1 Cribado de aloanticuerpos, identificación de aloanticuerpos anti-HLA o PRA de «Panel Reacting Antibodies»:
1.1 Aloanticuerpos por citotoxicidad dependiente de complemento (PRA-CDC)
La técnica se basa en el efecto citolítico del complemento sobre los linfocitos en cuya superficie tiene lugar una reacción antígeno (de la células) con un anticuerpo (sérico). Esta reacción se realiza con un panel de células de diferentes donantes (30-60) portadores de antígenos HLA distintos. Esta técnica detecta la presencia en suero de anticuerpos citotóxicos de clase IgG1, IgG3 e IgM. 

La asignación de especificidad se realiza por correlación matemática entre la presencia de un determinado antígeno en los linfocitos y las reacciones positivas y negativas del suero. La asignación de especificidad es especialmente fiable si se ha repetido en varias ocasiones con suero de fechas distintas. En los receptores con múltiples aloanticuerpos la definición de los alelos aceptables por técnicas de citotoxicidad es imprecisa dado que cada célula expresa 6 alelos.

1.2 Cribado aloanticuerpos anti-HLA por fase sólida


Se fundamenta en la unión a una «fase sólida» de antígenos HLA purificados a partir de células de múltiples individuos. Esta base sólida puede ser: 1) placa de ELISA de poliestireno; 2) microesferas de poliestireno con marcaje fluorescente interno identificable por citometría (Flow-PRA/ citómetro de flujo, Luminex), o 3) matrices de distribución puntual en diferente tipos de soporte (Microarrays).


La reacción se revela con un anticuerpo secundario generalmente anti-IgG-humana marcado con enzimas o fluorocromos, por lo que no se detectan anticuerpos de tipo IgM (excepto que se utilice una anti-IgM), ni aquellos dirigidos contra antígenos no HLA (p. ej.,  autoanticuerpos).

1.3  Asignación de especificidad anti-HLA con técnicas de fase sólida

Puede hacerse por dos sistemas: 

1) Dianas multialélicas de un individuo único: cada microesfera está rebozada de los antígenos  purificados procedentes de una línea celular (en general dos alelos) de clase I locus 2A + 2B + 2C, o bien clase II 2DR y/o 2DQ y/o 2DP; se utilizan diversas microesferas con antígenos de diferentes líneas celulares. La asignación de especificidad se realiza por correlación matemática entre la presencia de un determinado alelo en la microesfera y las reacciones positivas y negativas con las distintas dianas.

2) Dianas con antígenos aislados (o «single antigen»): cada microesfera está rebozada con un solo alelo HLA clase I o de HLA clase II. El sistema de antígeno aislado es más preciso para la identificación de las incompatibilidades aceptables, es decir, aquellos alelos contra los que el receptor no tiene aloanticuerpos. 

Cuando se utilizan como dianas las técnicas de microesferas (Luminex) el resultado se expresa en MFI (Median Fluorescence Intensity) y es una media de la lectura de decenas (50-100) de microesferas que poseen el mismo alelo, por lo que el resultado es más fiable que el estudio de uno o dos pocillos de una placa de ELISA. 

Por el momento el antígeno aislado no está disponible en forma de Microarrays.

Los métodos de fase sólida tienen la ventaja que no detectan anticuerpos contra antígenos no HLA. Sin embargo, existe la posibilidad teórica de que en el proceso de obtención y unión a la fase sólida las moléculas HLA puedan sufrir cambios conformacionales que interfieran con la unión a algunos aloanticuerpos o que den lugar a reacciones inespecíficas.
2. Prueba cruzada linfocitaria (o Crossmatch o X-Match)
2.1 Prueba cruzada linfocitaria por CDC entre donante y receptor

Basada en la técnica CDC, hace reaccionar el suero del receptor con los linfocitos del donante en presencia de complemento. La positividad de la reacción se visualiza con ayuda de un colorante vital, que penetra a través de la membrana celular si ha sido permeabilizada por el complemento. Detecta anticuerpos de clase IgG1, IgG3 e IgM.

Se puede realizar a partir de linfocitos totales o de subpoblaciones celulares. Si se separan las subpoblaciones de linfocitos T y B es posible diferenciar los anticuerpos anti-HLA-I de los anti-HLA-II (tabla 1).
Se puede realizar un tratamiento con DTT (que destruye las IgM) para diferenciar anticuerpos linfocitotóxicos de tipo IgM (generalmente autoanticuerpos) de los de tipo IgG (tabla 2).
Para conocer de forma aproximada la «cantidad» de aloanticuerpos anti-HLA en el receptor se pueden detectar la citotoxicidad del suero a diferentes diluciones (desde 1/1 a 1/512). Este análisis tiene interés en caso de pretender desensibilizar al receptor.

2.2  Prueba cruzada linfocitaria por citometría de flujo entre donante y receptor
La unión de los anticuerpos del suero del receptor a los antígenos de membrana de los linfocitos del donante se identifica con una antiinmunoglobulina humana (generalmente un Fab2-anti-IgG) marcada con un fluorocromo detectable por citometría de flujo. 

Para identificar los subtipos de linfocitos con los que reacciona el suero, éstos se identifican con anticuerpos monoclonales marcados con un fluorocromo distinto del de la anti-IgG. Habitualmente se utiliza anti-CD3 para identificar los linfocitos T y anti-CD19 o anti-CD20 para identificar los linfocitos B. Las células T (sin activar) expresan sólo HLA-I, mientras que las células B expresan HLA-I + HLA-II. Los anticuerpos anti-HLA-I reaccionaran con las células T  y  B. Los anticuerpos anti-HLA-II sólo reconocerán los linfocitos B (tabla 3). 

La identificación de los linfocitos T y B permite, además, minimizar la interferencia derivada de la presencia fisiológica de inmunoglobulinas humanas en la membrana de los linfocitos B. 

La positividad se calcula generalmente basándose en el cambio en el canal medio de fluorescencia (= [canal medio del suero problema] – [canal medio del control negativo]).

El dintel de positividad debe establecerse en cada laboratorio. Los valores de corte habituales oscilan ente 10 y 40  y pueden ser distintos para linfocitos T (CD3+) y para linfocitos B (CD19+)1. Unos dinteles conservadores podrían ser:

Para T: SMCF <10 = negativo; SMCF >10 y <20 = positivo débil; SMCF >20 = positivo.
Para B: SMCF <30 = negativo; SMCF >30 y <40 = positivo débil; SMCF >40 = positivo.

3. Otras pruebas en fase de evaluación

Existen otras pruebas en fase de evaluación aún sin la suficiente evidencia científica para desaconsejar un trasplante o pronosticar su evolución de una forma estadísticamente significativa. Entre ellas se encuentran:
3.1 Anticuerpos anti-MICA 

Se han descrito como relacionados con el rechazo del injerto, pero su valor pronóstico pretrasplante no está bien definido. Por inferencia podríamos sospechar su participación en pacientes que han perdido un injerto previo con evidencias de rechazo humoral (p. ej., depósitos de C4d), sin que haya sido posible demostrar anticuerpos anti-HLA. En estos casos es coherente buscar otros anticuerpos que justifiquen el rechazo. En caso de ser positivos se pueden determinar los alelos MICA del donante, e intentar evitar en un nuevo donante los antígenos MICA contra los que existen anticuerpos2.

3.2 Crossmatch utilizando precursores endoteliales

Con la misma indicación que los anticuerpos anti-MICA pero específico de donante se encoentraría el llamado crossmatch con precursores endoteliales enriquecidos a partir de sangre periférica. El resultado sólo sirve para un donante concreto y tiene un coste de reactivo elevado.

3.3 Crossmatch por captación de aloantígenos solubilizados del donante sobre fase sólida 

Se puede realizar en soporte de microesferas de Luminex o placas de ELISA.  
Existe la posibilidad de utilizar microesferas de poliestireno recubiertas de un monoclonal anti-HLA clase I o clase II que captura los aloantígenos HLA a partir de las membranas solubilizadas de las células de los donantes. Después de incubar las esferas con el suero del receptor pueden identificarse aloanticuerpos mediante una anti-IgG (o anti-IgM) fluorescente y un citómetro tipo Luminex. El valor pronóstico de esta técnica, en el pretrasplante, está en fase de evaluación. Puede ser especialmente útil en el seguimiento de los aloanticuerpos de novo en el postrasplante, ya que permite utilizar células del donante almacenadas en un congelador ((70 ºC) utilizando un detergente especial sin necesidad de disponer células viables conservadas en nitrógeno líquido.

El mismo fundamento se aplica usando como soporte de los anticuerpos monoclonales  placas de ELISA.

3.4 Anticuerpos anti-GSTT1
Si bien descritos inicialmente como no patogénicos en el riñón3, se han asociado con depósitos de C4d4. Su valor pronóstico pretrasplante no ha sido definido.
3.5 AloElispot

Es una técnica que cuantifica el número de linfocitos T del receptor capaces de reconocer aloantígenos del donante y activarse. Es una medida estimativa de la presencia de células T alorreactivas. Metodológicamente se valora la secreción de una citocina (p. ej., IFN gamma como valoración de células TH1) después de un cocultivo de células del receptor con células/ antígenos del donante. Después de una incubación de unas 18 h se cuenta el número de células secretoras de la interleucina.  Como todas las técnicas de respuesta a células tiene el inconveniente de la reproductividad y la necesidad de incluir controles que validen los resultados, pero constituye uno de los pocos instrumentos disponibles para evaluar la reactividad celular5 y su resultado posiblemente esté relacionado con la memoria inmunológica del receptor.

4. Elementos que pueden interferir en las determinaciones

4.1 Citotoxicidad dependiente de complemento PRA y crossmatch
Autoanticuerpos linfocitotóxicos. Más frecuentes en pacientes con enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sistémico; artritis reumatoide, cirrosis biliar primaria, etc.). La frecuencia de autoanticuerpos en pacientes sensibilizados en lista de espera es de aproximadamente el 4%.

Tratamiento reciente con suero antilinfocitario. Falsos positivos muy frecuentes o con algunos anticuerpos monoclonales. 

4.2 Aloanticuerpos por fase sólida
Tratamientos recientes con inmunoglobulina intravenosa. Inciden sobre el resultado y los controles, debe conocerse para la validación del resultado.
4.3 Crossmatch por citometría
Tratamientos con monoclonales humanizados. Por ejemplo anti-CD20: falsos positivos para linfocitos B muy frecuentemente.

Tratamientos recientes con inmunoglobulina intravenosa. Puede incidir sobre el resultado, debe conocerse para la validación de éste.
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