56.3 x 1000,000 de niños en 1995 lo que representó un incremento de 20.3 %, no 

obstante un descenso en la tasa de mortalidad en niños menores de 15 años de 

edad del 30 % <, ·2· 5> . 

En un estudio multicéntrico de hospitales de la Ciudad de México en donde se 

analizaron 4956 casos de neoplasias malignas registradas en el período de 1980 a 

1991 , se documentó que las neoplasias más frecuentes fueron las leucemias con 

1706 casos (34.4 %). siendo la LAL la forma más usual con 1421 casos (83.3 %), 

seguida de la LAM con 271 casos (15.9 %) y otras variedades de presentación 

poco frecuentes (0.8 %). Las leucemias y los linfomas son los tipos de cáncer y 

de muerte más frecuentes en niños menores de 15 años de edad <S> . En un 

informe reciente se reportó un incremento en la incidencia anual de LAL de 7.75 

en 1982 a 22.19 en 1991 .(7) 

En el Instituto Nacional de Pediatría se registraron 179.480 nuevos pacientes 

pediátricos en el período comprendido entre 1980-1995, de los cuales 4,076 (2.2 

%) correspondían a niños con cáncer y entre los cánceres durante la infancia las 

leucemias constituyeron el grupo más frecuente con 1.427 casos (57.7 %) . En el 
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grupo de las leucemias, las leucemias agudas fueron las más frecuentes, 

registrándose 1,169 casos (81 .9 %) con LAL y 258 (18 %) con LAM (1·
2 ¡. 

Estos datos son similares a los observados en el Servicio de Hematología en el 

período comprendido entre 1987-1997 en donde evaluamos 863 casos de 

leucemia aguda de reciente diagnóstico, de los cuales 704 fueron registrados 

como LAL (81.6 %) y los restantes 159 (18.4 %) como LAM (1·
2

) . 

Durante las dos últimas décadas se han experimentado constantes modificaciones 

en el tratamiento de la LAL en la niñez, lo que ha condicionado un incremento 

tanto en la supervivencia , como en el porcentaje de pacientes que continúan 

evolucionando en remisión completa continua, más de 5 años después de la 

elaboración del diagnóstico inicial. (S.7) 

A pesar de estos notables progresos, los resultados no han sido igual de 

espectaculares en todos los niños, ya que entre el 5-1 O % de los pacientes no 

respondieron o respondieron muy pobremente al tratamiento de inducción , nunca 

entraron en remisión y fallecieron rápidamente y entre 20-30 % recayeron 

eventualmente de su proceso y fallecieron también . 

Fue esta discrepancia en el comportamiento, no obstante la util ización de los 

mismos o similares esquemas terapéuticos, el factor determinante que permitió en 

la década de 1970 la caracterización y posterior sistematización de algunas 

propiedades demográficas clínicas y hematológicas de cada grupo en particular. 

Aquellas propiedades que se encontraron asociadas con mayor frecuencia al 

grupo de pacientes con buena respuesta al tratamiento, se consideraron que 

ejercían una influencia pronóstica favorable y sirvieron como patrón o marco de 

referencia para caracterizar los rasgos distintivos asociados al grupo de pacientes 

con mala respuesta al tratamiento (factores considerados como de influencia 

pronóstica desfavorable). (3·
8l 

9 



En la actualidad, la mayoría de los centros especializados emplean los factores de 

riesgo generalmente aceptados, como base para estratificar a los pacientes en 

grupos de riesgo diferente y utilizan protocolos terapéuticos diferentes y "adaptan" 

el tratamiento según los distintos grupos de riesgo. Los pacientes del grupo de 

"riesgo alto" suelen recibir un tratamiento más intensivo, mientras que los 

pacientes del grupo de "riesgo habitual o bajo", suelen recibir una quimioterapia 

"atenuada" de la misma eficacia, es decir, sin disminución del potencial ~urativo 

pero con mínima toxicidad, en un intento por disminuir la morbilidad aguda y 

retardada asociada con los tratamientos más enérgicos. (3·
8

·
9
> 

Cuadro 1. Factores pronósticos de LA L. 

1.Edad 

2.Género 

3.Magnitud y distribución 
de la carga tumoral 

• 1 Leucocitos 
•2 Visceromegalias "masivas· 
•3 Tumor mediastinal 
•4 Infiltración testicular 
•5 Infiltración renal 
•6 Infiltración SNC 

4.Ciasificación citomorfológica 

S. Clasificación inmunológica 

6.Ciasificación citogenética 

?.Respuesta al tratamiento 
de inducción 

B. Estado nutriciona l al diagnóstico 

Favorable 

1- 10 años 

Femenino 

< 10 X 109/L 
Ausente 
Ausente 
Ausente 
Ausente 
Ausente 

FAS L1 

LAL "común" 

Alteraciones numéricas: 
Hiperdiploidia >50 
Alteraciones estructurales: 
t(1 2:21 ) 

MO = M1 (<5% blastos 
en el dia 14) 

Normal 

Desfavorable 

< 1, > 10 años 

Masculino 

50 X 109/L 
Presente 
Presente 
Presente 
Presente 
Presente 

FAB L2, L3 

LAL Tipo T , "B" 

Alte raciones numéricas: 
Hipodiploidia < 46 
Alteraciones 
es tructurales : 
t(9;22), t(4;11 ) 
t(1;19), t(8;14) 
t(1 1 ;14) 
MO = M3 (>25%blastos 
en el dia 14) 

Deficiente 

La proporción de pacientes que permanecen en remisión completa ininterrumpida 

después del cese electivo de la quimioterapia, es tal vez el mejor indicador de la 

eficacia del tratamiento antileucémico utilizado. 
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El sitio mas frecuente de recidiva de la LAL es la médula ósea. En la mayor parte 

de los casos es posible lograr una segunda remisión , sin embargo la mayoría de 

los pacientes sufren una recidiva subsiguiente y acaban por morir eventualmente 

de la enfermedad. Los niños que después de terminar un tratamiento completo 

recaen en algún momento mientras ya no reciben quimioterapia, tienen mayores 

probabilidades de lograr una segunda remisión completa que si su recaída hubiera 

ocurrido mientras estaban sometidos a quimioterapia. (3·
4

> 

El mejor pronóstico en general suele observarse en pacientes cuya primera 

recidiva ocurre en un plazo mayor de 12 meses después del cese electivo de la 

quimioterapia. Sin embargo los enfermos cuya recaída aparece en un plazo mayor 

de 6 meses después del cese electivo del tratamiento inicial , también tienen mejor 

pronóstico que los que recaen estando en tratamiento o poco después de su 

interrupción. (1·
8

·
9

> 

Con cada recaída medular siguiente, las probabilidades de lograr una remisión 

completa así como la duración de la remisión irán disminuyendo. 

En este sentido, la detección de enfermedad mínima residual (EMR) constituye un 

procedimiento de gran interés con objeto de adecuar lós requerimientos 

terapéuticos y además en algunos casos puede tener una clara trascendencia 

pronóstica 1
· 
2

. 

La EMR consiste en la persistencia de un clon anormal , aún en niveles bajos, 

durante o tras finalizar el tratamiento. La EMR tiene significado pronóstico ya que 

puede predecir la recaída de la enfermedad y por este motivo, conocer su 

presencia nos puede ayudar a plantear estrategias terapéuticas para prevenirla s. 
11 
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Detección de la EMR en las leucemias agudas infantiles 

La definición convencional de remisión completa morfológica en la leucemia aguda 

infantil implica la presencia de blastos inferior al 5% en una médula ósea 

normocelular y la recuperación hematológica completa en sangre periférica. Este 

procedimiento clásico, si bien muy útil y en plena vigencia, es poco sensible para 

detectar enfermedad residual. 

Mediante el empleo de las actuales técnicas para determinar EMR, que tienen una 

sensibilidad 1 00 veces superior a la citomorfologia, es posible identificarla en 

numerosos pacientes en remisión . La introducción de estas técnicas ha conducido 

a una nueva definición de remisión en las leucemias según la cual podría 

considerarse remisión hematológica cuando no se detecta EMR con un umbral de 

1 x 10-4 (0,01% de células leucémicas del total de células nucleadas de la médula 

ósea) 10. 12. 15. 17. 1s_ 

Técnicas de detección de la enfermedad mínima res idual 

Las técnicas de estudio para detectar EMR deben cumpl ir unos requis itos previos 

para poder ser considerados útiles . Dichos requisitos incluyen una elevada 

sensibilidad , especificidad, reproducib ilidad y aplicabilidad de la técnica . 

Las técnicas más comúnmente utilizadas dependiendo de cada caso son: 

• Citometría de flujo 

Tecnología util izada para analizar y definir el perfil inmunofenotípico de las células 

neoplásicas y establecer así la presencia de fenotipos aberrantes. Posee una 

sensibilidad superior a 1 x 10-4, es decir, es capaz de detectar una célula tumoral 

entre 10.000 células normales 9
· 

13
'
1s 

La cuantificación precisa es una característica inherente de la citometría de flujo . 

Hasta ahora, la realización de los inmunofenotipos se basa en el uso de 

fluorocromos usualmente con 3 a 4. 
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• RT-PCR (Trascripción inversa acoplada a la reacción en cadena de la 

polimerasa) 

La PCR es una técnica molecular que permite amplificar secuencias específicas 

de ADN o ARN expresadas en las células tumorales, multiplicando por 100 el 

número de copias que podemos obtener de un determinado fragmento de ADN. 

Con la RT-PCR, se puede analizar el ARN de transcripción expresado en dichas 

células. Esto nos permite el estudio de los genes alterados por translocaciones 

primarias y de otros genes característicos asociados a determinados tipos de 

tumor. Posee una sensibilidad que se sitúa entre 1 x 104 y 1 x 1 o·6 6
· 

8
· 
16 

Después de numerosos estudios de un solo centro, y la unificación de los primers 

y protocolos para la transcripción reversa (RT)-PCR para la identificación de las 

más frecuentes transcripciones de fusión LAL: t(1 , 19) (q23;p13) con la fusión del 

gen E2A-PBX1 , t(4 ,11)(q21;q23) con la fusión del gen MLL-AF4 , los dos tipos 

principales de t (9, 22)(q34;q11) con la fusión del gen BCR-ABL, t (12, 21) (p1 3; 

q22) con la fusión del gen TEL-AML 1 y la microdeleción intracromosomal en 1 p32 

con la fusión del gen SIL-TAL 1. 26
-
28 

Sin embargo, estos marcadores específicos de leucemia se pueden identificar en 

no más de la mitad de todos los pacientes, lo que limita su aplicación como 

marcadores en los pacientes con LAL . 

Análisis de los reordenamientos clona/es de los genes de las 

inmunoglobulinas (lg) y del receptor de célula T(TCR) como marcadores 

moleculares 

Actualmente se sabe que el diagnóstico molecular de leucemia linfoblástica aguda 

se basa en el hecho de que todas las células tienen en común un origen clonal y 

en esas formas de cáncer más del 98% de las células tienen re-arreglos clonales 

de los genes de inmunoglobulinas lg y TCR(receptor de células T) . (37
·
38

·
40

> 
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En principio todas las células de una enfermedad linfoide se originan a partir de 

una clona y tienen por lo tanto una secuencia idéntica con los genes re-arreglados 

lgH (inmunoglobulinas de cadena pesada) y/o TCR (receptor de células T) . Como 

consecuencia, la región de unión de los genes re-arreglados puede ser 

considerada como la huella gén ica de las células malignas, esta característica es 

vital ya que permite utilizarla como la secuencia blanco para detectar por PCR la 

EMR en cerca del 90% de los casos con LAL y cerca de 80% en los pacientes 

con linfomas. Los rangos cuantitativos suelen ser hasta 10 -4 y 10 ..s. dependiendo 

del tipo de rearreglos de los genes y del tamaño del sitio de reg iones de unión. 

Cuadro 2. Comparación de técnicas de análisis de EMR. 
TECNICA DE APLICABLE VENTAJAS 
ANALISIS 
Ampl ificación 
fusiones PCR 

de 40% 

Ampl ificación de genes 90% 
lg y TCR por PCR 

Detección por CF de 95% 
inmunofenotipos 
aberrantes 

Alta sensibil idad 
rapidez 

Alta sensibilidad 

Rapidez 

Valor pronóstico de Enfermedad Mínima Residual 

DESVENTAJAS 

Uso RNA 
Contaminación 

Reactivos para cada 
paciente 
Tiempo/costo 
Cambios de 
inmunofenotipo 
(fa lsos/negativos) 

En estudios de Consenso sobre el pronóstico de la EMR. Van Dongen et al. , 

analizaron factores de riesgo asociados como el tratamiento, edad , sexo, 

inmunofenotipo, cuenta leucocitaria al diagnóstico. sin incluir aberraciones 

cromosómicas, encontrando que la EMR es un factor independiente del pronóstico 

con una (p menor 0.001) . La negatividad de la EMR durante y después del 

tratamiento fue asociada con baja recaída en una intervalo de 3 a 15% a 3 años y 

EMR positiva con altas tasas de recaída con un 39-86% a 3 años.6·
30

·
31 

Los grados de EMR positiva tienen también valor pronóstico, en los primeros 2 

seguimientos en el tiempo realizados, los índices de reca ída en pacientes con alto 
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grado de EMR fueron 3 veces más altas que en pacientes con bajo grado EMR, y 

la positividad después del tratamiento fue rara pero asociada a tasas altas de 

recaída . 

Análisis multivariados de cada uno de los 5 factores de riesgo a seguir 

anteriormente mencionados con más de 1 0% de positividad de EMR mostraron 

información como factores pronósticos. El impacto de alto grado de EMR fue 

independiente de el grupo de tratamiento incluyendo la respuesta a la prednisona. 

La EMR baja en el grupo de bajo riesgo con una recaída de 2% a 3 años no se 

encontró en los pacientes en el grupo de alto riesgo y la presencia de alto grado 

de EMR con un índice de recaída de 75% a 3 años se encontró en los grupos de 

medio y riesgo alto. En los pacientes con riesgo intermedio con una recaída de 

10% a 3 años se encontró una positividad de EMR en un 67%. 6·
28

·
33 

La predicción de un mal pronóstico antes de la respuesta al tratamiento 

probablemente da mayores posibil idades para una rápida intervención en el 

mismo y la detección de una recaída inminente. 
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OBJETIVO 

El objetivo de esta revisión fue determinar la utilidad diagnóstica de las técnicas 

para la detección de enfermedad mínima residual en leucemia linfoblástica aguda 

en pacientes pediátricos. 

CRITERIOS PARA LA VALORACIÓN DE LOS ESTUDIOS DE ESTA REVISIÓN 

Tipos de estudios 

Se revisaron estudios del tipo cohorte, sin limitación de tiempo o idioma. No se 

encontraron estudios tipo revisión sistemática, casos y controles, ensayo clínico y 

prueba diagnóstica como se tenía previsto en el protocolo. 

Tipos de participantes 

Pacientes pediátricos (0-18 años) con LAL. 

Tipos de Prueba Diagnóstica 

Se les realizó a las muestras de los pacientes en médula ósea y/o sangre 

periférica medición de EMR por lo menos por uno de los siguientes métodos: 

anális is de reordenamientos clonales de lg y TCR, citometria de flujo y/o RT-PCR. 

Tipos de medidas de resultado primarias 

Diagnóstico de EMR a través de las pruebas diagnósticas mencionadas, con los 

datos de: aplicabilidad de cada técnica , ventajas y desventajas. sensibilidad, 

especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y razón de 

verosimilitudes positiva y negativa. 

Criterios de Inclusión de los Articulos: 

Se incluyeron todos los artículos que cumplieron los criterios de inclusión 

señalados en este documento sobre utilidad diagnóstica en la medición de 
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enfermedad mínima residual por citometría de flujo, anális is de reordenamientos 

clonales de lg y TCR. y/o RT-PCR (RQ-PCR). 

Artículos incluidos: 

Neale GAMO. Brisco MJ() , Dworzak MN() . van der Velden(). Szczepanski T() , 

Borowitz MJ() , Malee M() . Neale GAMO. Kerst G() , Robillard N() . 

Artículos excluidos: 

.Se excluyeron aquellos artículos que eran reportes publicados en adultos. que 

incluían leucemias mieloides agudas y que utilizaban otras técnicas diagnósticas 

para enfermedad mínima residual no incluidas en este documento. Artículos 

exclu idos: Constan-Smith E (13)(19),Van der Velden VHJ(16) , Szczepanski T 

(40)(43) . Malee M (47) , Van Dogen JJM (8 ). Bjórklund E (49) , Brisco MJ (44) . 

Campana D (21) . 

ESTRATEGIA DE BÚSQUEDA PARA LA 

IDENTIFICACIÓN DE LOS ESTUDIOS 

Se identificaron estud ios pertinentes del reg istro leucemias linfoblásticas en 

ped iatría utilizando las palabras claves: minimal residual dise·ase (MRD). acute 

lymphoblastic leucemia, limitado a solo niños (O a 18 años). El reg istro está 

compuesto por búsquedas electrónicas en Internet en MEDLINE, ProQuest 

Medica! Library, Pubmed , Lilacs , Scielo, Artemisa , Cochrane, EBSCO, EMANASE 

y Ovid. 

MÉTODOS DE LA REVISIÓN 

Tres revisores (ALC, RPA y IMM) aplicaron de forma independiente los criterios de 

inclusión. evaluaron la cal idad metodológica y extrajeron los datos. Se realizo 

cribaje del título y resumen de cada cita identificada con la estrategia de 
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búsqueda, para valorar si era eleg ible. Se obtuvo el texto completo de cada 

estudio posiblemente elegible y se tradujeron los estudios cuando fue necesario. 

DESCRIPCIÓN DE LOS ESTUDIOS Y RESULTADOS 

Se identificaron diez estudios a partir de la búsqueda; los mismos reun ían los 

requisitos para la inclusión, con un tota l de 1727 niños (0-18 años). 

No existió desacuerdo con la inclusión/exclusión de los artículos, la evaluación de 

la calidad o la extracción de los datos. Los datos disponibles se agruparon y 

analizaron como se presenta a continuación . 

Los años de publicación incluyen del año 1999 al 2005. 

Con un tota l de muestras tomadas de 3544, a las cuales se les real izo citometría 

de flujo (CF) a 3233, RQ-PCR para la detección de translocaciones más comunes 

en pediatría (t (1 : 19)/E2A-PBX1 , t /12 :21 )fTEL-AML 1, t (9:22)/BCR-ABL, t 

(4:11/MLL-AF4) a 1016 y RQ-PCR para anál isis de reordenamientos clonales de 

lg y TCR a 2052. Así como util izando 2 métodos CF y RQ-PCR para detección de 

traslocaciones a 1 016; CF y RQ-PCR para análisis de reordenamientos clona les 

de lg y TCR a 1775. 

En el estudio de Neale GAM et al. 1999 se comparo la medición de enfermedad 

mínima residual (EMR) por 2 métodos por citometría de flujo (CF) con 4 

fluorocromos y ampl ificación de PCR de genes receptores de antígenos, 

util izando rearreglos de genes lgH (inmunoglobulinas de cadenas pesadas) así 

como rearreglos de receptor de células T (TCR) de los genes gamma y delta, 

utilizando primers consensados de la reg ion V FR-1C o FR-28. 
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Esto se realizó en 52 pacientes con leucemia aguda linfoblástica (LAL), de los 

cuales 13 con linaje T y 39 con linaje B, con un total de 62 muestras de médula 

ósea (MO), las mediciones se rea lizaron al final de la inducción. CF fue valorada 

en 13 casos de los pacientes con linaje T y en 29 de los 39 de linaje B. Los 

restantes 10 no expresaron inmunofenotipos valorables para EMR. 

PCR se utilizó en 35 de los 39 pacientes con linaje By no en los de linaje T. Los 

52 pacientes se valoraron al menos por 1 método, ya fueran tomadas al 

diagnóstico o al final de la inducción a la remis ión, en la semana 6 y 1 O de 

seguimiento. Teniendo como resultados que la ausencia de LAL por criterios 

morfológicos, 12 de 62 muestras contenían ~1 célula leucémica. 

La proporción de células leucémicas en estos casos vario de 0.01 % a 19% de 

células mononucleares por CF y de 0.023% a 23% por PCR. El resto de las 50 

muestras, 48 habían tenido al menos 1 en lO"" células leucémicas o no detectables 

para leucemia por ambas técnicas. En solo 2 muestras los resultados fueron 

discordantes: 2 en 10"" y 5 en 10"" células leucémicas por PCR y <1 en104 por CF. 

La sensibilidad que se mostró por ambas técnicas fue de 1 en 1 O"" obteniendo 

como conclusión que ambas técnicas CF y la ampl ificación por PCR de rearreglos 

de genes de lgH y TCR pueden utilizarse como monitoreo de EMR en niños con 

LAL con la posibilidad en ambos métodos de resultados falsos-negativos ya sean 

causados por cambios en el inmunofenotipo o por cambios en los receptores de 

antígeno de los rearreglos de genes, en este estudio solo encontró discordancia 

en 2 muestras de 62. 

Posteriormente estos mismos autores Neale GAM et al. 2004 publicaron otro 

estudio con una serie más grande de paciente 227 niños con el diagnóstico de 

LAL de linaje B únicamente con un total de 1375 muestras de seguimiento de las 

cuales 736 de MO y 639 de sangre periférica (SP). Se les realizó a estas muestras 
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CF con 4 fluorocromos y se identificaron rearreglos de genes de lgH usando 

primers de consenso región-V, FR-1 , FR-2B en conjunto con el primer universal JH 

y con el uso de sondas Taqman en 319 muestras. 

A las 1375 muestras se les realizo por igual CF y PCR, para valorar la sensibilidad 

de EMR la detección de al menos 0.01% células por CF y 0.001% por PCR. De 

las 1375 muestras, 129 de 61 pacientes fueron positivas para MRD y 1200 de 216 

pacientes fueron negativas. De las 129 positivas (~0 . 01%) con rangos de 0.01 a 

19% por CF y 0.023 a 51% por PCR. En otras 28 muestras de 23 pacientes, 

EMR fue ~0.01% por CF pero <0.01% por PCR. En 18 muestras de 14 pacientes, 

EMR fue ~0 . 01% acorde a PCR pero <0.01 % por CF. 

Los resultados fueron concordantes con MRD positiva o negativa en 1329 de 

1375 muestras (96.7%). La concordancia también fue evidente cuando se analizó 

MO o SP con muestras de 708 de 736 (96.2%) de MO y 621 de 639 (97.2%) de 

SP. Al igual que en la real ización de la misma durante el tratamiento, 178 de 199 

(89.4%) tomadas durante la inducción a la remisión, 394 de 41 O (96.1 %) al final de 

la IR, y 757 de 766 (98.8%) posremisión fueron concordantes . 

De las 37 muestras discordantes en resultados de EMR (usando de parámetro 

0.01 %), por ambos métodos con una sensibilidad de al menos 0.001 % en 34 de 

los 37 y en 19 muestras se estimo una diferencia menor de 1 log. Encontrándose 

la detección de EMR en desacuerdo solo 46 muestras de 1375 (3.3%) con un nivel 

para positividad de 0.01 %. en este estudio para los parámetros de sensibilidad de 

las pruebas fue para la CF de 10·3 y PCR 104
, al igual del estudio realizado por los 

mismos autores en 1999 se concluyó que se pueden obtener falsos negativos por 

CF por .cambios en el inmunofenotipo durante el tratamiento y en la PCR por la 

evolución clonal durante el curso de la enfermedad. 
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En otro estudio de Brisco MJ et al. 2001 , se valoraron 38 niños con el diagnóstico 

de LAL de linaje B realizándose detección de monoclonalidad con rearreglos de 

lgH y TCR por PCR para la medición de EMR al día 14 y al día 35. De los 38 

pacientes, 16 recaídas, 11 de estas recaídas a MO, 3 a testículo y 2 a SNC 

únicamente. La monoclonaliad de lgH y/o rearreglos de TCR fueron detectados en 

34 de los 38 pacientes (89%). La medición del porcentaje de blastos al día 14 o 

detección de monoclonalidad no tuvo utilidad diagnóstica. Al día 35 , 5 de los 27 

pacientes con EMR positiva (>10-3
) , 4 presentaron recaída aMO y 22 con EMR (< 

1 o-3) , presentaron 8 recaída (36%), 4 a MO, 2 a SNC y 2 a testículo. Las recaídas 

aMO, la diferencia entre EMR >10-3 y< 10-3 fue significativa (P=0.010). 

Valorándose aquí además pronóstico observándose que una medición positiva al 

final de la inducción (día 35) tiene alto valor pronóstico y encontrándose que parte 

de la rea lización de PCR depende de la calidad de extracción del DNA, la 

sensibilidad diagnóstica PCR fue >1 o-3 con un valor predictivo positivo de 67% 

con una sensibil idad de 40%. 

Dworzak MN et al. 2002, en este estudio se valoró la detección de EMR por un 

único método CF de 4 fluorocromos en 139 niños con LAL en tratamiento con el 

protocolo BFM 95. 108 de estos pacientes al diagnostico y durante el 

seguimiento se realizaron tomas de muestras al día 15, 33, semana 12, semanas 

22 a 24. De 101 pacientes con LAL de linaje B, 5 pro-B, 67 común, y 28 pre-B y 8 

pacientes con LAL células T (7.4%). La media de observación de tiempo fue de 

40 meses. La proporción de muestras con EMR positiva fue más alta en el día 15 

(89.1 %) y disminuye a 40.9% al día 33, 13.7% a la semana 12 y 4.3% a las 

semanas 22 a 24. 33 de los 108 presentaron recaída durante el seguimiento. 

La presencia de EMR al día 33 fue asociado a una alta probabilidad de recaída 

(P=0.24) al igual que a la semana 12 y semana 22 a 24 (P<.001 para ambas 

correlaciones) , pero no al día 15. La medición absoluta de EMR por CF tuvo 
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variaciones dependiendo de la cuenta de células nucleadas entre las muestras, la 

regeneración de las células B inmaduras después de periodos de reposo en el 

tratamiento limitan la sensibilidad de la prueba por CF por lo que se concluyó que 

este método es un fuerte e independiente indicador de resultados de EMR para 

niños con LAL. 

Van der Velden VHJ et al 2002, publicaron un estudio para la cuantificación de 

EMR por RQ-PCR usando sondas Taqman con la detección de rearreglos del 

gen TCR y combinación de primers usando alelas específicos con regiones V 

gamma y J gamma en 32 niños, 17 con LAL linaje B y 15 con linaje T con una 

sensibilidad 10-4 la cual fue obtenida en solo 4 de 19 pacientes (21 %) de 

rearreglos del gen en precursor de células By en 1 O de 15 (67%) en pacientes con 

LAL células T . 

La máxima sensibilidad de s 10-4 fue obten ida en 42% de los rearreglos de 

precursores de células B. Con RQ-PCR: s 10-4 en 18 de 34 rearreglos TCRG 

(53%) y s 10-3 en 30 de los 34 casos (88%) y en 9 casos (26%) con una máxima 

sensibilidad de 10-5
. Este estudio concluyo que el análisis del rearreglo de los 

genes por RQ-PCR es aplicable en la mayoría de los pacientes con LAL de cel T y 

en casi la mitad de los pacientes con LAL de linaje B . 

Szczepanski T, et al 2002, con una muestra de 96 niños con el diagnóstico LAL de 

linaje B, de estos precursor de células B: 6 (6%) pro-8 , 59 (61 .6%) LAL común y 

31 (32%) con pre B. Se realizó al diagnóstico inicial y a la recaída (91 pacientes) 

y 5 pacientes con leucemia mieloide secundaria (posterior a la recaída). En este 

estudio de midió PCR por 2 métodos. Se realizo PCR por southem blot para 

configuración de IGH (inmunoglobulinas de cadena pesada) e IGK 

(inmunoglobulinas kappa de cadenas ligeras) y TCRG y TCRD (receptor de 

células T G y D) al diagnóstico y a la recaída en 89 pacientes y además se realizo 

la secuencia de rearreglos de gen es lgH y TCR. 
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Las bandas clonales lgH y TCR para detección de EMR se identificaron en 94 

pacientes con un 71 % de estos a la recaída. La mejor estabilidad fue encontrada 

en el rearreglo IGK-K (90%) seguido por TCRG (75%) y IGH (64%) con un 

rearreglo incompleto TCRD (63%). La combinación de ambos métodos Southern 

blot y PCR pata IGH, IGK y TCRD mostró diferencias significativas en la recaída 

entre los rearreglos monoclonales y oligoclonales: 59% versus 40% 

respectivamente. En 38% de los pacientes con EMR por PCR positiva se 

preservaron en la recaída y en 22% (1 O casos) no se presentaron los mismos 

rearreglos. Concluyendo que usando el método por PCR para rearreglos del gen 

lgfTCR utilizando bandas clonales siendo efectivo en 97% a 98% para la 

detección , teniendo menor efectividad por el método de southern blot. 

Borowitz MJ et al 2003, util izando la muestra más grande de todos los estudios 

con 1016 niños con el diagnóstico LAL precursor células B, dentro del protocolo de 

Childrens Oncology Group. (POG 9900), en este estudio de compararon 2 

métodos: CF, por 4 fluorocromos y RQ- PCR para las translocaciones más 

comunes en pediatría t (1 : 19)/E2A-PBX1 , t/12 :21 )fTEL-AML 1, t (9:22)/BCR-ABL, t 

(4:11/MLL-AF4). Se encontró en 225 de los 1016 (22.1%) con MO con EMR 

>0.01 % al final de la inducción. Un total de 129 de 1016 (12.7%) con niveles 

mayores de 0.1%. 

De las translocaciones encontradas 18 pacientes con cromosoma Philadelphia 

positivo, 16 (89%) positivos con niveles mayores 0.1%, 5 de 38 pacientes (13.2%) 

con E2A-PBX1 con EMR y 4 de los 5 con niveles mayores 0.1 %. Solo 8.2% de los 

pacientes con TEL-AML 1 tuvieron EMR positiva mayor de 0.01% comparado con 

20.3% de los pacientes con trisomías del cromosoma 4 o 10. Por lo que se 

concluye que el método de RQ-PCR para la detección de translocaciones más 

comunes es un método muy limitado ya que sólo se encontraron en 225 de los 

1016 pacientes, por lo que no es un método aplicable para todos los pacientes en 

comparación con la citometría de flujo la cual si se aplicó a todos los pacientes. 
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En el estudio de Malee M et al 2004, con una muestra de 22 niños con diagnóstico 

de LAL. 2 pacientes con LAL de célu las T y 20 LAL precursor-B. De estos 11 

tratados de acuerdo al protocolo NOPH0-92 y 11 con el NOPHO 2000. Un total de 

93 médulas óseas (22 obtenidas al diagnóstico y 71 durante el seguimiento) .Se 

analizó enfermedad mímica residual (EMR) usando CF ( de acuerdo a consenso 

BIOMED-1) usando 3 y 4 fluorocromos y RQ-PCR usando TCRD, TCRG, IGH 

(inmunoglobulinas de cadena pesada) e IGK (inmunoglobulinas kappa de cadenas 

ligeras) como marcadores moleculares con sondas Taq-man y primers 

consensados. 

Al diagnóstico, 48 rearreglos de genes IGffCR fueron encontrados en los 22 

pacientes con LAL: 19 IGH, 12 IGk-kde 11 TCRG y 6 TCRD. De estos 17 

pacientes con 2 más mediciones y 5 con una medición. Se comparo la 

determinación de EMR por CF y análisis RQ-PCR de 71 muestras de MO como 

seguimiento, 34 de las 71 (47%) tomadas durante los primeros 3 meses de 

tratamiento. 

Se encontró inmunofenotipo aberrante por CF en 24 pacientes (34%) con niveles 

de EMR 0.006-30% y por RQ-PCR la detección en 38 (54%), 13 de estas 38 los 

niveles fuera de rangos cuantitativos y en las restantes 25 con niveles de 0.0024-

68%. 19 muestras de 6 pacientes se les realizó doblemente medición de RQ-PCR, 

los resultados fueron concordantes en 16 de las 19 (84%) y 3 discordantes con 

niveles de EMR 0.001 -0.02% (cuantitativo 104 y 10-5) . La concordancia entre 

citometría de flujo y RQ-PCR fue dependiente del corte de la toma de la muestra y 

el tiempo de tratamiento. 

En un nivel de corte de 0.1 %, 94% de las muestras con resultados concordantes, 

con un nivel de corte de 0.01 %, 89% y solo 72% con un nivel de corte de 0.001%. 

No se detecto EMR usando ambos métodos en 30 muestras (42%). Se 

encontraron diferencias significativas entre los 2 métodos (Cohen ·s kappa test 
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k:0.449 , P<0.001 ). En 19 muestras fueron cuantificadas positivamente por ambos 

métodos con coeficiente de correlación de Pearson : r-0.793 P<0.01 . Los niveles 

de EMR por CF fueron considerablemente más altos que por análisis de RQ-PCR 

(0.04 vs 0.0024% y 0.8 vs 0.02%). CF cuantifica las célu las viables que expresan 

inmunofenotipos aberrantes, con una sensibilidad 104 depende del número de 

células analizadas y del tipo de inmunofenotipo aberrante. Para una sensibilidad 

de 0.01% al menos 200,000-500,000 células deben ser analizadas. 

RQ-PCR cuantifica el rearreglo de los genes IG!TCR y generalmente con una 

sensibilidad de 1 o·5con un rango cuantitativo de 104
. 

La sensibilidad de RQ-PCR es mayor que CF. La concordancia por ambos 

métodos en nuestro estudio fue dependiente del nivel de corte de las mediciones. 

Concluyeron que la aplicación de múltiples combinaciones de anticuerpos y la 

aplicación de 6 fluorocromos en CF puede reducir los falsos-negativos. Para 

reducir el riesgo de falsos-negativos por RQ-PCR preferiblemente deben de 

usarse 2 rearreglos de genes IG!TCR, por la probable existencia de evolución 

clonal, la cual se ha demostrado en 30% de los pacientes entre el diagnóstico y la 

recaída. 

Kerst G. et al 2005, con una muestra de 45 niños con el diagnóstico de LAL , 37 

de linaje B y 8 con linaje T, estudiándose 267 muestras de seguimiento. Se 

compararon 2 métodos: CF con 4 fluorocromos con detección de al menos una 

célula leucémica en 10,000 y por RQ-PCR de regiones de lgH, cadenas kappa 

(IGVji -IV-Kde), receptor de células T gamma (TCRVci-IV-Jc), receptor de células 

T delta (TCRV). 105 de 30 pacientes se anal izaron por CF y PCR 

simultáneamente y el resto 162 solo se analizaron por un método, 51 por CF y 111 

por PCR. De las 267 muestras, 144 se obtuvieron durante la primera línea de 

tratamiento y 36 en recaída con tratamiento y 87 posterior a TCHP (transplante de 

células hematopoyéticas). 
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Los oligonucleótidos alelo-específicos se usaron una combinación de sondas 

Taqman y una línea reversa germinal. 33 de los 37 (89%) con LAL de linaje B con 

al menos un fenotipo anormal y 30 (81 %) tuvieron 2 o más. En 36 pacientes se 

encontraron 2 o más (no mas de 4) rearreglos monoclonales. La EMR fue 

cuantificable ~0 . 01% en 97 muestras, ~0 . 1% en 8 muestras consideradas positivas 

y por debajo de estos niveles o indetectable consideradas negativas. En 102 

muestras (97.1 %) ambos métodos fueron concordantes en sus resultados, 

medidos con con la Kappa de Cohen: 0.94. 

Cuando el análisis se restringió a 87 muestras con valores por debajo de una 

detección microscópica de 5%, fueron concordantes con CF y PCR con una kappa 

de Cohen: 0.92. Solo 3 resultados fueron no concordantes. 

La correlación de EMR estimada por ambas técnicas en 43 muestras fue positiva 

con una r2= 0.889 por anál isis de regresión . El panel de anticuerpos usados para 

EMR por CF para seguimiento fue de 90% para linaje B y 100% para linaje T. RQ

PCR fue aplicable para 80% de los pacientes y la detección de los rearreglos fue 

restringida por el panel de primers util izados. La sensibilidad diagnóstica por CF 

fue de 0.01 % al igual que por PCR. 

Los estudios por CF pueden presentar falsos negativos por cambios en el 

inmunofenotipo durante el tratamiento y en la PCR por la evolución clonal durante 

el curso de la enfermedad. 

En otro estudio de Robillard N et al 2005, en donde se compararon 2 métodos al 

igual se determino CF con 4 fluorocromos y PCR con identificación de rearreglos 

de IGK.y combinaciones de lgH , TCR delta y TCR gamma, con ampl ificación de 

los mismos. Se determinaron por ambos métodos PCR y CF 123 muestras con 

una concordancia de 119 de los 123 (97%). 
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Se estudiaron un total de 91 niños y un total de 140 muestras. 136 MO en 

remisión de 88 pacientes con el diagnóstico de LAL , 76 LAL linaje B (incluidos 2 

con CD10 negativo y 5 con t (4:11 ) ) y 12 de linaje T. 4 muestras adicionales de 3 

pacientes con LAL cel T de otro centro hospitalario todos en tratamiento con el 

protocolo BFM. Con mediciones al final de la inducción (día 35+-5), y durante la 

consolidación (día 85+-25) en 85 y 55 pacientes respectivamente. 

Se observaron 4 resultados no concordantes entre PCR y CF. Con valores 

menores por CF pero por PCR solo en 1 de los casos. En 12 de 13 muestras de 9 

pacientes con LAL linaje B CD10 y/o t (4:11 ) y niños con LAL células T inmadura, 

EMR pudo ser determinada por CF pero no por PCR. Controversialmente, CF no 

fue apta para valorar a 3 niños incluyendo 2 de células T y si fueron valorables con 

PCR. La presencia de falsos negativos por PCR o CF es muy baja. Y 

concluyendo que la CF es una prueba competitiva para PCR. 

A las pruebas diagnósticas referidas en los artículos se les realizó medición de 

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo 

(VPN) y razón de verosimilitudes (LR) positiva y negativa, los resultados se 

encuentran en la Tabla 1. 
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TA BLA 1. R ESULTADOS DE PRU EBAS DIAGNOSTICAS.x ls 

Caracteristic Instrumento 
Autor as de la TM MB 

población de Medición 

Neaie GAM, 1999. 13 T y 39 B 52 62 CF y PCR 
Brisco MJ , 2001 . B. 38 38 PCR 
Dworzak MN, 2002. B. 108 329 CF 
Van der Velden, 2002. 17 By 15T 32 32 RQ-PCR 
Szczepanski T , 2002. B 96 192 PCR 
Borowitz MJ 2003. B 1016 1016 CF y RQ-PCR 
Malee M, 2004. 20 By 2 T. 22 93 CF yRQ-PCR 
Neale GAM, 2004 . B. 227 1375 CF y PCR 
Kersl G , 2005. 37 B y 8 T. 45 267 CF y RO- PCR 
Robillard N, 2005. 76 By 16 T 91 140 CF yPCR 

1727 3544 

CF : citometria de flujo 
RQ-PCR: 
PCR: 

reacción en cadena de polimerasa en tiempo real 
reacción en cadena de polimerasa 

LAL: leucemia aguda linfoblástica. 
MO: médula ósea 
SP: sangre periférica 
T: linaje T 
B: linaje B 

Sensibilidad Especificidad 
VPP% VPN% LR+ 

o¡, •¡, 

PCRI PCRJR PCRI PCRI PCRJ 
CF RO- CF CF RO- CF RO- CF RO-

PCR 0-PCR PCR PCR PCR 
96 97 90 96 91 97 90 96 9.6 24.2 

40- 71 - 67- 50- 1.37 
84 89- 86- 78- 7.6 

88- 74- 84- 77- 3.38 
62- 98- 86- 67- 31 

88 89 84 94 86 94 86 90 5.5 14.8 
60 84 65 93 64 84 84 90 1.71 12 
91 96 90 97 91 96 86 94 9.1 32 
92 94 88 97 89 92 88 92 7.6 31.3 
97 98 92 96 91 94 90 93 12.1 24.5 

CF : 3233 
RQ-PCR para traslocaciones: 1016 
RQ-PCR análisis de reordenamientos d onales de lg y TCR: 2052 
CF y PCR para traslocaciones: 1016 
CF y RQ-PCR análisis de reordenamientos donales de ig y TCR: 1775 

LR : razón de verosimilitud 
VPP : valor predictivo positivo 
VPN: valor predictivo negativo 

TM: tamaño de la muestra 

MB: muestreo biológico 

LR-

PCRJ 
CF RO-

PCR 
0.04 0.03 

0.84 
0.17 

0.16 
0.38 

0.13 0.11 
0.61 0.17 

0.1 0 .04 
0.09 0.06 
0.03 0.02 



DISCUSIÓN 

Diversos estud ios han demostrado que la monitorización de la enfermedad 

mínima residual (EMR) en niños con leucemia aguda linfoblástica (LAL) se 

correlaciona significativamente con la clínica. La detección de EMR es 

particularmente útil para la evaluación de la respuesta al tratamiento temprano y, 

en consecuencia , para mejora en la estratificación en los tratamientos de primera 

línea. 

La EMR nos da una importante información para los niños 

que serán sometidos a transplante alogénico de células hematopoyéticas y con 

los que presentan recaída . 

Actualmente, existen tres métodos muy específicos y sensibles para la detección 

de EMR los cuales se valoran y comparan en este estudio y que se encuentran 

disponibles: citometría de flujo (CF) , tiempo rea l de la reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa (RQ-PCR) basada en la detección de la fusión de la 

transcripciones de genes o de interrupción , y el RQ-PCR basada en la detección 

clona! de inmunoglobulinas ( lg) y del gen receptor de células T (TCR) . 

En esta revisión se revisaron las características de cada una de las pruebas 

diagnósticas, su aplicabilidad , ventajas y desventajas, sensibilidad , especificidad , 

valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, así como razón de 

verosimilitudes para medir cuanto más probable es un resultado concreto (positivo 

o negativo) según la presencia o ausencia de enfermedad mínima residual. 

El especial énfasis en que exista una estandarización entre laboratorios en vista 

·de los resultados obtenidos en el Consenso Europeo BIOMED-1 , BIOMED-2, y en 

los proyectos Europa contra el Cáncer y por la evolución reciente de estudios del 
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grupo europeo para la detección de EMR en LAL y el Consorcio Europeo 

EuroFiow para la estandarización de los métodos para CF. Para la normalización 

de las técnicas forman la base de la estadificación 

de los pacientes en los grupos de riesgo en los nuevos protocolos de tratamiento 

en LAL. Sólo los resultados de esos estud ios pueden responder a la pregunta de 

si la detección de EMR y el tratamiento basado en la intervención se asocia con un 

mejor resultado. 

La justificación de la detección de EMR en LAL 

El concepto de la detección de enfermedad mínima residual (EMR) en LAL 

se encuentra intrínsecamente asociado a los avances en el tratamiento, 80% de 

los niños y el 35% de todos los pacientes adultos pueden curarse complementado 

con la quimioterapia y con transplante de célu las hematopoyéticas (TCHP) en 

pacientes de alto riesgo (revisado por Hoelzer et al.5
) . 

Sin embargo, un número importante de pacientes con LAL y recaída con la 

predicción de la misma por métodos convencionales como los factores 

pronósticos: la edad, cuenta al momento del diagnóstico, inmunofenotipo, la 

presencia de aberraciones cromosómicas, la respuesta a los esteroides. La 

asignación de grupo de riesgo está lejos de ser óptima . 

Las células leucémicas durante primeras fases de tratamiento proporcionan 

información pronóstica superior a todos los clásicos factores pronósticos. 

Varios estudios prospectivos de LAL en la infancia han demostrado que la 

información más relevante procede de la detección de EMR en la médula ósea en 

las primeras fases de tratamiento, sobre todo al final de la inducción a la remisión 

esto revisado en los artículos de Szczepan'ski et al. 6 y Cazzan iga y Biondi7
. 
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Los niños con EMR indetectable al final de la inducción han 

mostrado un excelente pronóstico y son buenos candidatos para el tratamiento 

de la intensificación habitual, al menos, no debería ser objeto de más 

intensificación de tratamiento, en particular a no realizar TCHP.S-9 

En la LAL en la infancia, un grupo de respondedores ultrarápidos podrían 

identificarse con éxito con la realización de EMR en la médula ósea, incluso dentro 

de las 2 primeras semanas de la inducción.10
· 

11 

Por el contrario, los niños con altos niveles de EMR al final del tratamiento de 

inducción seria necesario un nuevo tratamiento o incluso la intensificación del 

mismo. En particular cuando se presentan altos niveles EMR 

puede variar la fase consolidación en el tratamiento. 5-
9 

Los niños con LAL de alto riesgo y LAL con recaída previstos para TCHP 

alogénico también pueden beneficiarse de monitorización de EMR.12 La detección 

de EMR 17 ahora es generalmente aceptada como uno de los requisitos previos 

para el éxito de TCHP alogénico en donde debe existir la máxima reducción de 

EMR antes del inicio del transplante. Los pacientes con EMR alta pretrasplante se 

encuentran en muy alto riesgo de presentar recaída de LAL. 12
· 

14
·
15 

En la actualidad, los recientes estudios tienen por objeto la evaluación de los 

posibles enfoques pretrasplante en relación a la EMR con niveles más bajos 

asociados a la presencia de injerto contra huésped e inmunosupresión para 

mejorar los resu ltados después del TCHP. 

En conclusión , sobre la base de lo anteriormente mencionado los resultados 

significativos de varios protocolos de tratamiento, principalmente en LAL infancia 

se han iniciado con la monitorización de EMR incluida en la base del tratamiento 

de la intervención como una parte esencial. Sólo los resultados de estos estudios 
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que pueden responder a la pregunta de si la monitorización de EMR para cambios 

en el tratamiento se asocia a un mejor resu ltado. 

Los métodos para la cuantificación de EMR en LAL deben caracterizarse 

óptimamente por presentar especificad , con una sensibilidad satisfactoria (por lo 

menos 1 O 4
, es decir, una célula maligna entre 1 O 000 células normales), la 

aplicabilidad de la gran mayoría de los paciente, viabilidad (de fácil y rápida 

normalización de la toma de las muestras y de los resultados para la aplicación 

clín ica) , así como reproducibilidad entre los laboratorios . Otro requ isito previo 

para la confiabilidad en la técnica para la detección de EMR 

es la precisa cuantificación de los niveles . 

Los estrictos criterios descritos anteriormente son , en su mayor parte reun idos por 

los 3 métodos que se valoraron en este estudio y mencionados anteriormente. 

Citometría de Flujo 

La cuantificación precisa es una característica inherente de la citometría de flujo. 

Hasta ahora , la realización de los inmunofenotipos para la detección de EMR se 

basa en el uso de fluorocromos. Esta metodología se basa en la localización 

específica de los inmunofenotipos de la leucemia, los antígenos que se presentan 

para la determinación del linaje, la madurez y expresión de los antígenos y 

asincronía de los mismos así como sobreexpresión de antígenos, la falta de 

expresión del antígeno, antígenos de expresión ectópicos., y diversas 

combinaciones de los mismos creando diferenciación entre los blastos de LAL 

dentro de espacios vacíos entre la diferenciación linfoide normal. (que se resumen 

por Campana2 1 y Szczepanskí et al. 22
' 

El límite de detección de esta técnica no es inferior a 10 ·3-10 4
, que, sin embargo, 

debería ser suficiente para la identificación de todos los pacientes de alto riesgo. 
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Otra dificultad de la citometría de flujo es la modulación de antígeno 

de expresión que ocurren durante el tratamiento, que puede cambiar el 

inmunofenotipo específico de la leucemia en un fenotipo que asemeje a las células 

precursoras linfoide normales esto mostrado en los estudios de Neale GAM 1999 y 

2004, Dworzak MN 2002, Malee M 2004 y Kerst G 2005. 

Por otra parte los cambios en el inmunofenotipo podrían ocurrir entre el 

diagnóstico y la recaída .24 Por lo tanto, después de al menos dos inmunofenotipos 

específicos para leucemia por paciente es recomendado realizar para evitar 

resultados falsos negativos. 

Es sorprendente que los estudios más importantes sobre la detección de EMR por 

citometría de flujo se basa en un único laboratorio experto.10
· 

11 

Esto plantea la cuestión de la normalización entre laboratorios en los reactivos 

para la realización de las citometrías de flujo y los procedimientos, que es esencial 

para la realización de protocolos de tratamiento . 

Con la llegada de un citómetro de flujo con 6 fluorocromos, tiene una mayor 

sensibilidad para la detección de EMR, pero con el aumento de la complejidad en 

la técnica existiendo la necesidad de normalización entre laboratorios. Por lo que 

la Comisión de la Unión Europea a través del Consorcio Europeo EuroFiow se 

encuentra destinada a la normalización de "Citometría de flujo para el diagnóstico 

rápido y sensible y el seguimiento de las neoplasias malignas hematológicas" .27 

RQ-PCR basada en la cuantificación de enfermedad mínima residual 

asociado fusión de los genes y translocaciones cromosómicas. 

La cuantificación de EMR en la leucemia se encuentra asociada a los genes 

resultantes de la fusión cromosómica y translocaciones y estan directamente 
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vinculadas , representando la estabi lización de la enfermedad y de marcadores 

específicos. Después de numerosos estud ios de un solo centro específico, y la 

unificación de los primers y protocolos, para RQ-PCR se identificaron las más 

frecuentes transcripciones de fusión LAL: t(1 , 19) (q23;p13) con la fusión del gen 

E2A-PBX1, t(4 , 11)(q21 ;q23) con la fusión del gen MLL-AF4 , los dos tipos 

principales de t (9, 22)(q34;q11) con la fusión del gen BCR-ABL, t (12 , 21) (p13; 

q22) con la fusión del gen TEL-AML 1 y la microdeleción intracromosomal en 1 p32 

con la fusión del gen SIL-TAL 1, fueron normalizados dentro del Consenso 

Europeo BIOMED-1 y la Asociación de Europa contra el cáncer.28
-
30 

Sin embargo, estos marcadores específicos de leucemia se pueden identificar en 

no más de la mitad de todos los pacientes, lo que limita su aplicación para la 

detección de EMR como marcadores de cohortes general los pacientes con LAL. 

Sin embargo, varias translocaciones son sign ificativas para identificar marcadores 

'Homogéneos' en los subgrupos de LAL. Tanto en la infancia y los adultos con 

LAL, la translocación t(9, 22) con la fusión del gen BCR-ABL se encuentra 

asociado con un pronóstico malo, aunque en raros casos con una muy buena 

sensibilidad a la quimioterapia, también siendo identificado un subgrupo de LAL 

quimioresistente 31
. 

Con la adición de tratamientos como el imatinib mesilato a los protocolos de 

quimioterapia a quienes presentan la fusión del gen BCR-ABL, RT-PCR se ha 

convertido en la primera opción como marcador y vigilancia de EMR30
· 

31 

En cambio, la fusión de genes TEL-AML 1 que ocurren en aproximadamente 

25% de los niños con LLA identifica a un subgrupo con un muy buen pronóstico 

para el que la vigilancia de EMR aun no se encuentra plenamente demostrado. 

Los protocolos para la detección y cuantificación de la fusión de genes en base a 

las transcripciones RQ-RT-PCR empleando la tecnologia TaqMan se han 

desarrollado gracias al EAC (Europe Against Cancer).29 
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Las determinaciones de EMR se caracterizan por la alta sensibilidad y reproducen 

1 O moléculas de un plásmido o 1 O 4 moléculas de ARN linear celular para la 

dilución en la mayoría de los objetivos. El estudio de EAC selecciona 

apropiadamente genes de referencia para corregir las variaciones en la calidad del 

ARN y para calcular la especificidad y la sensibilidad de cada medición.28 

Estos genes controlados se caracterizan por una expresión altamente estable en 

la sangre periférica y médula ósea. Debido a la alta sensibilidad de las técnicas 

de PCR, la contaminación cruzada de la técnica por RT-PCR de los productos 

entre las muestras de paciente es un problema importante para la detección de 

EMR, por lo que se puede encontrar hasta un 20% de resultados falsos positivos, 

como en los estudios de Neale GAM 1999 y 2004, Dworzak MN 2002, Malee M 

2004 y Kerst G 2005. 

La contaminación cruzada la cual es difícil de reconocer, como transcripciones de 

fusión de genes, aunque específicos de leucemia, pero no son marcadores 

específicos para el paciente. También los niveles de transcripción de genes de 

fusión puede variar significativamente entre los pacientes. Esto es en contraste 

con los productos obtenidos de puntos de corte de fusión por PCR, que se pueden 

identificar por el uso de sondas de oligonucleótidos especificas para cada 

paciente por RQ-PCR. 32 

Lamentablemente, la mayoría de translocaciones que ocurren en LAL son 

ampliadas sobre múltiples secuencias y su identificación precisa es bastante 

compleja . No obstante, el Grupo de Marschalek fue capaz de desarrollar un único 

normalizado enfoque para identificar la inmensa mayoría de las fusiones de corte 

en la diyersidad de la participación de las translocaciones de cromosomas del gen 

MLL en el cromosoma 11q23. El ADN de interrupción de la fusión del gen MLL 

mostró ser muy específico y sensible por RQ-PCR para detección de EMR así 

como los marcadores de los rearreglos MLL tanto en LAL infantil y de adultos.33
· 34 
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Tales enfoques basados en puntos de corte de ADN precisos para la identificación 

de EMR y su vigilancia debe estar desarrollado idealmente para subgrupos 

específicos de LAL con translocaciones específicas de los cromosomas. 

Cuantificación de RQ-PCR de regiones de unión de lg y rearreglos del gen 

TCR 

La detección y cuantificación por RQ-PCR de regiones de unión clonales de 

inmunoglobulinas lg y rearreglos del gen TCR esta lejos, de ser el método más 

ampliamente empleado como estrategia para la detección de EMR en la 

vigilancia en LAL. 

La detección de EMR por este método es más laborioso, costoso y consume más 

tiempo, es el más reproducible no sólo en un mismo laboratorio, sino también 

entre los diferentes laboratorios. 

Las regiones de unión de lg y los rearreglos del gen TCR son secuencias como 

huellas digitales de cada célula linfoide maligna y pueden ser identificados en la 

vasta mayoría de los pacientes con LAL usando sets de primers estandarizados 

establecidos por los Consensos Europeos con el BIOMED-1 y BIOMED-2.35
-
37 

Los estudios inmunológicos han identificado y han presentado oligoclonalmente la 

evolución clona! de rearreglos de los genes de lgfTCR entre el diagnóstico y la 

recaída.38
-
42 Por lo tanto, es ampliamente aceptado preferentemente por lo menos 

dos mediciónes de rerreglos del gen lg!TCR por paciente. 

Aunque inicialmente los estudios empleados para la detección semicuantitativa de 

EMR revelaron importantes resultados·5·
8

.4
3 la introducción de RQ-PCR fue un 

gran paso hacia la más amplia difusión de este método.21
· 
44 
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Van der Velden et al.46 presenta la interpretación de RQ-PCR y la vigilancia por 

rearreglos de los genes de lg 1 TCR para la detección de EMR basados en la 

experiencia de 30 laboratorios que forman el Grupo de Estudio Europeo sobre la 

detección de EMR en LAL (ESG-MDR-ALL). 

Esta iniciativa internacional se ha traducido en la mejora significativa de los 

niveles, las definiciones y directrices para la detección por RQ-PCR de . EMR a 

través de rearreglos de genes de lg 1 TCR. Sobre la base de una amplia 

experimentación, este estud io claramente estableció las definiciones de 

positiv idad para EMR y rangos cuantitativos para EMR, en el que los niveles de 

EMR puede expresarse en una forma reproducible. 

Como se muestra en informes anteriores, el intervalo cuantitativo suele ser hasta 

1 O -4 y 1 O -s. dependiendo del tipo de rearreglos de los genes y del tamaño del sitio 

de reg iones de unión. 

Otra directriz importante concerniente a las guías de discriminación entre baja 

positividad de EMR fuera del rango cuantitativo con resultados falsos positivos de 

la amplificación inespecífica de fondo. Evidentemente, algunos rearreglos de unión 

de los genes de lg 1 TCR (en particular de TCRG), aunque ún ico para un paciente 

en particular, son tan similares a reordenamientos en el repertorio normal lg 1 TCR 

con amplificación inespecífica que pudiera producirse en linfocitos no leucémicos a 

bajo o incluso niveles moderados. Por lo tanto, la sensibilidad de EMR de este 

método no es fácil de seguir mejorando. Consciente de esto , los estudios que 

demuestran frecuente positividad para EMR en la remisión de las muestras de los 

niños con LLA con niveles de 1 o·7 deben interpretarse con extrema precaución. 

Por último, dentro del análisis de estos estudios contiene nuevos criterios para la 

interpretación RQ-PCR, que se tienen que tener en cuenta si el protocolo clínico 

tiene como objetivo la intensificación de tratamiento o reducción del mismo. 
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Como conclusión las directrices de ESG-MDR-LAL para la interpretación de EMR 

por RQ-PCR permitirá una interpretación uniforme entre los diferentes laboratorios 

plenamente justificada.46 

Elección de la técnica para la detección de EMR 

Las tres principales técnicas para la detección de EMR proporcionan información 

de EMR aparentemente con niveles idénticos. Sin embargo, mientras que la 

citometría de flujo se basa en la expresión de la proteína, la fusión de los genes 

generalmente detecta los niveles de ARN mensajero, y los rearreglos de lg 1 TCR 

por RQ-PCR se muestran a nivel del DNA. 

Como se resume en la Tabla 2, las tres metodologías también difieren en su 

sensibilidad y aplicabilidad. Por lo tanto, los datos obtenidos en la detección de 

EMR con diferentes técnicas son casi intercambiables. Un solo centro estudios 

afirmó que los resultados de detección de EMR por citometria de flujo 

y PCR por rearreglos específicos de los genes de lg 1 TCR son comparables en 

gran medida.46 .47 

De hecho, en un 70-80% de las mediciones de EMR muestra niveles de 1 O -3 

ambas técnicas parecen dar resultados comparables (:5 3 de diferencia). Sin 

embargo, en las muestras con los niveles de EMR :51 O -3 , se han encontrando 

muchas discrepancias entre las dos técnicas, lo que dificulta el reconocimiento de 

los pacientes de bajo riesgo. Por consiguiente, el uso de diferentes técnicas para 

la medición de EMR en un paciente dentro de un mismo protocolo de tratamiento 

debe evitarse. 48 .49
·
50 
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TABLA2 
CITOMETRIA DE FLUJO ANAU SIS DE PCR anális is de lg 1 
INMUNOFENOTIPOS ABERRACIONES TCR genes 
ABERRANTES CROMOSOMICAS POR (representan una 

PCR rea ión esoecifical 
DETECC ION 10" -1 0 10 -10"" 10 - 10" 
APLICABILIDAD 
Precursor B-All >95% 40-45% 90-95% 
T-All >95% 15-35% 90-95% 
VENTAJAS Aplicable en más pacientes Relativamente fáci l y Aplicable para casi todos 

Relativamente barato barato. los pacientes. 
Rápido: 1-2 dias IGH. IGK y 

Sensible y especifico de reordenamiento del gen 
leucemia TCR son utilizados como 

objetiv~. 
Objetivo estable durante el 
curso de la enfenmedad. Sensible y especifica del 

paciente. 
Rápido: 2 a 3 dlas. 

Rápida durante el 
Adecuado para la seguimiento: 2-3 dias. 
vigilancia de un gnupo (Si la reg ión de unión es 
unifonme de pacientes (ej . identificada y si se utiliza 
BCR-ABL + LAL)"·" RQ-PCR) 

DESVENTAJAS limitada capacidad de Util en sólo una minori a de Tiempo en el momento 
detección . los pacientes del diagnóstico: 
Necesidad de preferencia de No paciente-específicos Identificación de las 
dos inmunofenotipos puede haber regiones y las pruebas 
aberrantes por paciente, contaminación de los de sensibilidad 
debido a la posibilidad de productos de la PCR 
virar del inmunofenotipo dando lugar a falsos Relativamente caro 

positivos (incluso al 
Los fármacos inducen la diagnóstico) Es necesario de 
modulación del Las diferencias en la preferencia dos tomas de 
lnmunofenotipo que pueden transcripción de fusión y PCR por paciente, 
influir en los niveles de los niveles de expresión debido a la posibil idad de 
expresión antigénica entre los pacientes y la evolución clona! 

estabilidad de la fusión de Dos objetivos sensibles 
la trascripción de genes :51 o""' disponible 
disminuye con el tiempo en cerca del 80% de los 

pacientes 

DESARROLLOS ~6 fluorocromos en la En gran medida gracias a El objetivo de 
REC IENTES y citometria promete un la nonmalización de la estandarizar la 
ESTANDAR IZACIO aumento de la sensibilidad y colaboración europea de identificación dentro de 
N especificidad; actualmente BIOMED-1 (detección de la las redes de la Unión 

con el desarrollo del transcripción de genes de Europea con BIOMED-1 
Consenso Europeo EuroFiow fu sión) y el proyecto EAC y BIOMED-2 para la 

(RQ-PCR). detección de MRD por 
Métodos de identiftcación RQ-PCR estandarizadas 
de la interrupción de los por el Estudio Europeo 
genes de fu sión en el DNA del 
proporciona al paciente los Gnupo de la detección de 
objetivos concretos. EMR en LAL 

1 IESG-MDR-Alll . 
a. En leucem1a mfanlll par11cularmente a t(12 ;21) (TEL-AML1 ) y en adultos particularmente t (9;22)(BCR-ABL) 
b. Esto concerniente a la deleción del(1)(p32 p32) con la fusión del gen SIL-TAL1 y con expresión aberrante HOX1 1L2. 
ocurriendo juntas en 25 a 35% de los nillos con LAL de cel T y de 15 a 20% de los adu~os con LAL. 
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Además de valorarse sensibilidad, especificidad de los tres métodos para obtener 

un resultado más concreto (positivo o negativo) según la presencia o ausencia de 

EMR se midió razón de verosimilitudes (LR) ofreciendo la ventaja que relaciona 

sensibilidades y especificidad de una prueba en un solo índice permitiendo 

utilizarlo como indice de comparación entre las diferentes pruebas. 

Encontrándose así que los valores de LR + para la prueba de detección de EMR 

por rreareglos de lg y TCR por RQ-PCR fueron mayores a 10 en todos los 

estudios excepto en Brisco et al 2001 , considerándose que esta prueba es capaz 

de generar cambios importantes y concluyentes. En Brisco et al 2001 , con LR+ de 

1.37. 

En la detección de EMR asociado a la fusión de genes y translocaciones 

cromosómicas por PCR con LR+: 3.38 y LR-: 0.16, considerándose con cambios 

pequeños y pocas veces importantes referido por Van del Velden VHJ 2002. 

En el método por citometría de flujo para la detección de EMR LR+: 1. 7 a 12.1 

siendo el valor más alto medido en Robillard et al 2005, encontrándose que este 

método genera cambios moderados entre las probabil idades antes y después de 

la realización de la prueba. 
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CONCLUSIONES 

¿Cuál sería el futuro de los estudios de EMR en LAL? 

La historia de la detección de EMR es uno de los ejemplos más interesantes de 

Investigación internacional, en donde se complica la investigación básica 

que es transferida a la alta tecnología del diagnóstico por laboratorios. 

Es sin duda que la detección EMR deberá incluirse en todos protocolos de 

tratamiento de LAL, ya que la EMR proporciona datos hasta el momento que la 

mayoría presentan in vivo de la respuesta al tratamiento, que da al clínico un 

mejor conocimiento y control en los distintos pacientes. 

No esta lejos de asumir que como la medicina individualizada finalmente se 

traduce en mejores resultados para los pacientes. Esto ya es evidente en el caso 

en los pacientes con LAL de alto riesgo, y en particular los que se someten a 

TCHP alogénico siendo demostrado en las cohortes de pacientes. 

La introducción de nuevos métodos, orientados a crear tratamientos específicos 

así como aplicaciones adicionales en la monitorización de EMR junto con los 

esfuerzos de colaboración internacional que son necesarios para garantizar que 

todos los laboratorios de diagnóstico para EMR hablen el mismo idioma. 

Por lo anterior y en base a esta revisión sistemática se puede concluir que: 

1. El método más sensible y específico para la determinación de enfermedad 

mínima residual es el reordenamiento clonal de lg y TCR por RQ-PCR. 

2. Es necesario realizar dos tomas por paciente para la determinación de 

enfermedad mínima residual por el método de reordenamiento clonal de lg 

y TCR por RQ-PCR debido a la posibilidad de evolución clonal. 
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3. El método que se encuentra limitado a una cantidad menor de pacientes 

por su aplicabilidad es RQ-PCR asociada a la fusión de genes y 

translocaciones cromosómicas. 

4. El método con mayor aplicabilidad, rápido y de menor costo es la detección 

de inmunofenotipos aberrantes por citometría de flujo. 

5. El método de detección de inmunofenotipos aberrantes por citometría de 

flujo es más sensible y específico si se realiza con 6 fluorocromos y 

estandarizado con las técnicas del Consenso Europeo EuroFiow. 

6. Se debe estandarizar la prueba de detección de enfermedad mínima 

residual por reordenamiento clona! de lg y TCR por RQ-PCR por medio del 

Consenso de la Unión Europea con BIOMED-1 y 

BIOMED-2 y por el Estud io Europeo del Grupo de la detección de MRD en 

LAL (ESG-MDR-ALL) . 
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DA TOS DEL ESTUDIO Autor (y cols) : Neale GAM , Coustan-Smith E, Pan Q, Chen X. 
Gruhn B. Stow P, Behm FG. Pui C-H and Campana D. 
Art iculo:. Tandem application of flow cytometry and polymerase 
chain reaction for comprehensive detection of minimal residual 
disease in childhood acule lymphoblastic leukemia 
Joumal: Leukemia 1999: 13. 1221-1226. 

1 

DISENO DEL ESTUDIO 

11 

Cohorte. 

1 

PARTICIPANTES 52 pacientes recién diagnóstico LAL (1 3 linaje T y 39 de linaje B) 
con remisión morfológica la final de la inducción. CF fue valorada en 
13 casos de linaje T y en 29 de los 39 de linaje B. Los restantes 10 
no expresaron inmunofenotipos valorables para EMR. PCR se uso 
en 35 de los 39 pacientes con linaje B. no en los de linaje T . 
Los 52 pacientes se valoraron al menos por 1 métodos. MO tomadas 
al diagnostico, al final de la inducción a la remisión, en la semana 6 y 
10 de seguimiento. 

1 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 

11 

52 nir'\os con 62 MO. 

1 

INTERVENCIONES Se analizo por CF con Cell Quest software y medición de rearre9los 
de genes por amplificación de PCR presentes al diagnóstico usando 
los primers de consenso región-V primers FR-1C o FR-2B en 
conjunto con el primer universal JH. además de TCR (receptor de 
célula T) y los genes y y O. Ambas con diluciones seriadas con 
células KOPN-57bi mezdadas para valorar sensibilidad de ambos 
métodos. 

RESULTADOS Ausencia de LAL por criterios morfológicos. 12 de 62 muestras 
contenían 2:1 célula leucémica. La proporción de cé lulas leucémicas 
en estos casos vario de 0.01 % a 19% de células mononucleares por 
CF y de 0.023% a 23% por PCR. El resto de las 50 muestras, 48 
habian temdo al menos 1 en 10

4 
células leucémicas o no detectables 

para leucemia por ambas técnicas. En solo 2 muestras los 
resu ltados fueron discordantes: 2 en 104 y 5 en 104 células 
leucémicas por PCR y <1 en10

4 
por CF . 

Detección de 1 en 1 O 
NOTAS FC: r2 : 0.999 

PCR: r2 0.960 
Con una concordante de r2 : 0.962 . 
La correlación entre ambos métodos r2: 0.978. 
CONCLUSION: CF y PCR son técnicas que pueden utilizarse como 
monitoreo universal de EMR en nir'\os con LAL. 

NIVEL DE GRADIENTE 

1 

B 

1 

CIENTIFICO 
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Autor (y cols) : Brisco MJ , Sykes PJ, Hughes E, Neoh S-H, Snell LE, 
DA TOS DEL ESTUDIO Dolman G, Peng L-M, Toogood IRG, Cheney K, Rice MS,Story CJ 

and Mor1ey AA. 
Artícu lo: Comparison of methods for assessment of minimal residual 
disease in childhood B-lineage acule lymphoblastic leukemia 
Journal: Leukemia 2001 : 15, 385-390 

DISENO DEL ESTUDIO 

1 

Cohorte 

1 

PARTIC IPANTES 38 nii'\os con el diagnóstico de LAL de linaje B con cromosoma 
philadelphia negativo, 1 a 15 ai'los de edad, tratados y en 
seguimiento hasta la recaída o por un periodo mínimo de 5 años. 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 

¡ 

38 nii'los con LAL linaje B. 

1 

INTERVENCIONES Medida del porcentaje de blastos en MO al diagnóstico, al dia 14 y 
di a 35, por expertos morfologos. 
Detección de monoclonalidad con rearreglos de inmunoglobulinas de 
cadenas pesadas y el receptor de células T (TCRgamma) por PCR 
para medir EMR al di a 14 v 35. 

RESULTADOS De los 38 pacientes, 16 reca ídas, 11 de estas recaídas a MO. 3 a 
testículo y 2 a SNC únicamente. 
La monodonaliad de lgH y/o rearreglos de TCR fueron detectados 
en 34 de los 38 pacientes (89%). 
La medición del porcentaje de blastos al día 14 o detección de 
monoclonalidad no tuvo utilidad diagnóstica., y al día 35 , 5 de los 27 
pacientes con EMR positiva (>10·3). 4 presentaron recaída a MO y 
22 con EMR (< 1 0~ . presentaron 8 recaída (36%), 4 aMO, 2 a SNC 
y 2 a testículo. Las recaídas aMO, la diferencia entre EMR >10-3 y< 
10"3 fue significativa (P=0.01 0). 
Un va lor positivo al final de la inducción (día 35) tiene un alto valor 
pronóstico. 
Parte de la rea lización de PCR depende de la ca lidad de extracción 
del DNA. 

1 1 

Detección de PCR: >10" 
NOTAS Valor PP: 67% con una sensibilidad de 40%. 

NIVEL DE GRADIENTE B 
CIENTIFICO 
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Autor (y cols) : Dworzak MN, Frélschl G, Printz D. Mann G, 
DA TOS DEL ESTUDIO Péltschger U, Mühlegger N, Fritsch G, and Gadner H. for the Austrian 

Berl in-Frankfurt-Münster Study Group. 
Articulo: Prognostic significance and modalities of ftow cytometric 
minimal residual disease detection in childhood acule lymphoblastic 
leukemia. 
Joumal: Blood 2002: 99: 1952-58. 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

1 

Cohorte 

1 

PARTICIPANTES 139 nii'los con ALL en Tx con BFM 95. 1 08 de estos pacientes al 
diagnostico y durante el seguimiento se realizaron tomas de 
muestras al dia 15, 33, semana 12, semanas 22 a 24. Edad (O.OS-
17.08 ai'\os) . 101 pacientes con LAL de linaje B. 5 pro-B, 67 común, 
y 28 pre-B y 8 pacientes con LAL células T (7 .4%). La media de 
observación de tiempo fue de 40 meses. 

TAMANO DE LA MUESTRA 108 niños con LAL. (MO: 329 muestras) 

INTERVENCIONES Se les realizo CF con FACSCalibur (al dia 15, 33. semana 12 y 
semana de la 22 -24). 

RESULTADOS La proporción de muestras con EMR positiva fue más alta en el dia 
15 (89.1 %) y disminuye a 40.9% al di a 33, 13.7% a la semana 12 y 
4.3% a las semanas 22 a 24. 
33 de los 108 con reca lda durante el seguimiento. 
La presencia de EMR al dia 33 fue asociado a una alta probabilidad 
de recaida (P=0.24) al igual que a la semana 12 y semana 22 a 24 
(P<.001 para ambas correlaciones), pero no al dia 15. 

1 NOTAS 

1 

La medición absoluta de EMR por CF tuvo variaciones dependiendo 
de la cuenta de células nucleadas entres las muestras, la 
regeneración de las células B inmaduras después de periodos de 
reposo en el tratamiento limitan la sensibilidad de la prueba por CF. 
Es un fuerte e independiente indicador de resultados de EMR. 

NIVEL DE GRADIENTE 

1 

B 

1 

CIENTIFICO 
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DATOS DEL ESTUDIO 

DI SEÑO DEL ESTUDIO 

PARTICIPANTES 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 

INTERVENCIONES 

RESULTADOS 

1 NOTAS 

NIVEL DE GRADIENTE 
CIENTIF ICO 

Autor ( y cols) : Van der Velden VHJ , Wijkhu ijs JM, Jacobs DCH. Van 
Wering ER, Van Dogen JJM. 
Articulo: T cell receptor gamma gene rearrangements as targets for 
detection of minimal residual disease in acule lymphoblastic 
leukemia by real-time quantitative PCR analysis . 
Joumal: Leukemia 2002; 16: 1372-1 380. 

1 CoMrto. 

17 niños con LAL precursor de cel By 15 niños con LAL cel T. 12 de 
los 32 niños se obtuvieron muestras durante el seguimiento. 

32 niños. 17 niños con LAL precursor de cel By 15 niños con LAL 
ceiT. 

Se determino identificación de EMR con rearreglos del gen TCRG 
por RQ- PCR. todos usando sondas Taqman asi como combinación 
de primers usando alelos especificos con primer reversa V gamma y 
J gamma sondas taqman con una sensibilidad 10

4 
. 

Se determino identificación de rearreglos del gen TCRG por RQ
PCR. todos usando sondas Taqman asi como combinación de 
primers usando alelos especificos con primer reversa J gamma y J 
gamma sondas taqman con una sensibilidad 10-4 la cual fue 
obtenida en solo 4 de 19 pacientes (21%) de rearreglos del gen en 
precursor de cel B y en 10 de 15 (67%) en pacientes con LAL cel T . 
La máxima sensibilidad de s 10-4 fue obtenida en 42% de los 
rearreglos de precursores de cel B. 

1 

Detección de RQ-PCR. s 10 de 18 de 34 rearreglos TCRG (53%) y 
fue s 10"3 en 30 de los 34 casos (88%) y en 9 casos (26%) con una 
máx1ma sensibilidad de 10.s 
El aná liSIS del rearreglo de los genes por RQ-PCR es aplicable en la 
mayoria de los pacientes con LAL de cel T y en casi la m1tad de los 
pacientes con LAL de linaje B . 

B 
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Autor (y cols) : Szczepanski T, Willemse MJ, Brinkhof B, Van Wering 
DATOS DEL ESTUDIO ER, Van der Burg M, and Van Dongen JJM. 

Articulo: Comparative analysis of lg and TCR gene rearrangements 
at diagnosis and at relapse of childhood precursor-B-ALL provides 
improved strategies for selection of stable PCR targets for monitoring 
of minimal residual disease 
Joumal: Blood. 2002 ;99:2315-2323. 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

1 

Cohorte. 

1 
PARTI CIPANTES 96 niños con el diagnóstico de precursor de células B, con el 

diagnóstico inicial y a la recaída (91 pacientes) y 5 pacientes con 
leucemia míeloíde secundaria (posterior a la recaída) . (1m a 
183meses edad) 
Precursor de cel B: 6 (6%) pro-S, 59 (61 .6%) LAL común y 31 

_1_32%) con ore B. 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 96 niños con el diagnóstico de precursor de cel B. con el diagnóstico 
inicial y a la recaída (91 pacientes) y 5 pacientes con leucemia 
mieloíde secundaria (posterior a la recaída). Total: 192. 

INTERVENCIONES Se realizo tomo de PCR por southem blot para configuración de 
IGH, IGK y TCRD al diagnóst ico y a la recaída en 89 pacientes y 
ademas se rea lizo la secuencia de rearreglos de gen es lg y TCR 

RESULTADOS Las bandas clona les lg y TCR para detección de EMR se 
identificaron en 94 pacientes con un 71% de estos a la recaida. La 
mejor estabil idad fue encontrada en el rearreglo IGK-K (90%) 
seguido por TCRG (75%) y IGH (64%) con un rearreglo incompleto 
TCRD (63%). La combinación de ambos métodos Southem blot y 
PCR pata IGH, IGK.Kde y TCRD mostró diferencias significativas en 
la recaída entre los rearreglos monoclonales y ol igoclonales: 59% 
versus 40% respectivamente. En 38% de los pacientes con EMR por 
PCR positiva se preservaron en la reacaída y en 22% (10 casos) no 
se presentaron los mismos rearreglos. 

1 NO TAS 

1 

Estrategias para monitorizar EMR durante el tratamiento y reca ida. 
Usando el método por PCR para reatrreglos del gen lgfTCR siendo 
efectivo en 97% a 98% para la detección, teniendo menor efectividad 
por el método de southern blot. 

NIVEL DE GRADIENTE B 
CIENTIFICO 
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Autor (y cols) : Borowitz MJ, Pullen DJ. Shuster JJ, Viswanatha D. 
DA TOS DEL ESTUDIO Montgomery K. Willman CL and Camitta B. 

Articulo: Minimal residual disease detection in childhood precurscr-
B-cell acule lymphoblastic leukemia: relation to other risk factors. A 
Children's Oncology Group study 
Joumal: Leukemia 2003: 17, 156&-1572. 

DISEÑO DEL ESTUDIO 
1 Cohorto 

1 

PARTICIPANTES 1016 niños con el diagnóstico LAL precursor cel B. dentro del 
protocolo de Childrens Oncology Group. (POG 9900) 

.TAMAÑO DE LA MUESTRA 

1 

1016 ninos 

1 
INTERVENCIONES Citometria de flujo, por 4 fluorocromos FACSCalibur. y RQ- PCR 

para las traslocaciones más comunes en pediatria t (1 :19)/E2A-
PBX1 , t/1 2:21)/TEL-AML 1, t (9:22)/BCR-ABL, t (4:11/MLL-AF4). 

RESULTADOS 225 de los 1016 (22.1%) con MO con EMR >0.01 % al final de la 
inducción. Un total de 129 de 1016 (12.7%) pacientes tenias niveles 
mayores de 0.1 %. 
18 pacientes con Ph+ALL. 16 (89%) positivos con niveles mayores 
0.1%, 5 de 38 pacientes (13.2%) con E2A-PBX1 con EMR y 4 de los 
5 con niveles mayores 0.1 %. 
Solo 8.2% de los pacientes con TEL-AML 1 tuvieron EMR positiva 
mayor de 0.01 % comparado con 20.3% de los pacientes con 
trisomias del cromosoma 4 o 10. 

1 NOTAS 

1 

NIVEL DE GRADIENTE 

1 

B 

1 

CIENTIFICO 
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DATOS DEL ESTUDIO Autor (y cols): Malee M, Van der Velden VJH, Bjorklund E, WijkhUijs 
JM, Soderha S, Mazur J, Bjorkholm M and Porwit-MacDonald A. 
Artículo: Analysís of minímal residual disea:;e in childhood acule 
lymphoblastic leukemia:comparison between RQ-PCR analysis of 
lg/TcR gene rearrangements and multicolor flow cytometric 
immunophenotyping. 
Joumal: Leukemia 2004: 18: 1630-1636. 

1 DISENO DEL ESTUDIO 11 Cohorte 

~~~:=::=::::==-===:=====~ PARTICIPANTES 22 niños (6m a 131) con diagnóstico de leucemia linfoblastica aguda 
con los criterios morfológicos acorde a la clasificación de WHO y los 
criterios de E GIL. 2 pacientes con LAL-T y 20 LAL precursor-B. De 
estos 11 tratados de acuerdo al protocolo NOPH0-92 y 11 con el 

~~~~~==~~~~~~~~orr=o=toco==l=o~N=O=P=H=0=-=2000===· ============================~1 

1 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 1 Total de 93 médulas óseas (22 obtenidas al diagnóstico y 71 durante 
. el seguimiento) de 22 nir'\os con leucemia linfoblastica aguda. 

~~~~~;::::o==~ 
INTERVENCIONES Se analizó EMR usando inmunofenotipo por CF ( de acuerdo a 

consenso BIOMED-1) usando 3 y 4 fluorocromos y RQ-PCR usando 
TCRD, TCRG, IGH e IGK como marcadores moleculares con sondas 
Taq-man y primers consensados. 

RESULTADOS Al diagnóstico, 48 rearreglos de genes IGfTCR fueron encontrados 
en los 22 pacientes con LAL: 19 IGH, 12 IGk-kde, 11 TCRG y 6 
TCRD. De estos 17 pacientes con 2 mas mediciones y 5 con una 
medición. 
Se comparo la determinación de EMR por CF y anal isis RQ-PCR de 
71 muestras de MO como seguimiento, 34 de las 71 (47%) tomadas 
durante los primeros 3 meses de tratamiento. 
Se encontró aberrante fenotrpo por CF en 24 pacientes (34%) con 
niveles de EMR 0.006-30% y por RQ-PCR la detección en 38 (54%), 
13 de estas 38 los niveles fuera de rangos cuantitativos y en las 
restantes 25 con niveles de 0.0024-68%. 19 muestras de 6 pacientes 
se les realizó doblemente medición de RQ-PCR , los resu ltados 
fueron concordantes en 16 de las 19 (84%) y 3 discordantes con 
nive les de EMR 0.001-0.02% (cuantitativo 10"' y 10·~ . 
La concordancia entre CF y RQ-PCR fue dependiente del corte de la 
toma de la muestra y el tiempo de tratamiento. 
En un nivel de corte de 0.1 %, 94% de las muestras con resultados 
concordantes, con un nivel de corte de 0.01 %, 89% y solo 72% con 
un nivel de corte de 0.001 %. 
No se detecto EMR usando ambos métodos en 30 muestras (42%). 
Se encontraron diferencias significativas entre los 2 métodos 
(Cohen·s kappa test k:0.449, P<0.001 ). En 19 muestras fueron 
cuantificadas positivamente por ambos métodos con coeficiente de 
corre lación de Pearson: r-0. 793 P<0.01 . Los niveles de EMR por CF 
fueron considerablemente mas altos que por analisis de RQ-PCR 
(0.04 vs 0.0024% y 0.8 vs 0.02%). 

Detección de IGfTCR por RQ-PCR: 10 .. 
NOTAS Detección por CF: al menos 10"' 

CF cuanti fica las células viables que expresan inmunofenotipos 
aberrantes, con una sensibi lidad 1 0 .. depende del número de 
células analizadas y del tipo de inmunofenotipo aberrante. Para una 
sesibilidad de 0.01 % al menos 200,000- 500,000 celúlas deben ser 
analizadas. 
RQ-PCR cuantifica el rearreolo de los cenes IG!TCR v aeneralmente 
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con una sensibilidad de 1 O""con un rango cuantitativo de 1 O 
La sensibilidad de RQ-PCR es mayor que CF. 
La concordancia por ambos méto-dos en nuestro estudio fue 
dependiente del nivel de corte de las mediciones. 
La aplicación de multiples combinaciones de ac y la aplicación de 6 
fluorocromos en CF puede reducir los falsos-negativos. 
Para reducir el riesgo de falsos-negativos por RQ-PCR 
preferiblemente deben de usarse 2 rearreglos de genes IG!TCR. por 
la probable existenaa clona diferente (evolución clonal) la cual se 
ha demostrado en 30% de los pacientes entre el diagnóstico y la 
reca ida. 

NIVEL DE GRADIENTE 

1 

B 

1 

CIENTIFICO 
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Autor (y cols) : Neale GAM, Coustan-Smith E. Stow P, Pan Q , X 
DA TOS DEL ESTUDIO Chen, Pui C-H and Campana D. 

Articulo: Comparative analysis of flow cytometry and polymerase 
eh a in reaction for the detection of mini mal residual disease in 
chi ldhood acute lymphoblastic leukemia. 
Joumal: Leukemia 2004; 18: 934-938. 

1 

DISEÑO DEL ESTUDIO 

11 

Cohorte. 
1 

PARTICIPANTES 227 nillos de edades <1 al\o a 18 al\os, con el diagnóstico de LAL 
de linaje B enrolados en St Jude estudios XIII , XIV y XV, con 1375 
muestras de seguimiento (736 de MO y 639 de SP). 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 227 nillos con LAL linaje B, 1375 muestras de seguimiento (736 de 
MO y 639 de SP) . 

INTERVENCIONES Se les realizo a las muestras análisis de EMR por CF con 4 
combinación de fluorocromos y se indentificaron rearreglos de 
genes lgH usando el consenso primers región-V, FR-1C o FR-28 en 
conjunto con el primer universal JH El uso de sondas Taqman se 
uso en 319 muestras. 

RESULTADOS Se tomaron 1375 muestras de 227 pacientes con el diagnóstico de 
LAL de linaje B y a ambas muestras se les realizo por igual CF y 
PCR. 
Para valorar la sensibilidad de EMR la detección de al menos 0.01 % 
células por CF y 0.001 % por PCR. 
De las 1375 muestras. 129 de 61 pacientes fueron positivas para 
EMR y 1200 de 216 pacientes fueron negativas. 
De las 129 positivas (2:0.01 %) con rangos de 0.01 a 19% por CF y 
0.023 a 51 % por PCR. 
En otras 28 muestras de 23 pacientes, EMR fue 2:0 .01% por CF 
pero <0.01 % por PCR. En 18 muestras de 14 pacientes, EMR fue 
2:0.01 % acorde a PCR pero <0.01 % por CF. Los resultados fueron 
concordantes con EMR positiva o negativa en 1329 de 1375 
muestras (96.7%). 
La concordancia también fue evidente cuando se analizada MO o SP 
con muestras de 708 de 736 (96.2%) de MO y 621 de 639 (97.2%) 
de SP. Al igual que en la realización de la misma durante el 
tratamiento, 178 de 199 (89.4%) tomadas durante la inducción a la 
remisión, 394 de 41 0 (96.1 %) al final de la IR, y 757 de 766 (98.8%) 
posremisión fueron concordantes. 
De las 37 muestras discordantes en resultados de EMR (usando de 
parámetro 0.01%), por ambos métodos con una sensibilidad de al 
menos 0.001 % en 34 de los 37 y en 19 muestras se estimo una 
diferencia menor de 1 log. 

EMR en desacuerdo en solo 46 muestras de 1375 (3.3%) con un 
NOTAS nivel para positividad de 0.01 %. 

CF: detección de 0.01 % 
PCR: detección de 0.001 %. 
Se pueden obtener falsos negativos por CF por cambios en el 
inmunofenotipo durante el tratamiento y en la PCR por la evolución 
clonal durante el curso de la enfermedad. 

NIVEL DE GRADIENTE B 
CIENTIFICO 
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1 

DISENO DEL ESTUDIO 

11 

Cohorte. 

1 

PARTICIPANTES 45 nil\os (edades de 0.1 a 17.7a) con el diagnóstico de LAL , 37 de 
linaje B y 8 con linaje T. De los 45 pacientes se estudiaron 267 
muestras de seguimiento. 
105 de 30 pacientes se analizaron por CF y PCR simultáneamente y 
el resto 162 solo se analizaron por un método, 51 por CF y 111 por 
PCR. 
De las 267 muestras , 144 se obtuvieron durante la primera linea de 
tratamiento y 36 en recaida con tratamiento y 87 posterior a TCHP_ 

1 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 

1 

45 nil\os con el diagnóstico de LAL , 37 de linaje By 8 con linaje T. 

INTERVENCIONES Se realizo CF con 4 fl uorocromos con detección de al menos una 
célula leucémica en 10,000, con citocromo FACSCalibur. 
RQ-PCR de regions de lg de cadenas pesadas [IGVH(1-5)-JH], 
cadenas kappa (IGVji-IV-Kde), receptor de cel T gamma (TCRVcl-
IV-Jc) , receptor de cel T delta [TCRVd(1 -3)-
Jd 1; Vd2-Dd3; Dd2-Dd3; Dd2-Jd 1] Los oligonucleótidos alelo-
específicos se usaron una combinación de sondas Taqman y una 
linea reversa germinal. 

RESULTADOS 33 de los 37 (89%) con LAL de linaje B con al menos un fenotipo 
anormal y 30 (81 %) tuvieron 2 o más. 
En 36 pacientes se entraron 2 o más (no mas de 4) arreglos 
monoclonales. 
EMR fue cuantificable <:0.01 % en 97 muestras, <:O. 1% en 8 muestras 
consideradas positivas y por debajo de estos niveles o indetectable 
consideradas negativas. En 102 muestras (97.1%) ambos métodos 
fueron concordantes en sus resultados. medidos con con la Kappa 
de Cohen: 0.94. Cuando el análisis se restringió a 87 muestras con 
valores por debajo de una detección microscópica de 5%, fueron 
concordantes con CF y PCR con una kappa de Cohen: 0.92. Solo 3 
resultados fueron no concordantes. 
La correlación de EMR estimada por ambas técnicas en 43 muestras 
fue positiva con una r2= 0.889 por análisis de regresión. 
El panel de ac usados para EMR por CF para seguimiento fue de 
90% para linaje B y 100% para linaje T. RQ-PCR fue apl icable apara 
80% de los pacientes la detección de los rearreglos fue restringida 
por el panel de primers utilizados. 

1 NOTAS 

1 

CF : detección de 0.01 % 
PCR: detección de 0.01% 
Los estudios por CF puedes presentar falsos negativos por cambios 
en el inmunofenotipo durante el tratamiento y en la PCR por la 
evolución clona! durante el curso de la enfermedad. 

NIVEL DE GRADIENTE B 
CIENTIFICO 
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Articulo : Four-color flow cytometry bypasses limitations of IGfTCR 
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Journal: Haematologica 2005; 90:1516-1523. 

DISENO DEL ESTUDIO 

1 

Cohorte. 

i 
PARTICIPANTES Se estudiaron 136 MO en remisión de 88 pacientes (7 menores de 

de 12 meses) con el diagnóstico de LAL . 76 LAL linaje B (incluidos 
2 con CD10 negativo y 5 con t (4:11) ) y 12 de linaje T. 4 muestras 
adicionales de 3 pacientes con LAL cel T de otro centro hospitalario 
todos en tratamiento con el protocolo BFM. Con mediciones al final 
de la inducción (dia 35+-5), y durante la consolidación (dia 85+-25) 
en 85 y 55 pacientes respectivamente. 

TAMAÑO DE LA MUESTRA 

1 

91 pacientes, 140 muestras MO. 

1 

INTERVENCIONES Se determino CF con 4 fluorocromos. con FASCalibur con el 
software Cell Quest Pro, y por PCR identificación de rearreglos de 
IGK y combinaciones de lg de cadenas pesadas, TCR delta y TCR 
gamma, con amplificación de los mismos. 

RESULTADOS Se determinaron por ambos métodos PCR y CF 123 muestras con 
una concordancia de 119 de los 123 (97%). 
Se observaron 4 resultados no concordantes entre PCR y CF . Con 
valores menores por CF pero por PCR solo en 1 de los casos. En 12 
de 13 muestras de 9 pacientes con LAL linaje B CD10 y/o t (4:11) y 
niños con LAL cel T inmadura , EMR pudo ser determinada por CF 
pero no por PCR. Controversialmente. CF no fue apropiada para 
valorar a 3 niños incluyendo 2 de células T y si fueron valorables 
con PCR. 

1 1 

La presencia de falsos negativos por PCR o CF es muy baja. Y la 
NOTAS CF es una prueba competitiva para PCR. 

NIVEL DE GRADIENTE 

1 

B 

1 

CIENTIFICO 
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