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GLOSARIO

HLA: human leucocyte antigen , antigeno mayor de histocompatibilidad.
EFl: European Federation for Inmunogenetics. Federacion Europea de Inmunogenética.

Consenso: en todos los esquemas serolégicos se requerird que al menos el 75% de los participantes coincidan en los
resultados. En caso de que no se alcance el consenso establecido para cada panel en alguna de las muestras, ésta no
serd evaluada (1).

Resultado de referencia o valor asignado: en los esquemas de tipaje molecular HLA, es el resultado suministrado
por el Comité Asesor multicéntrico, integrado en su totalidad por laboratorios acreditados por EFI.

Valor asignado: valor atribuido a un pardmetro de la muestra objeto de intercomparacion (2). Denominaremos asi
en este Prospectus tanto al resultado que se decida como correcto por consenso de los participantes, como al
Resultado de referencia o valor asignado.

Resultado correcto: resultado completo que no presenta ninguna discrepancia con el valor asignado.

ESQUEMAS

En cada uno de los ejercicios de los esquemas se suministrardn instrucciones precisas y adecuadas incluyendo
informacion relativa a cada muestra, especificaciones de los ensayos si fuera pertinente, unidades en que deben
expresarse los resultados y fecha de envio de los mismos.

Cualquier incidencia o comentario que pueda surgir en el desarrollo del ejercicio de intercomparacion sera
comunicada a los participantes y tenida en consideracién a la hora de evaluar los resultados.

En la Tabla 1 se recogen los esquemas del Subprograma, asi como el calendario de envio de muestras y el de
recepcién de resultados para su evaluacién. Cada envio lleva asignado un cédigo con el nimero (s) de identificacion
del (los) esquemas a los que corresponde. En los casos en que hay mas de un envio por esquema, se denominan con
letras griegas (a para el 12, B para el segundo...). En los esquemas 4 A, B, C, Y D sélo se realizard un envio de
muestras. El primer envio del esquema 3A consta de sueros (indicados con una s) y los siguientes, de células.

Existe, en todos los esquemas la posibilidad para los laboratorios, de inscribirse y participar en el ejercicio de
intercomparacion recibiendo sus puntuaciones, pero sin ser evaluados. Esta particularidad debera ser informada a los
responsables

Tabla 1: Esquemas y muestras del programa de Histocompatibilidad GECLID-SEI 2014
mar 21 de Ene de 2014 alfa HLA-5 y HLA-6

mar 4 de Feb de 2014 sueros HLA-3 y HLA-4 (Unico)

mar 4 de Mar de 2014 alfa células HLA-1,3 AyB

mar 4 de Mar de 2014 alfa HLA-8

mar 11 de Mar de 2014 alfa HLA-2ABC

mar 24 de Jun de 2014 beta HLA-5y 6

mar 2 de Sept de 2014 beta células HLA-3 Ay B, HLA1& HLA8
mar 14 de Oct de 2014 beta HLA4 (entrada de resultados)
mar 28 de Oct de 2014 beta HLA-2ABC

GECLID SEI 2014 Subprograma de Histocompatibilidad. Prospectus 2.01.0
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ESQUEMA

HLA-1A
Serologia clase |

HLA-1B
Serologia clases | y Il

HLA-2A
HLA-Enfermedad 1

HLA-2B
HLA-enfermedad 2

HLA-2C
HLA-Enfermedad 3

HLA-3A
Prueba cruzada
citotoxicidad

HLA-3B
Prueba cruzada
citometria

HLA-4A
Deteccion de Ac. anti
HLA de clase | y Il

HLA-4B

Deteccion y Andlisis
de Ac. Anti HLA de
claselyll

HLA-5

Tipaje molecular
HLA-l y Il (baja
resolucion)

HLA-6

Tipaje molecular
HLA-l y Il (alta
resolucion)

HLA-8
Quimerismo

PARAMETROS

Tipaje Seroldgico:
-HLA-A,B,(-Cw)

Tipaje Seroldgico:
-HLA-A,B,(-Cw)
-HLA-DR,(-DQ)

HLA-B27

HLA-B*57:01

HLA de susceptibilidad a E. celiaca

Deteccion de anticuerpos citotdxicos
frente a linfocitos T o totales (2)

Prueba cruzada frente a linfocitos Ty B
(reactividad 1gG frente a Ty B)

Deteccion de Ac. anti-HLA clase l y Il

Deteccion de anticuerpos e
Identificacion de especificidades anti
HLA declasely Il

Tipaje molecular HLA de baja
resolucion 5A: HLA-A, -B, -C
5B: HLA-DRB1, -DRB3/DRB4/DRB5
-DQA1, -DQB1

Tipaje molecularHLA de alta resolucion
6A: HLA-A, -B, -C
6B: HLA-DRB1, -DRB3/DRB4/DRBS5,
-DPB1, -DQA1, -DQB1, (-DPAL)*

Determinacion de la proporcion de
ADN/células en una mezcla de dos
componentes (individuos)

ITEMS

5 células

5 células

4 células

4 células

4 células

14 sueros
4 células

14 sueros
4 células

14 sueros

14 sueros

5 células

5 células

2 células
5 mezclas

N¢e
ENVIOS

3 (1 sueros, 2
rondas de
celulas)

3 (1 sueros, 2
rondas de
celulas)

unico

unico

TOTAL

10

10

56

56

14

14

10

10

10(14)

Plazo de recepcion de
resultados

2 semanas

2 semanas

6 semanas

6 semanas

6 semanas

2 semanas

2 semanas

6 semanas

6 semanas

6 semanas

10 semanas

2 semanas



Esquema HLA-1A y 1B: Serologia de clase | y serologia de clases | y I

Propdsito: Evaluar la habilidad de los participantes en la determinacién de especificidades HLA por métodos
seroldgicos.

Distribucion de muestras:

Se evaluaran al menos 10 muestras anuales. Para ello, se distribuiran 10 muestras, en dos envios con 5 muestras
cada uno. En caso de que fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se afadiran al segundo.
Si fuera necesario, se realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 10 muestras evaluables.

Dentro de este esquema se registraran los resultados para moléculas HLA de clase | y clase Il. Existe |la posibilidad de
participar enviando exclusivamente resultados para clase | o clase Il pero solo si se notifica esta particularidad a
GECLID-SEI antes del primer envio de muestras.

Se contemplardn exclusivamente las especificidades reconocidas seroldgicamente.

Informe de Resultados:

Cada laboratorio informard de sus resultados mediante el Formulario de Resultados Telematico y debera incluir el
fenotipo HLA de clase | empleando la nomenclatura oficial HLA mas reciente reconocida por la OMS (2). Se registrara
asimismo el método de estudio empleado.

Los resultados se informaran a GECLID-SEI en un plazo de 2 semanas desde la recepcion de las muestras.

Determinacidon del valor asignado:

El fenotipo de la muestra sera determinado por consenso de al menos el 75% de los laboratorios participantes.
GECLID-SEI asegura que todas las muestras que se distribuyan a los participantes para el tipaje seroldgico, seran
tipadas (tras cada cierre de envio de resultados y antes de cada evaluacién de resultados) por métodos moleculares
por el laboratorio de referencia multicéntrico, integrado por los correspondientes al Comité Asesor de
Histocompatibilidad e Inmunogenética, todos ellos acreditados por EFI tal como se recoge en el punto 19.2 de los
estandares EFI(3).

Puntuaciones y Evaluacion:

Para que un resultado se considere correcto, el tipaje para los antigenos de HLA-A, -B y —Cw (6 HLA-A y —B en caso
de que el laboratorio no requiera control de calidad para HLA-C), -DR y —DQ (6 —DR en su caso) tiene que ser
correcto. Los resultados para los antigenos Bw no seran contabilizados para la evaluacidn final de los participantes.

Discrepancias con el tipaje asignado:
e Informar de una especificidad no incluida en el tipaje asignado
e Dejar de informar un especificidad incluida en el tipaje asignado

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa anual serd necesario haber fenotipado correctamente
(sin ningun error) 9 de las 10 células enviadas.

Todos los laboratorios participantes recibirdn un certificado de su competencia para el tipaje serolégico de HLA de
clase l y Il, en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-2A: HLA-enfermedad 1 Deteccion de HLA-B27

Propdsito: Evaluar el desempefio de los participantes en la determinacion del estado de portador o no de HLA-B27
(B*27).

Distribucién de muestras:

Se evaluardn al menos 8 muestras anuales. Para ello, se realizardn dos envios con 4 muestras cada uno. En caso de
gue fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se afladiran al segundo. Si fuera necesario, se
realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 8 muestras evaluables.

Informe de Resultados:

GECLID SEI 2014 Subprograma de Histocompatibilidad. Prospectus 2.01.0
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Dentro de este esquema se registraran los resultados como HLA-B27 (B*27) positivo/negativo independientemente
del método por el que se hayan obtenido. De manera opcional, se recogera el alelo HLA-B*27 encontrado en caso de
ser positivo. Se registrara asimismo el método de estudio empleado.

El informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultados.
El informe sera remitido a GECLID-SEI en un plazo de 6 semanas (Tabla 1) desde la recepcién de las muestras.

Determinacion del valor asighado:

La asignacion de B27 sera la que marque GECLID-SElI basdandose en las indicaciones del Comité Asesor de
Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Puntuaciones y evaluacion:

eCada determinacion de HLA-B27 (B*27) coincidente con el consenso: correcto
eCada determinacion de HLA-B27 (B*27) no coincidente con el consenso: no correcto
eCada determinacion de HLA-B27 (B*27) no testado: no recibe calificacion

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) sera necesario informar correctamente todos los
estados evaluados.

Todos los laboratorios participantes recibirdn un certificado de su competencia para la determinacion de HLA-B27,
en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-2B: HLA-enfermedad 2 Deteccion de HLA-B*57:01

Propdsito: Evaluar el desempefio de los participantes en la determinacion del estado de portador o no del alelo HLA-
B*57:01.

Distribucién de muestras:

Se evaluaran al menos 8 muestras anuales. Para ello, se realizardn dos envios con 4 muestras cada uno. En caso de
gue fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se afiadiran al segundo. Si fuera necesario, se
realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 8 muestras evaluables.

Informe de Resultados:

Dentro de este esquema se registraran los resultados como HLA-B*57:01 positivo/negativo. Se registrara asimismo el
método de estudio empleado.

El informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe sera remitido a GECLID-SEI
en un plazo de 6 semanas (Tabla 1) desde la recepcién de las muestras.

Determinacidn del valor asignado:

La asignacién de HLA-B*57:01 serd la que marque GECLID-SEI basandose en las indicaciones del Comité Asesor de
Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Puntuaciones y evaluacion:

eCada determinacidon de HLA-B*57:01 coincidente con el consenso: correcto
eCada determinaciéon de HLA-B*57:01 no coincidente con el consenso: no correcto
eCada determinaciéon de HLA-B*57:01 no testado: no recibe calificacion

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) serd necesario informar correctamente todos los
estados evaluados.

Todos los laboratorios participantes recibirdn un certificado de su competencia para la determinaciéon de HLA-B57,
en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual.



Esquema HLA-2B: HLA-enfermedad 3: HLA de susceptibilidad a E. celiaca

Propdsito: Evaluar el desempefio de los participantes en la determinacién del estado de portador o no de las
combinaciones de alelos HLA que confieren susceptibilidad a enfermedad celiaca: DQA1*05/DQB1*02 vy
DQA1*03/DQB1*03:02

Distribucion de muestras:

Se evaluaran al menos 8 muestras anuales. Para ello, se realizaran dos envios con 4 muestras cada uno. En caso de
que fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se afiadiran al segundo. Si fuera necesario, se
realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 8 muestras evaluables.

Informe de Resultados:

Dentro de este esquema se registrardn los resultados de las combinaciones de alelos HLA asociados a celiaquia
(DQA1*05/DQB1*02 y DQA1*03/DQB1*03:02 y otros alelos de DQB1 asociados a DQ8) como positivo/negativo,. El
informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe sera remitido a GECLID-SEI en
un plazo de 6 semanas (Tabla 1) desde la recepcidn de las muestras.

Determinacidon del valor asignado:

La asignacion de combinaciones de alelos HLA de susceptibilidad a enfermedad celiaca serd la que marque GECLID-
SEl basandose en las indicaciones del Comité Asesor de Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Puntuaciones y evaluacion:

eCada determinacién de HLA de susceptibilidad a enfermedad celiaca coincidente con el consenso: correcto
eCada determinacion de HLA de susceptibilidad a enfermedad celiaca no coincidente con el consenso: no correcto
eCada determinacién de HLA de susceptibilidad a enfermedad celiaca no testado: no recibe calificacién

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa anual serd necesario informar correctamente todos los
estados evaluados.

Todos los laboratorios participantes recibirdn un certificado de su competencia para la determinacién de HLA
asociados a enfermedad celicaca, en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-3A: Prueba cruzada-citotoxicidad (Deteccion de anticuerpos citotdxicos
frente a linfocitos T o totales)

Propésito:

Determinar la habilidad de los participantes en la determinacidn de pruebas cruzadas realizadas mediante
microlinfocitotoxicidad.

Distribucion de muestras:

Se distribuiran un total de 4 muestras de células en dos envios anuales de 2 muestras de sangre cada uno y 14 sueros
en un envio Unico, lo que supone un total de 56 pruebas cruzadas. Cada suero sera ensayado con todas las muestras
de sangre. Los participantes tendran que analizar obligatoriamente linfocitos T separados o células mononuclear
totales de sangre periférica segln su practica habitual con los sueros sin tratar.

Informe de Resultados:
Dentro de este esquema se informaran los resultados como positivos o negativos

El informe se realizara exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe sera remitido a GECLID-SEI
en un plazo de 2 semanas (Tabla 1) desde la recepcién de cada envio de células.

Determinacion del valor asignado:

El resultado de la prueba cruzada serda determinado por consenso de al menos el 75% de los laboratorios
participantes. Aquellas combinaciones donde no se alcance consenso no seran evaluables
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Puntuaciones y evaluacidn:

eCada cruce coincidente con el consenso: correcto
eCada cruce no coincidente con el consenso: no correcto
eCada cruce no testado: no recibe calificacion

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa anual serd necesario informar correctamente al menos el
85% de todas las combinaciones suero-células informadas y haber informado un minimo 10 sueros y 2 células, es
decir, un minimo de 20 cruces.

Todos los laboratorios participantes recibiran un certificado de su competencia para la realizacion de pruebas
cruzadas, en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-3B: Prueba cruzada-citometria (Prueba cruzada frente a linfocitos T y B
mediante citometria de flujo)

Propésito:

Determinar la habilidad de los participantes en la determinacién de pruebas cruzadas realizadas mediante citometria
de flujo.

Distribucion de muestras:

Se distribuiran un total de 4 muestras de células en dos envios anuales de 2 muestras de sangre cada uno y 14 sueros
en un envio Unico, lo que supone un total de 56 pruebas cruzadas. Cada suero serd ensayado con todas las muestras
de sangre. Los participantes tendran que testar las muestras de sangre periférica segin su practica habitual,
distinguiendo los anticuerpos dirigidos frente a las subpoblaciones Ty B.

Informe de Resultados:
Dentro de este esquema se informaran los resultados como positivos o negativos.

El informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe serd remitido a GECLID-SEI
en un plazo de 14 dias (Tabla 1) desde la recepcién de cada envio de células.

Determinacidn del valor asignado:

El resultado de la prueba cruzada serda determinado por consenso de al menos el 75% de los laboratorios
participantes. Aquellas combinaciones donde no se alcance consenso no serdn evaluables. Los resultados de células
Ty B se consideraran por separado .

Puntuaciones y evaluacion:

eCada cruce coincidente con el consenso en T o B: correcto
eCada cruce no coincidente con el consenso en T o B: no correcto
eCada cruce no testado: no recibe calificacion

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) sera necesario informar correctamente al menos
el 85% de todas las combinaciones suero-células informadas y haber informado un minimo 10 sueros y 2 células, es
decir, un minimo de 20 cruces (20 para linfocitos Ty 20 para linfocitos B).

Todos los laboratorios participantes recibiran un certificado de su competencia para la realizacion de pruebas
cruzadas, en un plazo no superior a 2 semanas desde el final del ejercicio anual.



Esquema HLA-4A: Deteccion de anticuerpos anti HLA de clase | y Il

Propdsito:

Las diferentes técnicas utilizadas en la investigacidon de la presencia de anticuerpos frente a moléculas HLA tienen
diferentes grados de sensibilidad y especificidad de manera que no son comparables entre si. Estas técnicas pueden
ser complementarias y de hecho, muchos laboratorios utilizan mas de una en la investigacidon rutinaria de
anticuerpos. La finalidad de esta intercomparacidon no es por tanto comparar técnicas, sino evaluar la habilidad de
los participantes en la determinacién anticuerpos anti HLA de clase | y Il con una o varias técnicas de deteccion.

Distribucién de muestras:

Se distribuirdn un total de 14 muestras anuales en un envio Unico. Dentro de este esquema se informaran los
resultados de anticuerpos anti HLA clase | y anti clase Il. No obstante, existe la posibilidad de enviar exclusivamente
resultados para anticuerpos anti clase | o anti clase Il, siempre que tal particularidad se notifique a GECLID-SEI antes
del envio de muestras.

Informe de Resultados:

El informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultados indicando presencia/ ausencia de
anticuerpos anti HLA de clase | y Il en el apartado correspondiente a la técnica o técnicas utilizadas por el
laboratorio. El informe sera remitido a GECLID-SEI en un plazo de 6 semanas desde la recepcion de las muestras.

Determinacidn del valor asignhado:

La presencia/ausencia de anticuerpos en cada muestra se determinarad por consenso de al menos el 75% de los
laboratorios participantes para cada técnica. Aquellas muestras donde no se alcance consenso o con n<2 para una
técnica no serdn evaluables.
Puntuaciones y evaluacidn:

Cada determinacion coincidente con el consenso: correcto
eCada determinacién no coincidente con el consenso: no correcto
eCada determinaciéon no testado: no recibe calificacidon

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa anual es necesario informar resultados correctos en al
menos 12 de las 14 muestras o en un 80% de los informes de todos los sueros, habiendo enviado resultados para un
minimo un minimo de 12.

Todos los laboratorios participantes recibirdan un certificado de su competencia para la deteccidon de anticuerpos anti
HLA de clase | y clase Il, en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-4B: Deteccion de anticuerpos e Identificacion de especificidades anti HLA
declaselyll

Propdsito:

Las diferentes técnicas utilizadas en la investigacién de la presencia y en la determinacidon de especificidades de
anticuerpos frente a moléculas HLA tienen diferentes grados de sensibilidad y especificidad de manera que no son
comparables entre si. Estas técnicas pueden ser complementarias y de hecho, muchos laboratorios utilizan mas de
una en la investigacién rutinaria de anticuerpos. La finalidad de esta intercomparacion no es por tanto comparar
técnicas, sino evaluar la habilidad de los participantes en la determinacién de la presencia anticuerpos anti HLA de
clase | y Il asi como de la especificidades de estos con una o varias técnicas de deteccion.

Distribucién de muestras:

Se distribuirdn un total de 14 muestras anuales en un envio Unico. Dentro de este esquema se registrardn las
especificidades de anticuerpos anti HLA tanto de clase | como de clase Il. No obstante, existe la posibilidad de enviar
exclusivamente resultados para anticuerpos anti clase | o anti clase Il, siempre que tal particularidad se notifique a
GECLID-SEI antes del primer envio de muestras
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Informe de Resultados:

El informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultado y por tanto, se evaluara la
presencia/ausencia de las distintas especificidades de anticuerpos frente a las moléculas HLA clase | y Il incluidas en
dicho Formulario en el apartado correspondiente a la técnica o técnicas utilizadas por el laboratorio. Las
interpretaciones no son obligatorias si bien el Comité Asesor recomienda que se completen y son evaluables. El
informe serd remitido a GECLID-SEI en un plazo de 6 semanas desde la recepcién de las muestras.

Determinacion del valor asignhado:

La presencia/ausencia en una muestra de anticuerpos para cada especificidad se determinarad por consenso de al
menos el 75% de los laboratorios participantes para cada técnica, siempre que n>2, , mientras que la ausencia de
una especificidad se asignara por consenso de al menos el 95% de los laboratorios participantes para cada técnica.

Puntuaciones:

Cada determinacidn coincidente con el consenso: correcto

eCada determinacién no coincidente con el consenso: no correcto
eCada determinacion no testado: no recibe calificacion

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) serd necesario haber testado un minimo de 12
sueros e informar correctamente al menos el 75% de las especificidades que hayan alcanzado consenso.

Todos los laboratorios participantes recibiran un certificado de su competencia para el analisis de especificidades de
anticuerpos anti HLA de clase | y II, en un plazo no superior a 6 semanas desde el final del ejercicio anual. En caso de
que el informe anual sea no satisfactorio, el laboratorio deberd documentarlas acciones correctivas que toma al
respecto.

Esquema HLA-5: Tipaje molecular HLA de baja resolucion

Propdsito:

Determinar la habilidad de los participantes en el tipaje de moléculas HLA de clase I(5A)/II (5B) utilizando métodos
moleculares de baja resolucidn . Son de participacion minima obligatoria los loci A y B en clase | (5A) y el locus
DRB1* en clase Il (5B). No se recogeran resultados de los loci DPA1* ni DPB1* en este esquema

Distribucién de muestras:

Se evaluaran 10 muestras anuales. Para ello, se distribuirdn 10 muestras, en dos envios con 5 muestras cada uno. En
caso de que fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se afiadiran al segundo. Si fuera
necesario, se realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 10 muestras evaluables.

Informe de Resultados:

El informe se realizard exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe sera remitido a GECLID-SEI
en un plazo de 6 semanas (Tabla 1) desde la recepcién de las muestras.

Determinacion del valor asignado:

GECLID-SEI garantiza que todas las muestras que se distribuyan a los participantes seran tipadas por métodos
moleculares por el laboratorio de referencia multicéntrico integrado por los correspondientes al Comité Asesor de
Histocompatibilidad e Inmunogenética, todos ellos acreditados por EFI, con el fin de de decidir el Resultado de
referencia o valor asignado.

Puntuaciones y evaluacion:

5A (clase 1): Para que un resultado se considere correcto, la asignacion completa de especificidades de clase | de
todos los loci para los que participe el laboratorio tiene que ser correcta.

5B (clase 1l): Para que un resultado se considere correcto, la asignacion completa de especificidades de clase Il de
todos los loci para los que participe el laboratorio tiene que ser correcta

eCada determinacién coincidente con el Resultado de referencia o valor asignado: correcto

eCada determinacién no coincidente con el Resultado de referencia o valor asignado: no correcto



eCada determinacién no testado: no recibe calificacion

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa anual serd necesario informar correctamente al menos
9/10 fenotipos o el 90% de las muestras informadas.

Todos los laboratorios participantes recibiran un certificado de su competencia para el tipaje de baja resolucion de
HLA de clase I/11, en un plazo no superior 6 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-6: Tipaje molecular HLA de alta resolucion

Propésito:

Determinar la habilidad de los participantes en el tipaje de moléculas HLA de clase I(6A)/Il (6B) utilizando métodos
moleculares de alta resolucion. Son de participacién minima obligatoria los loci Ay B en clase | (6A) y el locus DRB1*
en clase Il (6B)

Distribucién de muestras:

Se evaluaran 10 muestras anuales. Para ello, se distribuirdn 10 muestras, en dos envios con 5 muestras cada uno. En
caso de que fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se afiadirdn al segundo. Si fuera
necesario, se realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 10 muestras evaluables.

Informe de Resultados:

Dentro de este esquema se registraran resultados de alelos de HLA de clase . si bien en el esquema 6B se evallan
resultados de clase II.

Dentro del esquema 6A se registraran los resultados de tipaje de clase | de alta resolucion (minimo 4 digitos)
basandose como minimo en el polimorfismo de los exones 2 y 3 y teniendo en cuenta todos los alelos nulos,
independientemente de la localizacién génica de los polimorfismos que definen dichos alelos (3). Dentro del
esquema 6B se registraran los resultados de tipaje de clase Il de alta resolucidon (minimo 4 digitos) basandose como
minimo en el polimorfismo del exon 2 y teniendo en cuenta todos los alelos nulos, independientemente de la
localizacidn génica de los polimorfismos que definen dichos alelos (3). Las indeterminaciones P/G deben registrarse
siempre que el alelo no quede completamente definido con los 4 primeros digitos.

El informe se realizara exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe sera remitido a GECLID-SEI
en un plazo de 6 semanas (Tabla 1) desde la recepcion de las muestras.

Determinacion del valor asighado:

GECLID-SEI garantiza que todas las muestras que se distribuyan a los participantes seran tipadas por el laboratorio de
referencia multicéntrico integrado por los correspondientes al Comité Asesor de Histocompatibilidad e
Inmunogenética, todos ellos acreditados por EFI, con el fin de de decidir el Resultado de referencia o valor asignado..

Puntuaciones y evaluacion:

6A: (clase I): Para que un resultado se considere correcto, la asignacién completa de alelos de clase | de todos los loci
para los que participe el laboratorio tiene que ser correcta. 6B: (clase IlI): Para que un resultado se considere
correcto, la asignaciéon completa de alelos de clase Il de todos los loci para los que participe el laboratorio tiene que
ser correcta.

eCada determinacién coincidente con el Resultado de referencia o valor asignado: correcto
eCada determinacion no coincidente con el Resultado de referencia o valor asignado: no correcto

eCada determinacion que incluya alelos nulos no incluidos en el Resultado de referencia o valor asignado: no

eCada determinacién que omita alelos nulos incluidos en el Resultado de referencia o valor asignado: no correcto
eCada determinacion no testado: no recibe calificacion

Sélo seran evaluados los alelos que aparezcan en el ultimo HLA Nomenclature Report (4) y los reconocidos hasta un
afio antes del envio de resultados en bases de datos (5). En el caso de que apareciese alguna muestra que no
cumpliera este requisito, serd adecuadamente comentada y explicada en los informes globales de muestras.
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Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) sera necesario informar correctamente al menos
9/10 fenotipos o el 90% de las muestras del ejercicio.

Todos los laboratorios participantes recibiran un certificado de su competencia para el tipaje de alta resolucién de
HLA de clase I/11, en un plazo no superior a 10 semanas desde el final del ejercicio anual.

Esquema HLA-8: Quimerismo

Propésito:

Determinar la habilidad de los participantes en la detecciéon de quimerismo hematopoyético mediante la
determinacién de la proporciéon de ADN/células en una mezcla de dos componentes (individuos).

Distribucién de muestras:

Se evaluaran 10 mezclas anuales. Para ello, se distribuirdan 10 mezclas, en dos envios con 5 mezclas mas los 10
componentes individuales (buffy coats anticoagulados con CPD y diluidos en RPMI) de las muestras de la ronda
(simulacién de estudios en 5 trasplantes) ( Se intentara el envio de muestras de hermanos no gemelos univitelinos
simulando trasplante familiar). En caso de que fuera necesario descartar alguna de las muestras del primer envio, se
anadiran al segundo. Si fuera necesario, se realizaria un tercero, asegurando asi que haya al menos 10 muestras
evaluables.

Informe de Resultados:

Los participantes deberdn caracterizar los componentes individuales de cada ronda con los marcadores utilizados en
ensayos rutinarios, que les permitan distinguir entre ellos. Estos marcadores deberan emplearse para determinar los
porcentajes de los componentes minoritarios en las 5 mezclas de la ronda.

Dentro de este esquema se registraran los resultados de las 5 mezclas: presencia/ausencia de los componentes
individuales y porcentaje del componente minoritario.

El informe se realizara exclusivamente mediante el Formulario de Resultados. El informe sera remitido a GECLID-SEI
en un plazo de 6 semanas (Tabla 1) desde la recepcién de las muestras.

Determinacion del valor asignado:

GECLID-SEI garantiza que todas las mezclas que se distribuyan a los participantes tendran una formulacidn trazable a
partir de los valores de recuento leucocitario proporcionados por el Centro que proporciona las muestras y de los
voliumenes de cada especimen empleados en la muestra (valores de formulacion).

La presencia de componentes en la mezcla sera determinado por consenso de al menos el 75% de los laboratorios
participantes. Si no se alcanza este consenso, se recurrird al valor de formulacién o datos de PCR cuantitativa.

La cuantificacidn se representara por la media robusta de los resultados de los participantes y su incertidumbre
correspondiente (1S017043:2010). Si el numero de participantes fuera n<10 se recurrira a los valores de formulacidn.

Puntuaciones y evaluacion:

Se consideraran discrepancias:
eInformar la no posibilidad de discernir entre las parejas hipotéticas receptor/donante 2 puntos
eInformar un componente no presente en la mezcla (sefialar una muestra pura como mezcla) 1 punto

eDejar de informar un componente presente en la mezcla (sefialar una mezcla como muestra pura), si la mezcla esta
por encima del limite de sensibilidad 1 punto

Para que un porcentaje se considere correcto, su valor z debe encontrarse en el intervalo de aceptacion.
Puntuaciones:

. z € (-2, 2) resultado correcto (0 puntos)

. z € (-3, -2]U[2, 3) sefial de advertencia: resultado cuestionable (1 punto)

) z € (-, -3]U[3, ) seiial de accidn: resultado incorrecto (2 puntos)



La acumulacién de 2 o mas puntos en un pardmetro en las dos rondas consecutivas evidencian la ocurrencia de
anomalias que deberian ser investigadas y corregidas por el laboratorio (2).

Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) serd necesario haber obtenido 2 o0 menos puntos
en un mismo parametro y haber enviado resultados para 9 de las muestras. Todos los laboratorios participantes
recibirdn un certificado de su desempefio un plazo no superior a 2 semanas desde el final del ejercicio anual.

NORMAS GECLID/EFI PARA la introduccion de ASIGNACIONES HLA por DNA (baja
resolucion):

Desde GECLID-SEI, y con el conocimiento y apoyo del Comité Asesor para Histocompatibilidad e Inmunogenética
hemos propuesto unas cuestiones muy bdsicas para la introduccion de tipajes HLA de baja resolucion. Los motivos
son fundamentalmente dos:

eCumplir la normativa en vigor de la EF|
eHacer mds sencilla la entrada de resultados y el ulterior andlisis de los mismos, minimizando errores.
CUESTIONES PRACTICAS/TECNICAS:

1. No indicar NUNCA las siglas HLA, el nombre del locus HLA, ni el asterisco * dentro del campo de resultados (estd
ya incluido en la pregunta), por lo que se debe escribir directamente el nimero de alelo asignado.

2. Se han desdoblado las respuestas (alelo 1 y alelo2): indicar por favor siempre en el campo alelo 1 aquel de mds
baja numeracion.

NOMENCLATURA OFICIAL:

1 En este nivel (DNA baja resolucion) se piden exclusivamente baja resolucion de los alelos. Los laboratorios que
introduzcan 4 o mds digitos no serdn penalizados si los 2 primeros son coincidentes con el tipaje final asignado.

2 En particular para los loci DRB3, DRB4 y DRB5 se puede especificar el alelo a nivel de baja resolucion, pero se
considera también aceptable (para este nivel de resolucion exclusivamente) indicar la presencia de algun alelo de
estos loci mediante el simbolo +.

3 En el caso de resultados aparentemente homocigotos la notacidon debe ser p. ej: B*07,- o B*07, none pero NUNCA
B*07,07.

4 Nunca se admitirdn designaciones seroldgicas (como DR-52) como vdlidas en tipajes de DNA. Por este mismo
motivo, no se registrardn datos relativos a Bw4/Bweé.

NORMAS GECLID/EFI PARA la introduccion de ASIGNACIONES HLA por DNA (alta
resolucion):

Desde GECLID-SEI, y con el conocimiento y revision del Comité Asesor para Histocompatibilidad e Inmunogenética
vamos revisando de modo periddico el sistema de introduccion de los tipajes HLA de alta resolucion. Los motivos son
fundamentalmente dos:
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eCumplir la normativa en vigor de la EF|

eHacer mds sencilla la entrada de resultados y el ulterior andlisis de los mismos, minimizando errores.

CUESTIONES PRACTICAS/TECNICAS:

1. No indicar NUNCA las siglas HLA, el nombre del locus HLA, ni el [*] dentro del campo de resultados (estd ya
incluido en la pregunta), por lo que se debe escribir directamente el numero de alelo asignado.

2. Se han desdoblado las respuestas (alelo 1 y alelo2): indicar por favor siempre en el campo alelo 1 aquel de mds
baja numeracion.

NOMENCLATURA OFICIAL:

1. En este nivel de resolucion (DNA alta resolucion: 2 campos) los estdndares EFI piden exclusivamente alta resolucion
del nombre de los alelos (2 campos). Los laboratorios que introduzcan mds digitos asumirdn el riesgo de
penalizacion si su tipaje no coincide con el tipaje finalmente asignado para cada célula por GECLID-SEI.

2. La notacion a utilizar debe ser la oficial del WHO en su version mds actual, sirviendose SIEMPRE de los dos puntos
como separadores, por ejemplo 01:02 y no 0102 (nomenclatura pre-2010).

3. En el caso de resultados aparentemente homocigotos la notacion debe ser p. ej: 29:02,- o 29:02, none pero
NUNCA 29:02,29:02 (salvo que se tenga evidencias por segregacion familiar de que se trata de dos alelos diferentes;
situacion altamente improbable con las muestras de GECLID-SEI).

4. Se deben utilizar los grupos de ambigiiedades P y G sdlo cuando proceda. Si una ambigiiedad G contiene alelos
nulos, informarla se considerard error salvo que se hayan excluido los nulos de modo explicito.

5. Nunca se admitiran designaciones seroldgicas (como DR-52) como vdlidas en tipajes de DNA.
ERRORES MAS HABITUALES:
sUtilizar nomenclatura pre-2010 sin incluir los dos puntos separadores de campos.
eUtilizar ambigiiedades P inconsistentes (que no existen).

eUtilizar ambigiiedades G en nombres de alta resolucion (no existe ninguna; todas contienen como minimo 6
digitos).

sUtilizar ambigiiedades G correctamente nombradas pero que incluyen alelos nulos que no se han excluido
especificamente.

En resultados aparentemente homocigotos escribir 2 veces el nombre del alelo (se debe escribir sélo en el alelol, y
codificar el alelo 2 como [none] o [-])

CRITERIOS/REQUISITOS DE PARTICIPACION

Se admitira una Unica inscripcion por laboratorio en el Subprograma.

Para todos los esquemas, los laboratorios participantes en este subprograma deben incluir sus propios controles
positivo y negativo.

Para los esquemas 1A y 1B Se contemplardn exclusivamente los loci testados por métodos seroldgicos. Podran
emplearse técnicas complementarias para confirmar la asignacién de especificidades.



Para el tipaje DNA de alta resolucion, se asignaran los alelos de HLA de clase | basandose en los exones 2 y 3 como
minimo y los de clase Il basandose en el exdn 2. Se deben definir las ambigliedades que comprende un alelo null, en
el lugar que sea que se encuentren los polimorfismos (3).

Para todos los esquemas los participantes deberdn anotar el método empleado en el lugar consignado a tal efecto en
el formulario de envio de resultados.

LABORATORIO RESPONSABLE DE LAS DISTRIBUCIONES

Sede: Facultad de Medicina Universidad de Valladolid
InmunoLAB

Facultad de Medicina Universidad de Valladolid

Av/ Ramon y Cajal s/n 42 planta Dcha

47005 Valladolid

Spain

Tf.: +34 983 186399

MUESTRAS, ESPECIMENES O iTEMS

Naturaleza de las muestras

Las muestras de este subprograma son siempre de origen humano, con la minima manipulacién, de manera que
sean lo mas similares posible a las de la préctica habitual de los laboratorios de diagndstico. Los métodos empleados
en la preparacién y distribucién de muestras han demostrado (Talleres SEI) ser adecuados para garantizar su
homogeneidad y estabilidad en las condiciones que se detallan. Distinguiremos en este esquema dos tipos de
muestras diferentes: sueros y células. Siempre que sea posible, las sangres contendran sustancias estabilizantes que
faciliten la logistica de distribucidén y conservacion de las muestras.

Los sueros se separaran por centrifugacién tras la retraccion del codgulo a temperatura ambiente (2-12h). Siempre
que sea posible, los sueros contendran azida sddica y/o antibiotico. En cualquiera de los casos, estas circunstancias
seran informadas a los laboratorios participantes en los diferentes esquemas. Se distribuiran alicuotas de suero de
0,4-0,5 mL debidamente identificadas cuyo envio se realizard a temperatura ambiente. Estas alicuotas pueden
conservarse 2 semanas de 2-8 2C, en caso de almacenarse durante mas tiempo, se congelaran a -202C evitando
someterlas a mas de 2 ciclos de congelacién-descongelacion.

Las muestras aqui denominadas células provienen de sangre periférica, en concreto de la fase leucoplaquetaria
(buffy-coat) obtenida al centrifugar las bolsas de hemodonacion (anticoaguladas con CPD) y diluidos 1:3 v:v en
medio RPMI conteniendo 10% de FCS (fetal calf serum, suero de ternera fetal) y 1% de antibidticos. Se distribuiran
en alicuotas de 3,5-4 mL. Toda la manipulacién se llevard a cabo en condiciones de esterilidad. Las muestras seran
mantenidas y enviadas a temperatura ambiente en un plazo maximo de 48h desde su extraccion. Deben ser
empleadas en un maximo de 48h desde su recepcidn, después de este tiempo no se puede garantizar su viabilidad.

Tipos de muestras

MUESTRAS DE DONANTES DE SANGRE: previsiblemente sanos, pero que tendran que ser analizadas para excluir
patologias inmunes. Estos sueros se utilizaran de modo individualizado en algunos casos y, en otros, como mezclas
de varios donantes.

MUESTRAS DE PACIENTES: mediante los centros colaboradores de GECLID-SEI se captaran
sueros/sangres/orinas/liquidos cefalorraquideos de pacientes para diferentes esquemas: inmunoquimica y alergia,
inmunologia celular, autoinmunidad e histocompatibilidad. Estos sueros/sangres/orinas podran ser utilizados de
modo individualizado (si se consiguen suficientes volimenes) o en mezclas de pacientes con la misma alteracion
analitica. Las muestras distribuidas en los subprogramas y esquemas GECLID-SEI se obtendradn de las diferentes
Bancos de Sangre y Servicios de Inmunologia del territorio espafiol:

MUESTRAS DE DISENO: para determinados esquemas se prepararan muestras especificas. Por ejemplo, un suero con
un titulo muy elevado de anticuerpos podrd ser diluido con suero humano normal, para conseguir volimenes
suficientes para distribucion por los laboratorios participantes o para evaluar la linealidad de sus resultados.
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Todas las muestras, del tipo que sean, habran sido testadas para agentes infecciosos antes de su distribucién.

Obtencion

La mayoria de las muestras incluidas en este esquema proceden de Biobancos, si bien los laboratorios participantes
en los subprogramas y esquemas ofertados, podran negociar con GECLID-SEI la inclusidn de muestras locales (sueros,
sangres) de sus pacientes en cualquiera de los esquemas de calidad (maxime cuando los diagndsticos sean de
especial relevancia o rareza) de acuerdo con el Manual de Colaboradores. Para esta inclusion deberan aportar todos
los datos que permitan la trazabilidad de las muestras, su seguridad (serologias negativas para los agentes
infecciosos aplicables) y cumplimiento de la normativa aplicable (incluyendo un Consentimiento Informado de los
donantes de las muestras correspondientes) cumplimentando la documentacidn incluida en el Manual.

La obtencién de muestras se realizard segin el protocolo de los centros Colaboradores/Biobancos tras el
correspondiente consentimiento informado del donante.

Procesamiento

Todas las muestras que se envien habran sido previamente testadas y seran negativas para HIV, Hepatitis B, Hepatitis
C y Sifilis. Puede darse el caso de que en una mezcla en particular resulte positiva alguna de dichas serologias (esta
es una situacién habitual la rutina de cualquier laboratorio). Se puede llegar a plantear la posibilidad de utilizar este
tipo de muestras, avisando siempre de los riesgos asociados a su manipulacion. En general, aun cuando todas las
serologias del panel propuesto fuesen negativas, deberian manejarse todas las muestras, como en la practica clinica,
como potencialmente infecciosas.

Transporte

Los envios de sueros se realizardn por correo postal ordinario. Queda a la discreciéon de los laboratorios
participantes, solicitar envios mediante mensajeria, con un sobreprecio que se les sera repercutido en la factura
anual. Los envios de células serdn realizados por servicio de mensajeria.

Todas las muestras seran distribuidas en embalajes adecuados y acompafiadas de su documentacion que incluira
como minimo nimero de muestra y lote, aditivos y/o conservantes que contiene y las analiticas que se espera que
se realicen en cada muestra por los laboratorios participantes.

Todas las muestras incluidas en los esquemas de calidad recibirdn un nimero de lote y tendran un sistema de
trazabilidad documentado: origen, serologia, personal que la ha manipulado y envasado, fecha de extraccion y de
envio, etc.

GECLID-SEI conservara siempre una parte de cada lote de muestras, de modo que los laboratorios que lo soliciten
puedan adquirir volimenes extras (pagando los costes correspondientes) y se puedan reanalizar, si fuere necesario.

METODOS ESTADISTICOS

La determinacién del valor asignado sera obtenida en los esquemas de base seroldgica por consenso . En los
esquemas 4A, B, C, D, se determinara adicionalmente la ausencia de especificidad por consenso (ver apartado de
puntuacién y evaluacion en cada uno de los esquemas).

Si no se alcanzase este consenso, no se incluiria la muestra en la evaluacién. En los esquemas de tipaje de HLA (1A,
1B, 5A, 5B, 6A, 6B ) se considerara ademas el tipaje proporcionado por un centro de referencia acreditado por la EFI
y las indicaciones del Comité asesor de Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Los resultados de todos los esquemas incluidos en este subprograma son de tipo categérico, por lo cual no procede
la estimacion de la incertidumbre ni el andlisis de valores atipicos

INFORMES

Los informes serdn exhaustivos y claros, incluyendo tanto datos numéricos como graficos que faciliten la
comprension e interpretacién de los resultados. En el momento en que existan, se incluirdn asimismo datos de



seguimiento. Se evitara el uso de puntuaciones combinadas para varios esquemas (4). Los informes constardn de dos
partes diferenciadas:

e Resumen de los datos de los laboratorios participantes (agrupado): recogera un estudio descriptivo de todos los
datos recogidos y las conclusiones obtenidas
e Resultados de la participacién individual del laboratorio y puntuacién obtenida en cada uno de los esquemas

Cada laboratorio participante sera identificado en estos informes exclusivamente mediante su cédigo Unico. En
ningun caso se ordenaran los laboratorios por su desempeno. Se incluirdn, siempre que estén disponibles, datos
acerca de los diferentes métodos empleados por los laboratorios participantes. Estos informes seran
emitidos/publicados por GECLID-SEI en un plazo de 2 semanas desde el cierre de cada ronda de intercomparacién
para cada esquema.

Los laboratorios podran elegir entre recibir esta informacion en papel o en formato electrénico (pdf). El resumen de
datos de los laboratorios (agrupado) se publicard ademds en la web de GECLID-SEI.

Al final del afio del programa de intercomparacién se entregard a cada participante un certificado-resumen de su
desempefio en el que constaradn, los esquemas en que ha participado, su puntuacion y evaluacién anual, asi como el
periodo de tiempo cubierto por el Programa. Este certificado sera emitido por GECLID-SEI en un plazo no superior 6
semanas desde el final del ejercicio anual. Los laboratorios que asi lo soliciten podran obtener un certificado donde
se detallen los esquemas en que participa antes de final del ejercicio anual, pero en este caso, no contendra datos de
puntuacién ni evaluacién.

Los laboratorios participantes serdn responsables de que su documentacién relativa al programa de
intercomparaciones esté y se mantenga a disposicion de auditores o inspectores de los organismos
acreditadores (EFI, ENAC, etc...) que les sean de aplicacién.

SISTEMAS DE PUNTUACION

e Cada resultado completo coincidente con el valor asignado: correcto
e Cada resultado completo no coincidente con el valor asignado, es decir, con alguna discrepancia: incorrecto
e Cada resultado no testado: no recibe calificacién

Los criterios para las puntuaciones de los esquemas seran revisados anualmente por GECLID-SEI en base a las Reglas

para Proveedores de Garantia Externa de Calidad de EFI (1), asi como a la normativa de calidad para proveedores de
intercomparacion en vigor (4).

BASE DE LA EVALUACION DEL DESEMPENO ANUAL

La evaluacién anual sera de tipo objetivo, es decir, se realizara frente a objetivos de calidad externos, definidos en
este caso por la EFI (3, 4). Para obtener un informe satisfactorio al final del programa (anual) en cada esquema, sera
necesario obtener informar correctamente al menos:

e el 90% de las muestras para los esquemas de tipaje de HLA (1A, 1B, 5A, 5B, 6A, 6B )

e todas las muestras para los esquemas 2A, 2B, 2C

e ¢l 85% de las combinaciones para las pruebas cruzadas (3A, 3B)

oEl 75% de las especificidades para anticuerpos anti HLA (4B)

oEl 80% de las detecciones de anticuerpos anti HLA (4A)

Todos los laboratorios participantes recibiran un certificado con la evaluacién de su desempefio para cada uno de los
esquemas en los que haya participado, en un plazo no superior 6 semanas desde el final del ejercicio anual. El
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laboratorio podrd reclamar acerca de su evaluacién en un plazo de 20 dias habiles (Tabla 1) desde la recepcién de la
notificacidn de la misma.

Los criterios para las evaluaciones de los laboratorios seran revisados anualmente por GECLID-SEI en base a las
Reglas para Proveedores de Garantia Externa de Calidad de EFI (1), asi como a la normativa de calidad para
proveedores de intercomparacion en vigor (4).
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