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Estudio de anticuerpos anti-HLA 

Test Ac anti-HLA Sensibilidad 

Microlinfocitotoxicidad Fijadores de C´ IgG (G3 > G1), IgM 

ELISA Fijadores y NO 
fijadores de C´ 

IgG (G1, G2, G3, G4) 

Luminex Fijadores y NO 
fijadores de C´ 

IgG (G1, G2, G3, G4) C1q 



Luminex: microesferas 

Monocitos 15-30um 
Granulocitos 15-20um 

Eritrocitos (5-7,5um) 
Linfocitos (7-15um) 

Microesferas tamaño 5,6um 

Con un tamaño exacto, se pueden seleccionar / discriminar fácilmente por CF 



Luminex: microesferas 
Microesferas 

 - De poliestireno 

  - Teñidas con una mezcla de colorante rojo e infrarrojo 



Esta combinación de colores permite su 
identificación cuando la microesfera es 
interceptada por el láser rojo 



Luminex: microesferas 

Soporte de Poliestireno que permite “incrustar”: 
 
    

Proteína / Antígeno 

Sondas de ADN 

Anticuerpos frente a…  

(…) 



Luminex: microesferas 

Soporte de Poliestireno que permite “incrustar”: 
 
    

Proteína / Antígeno 

Sondas de ADN 

Anticuerpos frente a…  

Estudio de polimorfismos (Tipaje 
HLA PCR-SSOP) 

Interleucinas, quimiocinas, factores 
solubles (multiplexing)  

Anticuerpos   



Luminex: microesferas 

Soporte de Poliestireno que permite “incrustar”: 
 
    

Proteína / Antígeno 

Sondas de ADN 

Anticuerpos frente a…  

Estudio de polimorfismos (Tipaje 
HLA) 

Interleucinas, quimiocinas, factores 
solubles,  

Anticuerpos   

Moléculas 
Fluorescentes 



Valor semicuantitativo 
 
MFI: Intensidad media de fluorescencia 

Fluorocromo se excita y emite una cantidad 
de fluorescencia 



Anticuerpos anti-HLA 

Utilidad de la determinación de anticuerpos anti-HLA en el trasplante 

 
– Pacientes en lista de espera (alorreactividad del receptor) 

– Alarma de trasplante: Crossmatch Virtual (estratificación del riesgo) 

– Monitorización del paciente trasplantado (respuesta humoral anti-donante) 

 



PRE LISTA ENTRADA EN LISTA MONITORIZACIÓN POST TRAPSLANTE 
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Propuesta HUMV  
Adaptado de Tait BD et al. Consensus guidelines on the testing and clinical management issues associated with HLA and non-
HLA antibodies in transplantation. Transplantation. 2013;95(1):19-47  
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Anticuerpos anti-HLA 

Utilidad de la determinación de anticuerpos anti-HLA en el trasplante 

 
– Pacientes en lista de espera (alorreactividad del receptor) 

– Alarma de trasplante: Crossmatch Virtual (estratificación del riesgo) 

– Monitorización del paciente trasplantado (respuesta humoral anti-donante) 

 



Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

Pacientes en lista de espera 
 Posible encuentro previo con HLA  

 - Embarazos 

 - Retransplantados 

 - Enfermedad renal (varias transfusiones) 

 

 - Clasifica a los pacientes 

  -- Bajo riesgo (sin sensibilización previa = sin anticuerpos anti-HLA) 

  -- Alto riesgo (con sensibilización previa = con anti-HLA) 

Hace unos años se realizaba calculando el PRA: 

 Panel Reactivo de Anticuerpos 



Panel reactivo de anticuerpos (PRA)  Estimación de lo fácil/difícil que lo va a tener 
un candidato a trasplante para encontrar un donante 
  

Anticuerpos anti-HLA (CDC)  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

-Panel Reactivo de Anticuerpos- 

PRA = 0% PRA = 1/48 = 2% PRA = 46/48 = 96% 



Anticuerpos anti-HLA (Luminex)  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

-Panel Reactivo de Anticuerpos Virtual- 

http://www.etrl.org/Virtual%20PRA/Default.aspx 

6870 donantes europeos  
 Austria 
 Belgica 
 Alemania 
 Holanda 

Eurotransplant 
PATHI* 

250 donantes 

OPN 
https://optn.transplant.hrsa.gov/resources/al
location-calculators/cpra-calculator/ 

14000 donantes USA 
 

Canadian cPRA  
https://ctr2.transplantregistry.ca/otd-cpra-client/ctr2.jsp 

1700 donantes 
 



Resultados de anti-HLA por Luminex 

A23 
A24 
B37 



El suero de este paciente reaccionará con el  
24,3 % de donantes 
 
No reaccionará con el 75,6% 



La calculadora de PRAv con el pool de donantes del PATHI tiene la misma capacidad 

que las calculadoras establecidas hasta la fecha 

 

PRAv de 42 pacientes hipersensibilizados  

Asensio E et al. Front Immunol 2017 



Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

Pacientes en lista de espera 
 Posible encuentro previo con HLA  

 - Embarazos 

 - Retransplantados 

 - Enfermedad renal (varias transfusiones) 

 - INMUNIDAD HETERÓLOGA (Acs de reacción cruzada HLA-microorganismos) 
 

 - Clasifica a los pacientes 

  -- Bajo riesgo (sin sensibilización previa = sin anticuerpos anti-HLA) 

  -- Alto riesgo (con sensibilización previa = con anti-HLA) 



Ausencia de reacción cruzada entre anticuerpos virales y anti-HLA 

La producción de Acs anti-HLA post-infecciosa es por activación de células B memoria 

Heidt S et al. Transplantation 2018 

51 AcMo virales 

41 AcMo anti-HLA 



Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los Acs anti-HLA en el campo de trasplante 

Pacientes en lista de espera 
 Posible encuentro previo con HLA  

 - Embarazos 

 - Retransplantados 

 - Enfermedad renal (varias transfusiones) 

 - INMUNIDAD HETERÓLOGA (Acs de reacción cruzada HLA-microorganismos) 

 - Ac anti-HLA en pacientes en lista de espera sin eventos sensibilizantes??? 
 

 - Clasifica a los pacientes 

  -- Bajo riesgo (sin sensibilización previa = sin anticuerpos anti-HLA) 

  -- Alto riesgo (con sensibilización previa = con anti-HLA) 



Los anticuerpos POLIRREACTIVOS contribuyen a la reactividad anti-HLA detectada con 

Luminex en pacientes en lista de espera 

Gao B et al. Transplantation 2016 



La polirreactividad de los Ac anti-HLA se explica por 

polirreactividad de la IgG frente a células apoptóticas 

Gao B et al. Transplantation 2016 



Porcheray F et al, Transplantation 2010 

Un medio inflamatorio (ej., rechazo crónico) en el contexto de un ALOtrasplante puede inducir la 
producción de AUTOanticuerpos 



La producción de autoanticuerpos en pacientes hipersensibilizados favorece el rechazo 

humoral independiente de aloanticuerpos anti-HLA 

Riesco L et al. Transplant Immunol (Epub ahead) 

Anti-perlecan y –AT1R 



Implicaciones de los Acs polirreactivos en la 

interpretación de los resultados anti-HLA con Luminex 

 Detección de Ac anti-HLA a pesar de no haber historia de episodios sensibilizantes. 

 Desarrollo de NDSA después del trasplante. 

 Diferencias de resultados entre métodos para detectar Ac anti-HLA (i.e., Luminex 

positivo vs CDC negativo). 

 Presencia de Ac polirreactivos con altas MFI en Luminex: especificidades prohibidas en 

lista de espera. 

 Resultados del trasplante renal a largo plazo: Ac anti-HLA (DSA) y anti-células 

apoptóticas (polirreactivos) efecto deletéreo 



Prueba Cruzada Virtual 
 
 -Perfil de anticuerpos anti-HLA de los candidatos 
 
 -Tipaje del donante 
 
  

Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

-Prueba Cruzada virtual- 



Alerta 
de  Trasplante 

Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

-Prueba Cruzada virtual- 

Tipaje del Donante 
 

A1,2 
B7,13 
DR1,4 

OjO ahora también tipamos locus 

DQ… 



Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpos anti-HLA en el campo de trasplante 

-Prueba Cruzada virtual- A1,2 
B7,13 
DR1,4 



Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

-Prueba Cruzada virtual- A1,2 
B7,13 
DR1,4 



Anticuerpos anti-HLA  
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante 

-Prueba Cruzada virtual- 

Paciente Hipersensibilizado 



Limitaciones de detección Ac anti-HLA mediante Lx 

CUANTIFICACIÓN 

Las MFI <10.000 (semicuantitativo) 
se relacionan bien con los titulos o 

diluciones (cuantitativo) 

Tampur AR, Wiebe C. Transplantation 2018 



Limitaciones de detección Ac anti-HLA mediante Lx 

COMPLEMENTO 

A dilución 1/32-1/64 hay buena 
correlación con C1q SAP en Lx y se 

activa complemento 

Tampur AR, Wiebe C. Transplantation 2018 

Saturación 

C’ 

Insuficiente 



3 perfiles de riesgo en pacientes hipersensibilizados 

Irure J et al. PLoS One 2017 



Limitaciones de detección Ac anti-HLA mediante Lx 

DOS MÉTODOS COMERCIALES: VARIABILIDAD INTRAINDIVIDUAL 

HLA denaturalizado y conformacional 

Secundario policlonal 

HLA conformacional 

Secundario monoclonal 



LabScreen detecta más especificidades HLA-I y HLA-II y con 
mayores MFI que Lifecodes 

 

OJO: Ac secundario 
(LabScreen policlonal y Lifecodes monoclonal) 

 
Ravindranath MH et al. Immunol Res 2018 



Ravindranath MH et al. Immunol Res 2018 

LabScreen (azul) tiene antígenos HLA-I nativos y 
desnaturalizados mientras que Lifecodes (rojo) no 

 

3 AcMo 
 

TFL-006 
HLA libre sin b2m 

 



LabScreen detecta más especificidades HLA-I mientras que 
Lifecodes detecta más especificidades HLA-II 

 
 

Minucci PB et al. Exp Clin Transplant 2017 



OTROS ASPECTOS TÉCNICOS DE LX DE 
INTERÉS CLÍNICO 



Complemento y su interferencia en la detección de 
anticuerpos anti-HLA con Lx 



Complemento y su interferencia en la detección de 
anticuerpos anti-HLA con Lx 

Guidicelli G, et al. HLA 2018 

29,5% 

45,9% 

EDTA (0,1M, 1/10, 10 min): 

C’ e IgM 

Alternativa: inactivación por 

calor (56oC, 20 minutos) 

Wang J, et al. HLA 2017 



Antígenos HLA en las “bolitas” de poliestireno 

HLA nativo HLA desnaturalizado 



Epítopos  

conformacionales 

Epítopo lineal 

Epítopo lineal 

Antígeno nativo     Antígeno desnaturalizado 

Desnaturalización 

Antígenos HLA en las “bolitas” de poliestireno 



Screening SAB 

Los pacientes en lista de espera tienen especificidades frente a dnHLA 

que no se detectan con el screening 

HLA nativo HLA desnaturalizado 
Riesco L et al. Submitted 



Caso #2 (HLA Matchmaker) 

Locus A Locus B Locus C Locus DR Locus DQ 

Receptor *01,*02 *07,*49 *04,*13 

Donante *01,*24 *07,*15:17 *07,- *08,*13 *04, *06 

-Trasplante pulmonar 
-Biopsia: Rechazo Agudo Celular A3 de la WF de la ISHLT 
 
¿Presencia de anti-HLA? 



Tipaje Donante 15:17 (B63) 

• Este alelo no está representado en el panel Lx 

 

 



Grupo Serológico B15 

https://nhsbtdbe.blob.core.windows.net/umbraco-assets-corp/2929/hla_conversion_chart_1014.pdf 



HLA-Matchmaker 



CONCLUSIONES I 

•Luminex es el método establecido para el estudio de Ac anti-HLA. 

•Los resultados se determinan en MFI. Titulación de utilidad con 

MFI elevadas y en tratamientos desensibilizantes. 

•La interpretación de los resultados puede afectarse en función de 

polirreactividad o inhibición por complemento y/o IgM. 

•Dos métodos comerciales de Luminex con relativa buena 

concordancia, pero no estandarización. 



• HLA matchmaker: utilidad para individualizar (¿generalización?) 

• Otras situaciones: mayor densidad de Ag HLA en las beads que 

en células endoteliales (HLA-C, HLA-DQ, HLA-DP); 

tratamientos desensibilizantes (IVIG, timoglobulina). 

• FUTURO… 

 

CONCLUSIONES II 



El empleo de ELISPOT para detectar células B memoria en pacientes hipersensibilizados 

como complemento a los Ac anti-HLA 

Karahan GE et al, Transplantation 2015 
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