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RECOMENDACIONES PARA LA REALIZACION DE
LAS PRUEBAS CRUZADAS EN MEDICINA TRANSFUSIONAL

RESUMEN

Este documento presenta las recomendaciones
para el procedimiento de pruebas cruzadas, determi-
nacion que forma parte de las funciones técnicas de
los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Trans-
fusional y Bancos de Sangre. Para su elaboracion se
recogieron las opiniones y sugerencias de los parti-
cipantes del XI Taller Nacional para Centros de San-
gre y Unidades de Medicina Transfusional, realizado
en mayo de 2014 en el Instituto de Salud Publica
de Chile, y ha sido consensuado con el Comité de
Expertos del area de Inmunohematologia. Este do-
cumento entrega las directrices para la realizacion
de una adecuada prueba cruzada en el contexto de
las pruebas de compatibilidad transfusional, a fin de
contribuir a asegurar la calidad de estos estudios in-
munohematol6gicos en cada institucion y actualizar
las competencias del personal que |a realiza.

ALCANCE

Estas recomendaciones aplican a los Centros
de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional y
Bancos de Sangre que realizan el procedimiento de
pruebas cruzadas para asegurar la compatibilidad
entre los globulos rojos de un donante y el plasma
de los receptores de una transfusion. Los Centros
de Sangre no estan implicados directamente en la
realizacion de estas pruebas, debido a que estan a
cargo del proceso productivo de los hemocompo-
nentes a partir de la sangre donada, sin embargo,
tienen un rol de referencia en 1a resolucion de ca-
s0s en la terapia transfusional que no han podido
resolver las Unidades de Medicina Transfusional
asociadas.

INTRODUCCION

La terapia transfusional involucra el estudio y
seleccion de componentes sanguineos, y la poste-
rior administracion en pacientes que lo necesiten en
forma vital, lo cual resulta en un producto transfun-
dido con sobrevida aceptable, sin destruccion clini-
camente significativa y no afecten los globulos rojos
(GR) propios del paciente.

Para asegurar esta premisa, se realizan por tanto,
las llamadas pruebas de compatibilidad sanguinea,
que son todos aquellos procedimientos y pruebas
de laboratorio cuyo objetivo final es asegurar princi-
palmente la compatibilidad entre el donante y el re-
ceptor de una transfusion sanguinea. En la siguiente
tabla se detallan los elementos involucrados en las
pruebas de compatibilidad eritrocitarias:

ELEMENTOS A CONSIDERAR EN LAS PRUEBAS DE

COMPATIBILIDAD ERITROCITARIAS

1.  Indicacion de Transfusion

2. lIdentificacion del Receptor
- En la muestra del receptor
- En la solicitud de transfusion

3.  Anilisis a realizar a la muestra del Receptor
- Caracteristicas y condiciones de la muestra
- Clasificacién ABO-RhD
- Deteccion e Identificacion de Anticuerpos Irregulares
- Fenotipo eritrocitario
- Comparacion de resultados previos

4.  Seleccion de la Unidad a transfundir
- Reclasificacion ABO-RhD
- Fenotipo eritrocitario

5.  Prueba Cruzada o Crossmatch
- Seroldgico
- Electronico

6. FEtiquetado de componente a transfundir
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Las pruebas cruzadas (PC), como una parte de las
pruebas de compatibilidad, se definen como un proce-
dimiento que se utiliza para excluir la incompatibilidad
entre donante y receptor. Utiliza suero o plasma del
paciente y GR de las unidades de sangre a transfundir
a un paciente. Se realiza para asegurar que:

e No hay incompatibilidad ABO entre el paciente
y los GR a transfundir.

e No hay otros anticuerpos irregulares que pue-
dan causar una reaccion transfusional hemoli-
tica 0 un acortamiento de la vida media de las
células transfundidas.

El procedimiento de PC se debe aplicar segun
las Reglas de Compatibilidad Transfusional, es
decir, en primera instancia deben compatibilizarse
unidades “isogrupo” y en caso de no ser posible se
debe recurrir a compatibilizar unidades ABO y RhD
compatibles.

La Guia Técnica “Orientaciones sobre las Unida-
des de Medicina Transfusional” segun Resolucion
Exenta N° 1026 del Ministerio de Salud de Chile
establece los tipos de indicaciones de transfusion
de GR, en donde destaca la transfusion de tipo in-
mediata dentro de los 10 minutos en que llega la
solicitud de transfusion a la UMT, tiempo que nos
permitiria realizar al menos la reclasificacion ABO-
RhD y la PC en salino (tubo).

En el caso de la aplicacion del “Codigo Rojo” de
algunas instituciones, no hay tiempo para realizar
pruebas pretransfusionales, por o que se envian
unidades O RhD negativas en stock a 10s servicios
de sangre. Ambas situaciones son de responsabi-
lidad del médico solicitante. Mientras en la UMT
se debe terminar de realizar la PC completa. Algu-
nas instituciones en sus protocolos de emergen-
cia transfusional compatibilizan en paralelo otras
alternativas de GR, en caso que las unidades que
se enviaron sean incompatibles debido a los resul-
tados de los estudios de compatibilidad realizadas
concomitantemente.
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DEFINICIONES Y ABREVIACIONES

a) Abreviaciones:
ACD: Acido citrico, citrato, dextrosa
AHAI: Anemia hemolitica autoinmune
CE: Comunidad Europea
EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético
FDA: Food and Drug Administration
GR: Globulos Rojos
INR: Razon Internacional Normalizada
LISS: Solucion de Baja Fuerza l6nica
PBS: Buffer fosfato salino pH6.9a 7.2
SAGH: Suero Antiglobulina Humana
TAD: Test de Antiglobulina Directa
TP: Tiempo de Protrombina

TTPA: Tiempo de Tromboplastina Parcial
Activado

b) Definicion de conceptos

- Prueba Cruzada Completa: es aquella
prueba que asegura la compatibilidad de
todos los sistemas sanguineos clinicamen-
te significativos entre la unidad de GR del
donante y el suero o plasma del receptor, a
través de la ejecucion obligada de la fase
de SAGH.

- Prueba Cruzada Incompleta: es aquella
prueba que asegura la compatibilidad ABO
entre la unidad de GR del donante y el
suero o plasma del receptor, a través de la
gjecucion obligada de la fase de centrifuga-
cion inmediata o temperatura ambiente.



DESARROLLO

a) Muestras

En las PC se necesita asegurar las condicio-
nes Optimas tanto para los GR del donante, como
para el plasma o suero del receptor. En el caso de
los GR del donante se necesita una muestra to-
mada desde Ia tubuladura de la unidad a probar,
para lo cual, dependiendo de la técnica a utilizar
se debe disponer de sangre lavada (tubo) o sangre
sin lavar (aglutinacion en columna) de acuerdo a
las especificaciones del fabricante. En el caso del
receptor, la muestra corresponde a sangre total sin
0 con anticoagulante (EDTA, ACD) para la obten-
cion de suero o plasma. Para estudios automati-
zados se requiere muestras de plasma y cuando
los estudios son manuales es deseable el uso de
suero. Las muestras de receptores de transfusion
deben cruzarse con los GR del donante en el me-
nor tiempo posible, no excediendo las 72 horas
desde su obtencion. Posterior a cada transfusion,
las muestras (de donantes y receptores) deben ser
almacenadas hasta por 7 dfas a 4°C con Ia fina-
lidad de investigar posibles reacciones adversas
post-transfusionales.

La solicitud transfusional que acompana a la
muestra debe incluir lo siguiente:

a) ldentificacion del paciente: nombre completo,
RUN, fecha de nacimiento, sexo, n° de ficha
clinica.

b) Diagnostico del paciente.

¢) Fechay hora de la solicitud/toma de muestra/
recepcion UMT.

d) Informacion del servicio que solicita: nombre
del servicio, sala, cama.

e) Nombre y domicilio del establecimiento.
f)  N°de unidades a transfundir.

g) Indicacion de la transfusion: electiva, no ur-
gente, urgente, inmediata.

h) Antecedentes transfusionales, gestacionales y
de trasplante.

i) Resultados de exdmenes: hematocrito, hemog-
lobina, conteo de plaquetas, %TP, INR, TTPA.
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j)  Nombre, RUN y firma del médico solicitante.
k) Clasificacion ABO y RhD del paciente.

b) Reactivos

- SAGH: de preferencia utilizar el tipo polies-
pecifico (anti IgG/anti C3d) apropiado para
cada técnica (incorporado en los sistemas
de aglutinacion en columna o en presenta-
ciones para su utilizacion en tubos).

- Suero fisiol6gico tamponado, PBS o solu-
cion diluyente recomendada para la técnica
utilizada.

- Controles positivos y negativos.

c) Técnicas

Se recomienda la utilizacion de técnicas ma-
nuales, semiautomatizadas y automatizadas de
tubo, sistema de aglutinacion en columna y sis-
tema de microplaca. Aun cuando la necesidad de
los Servicios de Sangre pareciera ser la utilizacion
de metodologias automatizadas (aglutinacion en
columna y microplacas) que aporten mayor sensi-
bilidad y trazabilidad en los procesos, el caracter
transfusional de tipo inmediato debe ser abordado
por metodologias manuales de tubo (centrifuga-
cion inmediata).

d) Ejecucion

1. Identificar las muestras de donante y paciente
a cruzar, centrifugando esta Ultima de acuerdo
al tiempo y velocidad utilizada habitualmente
para obtener suero o plasma. Es deseable uti-
lizar como sistema de identificacion el rotulo
que contiene cada sistema de tubuladuras de
los equipos de extraccion sanguinea, que co-
rresponden a numeraciones (nicas para cada
equipo y que pueden utilizarse para identificar
tanto la muestra de GR a utilizar como la mues-
tra del paciente a probar contra dichos GR.

2. Disponer de los reactivos vigentes y las mues-
tras de los donantes en concentracion adecua-
da para la técnica a realizar. Esta suspension se
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debe preparar de acuerdo al inserto de la técnica a utilizar: Ej: Tubo: 2-4%, Gel: 0,8-1%, Microplaca:
1-3%.

3. Para cada unidad donante candidata a transfusion, se deben efectuar las siguientes reacciones:

- Muestra donante en Asegurar compatibilidad de
1 {\rllal:%sfturgigﬁmente (receptor) de concentracion adecuada a la sistemas sanguineos entre
técnica usada donante y receptor
PA Muestra paciente (receptor) de Muestra paciente (receptor) de Deteccion de autoanticuerpos en
transfusion transfusion muestra paciente

4. Mezclar y centrifugar de acuerdo a la calibracion de la centrifuga para lectura, o a los tiempos y revo-
luciones establecidas por el proveedor.

5. Observar en busca de aglutinacion y hemdlisis, de acuerdo a la técnica de lectura automatizada o
manual que recomiende el fabricante.

6. Dependiendo de la técnica a utilizar en sus protocolos, debe asegurarse de cumplir con las distintas
fases de lectura que se requieren:

- Tubo: |a lectura se puede realizar en tres fases permitiendo diferenciar la deteccion de anticuerpos
que actuan a temperatura ambiente, a 37°C y con SAGH.

- Aglutinacion en columna: la lectura se puede realizar en una fase permitiendo detectar los
anticuerpos clinicamente significativos, pero no estableciendo el tipo y la temperatura a Ia cual son
activos.

e) Interpretacion
La interpretacion de las PC debe realizarse de acuerdo a los resultados de la siguiente tabla:

Reaccidn de suero o plasma paciente (receptor) Interpretacion

T BT R

+ + Incompatible
0 + Compatible
+ 0 Incompatible
0 0 Compatible

0 =No hay reaccion de aglutinacion
+=Intensidad de aglutinacion de cualquier tipo (4+, 3+, 2+, 1+)

Es muy importante detallar la intensidad de aglutinacion en cruces para la toma de decisiones transfu-
sionales en pacientes con autoanticuerpos (Ver transfusion en AHAI).
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f) Informe de resultados

Actualmente existen multiples terminologias
que se utilizan para informar los resultados de las
PC, no necesariamente todas de base correcta, pero
que se han instaurado y se utilizan masivamente. Ej:
pruebas de compatibilidad, crossmatch.

Las denominaciones que hacen mencion a la
prueba indirecta de la antiglobulina, constituye sélo
una de las fases por la cual se pueden detectar an-
ticuerpos eritrocitarios clinicamente significativos,
por lo que la denominacion recomendada es:

PRUEBAS CRUZADAS: compatible; in-
compatible (segun el resultado del cruce entre
las muestras de paciente y donante estudiados).

Aspectos a considerar en las Pruebas
Cruzadas:

a) Deteccion de anticuerpos negativa, prue-
ba cruzada compatible

En esta situacion se encuentra la mayoria de
las muestras sometidas a prueba. La deteccion de
anticuerpos, en este contexto, debe ser una prueba
confiable que garantice que un resultado negativo,
corresponde a una muestra que no posee anticuer-
pos clinicamente significativos. Por su parte, la
PC compatible reafirma el resultado negativo de la
deteccion, asegurando la compatibilidad eritrocita-
ria entre donante y receptor, pero no garantiza una
supervivencia eritrocitaria normal ni evita 1a sensi-
bilizacion del receptor frente a los antigenos eritrici-
tarios que no posee pero estan presentes en los GR
compatibilizados.

b) Deteccidn de anticuerpos negativa, prue-
ba cruzada incompatible

Esta situacion debe analizarse de acuerdo a la etapa
en que la PC resultd incompatible, es decir, en la etapa
de centrifugacion inmediata o en suero antiglobulina
humana. Se pueden asociar las siguientes causas:

a) Incompatibilidad en centrifugacion inmediata:
incompatibilidad ABO, fenémenos de polia-

glutinacion, anti-A1 en individuos A2 o A2B,
aloanticuerpos y autoanticuerpos frios, forma-
cion de Rouleaux, anti-A o anti-B pasivos.

b) Incompatibilidad en antiglobulina humana: GR
donante con TAD positivo, efecto de dosis de
los antigenos eritrocitarios, anticuerpos contra
antigenos de baja incidencia, anti-A o anti-B
pasivos.

Algunos problemas y sus soluciones son los
siguientes:
1. Las células del panel de deteccion de anticuerpos
irregulares determinado no tienen el antigeno. Los
paneles extranjeros carecen de células con antigeno
Di#, presente en la etnia mapuche (4 %), por lo que
se deben usar paneles que contengan los antigenos
de Ia poblacion estudiada.
2. El'titulo del anticuerpo es muy bajo por o que se
necesitan células homocigotas para el antigeno que
corresponde (anti-Duffy y anti-Kidd). Se recomien-
da realizar 1a PC con el doble volumen de suero y
utilizando medios potenciadores.

c) Deteccion de anticuerpos positiva, prue-
ba cruzada incompatible

La deteccion de anticuerpos y las PC, o ambas,
pueden ser positivas a causa de aloanticuerpos, au-
toanticuerpos, interacciones adversas con reactivos
y formacion de rouleaux. El problema debe ser iden-
tificado y resuelto antes de entregar la sangre para
transfusion.

Cuando existen aloanticuerpos, la deteccion de
anticuerpos suele ser positiva, pero la frecuencia del
antigeno influye sobre la cantidad de PC incompa-
tibles. Cuando la deteccion de anticuerpos es posi-
tiva, la especificidad del o los anticuerpos debe ser
identificada y usarse el antisuero correspondiente
para confirmar que |os eritrocitos de unidades com-
patibles por PC carecen del correspondiente antige-
no. Alternativamente, las unidades de donantes se
pueden someter primero a la deteccion de antigenos
con el antisuero correspondiente y seleccionar uni-
dades negativas para las PC. No es necesario con-
firmar a ausencia de antigeno si el anticuerpo del
paciente es anti-M, N, P. Le? 0 Le®, a menos que sea
reactivo a 37°C.
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Si hay multiples anticuerpos o un anticuerpo
que reacciona con un antigeno de alta incidencia,
0 si el anticuerpo esta presente en concentraciones
muy bajas, debe usarse técnicas especificas como
elucion, adsorcion o la combinacion de las mismas.

Es muy importante disponer de Ia historia clinica
del paciente, la cual debe contener diagnastico, his-
toria transfusional, antecedentes ginecoobstétricos
(mujeres), si el paciente ha presentado reacciones
transfusionales, fecha de la ltima transfusion, asi
como datos de laboratorio que permitan tener un
panorama para la resolucion del problema.

Pruebas Cruzadas en condiciones espe-
ciales de los receptores:

a) Pacientes con aloanticuerpos clinica-
mente significativos

La unidad de GR seleccionada debe ser negativa
para el correspondiente antigeno. Esta misma con-
dicion aplica para aquellos anticuerpos clinicamen-
te significativos previamente identificados, pero que
no se pueden establecer en la muestra actual. Los
pacientes sensibilizados con anti-D debiesen reci-
bir unidades de fenotipo rr, debido a la probabilidad
que anti-C igual esté presente.

b) Pacientes con aloanticuerpos no signifi-
cativos clinicamente o con anticuerpos con-
tra antigenos de baja frecuencia

La unidad de GR seleccionada debe ser compa-
tible en la PC completa. EI pre-calentamiento a 37°
C es aconsejable en algunos casos.

c) Pacientes con anemia hemolitica autoin-
mune

Los pacientes deben ser investigados por la pre-
sencia de aloanticuerpos.

A menos que la necesidad clinica del paciente
requiera sangre con urgencia, es inaceptable, sim-
plemente realizar las PC y entregar la sangre tan
compatible como las propias células y el suero del
paciente. En pacientes transfundidos regularmente,
no es imperioso realizar las PC completas a cada
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unidad que se transfunde, sin embargo, es aconse-
jable proporcionar unidades isogrupo para Rhy K.

d) Transfusion masiva de sangre

Cuando el volumen de sangre transfundida en
un periodo de 24 horas es equivalente al volumen
sanguineo del paciente, se puede realizar transfu-
siones isogrupo ABO sin la necesidad de realizar
una PC completa. En este caso la incompatibilidad
ABQ puede excluirse con el uso de pruebas sero-
l6gicas o crossmatch electronico. Si se ha trans-
fundido sangre ABO no isogrupo, las siguientes
unidades a transfundir deben ser necesariamente
isogrupo ABO.

e) Transfusiones fetales/neonatales

En este caso se debe realizar las PC afrontando
los GR a transfundir con el suero/plasma materno.
En el caso de los recién nacidos y lactantes meno-
res de 4 meses es posible transfundir con pruebas
seroldgicas pretransfusionales limitadas. Remitirse
a clasificacion ABO-RhD y deteccion de anticuerpos
eritrocitarios a través del TAD y TAI negativos. Se
podrian omitir las PC en los menores de 4 meses
siempre y cuando no se detecten anticuerpos eritro-
citarios, los GR transfundidos sean grupo O, ABO
idénticos o0 ABO compatibles. En el caso de pacien-
tes grupo A o B de madres O se debe verificar la
adquisicion pasiva de anticuerpos anti-A o anti-B
antes de administrar GR isogrupo. En el caso que
la madre presente anticuerpos eritrocitarios clini-
camente significativos, clase IgG, por su capacidad
de atravesar la barrera transplacentaria es necesario
transfundir GR con PC compatibles en fase SAGH
y antigeno negativos hasta que no sean detectables
los anticuerpos maternos en el suero o plasma de
lactante en caso que esté carezca del antigeno frente
a la especificidad del anticuerpo identificado.

f) Transfusiones en pacientes cronicos

La incidencia de aloinmunizacion en estos pa-
cientes varia ampliamente 7-76% (anemia de cé-
lulas falciformes, pacientes hematoldgicos, etc.),
por o que se recomienda fenotipar las unidades a



transfundir al menos para los antigenos D, C, E, c,
e y K. Si los pacientes son fenotipicamente Dce y
es dificil encontrar sangre del mismo fenotipo para
transfundir, se recomienda la transfusion de unida-
des D negativas.

g) Transfusiones en pacientes trasplantados

Los receptores de trasplantes alogénicos pueden
presentar clasificaciones sanguineas discrepantes y
problemas de incompatibilidad por fenémeno de
linfocitos pasajeros. Los trasplantes pueden intro-
ducir nuevos antigenos y/o nuevos anticuerpos, por
lo que para prevenir la enfermedad de injerto versus
huésped es necesaria la irradiacion de los compo-
nentes a transfundir.

1. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Se deben seguir los procedimientos de control
de calidad recomendados por los fabricantes de
reactivos y equipos. Cada laboratorio debe realizar
control de calidad en las siguientes situaciones:

e (Con cada corrida analitica: los reactivos
que se utilicen (sueros y GR testigos) deben
dar reacciones apropiadas e inequivocas.

e (Con cada nuevo lote de reactivos: corres-
ponde a la verificacion para asegurar la confor-
midad con los criterios utilizados al licitar el
reactivo. Cualquier reactivo que no cumpla con
las especificacion requeridas para los test, no
se debe utilizar y debe ser devuelto al fabricante
0 proveedor.

Uno o dos frascos como minimo, tomados al
azar, deben ser examinados para inspeccion visual
(volumen, etiqueta, inserto), potencia, especificidad
y avidez, segun corresponda.

Si los test de validacion de un reactivo se han
realizado, por ejemplo en un laboratorio de referen-
cia (ISP), entonces antes de ponerlo en uso en el
laboratorio, s6lo se necesita probar con el minimo
de test, usando los controles habituales de todos
los métodos que se van a utilizar. Si el tamafio del
lote recibido es pequefio o hay una falta de recur-
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s0s local para realizar este extenso estudio previo a
la aceptacion, entonces cada nueva serie al menos
debe ser probada frente al conjunto de controles que
se usan de rutina.

Ademds de probar los reactivos como se des-
criben anteriormente, es conveniente realizar la ve-
rificacion de las metodologias que utilizamos para
las PC, asegurando que se cumplan los criterios de
sensibilidad y especificidad establecidos por el fa-
bricante u obtenidas de la literatura cientifica.

2. ESPECIFICACIONES DE LOS
REACTIVOS

SAGH - poliespecifico
a.- Inspeccion visual

- FEtiqueta con el nombre del producto, el na-
mero de lote (serie), 1a fecha de vencimien-
to, las condiciones de almacenamiento y el
nombre del fabricante o su logo.

- Inserto del producto debe aportar los
mismos detalles que los sefialados en la
etiqueta, pero explicitando el método re-
comendado para su uso, los controles de
calidad a aplicar, los diluyentes recomen-
dados etc., que pueden ser necesarios,
ademas de cualquier limitacion o adverten-
cias en el uso de ese reactivo. Debe incluir
también detalles de la composicion del
reactivo, entregar las advertencias de bio-
sequridad, y aportar detalles para su uso
Sequro.

Todos los reactivos no-celulares deben estar
libres de hemolisis, precipitados, particulas o for-
macion de gel.

b.- Especificidad:

e No debe presentar hemolisis o aglutinacion
después de una incubacion con suero fresco
inerte y compatible, como en una prueba de
compatibilidad, usando las siguientes células
no sensibilizadas: 2 células A, 2 células B, 2
células 0.
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Se deben obtener reacciones positivas con:

e (R RhD positivos (preferiblemente R1r) sensi-
bilizadas con un débil anti-D (0,1 Ul/ml 0 20
nanogramos/mL)

e (R recubiertos con C3.

Reacciones negativas se deben obtener
e (on las mismas células, pero no sensibilizadas
con anti-D ni complemento.

¢.- Potencia:

Obtener el mismo titulo 0 més alto, sin prozo-
na, que el obtenido con una “solucion de potencia
minima” o un AHG con licencia al dia (FDA o CE),
usando GR RhD positivos recubiertos con un anti-D
de 0,1 Ul/mL o0 20 nanogramos/mL.

Es util tener un pequefio panel de anticuerpos
débiles de especificidad conocida por e]. Anti-Fy?
ademas de un anti-D, para utilizar tanto en estudios
de especificidad como potencia.

Solucidn salina de baja fuerza ionica (LISS)

Aspecto; sin turbidez ni particulas. No hemolizar
ni causar aglutinacion de las células.

El LISS se puede utilizar de dos maneras: sus-
pendiendo los GR de prueba en LISS (1,5 - 2%) o
agregando un volumen igual de la solucion de LISS
al suero y utilizando GR suspendidos en salino
(3%). Las células suspendidas en LISS no se deben
conservar mas de 24 horas para ser usadas.

pH 6.6-6.8

Conductividad mS/cm

Osmolaridad mOsmol/kg

3. CONTROL DE CALIDAD EXTERNO:

15-18

6.6-6.8
3.4-4.0

285-305

Los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional y Bancos de Sangre del pais que realizan
PC deben participar en algin programa de evaluacion externa de la calidad.
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