
 
 
 
 
 
 

TIPAJE HLA: 
 
 

A) AMPLIFICACIÓN DEL ADN 
 

1. Preparación hoja de trabajo: Calcular la cantidad de cada uno de los reactivos 
que tenemos que usar en función de la cantidad de muestras y del locus a analizar 
según las siguientes tablas: 

 
 

2. Vortear las muestras y los Master Mix.  

3. Preparar las mezclas según volúmenes anteriores. 

4. Hacer un spin a las muestras y añadir volumen de DNA tomando de la parte 
superior. 

5. Añadir el volumen de mezcla correspondiente homogeneizando mediante 
pipeteo. 

6. Introducir los tubos sobre el termociclador 

7. Cerrar bien los tubos. 

 
2.  Programa de amplificación: 

95ºC             5 min                                        

______________________________________________   

95ºC       30 sg                                                  
60ºC            45 sg                                                  
72ºC  45 sg  

Número de ciclos: 8 

_______________________________________________  

95ºC        30 sg                                                  
63ºC            45 sg                                                  
72ºC  45 sg  

Número de ciclos: 32  

______________________________________________ 
  

72ºC 15 min 

4º C ∞ 

 
 
 
 
 
 
 

Nº muestras Master Mix Muestra de ADN Taq  
Agua sin 

nucleasas 

1 7.5 ul 100 ng 0.25 ul Hasta 25 ul 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
B) HIBRIDACIÓN 

 
 

1. Pre-calentar los beads entre 5-10 min a 55- 60ºC 

2. Pasar el mix de beads por el ultrasonidos 1 min.  

3. Agitar en vortex los beads y añadir a cada pocillo: 

 

5 µl de DNA amplificado + 15 µl del Mix de beads 
 

 

Nota importante: Volver a agitar el vial de beads después de dispensar cada fila de 

pocillos. 

4. Ejecutar el programa de hibridación  
 

97ºC               5 Minutos 

47ºC             30 Minutos  

56ºC             10 Minutos  

Mantener a 56ºC 
 

5. Preparar la mezcla de la Solución de Dilución y la Estreptavidina para n + 1 

muestras. 

 

Para 1 muestra: 130 µl Solución dilución + 0.65 µl  Estreptavidina. 
 

6. Introducir las muestras en el programa Quick-Type.  

7. Añadir 130 µl de la Solución de Estreptavidina a las muestras, pipeteando 

suavemente, al finalizar los 10 minutos a 56ºC del programa de hibridación 

manteniendo la placa en el termociclador. 

8. Sacar inmediatamente las muestras del termociclador. 

9. Colocar las muestras en el analizador. 

10. Hacer click en Start Plate en la pantalla Run Batch. 
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TECNOLOGÍA LUMINEX
INTRODUCIÓN

xMAP TECHNOLOGY Y LUMINEX Corp

MAP: Multiple Analytes Profiling
X: Your Variable

 5 COMPONENTES BÁSICOS:

 Reactivos biológicos

 Microesferas

 Fluidos

 Opticas

 Porcesador digital de alta
velocidad



TECNOLOGÍA LUMINEX
MULTIPLEX

ENSAYO MULTIPLEX:

Análisis de múltiples analitos en una única muestra

Anticuerpos
en sandwich: 
Inmunoensa-
yo ELISA

Anticuerpos
inmoviliza-
dos en 
chips: Array 
plano

Anticuerpos
conjugados en 
microesferas: 
Array en 
suspensión



TECNOLOGÍA LUMINEX
ESFERAS

xMAP : El poder está en las microesferas

 Microesferas de poliestireno de 
5,6 micrones

 Superficie carboxilada

 Tamaño pequeño
 Suspensión en líquidos
 Cinéticas rápidas
 Alta relación superficie-

volúmen
Partículas de 3.4 micrones sobre pelo humano, 1000x



TECNOLOGÍA LUMINEX
ESFERAS

 Se usa una combinación de 2
colorantes para distinguir un grupo
de microesferas de otro

 Cada grupo tiene una única
fluorescencia de colorante rojo e
infrarrojo

 Todas las esferas de un grupo se
identifican con un número de
identificación ID

 Los 100 grupos permiten estudiar
varios analitos (multiplex) en el
mismo volumen de reacción

100 GRUPOS DE ESFERAS DE DIFERENTES COLORES



TECNOLOGÍA LUMINEX
ESFERAS

PRODUCCIÓN DE GRUPOS DE ESFERAS DE 
DIFERENTES COLORES

 Se usan 2 colorantes fluorescentes: 
rojo e infrarrojo

 Se mezclan en la proporción 
adecuada en solventes orgánicos

 Esferas se inchan y el colorante 
difunde al interior



1. Las microesferas están cubiertas un reactivo de captura (oligo, anticuerpo, 
péptido, receptor)

TECNOLOGÍA LUMINEX
METODOLOGÍA



2. Se añade la muestra (analito) a las microesferas

TECNOLOGÍA LUMINEX
METODOLOGÍA



3. Un anticuerpo de detección biotinilado se une a las microesferas

TECNOLOGÍA LUMINEX
METODOLOGÍA

4. Se añade un reporter fluorescente (SA-PE)



TECNOLOGÍA LUMINEX
DETECCIÓN

LUMINEX

Lector

Dispensador de fluido

Plataforma XY

Programa de 
adquisición y 
análisis



TECNOLOGÍA LUMINEX
DETECCIÓN

DETECCIÓN DE LAS MICROESFERAS:

 Aspiración de la muestra

 Se inyecta fluido de sistema (sheath fluid) a la 
muestra (90 ul/sec)

 La muestra forma una columna fina que fuerza a 
las esferas a alinearse para pasar por la cuveta
de detección



TECNOLOGÍA LUMINEX
DETECCIÓN

Láser rojo
Medición de 
colorantes
internos

Láser verde
Medición de la 
fluorescencia del 
colorante
reporter

> El láser rojo excita al colorante interno
de la microesfera

> Se clasifica la esfera en uno de los 100 
grupos (ID)

 Se detecta cada elemento que pasa por la cuveta de detección

> El láser verde excita los fluoróforos
externos asociados a la unión de 
PE

> Se mide la intensidad de 
fluorescencia (analito)



TECNOLOGÍA LUMINEX
DETECCIÓN



TECNOLOGÍA LUMINEX
PROGRAMA  xPONENT

 Permite el control del 
fluoanalizador

 Permite la adquisición y análisis

 Fácil de usar

 Compatible con esferas
magnéticas

 Fácil importación / exportación
de protocolos

Muestra resultados en tiempo
real

 Se miden 9600 resultados en 1 
hora

 Almacena datos en una base de 
datos



TECNOLOGÍA LUMINEX
PROGRAMA xPONENT

 Encendido del aparato

 Prime 

 Lavados: 70% isopropanol y líquido 
de sistema

 Realizar calibración

 Programar el experimento

 Importar protocolo

 Introducir identificación de las 
muestras

 Leer muestras

 Realizar otro experimento o apagar el 
aparato

 Limpieza con hipoclorito sódico

 Lavado con agua 



TECNOLOGÍA LUMINEX
CARACTERÍSTICAS Y VENTAJAS

ESPECIFICACIONES:
 Muestra:  25-50 ul por pocillo

 Formato: placa 96 pocillos

 Sensibilidad: menos de 200 MESF (molecules of equivalent standard fluorescence)

 Capacidad multiplex: hasta 100 ensayos por pocillo

 Tiempo de lectura:  30 min/placa

PRECISA, EFICIENTE Y FLEXIBLE:
 Resultados multiplex seguros y confiables

 Múltiples reacciones en un solo tubo reducen los costos de los consumibles

 El mismo instrumento puede usarse para diferentes aplicaciones

 La plataforma XY trabaja con placas de 96 pocillos

 Experimentos de 1 a 96 muestras

 Poner la placa e irse



TECNOLOGÍA LUMINEX
CARACTERÍSTICAS Y VENTAJAS

TIPOS DE MUESTRA

 Suero

 Plasma

 Sobrenadantes de cultivos

 Lisados

 Orina

 Spots de sangre

 Fluido gingival

 Fluido nasal

 Lágrimas

 Líquido cefalorraquídeo

 Saliva

 Fluido bronqueo-alveolar

 Secreciones vaginales

VOLUMEN DE MUESTRA

 Protocolos normales: 25-50 ul

 Protocolos reducidos: 25 ul, 10 ul, 
5 ul, 1 ul



TECNOLOGÍA LUMINEX
CARACTERÍSTICAS Y VENTAJAS

COMPARACIÓN xMAP Y ELISA



TECNOLOGÍA LUMINEX
UTILIDADES

PLATAFORMA ABIERTA



TECNOLOGÍA LUMINEX
UTILIDADES



HLA
INTRODUCCIÓN

 El “human leukocyte antigen” (HLA) system es el nombre del “major

histocompatibility complex” (MHC) en humanos.

 Como resultado de su descubrimiento histórico como factores en el trasplante,

las proteínas codificadas por estos genes también se conocen como antígenos.

En un trasplante, de un órgano o de células madre, las moléculas de MHC

actúan como antígenos y pueden provocar la respuesta inmune y el rechazo del

trasplante.

 Las moléculas MHC fueron identificados y nombrados después de comprobar su

papel en el rechazo del trasplante entre los ratones de diferentes cepas.

Aunque se tardó más de 20 años en aclarar la función del MHC en la

presentación de antígenos peptídicos a los linfocitos T citotóxicos.



HLA
INTRODUCCIÓN

 El sistema MHC es poligénico; los  genes MHC son altamente polimórficos y 
se expresan de forma codominante.



HLA
INTRODUCCIÓN

 Presentación antigénica: 

 reconocimiento de lo propio y 
no propio

 respuesta inmume



HLA
INTRODUCCIÓN

 Elevado grado de polimorfismo: Antígenos / Alelos



HLA
INTRODUCCIÓN

 Desequilibrio de ligamiento (Haplotipo extendido)



HLA
INTRODUCCIÓN

 APLICACIONES

 Médicas

 Compatibilidad HLA

 Tx de órgano sólido 

 Tx precursores hematopoyéticos (TMO, SP, SCU)

 Marcadores de enfermedad

 Farmacogenética

 No Médicas

 Forense (Paternidad, restos forenses)

 Genética de poblaciones (Historia, epidemiología)



HLA
TRASPLANTE

 Antígenos HLA presentes en la superficie celular afectan al trasplante
 El complejo mayor de histocompatibilidad reconoce y discrimina entre lo propio y lo 

extraño
 Estudio de compatibilidad HLA

 Receptor:   a) tipaje HLA-A, B, DR; alta resolución DRB1 para Tx precursores
hematopoyéticos

b) anticuerpos HLA
 Donante:    tipaje HLA-A, B, DR; alta resolución DRB1 para Tx precursores

hematopoyéticos



HLA
TIPAJE Y ANTICUERPOS

 GENÉTICA MOLECULAR: ALELOS HLA



HLA
TIPAJE Y ANTICUERPOS

SSP

SSO-RELY

SSO-LUMINEX

SBT



HLA
TIPAJE Y ANTICUERPOS

 SEROLOGÍA: ANTÍGENOS Y ANTICUERPOS 

Microlinfo-
citotoxicidad:

Linfocitos T/B/ 
totales 
+  Extensión 
tiempo de 
incubación ó 
+ AHG

 Detección de anticuerpos citotóxicos

 Pruebas cruzadas



HLA
TIPAJE

ELISA: Ag HLA específico

CITOMETRÍA DE FLUJO

LUMINEX



HLA
LUMINEX-SSO

 METODOLOGÍA

 Detección simultánea de hasta 100 grupos de esferas en una única suspensión

 Cada grupo de esferas tiene unida una sonda (oligonucleótido) específica de 
alelo o grupo de alelos



HLA
LUMINEX-SSO

 Se hace una PCR multiplex para amplificar oligonucleótidos específicos de
alelos de un locus. Un primer está en exceso.

 El amplicón marcado con biotina durante la PCR se mezcla con la solución de
bolitas. Durante la incubación el ADN se unirá a las sondas complementarias

 La reacción de hibridación se marca con SA-PE

PCR

HIBRIDACIÓN

5 ul amplificado + 15 ul esferas

SA-PE

LECTURA LX

SSO



HLA
LUMINEX-SSO

 El Luminex aspirará la muestra y la pasará por los 2 láseres

 El laser rojo discriminara el tipo de bolita

 El laser verde cuantificara la flurescencia del ADN unido a la bolita



HLA
LUMINEX-SSO

 Se colecta la información de la señal de por lo menos 60 microesferas
individuales de cada región (ID)

 El programa calcula y muestra el valor de la mediana de la intensidad de
Fluorescencia (MFI) de todos los eventos

 El programa muestra
los datos en tiempo
real

 Se genera un archivo
.csv con los datos
adquiridos



HLA
LUMINEX-SSO

 Análisis y determinación del tipaje:



HLA
LUMINEX-ANTICUERPOS

 METODOLOGÍA

 Detección simultánea de hasta 100 grupos de esferas en una única suspensión

 Cada grupo de esferas tiene unido mezcla de antígenos o un antígeno 
específico

CRIBAJE (Lifescreen)

 Varios antígenos diferentes
en cada grupo de esferas
 7 esferas Clase I
 5 esferas Clase II

ANTICUERPOS ESPECÍFICOS (LSA)

 Un antígeno en cada grupo de esferas
 Clase I :  92 antígenos (A, B, C)
 Clase II :  81 antígenos (DR, DQ, DP)

 IgG, C3d



HLA
LUMINEX-ANTICUERPOS

SCREENING

5 ul esferas + 12,5 ul suero

Agitar 30 min. a TA

+ 50 ul conjugado diluido

3 lavados

Agitar 30 min a TA

Diluir y leer en Lx

LSA

40 ul esferas + 10 ul suero

Agitar 30 min. a TA

+ 50 ul conjugado diluido

3 lavados

Agitar 30 min a TA

Diluir y leer en Lx

C3d

40 ul esferas + 10 ul suero

Agitar 30 min. a TA

+ 50 ul conjugado C3d diluido

3 lavados

Agitar 30 min a TA

Resuspender y leer en Lx

+ 30 ul suero negativo

1 lavado



HLA
LUMINEX-ANTICUERPOS

 Se recolecta la información de la señal de por lo menos 60 microesferas
individuales de cada región (ID)

 El programa calcula y muestra el valor de la mediana de la intensidad de
Fluorescencia (MFI) de todos los eventos

 El programa muestra
los datos en tiempo
real

 Se genera un archivo
.csv con los datos
adquiridos



HLA
LUMINEX-ANTICUERPOS

 Análisis de anticuerpos:

SCREENING



HLA
LUMINEX-ANTICUERPOS

 Análisis de anticuerpos:

LSA



HLA
LUMINEX-ANTICUERPOS



TECNOLOGÍA LUMINEX Y TRASPLANTE
RESUMEN

LUMINEX



TECNOLOGÍA LUMINEX Y TRASPLANTE
RESUMEN

SSO

 Técnica sencilla para determinación de tipaje

 Resolución: baja - intermedia, alta (eRes)

 Resultado 2-4-6 dígitos o NMDP

 Volumen: bajo – alto

 Posibilidad de secuenciación usando el amplificado del SSO

ANTICUERPOS

 Técnica sencilla para cribaje y detección de 
anticuerpos específicos

 Alta sensibilidad

 Posibilidad de variar ajustes de asignación

 C3d

 IgM

 Permite comparar análisis de diferentes fechas

xMAP + LIFECODES

OTROS

 MicA

 KIR

 PAK



DIAGNÓSTICA LONGWOOD
MARCO DE LA ORGANIZACIÓN

DIAGNÓSTICA LONGWOOD S.L.

 1991: Constitución

 1992: Inicio de actividad

 Actividad: Distribuición en España y Portugal de reactivos de diagnóstico
in vitro

 Ámbito: HLA, enfermedades genéticas, bancos de sangre y microbiología

 2011: Fabricación productos propios

 2012: Filial Blackhills Diagnostic Resources

 2013: Constitución Diagnóstica Longwood Latinoamérica +



DIAGNÓSTICA LONGWOOD
VENTAJAS COMPETITIVAS

 Servicio al cliente y departamento de Soporte Técnico altamente
cualificados

 Rápida respuesta ante incidentes

 Representación de empresas líderes

 Incorporación continua de nuevos productos

 Importante inversión en equipos en cesión

 Producto propio

 Marca España en actividad de transplantes



DIAGNÓSTICA LONGWOOD
PRODUCTOS



TECNOLOGÍA LUMINEX Y TRASPLANTE
DIAGNÓSTICA LONGWOOD

MUCHAS GRACIAS POR SU ATENCIÓN 
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