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La Prueba cruzada es una herramienta clave en estudios de histocompatibilidad, utilizada para detectar anticuerpos anti-
HLA presentes en el receptor, que pueden producirse durante eventos sensibilizantes durante toda su vida como, por
ejemplo; transfusiones sanguineas, embarazos o trasplantes previos, dichos anticuerpos anti-HLA podrian reaccionar
contra las células del donante. La finalidad del examen es prevenir un rechazo hiperagudo del injerto, que podria
comprometer el trasplante o poner en riesgo la vida del paciente (1,2,3). Este examen es clave en el protocolo de pacientes
con enfermedad renal cronica (ERC) en una etapa avanzada, en donde se requiere de un trasplante renal para mejorar la
calidad de vida y supervivencia del paciente.

Tradicionalmente, esta evaluacion se realiza mediante la Prueba cruzada por citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC por sus siglas en ingles). Sin embargo, en afos recientes, se han desarrollado metodologias mas sensibles y
precisas, entre las que destaca la prueba cruzada por citometria de flujo (1,2,3). Esta técnica permite detectar niveles bajos
de anticuerpos que podrian no ser evidentes con otras metodologias, mejorando asi la seguridad y el prondstico del
trasplante (1,2,3).

Dentro de las ventajas de la Prueba cruzada por citometria de flujo es la sensibilidad, la deteccion simultanea de
anticuerpos anti HLA de clase | y clase Il y la reduccion del riesgo de rechazo, sin embargo, suele existir los posibles
resultados falsos positivos, por uso de medicamentos o0 anticuerpos que clinicamente no son significativos.

La Prueba cruzada por citometria de flujo es una herramienta altamente sensible y precisa para la deteccion de anticuerpos
anti-HLA especificos dirigidos contra el posible donante. Esta sensibilidad es especialmente relevante en pacientes
sensibilizados, es decir, aquellos que han estado previamente expuestos a antigenos HLA a través de trasplantes
anteriores, transfusiones sanguineas y/o embarazos (1).

En estos pacientes, la presencia de anticuerpos preformados representa un riesgo significativo de rechazo del injerto. Por
ello, la prueba cruzada es un paso obligatorio dentro del protocolo de evaluacion pre-trasplante, particularmente en los
trasplantes renales, donde su uso es clave para aumentar la seguridad y la viabilidad del procedimiento (1,2,3).
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¢, Cual es el procedimiento para realizar la Prueba cruzada por
citometria de flujo?

A continuacion se muestra un diagrama general del proceso a sequir para realizar la Prueba cruzada por citometria de
flujo.

Incubacion de las células

Obtencion de la Obtencidn de |
N ))) FUSISISENES ))) del posible donador y el
posible receptor

linfocitos totales

Incubacion con perlas de

Analisis y emision Adquisicion en el _
o . captura de anticuerpos
de resultados <<< citdmetro de flujo <<< P anti-HLA P

¢, Cual es el tipo de muestra recomendando para este examen?

La metodologia para Prueba cruzada por citometria de flujo, esta validada para el tipo de muestra que se presenta en
la siguiente tabla:

e Colectar por Venopuncion 8mL minimo de sangre total en
un tubo estéril tipo vacutainer con ACD.

 Temperatura de almacenamiento: 15° a 25°C.

Una vez tomada la muestra debe ser centrifugada a 3,500

rpm por 5 min.

 De no procesarse o enviarse de manera inmediata
mantener de forma horizontal para mantener a las células

Donador Sangre total -ACD

e Colectar por venopuncion de 3 a 5mL de sangre en un
tubo estéril con activador de coagulacion o con gel
separador (tapa dorada).

e Temperatura de almacenamiento: 15° a 25°C

e Una vez tomada la muestra debe ser centrifugada a 3,500
rpm por 5 min.

Receptor Suero
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¢ Cual es el principio biologico de la Prueba cruzada por citometria
de flujo?

El principio de la Prueba cruzada por citometria de flujo se basa en la deteccion de inmunoglobulinas tipo G (IgG)

presentes en el suero del receptor que se unan a los antigenos HLA en la superficie de linfocitos del donante en caso
de que existan (1,5,7).

Primero, se aislan los linfocitos totales del donante y se incuban con el suero del receptor. Si hay anticuerpos IgG
especificos en el suero, estos se unirdn a los antigenos HLA en la superficie de los linfocitos del donador. Luego, se
aflade un anticuerpo anti-lgG humano conjugado con ficoeritrina (PE), el cual marca los complejos formados (1,5,7).

Posteriormente, las perlas de captura del kit FLOWDSA-XM™ se unen de manera selectiva al complejo
antigeno/anticuerpo/PE, permitiendo que la sefal fluorescente sea detectada y cuantificada mediante citometria de

flujo. La intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad relativa de anticuerpos anti-HLA presentes en el
suero del receptor (1,5,7).
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¢ Aun tienes dudas sobre el examen?

Contacta a nuestros asesores comerciales y
solicita una asesoria personalizada.
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