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OBJETIVO
e Establecer el diagnostico de hemoglobinuria paroxistica a frigore (HPF).
Alcance

e Se realiza en pacientes con prueba de Coombs directa positiva solo a C3d y
prueba de crioaglutininas negativa; hemoglobinemia demostrable,
hemoglobinuria 0 ambas.

Responsabilidades

e Es responsabilidad de la Direccion del Banco garantizar los recursos
indispensables para la realizacion de éste procedimiento.

e Es responsabilidad del Jefe de Departamento la implantacion de este
proceder

e Es responsabilidad de los técnicos que laboran en el Laboratorio cumplir lo
establecido en el presente documento.

e Es responsabilidad de aseguramiento de la calidad chequear el
cumplimiento de este procedimiento mediante controles y auditorias.

Condiciones de sequridad

e Use bata sanitaria y guantes de cirujano.

Eqguipamiento, locales, materiales v reactivos

e Centrifuga para tubos de mesa
e Neveras de conservacion de sangre 4-6°C

e Bafo de Maria 37° con agua destilada
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Tubos de ensayo de13x100
Gradillas para tubos de ensayo
Jeringuillas de 10 0 20 mL

Agujas 20 0 21

Torundas

Ligaduras

Aplicadores de madera.

Alcohol 70 % o hibitane alcoholico
Hielo

Beaker de 250 mL

Operaciones preliminares

Tome dos muestras de sangre al paciente en dos tubos sin anti coagulante.
Coloque las muestras a 37°C en Bafio de Maria por 10 minutos.

Centrifugue la muestra 10 min a 3000 rpm y separe el suero.

Mantenga hielo disponible para colocar en €l las muestras que asi lo
requieran.

Prepare una suspension 5 % de eritrocitos lavados de grupo O.

Procedimiento

Prepare cuatro tubos rotulados con los numeros 1, 2, 3 y 4 en cada tubo

afada dos gotas de suero del paciente y dos gotas de la suspension de

eritrocitos cero.; al tubo nimero 4 aflada ademéas dos de suero normal

fresco como fuente de complemento.

Temperatura de incubacion:

» Tubo 1 incubar en hielo (0°C) durante 90 minutos.

» Tubo 2 incubar a 37°C durante 90 minutos.

» Tubo 3 manténgalo en hielo a 0°C durante 30 minutos e incubelo a
continuacion a 37°C durante 60 minutos.

» Tubo 4 manténgalo en hielo a 0°C durante 30 minutos e incubelo a
continuacion a 37°C durante 60 minutos.
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e Concluido el tiempo de incubacion, centrifugue los cuatro tubos 10 minutos
a 3 000 rpm y observe el aspecto del sobrenadante en busca de signos de
hemodlisis.

Interpretacion de los resultados

e La prueba de Donath-Landsteiner se considera positiva cuando el suero del
paciente con complemento agregado o sin él (tubos 3 y 4) produce
hemodlisis en los tubos incubados primero en hielo y luego a 37°C y no
aparece hemolisis en los tubos mantenidos constantemente a 0°C o 37°C
(tubos 1y 2)

Observaciones

e La naturaleza bifasica de la hemolisina asociada con la hemoglobinuria
paroxistica nocturna exige incubar el suero con células primero a una
temperatura fria y luego a 37°C

e Como los pacientes con hemoglobinuria paroxistica nocturna pueden tener
baja complementemia se debe incluir suero normal fresco como fuente de
complemento.

e Para evitar la auto adsorcidén por el frio antes de la prueba, se debe dejar
coagular la sangre del paciente a 37°C.

Controles

e Mientras realiza la prueba verifique que se mantenga la temperatura de 0°C
en el bafio de hielo.

e Mientras realiza la prueba verifigue que se mantenga la temperatura del
Bafo de Maria estable a 37°C.
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