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ARTÍCULO 1

“Citometría de flujo de nueva generación para la detección sensible y 
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Introducción. La citometría de flujo constituye uno de los principales métodos empleados en 

la evaluación de la calidad de la respuesta al tratamiento y la monitorización de enfermedad 

mínima residual (EMR) en médula ósea (MO) de pacientes con mieloma múltiple (MM). Pese a 

sus ventajas, la detección de EMR mediante las técnicas convencionales de inmunofenotipado 

por citometría de flujo presenta niveles de sensibilidad inferiores a los de las técnicas moleculares 

y carece de estandarización. 

Objetivo. En este trabajo nos hemos propuesto diseñar y estandarizar un método innovador 

y altamente sensible de citometría de flujo de nueva generación para la detección de EMR en MO 

de pacientes con MM tras tratamiento. Así mismo, validaremos la aplicabilidad, sensibilidad y 

especificidad de esta nueva herramienta inmunofenotípica frente a otras técnicas empleadas para 

el estudio de EMR, como la citometría de flujo convencional de 8-colores y herramientas 

moleculares de secuenciación masiva (de nueva generación) basadas en la identificación de 

reordenamientos del gen de las inmunoglobulinas. 

Materiales y métodos. En total, estudiamos 375 muestras de MO y 10 muestras de sangre 

periférica procedentes de 332 pacientes con neoplasias de células plasmáticas (CP) y de 53 

controles sanos, distribuidas entre las distintas etapas del trabajo. En un primer paso, diseñamos 

un panel de anticuerpos seleccionando los marcadores asociados a fenotipo de CP, que ofrecían 

mayor capacidad resolutiva para la identificación y discriminación entre las CP normales 

tumorales, según su perfil inmunofenotípico. En paralelo, optimizamos un nuevo protocolo de 

preparación y tinción de muestras con el que fuese posible incrementar el número de células a 

analizar, aplicando, además, estrategias informáticas que permitiesen la identificación y 

cuantificación automática de las poblaciones celulares presentes en MO. Finalmente, validamos 

el diseño global de la nueva herramienta de citometría de flujo de nueva generación frente a la 

técnica de citometría de flujo convencional, en una amplia cohorte de muestras de MO de 

pacientes con MM (n=228), de las que 110 muestras procedían de pacientes que habían alcanzado 

al menos muy buena respuesta parcial al tratamiento administrado. Además, en un grupo de 

estos casos (n=31) analizamos también la presencia . ausencia de EMR en MO respecto a la 

técnica de secuenciación masiva. 

Resultados. El desarrollo de la nueva técnica de detección de EMR basada en citometría de 

flujo de nueva generación descrita en este trabajo, se apoyó en tres pilares fundamentales: i) la 

optimización de un panel de anticuerpos para la detección de CP tumorales, compuesto por dos 
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tubos de ocho colores tras cinco ciclos de diseño, evaluación y rediseño de las combinaciones 

testadas, ii) el establecimiento de un nuevo protocolo de preparación y tinción de muestras que 
7 células/muestra mediante un paso inicial de lisis masiva de hematíes, 

y iii) el desarrollo de herramientas informáticas innovadoras para la identificación y clasificación 

automática de poblaciones celulares de MO, incluidas las CP normales y patológicas.  

La validación del nuevo procedimiento inmunofenotípico de detección de EMR, se llevó a 

cabo mediante un estudio multicéntrico sobre 110 muestras de MO de pacientes con MM que 

habían alcanzado una (muy buena) respuesta parcial o respuesta completa (RC) al tratamiento 

administrado. En este sentido, la técnica de citometría de flujo de nueva generación desarrollada 

mostró una mayor tasa de casos con EMR positiva respecto a la detectada con la citometría de 

flujo convencional de 8 colores (47% vs 34%, respectivamente; =0,003), al identificar la presencia 

de EMR en un grupo de 18 pacientes con niveles de EMR indetectable mediante citometría 

convencional. De forma similar, la frecuencia de casos con EMR positiva mediante citometría de 

flujo de nueva generación fue también superior a la detectada mediante secuenciación masiva 

(70% vs 52%, respectivamente; =0,06). Esta mayor sensibilidad alcanzada con la técnica 

inmunofenotípica de EMR puesta a punto en este trabajo se tradujo, a su vez, en una 

supervivencia libre de progresión significativamente más prolongada para aquellos pacientes que 

estando en RC, no presentaron EMR en MO mediante citometría de flujo de nueva generación, 

frente a aquellos en los que pese a estar en RC se les detectó persistencia de CP tumorales 

residuales en MO (EMR positiva). 

Conclusión. La nueva estrategia desarrollada en este trabajo para la detección de EMR en MO 

de pacientes con MM posteriormente al tratamiento, basada en citometría de flujo de nueva 

generación, constituye un método más sensible y estandarizado que las técnicas convencionales 

de citometría de flujo, superando gran parte de las limitaciones actuales de estas últimas. Además, 

la presencia ausencia de EMR en MO mediante la técnica desarrollada mostró un importante 

impacto en la predicción de la supervivencia libre de progresión de pacientes con MM que han 

alcanzado una buena respuesta al tratamiento, representando así una alternativa robusta frente 

a los métodos disponibles en la actualidad, lista para ser implementada en la rutina diagnóstica.  






















