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ES 2302998 T3

DESCRIPCION

Procedimientos para la deteccién de fibrinégeno y/o derivados de fibrindgeno.

La presente invencidn se refiere a procedimientos para la deteccidn de fibrindgeno y/o derivados de fibrin6geno.
En estos procedimientos se determina la turbidez.

La determinacién de la actividad y/o de la concentracién de fibrindgeno y/o de los derivados de fibrindgeno en
la sangre y/o en el plasma de la sangre es muy importante clinicamente. Derivados de fibrinégeno de acuerdo con la
presente invencién son derivados de fibrinégeno, como nacen por la accién de enzimas, especialmente por la accién
de la trombina y/o plasmina, o por la accién de los oxidantes, en contra de fibrindgeno.

Las pruebas que se sabe de acuerdo con el presente estado de la técnica de deteccion de fibrindgeno y/o de los
derivados de fibrindgeno son bastante dificiles y/o las condiciones de los ensayos no son fisioldgicas, por ejemplo,
se aflade la trombina en concentraciones altas (EP-B-0137269, DE-A-4133946, US-B-6448024, DE 4133946, US
5.292.664); aqui los resultados de las pruebas no reflejan la verdadera actividad de fibrindgeno en la sangre del paciente
y/o no reflejan la verdadera concentracién de los derivados del fibrinégeno en la sangre del paciente.

El més cercano estado de la técnica es la determinacion de la funcién de fibrindgeno con el método modificado de
Clauss (DE-A-4133946) y el PT-Fbgen-método (que determina la concentracién de fibrinégeno en el desempefio de
la PT (tiempo de protrombina), por ejemplo Con Thromborel-S ®, DadeBehring, Marburg, Alemania). En el método
de Clauss la muestra de plasma es aproximadamente 10 veces diluida, después de la adicidn de trombina el momento
de la coagulacion se determina.

Este tiempo de coagulacién correlaciona indirectamente con la concentracién de fibrindgeno activa en la muestra.

En un método modificado de Clauss (DE-A-4133946) 100 ul de muestra se mezclan con 200 ul de 50 Ul/ml de
trombina bovina, 0.15 g/l de inhibidor de la polimerizacién Gly-Pro-Arg-Pro-Ala-amida, 1.5 g/l de CaCl,, 15 ug/ml
de Polybrene ®, 0.8 g/1 de polyethylene glycol 6000, 6.4 g/l de NaCl, 50 mM de Tris, 1% de albiimina (bovina) y el
tiempo de coagulacidn es determinado por el aumento de la turbidez (deltaA = AA).

En la determinacién de la concentracién de fibrinégeno por el tiempo de protrombina (PT-Fbgen) el contenido de
fibrinégeno de la muestra se determina por la turbidez de los codgulos generados (Thromborel — S ®, DadeBehring).
Un problema aqui es la actividad de la trombina, que en el PT provoca la coagulacién de fibrindgeno; esta actividad
de la trombina no es constante, es diferente de paciente a paciente, por lo que la fiabilidad de esta prueba es dudosa
(Mackie et al. Thromb. Haemost., Volumen 87 (2002), pdginas 997-1005; véase el ejemplo 1.1.3).

Tanto la dilucién de 10 veces de la muestra en el método de Clauss como el uso de un inhibidor de la polime-
rizacién en el método modificado de Clauss y/o concentraciones extremadamente altas de trombina (EP-B-0137269,
DE-A-4133946, US-B-6448 024) no son fisioldgicas. Ademads, en todas estas pruebas no se considera que el fibri-
négeno podria reaccionar patoldgicamente, si la matriz no es fisiolégico-matriz se define como el liquido con todos
sus componentes, en el que la sustancia (aqui: fibrin6geno) esta incrustado (es decir, los alrededores del analito)- y/o
si las actividades de trombina son patoldgicamente altas; esto se muestra en la presente invencion (ver figuras la-d,
6a, b).

El objeto de la presente invencion es, por tanto, a disponer de un procedimiento para la determinacién de la acti-
vidad de fibrindgeno o de la concentracion de fibrindgeno, que es muy fécil de realizar, lo que refleja las verdaderas
actividades y/o concentraciones, y el cual es realizado rapidamente, y que no requiere la adicién de altas concentra-
ciones de trombina, que no son fisioldgicos.

Esta tarea se resuelve por procedimientos que son independientes de la matriz y dependen de aumento de la
turbidez, es decir, los procedimientos que determinan la actividad del fibrin6geno y/o la concentracién de fibrindgeno
y/o la concentracién de los derivados de la determinacién de fibrin6geno por el aumento de la turbidez de la solucién
de prueba. Estos procedimientos son llamados “Functional Fibrinogen Turbidimetric Assay (FIFTA)” y “Fibrinogen
Antigenic Turbidimetric Assay (FIATA)”, el dltimo procedimiento no es parte de la presente invencion.

FIFTA es un procedimiento para la determinacién de fibrindgeno y/o de los derivados de fibrinégeno y, especial-
mente, para la determinacién de la actividad del fibrin6geno, que tiene los siguientes pasos:

a) trombina disuelta y/o albimina disuelta se mezcla con una solucién que serd analizado por el fibrinégeno y/o
de los derivados de fibrindgeno; las concentraciones en la mezcla final de la reaccién se encuentran a menos de 2
Ul/ml de trombina, de preferencia menos de 1,5 o 1 Ul/ml y/o menos de 150 mUI o 100 mUI por muestra de 50
ul, especialmente menos de 0,8 o 0,5 Ul/ml y/o menos de 80 6 50 mUI por muestra de 50 ul, y/o 1,7-10% (peso
por volumen), de preferencia a més de 2,5% (peso por volumen), en especial a mas de 4% (peso por volumen), de
albuimina,

b) el aumento de la turbidez de la solucidn asi obtenida se determina.
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El FIFTA imita a la conversién del fibrindgeno en fibrina, como ocurre fisiol6gicamente en el plasma. El FIFTA es
relativamente sencilla y se puede realizar incluso a temperatura ambiente (RT). Una simple fotémetro es suficiente, en
especial un fotémetro que trabaja con placas microtiter, maquinas especiales o sistemas que detectan la coagulacion,
es decir, los sistemas de medicion del tiempo de coagulacion, no son necesarias.

Una forma preferida de la presente invencion se caracteriza por el hecho de que no requieren la adicién de un
inhibidor de la polimerizacién.

La solucién que se analiza es principalmente de sangre o plasma de la sangre, que se mezcla con citrato, EDTA,
heparina y/o un compuesto con un grupo de guanidine como por ejemplo la arginina.

Por ejemplo, la solucién puede utilizarse en un volumen de entre 0,1 y 100 ul, preferiblemente entre 5 y 50 ul,
especialmente 25-50 ul.

Preferiblemente, la albimina y la trombina estdn juntos en un liquido, antes de ser mezclado con la solucién que
se analiza. La relacion entre el volumen de la solucién que se analiza y de la solucién que contiene la trombina y/o la
albumina es preferentemente entre 1:1 y 1:5, especialmente preferido acerca de 1:2.

La solucién que contiene la trombina y/o albimina (reactivo de FIFTA) se utiliza por ejemplo en un volumen de
entre 0,2 y 200 ul, de preferencia en un volumen entre 10 y 100 ul, especialmente 50-100 ul.

La concentracién optima de la trombina en el reactivo de FIFTA es entre 50 y 1000 mUI/ml (suplemento de 5-
100 mIU trombina por 50 ul de la muestra), de preferencia entre 100 y 500 mUI/ml, especialmente preferido entre
200 y 400 mUI/ml, en especial unos 300 mUI/ml, en especial si se utiliza en una relacién de 2:1 a la solucién que
se analiza. Las concentraciones de trombina en el reactivo de FIFTA de 200-450 mUI/ml se traducird en un delta
A/S m (temperatura ambiente) de alrededor de 170-250 mA en plasma normal después de “pooling” (combinacién)
(100% del normal funcionamiento de fibrin6geno = 2,8 g/l de fibrindgeno activo) y se traducird en 250-350 mA/5
m (temperatura ambiente) para el plasma de pacientes después de “pooling” (combinacién) (144% de la funcién
normal de fibrin6geno), si el reactivo de trombina se utiliza en una relacién de 2:1 a la solucién que se analiza.
Alternativamente, se puede convertir el fibrindgeno por otra proteina y/o mezcla de proteinas, como por ejemplo,
reptilasa o staphylocoagulasa. Si procede, el reactivo podria también contener los iones de calcio, especialmente 10-
15 mM en una relacién de 2:1 (reactivo de FIFTA a la muestra).

La 6ptima concentracion de albimina en el reactivo de FIFTA es 2 a 20%, sobre todo 4 a 8%, de preferencia sobre
6%, sobre todo si se utiliza en una relacién de 2:1 a la solucién que se analiza. Preferiblemente preferido es el uso de
la albimina sérica (bovina) o la albimina humana.

Alternativamente, la albimina podria ser sustituido por agentes, que son conocidos por el especialista, como las
proteinas o las proteinas degradadas, por ejemplo, gelatina. La adicién de albimina inhibe un falso resultado por
el plasma que contiene pocas proteinas, que de otro modo resultaria en valores de fibrindgeno, que son falsamente
elevados (figura 6a, b).

Preferiblemente, Polybrene ® se afiade al reactivo de FIFTA. La concentracién éptima de Polybrene ® en el reactivo
de FIFTA es de 0 a 30000 pg/ml de preferencia entre O y 1000 ug/ml en particular si el reactivo de FIFTA se utiliza
en una relacién de 2:1 a la solucién que se analiza, y/o adicién de 0-100 ug de Polybrene ® por 50 ul de muestra,
especialmente preferido 20-80 ug de Polybrene ® por 50 ul de muestra, en especial unos 40 ug de Polybrene ® por 50
ul de muestra.

Si se analiza un plasma, que contiene heparina (hasta 100 UI/ml heparina), la concentracién de Polybrene ® en el
reactivo de FIFTA podria ser 1000-30000 ug/ml si procede, y/o el importe agregado de Polybrene ® podria ser 100-
3000 ug por 50 ul de muestra. Alternativamente, un agente que neutraliza la heparina, por ejemplo, Polybrene ® o
heparinasa, puede agregarse primero y después la reaccidn de la trombina se puede iniciar. Por lo tanto, el plasma que
contiene heparina es de primera incubado con 25 ul 4-200 mg/ml de Polybrene, preferiblemente 10-100 mg/ml de
Polybrene, en especial unos 50 mg/ml de Polybrene ® en 40 mM de citrato de pH 7,4, por 50 ul de plasma, es decir,
ademads de 100-5000 g de Polybrene, de preferencia 250-2500 g de Polybrene, en particular acerca de 1250 u g de
Polybrene ® por 50 ul de muestra.

400 pg/ml de Polybrene® inhibe hasta 20 Ul/ml de heparina en plasma. Las concentraciones de heparina en la san-
gre son normalmente a 0.2 Ul/ml, cuando se administra heparina terapéuticamente. En los pacientes, que se someten
a cirugia cardiaca, la concentracién de la heparina puede ser elevada hasta unos 10 Ul/ml. Exactamente para estos
pacientes, la determinacién de fibrin6geno es muy importante, sobre todo porque para estos pacientes, el riesgo de
desarrollar una patoldgica coagulacién intravascular diseminada es muy elevado. Sin embargo, la alta concentracién
de la heparina perturba la determinacién de fibrinégeno; para obtener resultados fiables, la adicién de Polybrene © es
obligatoria.

Por ejemplo, las concentraciones plasmadticas de heparina por encima o igual a 0,63 Ul/ml inhiben completa-
mente la trombina en el reactivo de FIFTA en la prueba descrita (Cuadro 1), si el reactivo de FIFTA no contiene
Polybrene ®. En este caso, la concentracién que inhibe el 50% de thrombina es 0,1 UI/ml de heparina.
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Los componentes del reactivo de FIFTA, que han sido mencionados mds arriba, son de preferencia junto con un
pH - estabilizador, especialmente preferido un tampén de fosfato con NaCl (PBS-solucién; 10 mM de Na2HPO4, 138
mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, de pH 7,4).

El FIFTA se realiza preferentemente a una temperatura entre 0°C y 42°C, especialmente preferido a unos 37°C, o,
a temperatura ambiente, este Ultimo es especialmente facil de manejar. El tiempo de reaccién es de preferencia entre
20 segundos y 60 minutos.

El tiempo 6ptimo de reaccién de FIFTA a temperatura ambiente es 1 a 20 minutos, especialmente preferido 2 a 10
minutos, en particular 3 a 7 minutos, sobre todo en 5 minutos. Los correspondientes tiempos de 37°C son 2,5 veces
menor.

La turbidez es determinado de preferencia por determinacién de la absorcién en una longitud de onda entre 280 y
650 nm, especialmente preferido en alrededor de 405 nm.

La determinacidn estd normalizado en comparacién con una solucién de una concentracién conocida de fibrin6ge-
no funcional, de preferencia en comparacién con una alicuota de un pool de plasma normal, que es 100% de lo normal
(valor medio del rango normal = 2,8 g/l).

El FIFTA es un procedimiento, que determina con precision las actividades de fibrindgeno que son muy altos y
muy bajos. Se miden las concentraciones por encima de 200%, de preferencia por encima de 220%, sobre todo por
encima del 240% de lo normal, y los valores por debajo de 50%, preferiblemente por debajo de 40%, sobre todo por
debajo de 30% de lo normal.

El bajo limite de deteccion es inferior al 10% de lo normal en una forma preferida de ejecucién de FIFTA.

El aumento de la absorbancia después de unos 15 minutos a temperatura ambiente es casi el valor maximo de
aumento de la absorbancia (por 100% plasma normal = aproximadamente 420 mA). El aumento de absorbancia que
es el 50% del maximo de absorbancia se produce después de unos 4 minutos a temperatura ambiente. El aumento de
la absorbancia, que es de aproximadamente 60% de la maxima absorbancia se produce después de unos 5 minutos a
temperatura ambiente. El optimizado FIFTA es lineal hasta una actividad de fibrin6geno de aproximadamente 250% de
lo normal. El bajo limite de deteccion es 25% de lo normal, cuando el plasma se incuba durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El bajo limite de deteccién es 7% de lo normal (0,2 g/), si se mide el aumento de absorbance/15 minutos
(temperatura ambiente, deltaA/5-6 minutos 37°C).

Los coeficientes de variacion (intra e interinstitucionales assy ensayo) estan por debajo de 4%. El rango normal
de fibrinégeno funcional es 100% + -20% (valor medio mds, menos de una desviacion estandar) en el FIFTA. El
FIFTA se correlaciona con un método modificado de Clauss con r = 0,843 (en n = 334 plasmas de los pacientes). El
FIFTA se utiliza preferentemente con fines de diagndstico, en especial para la patoldgica coagulacién intravascular
diseminada y para el diagndstico de los pacientes con riesgo de desarrollar una enfermedad que es aterosclerdtica
0 una trombosis como la isquemia/infarto de corazén o de cerebro. Por lo tanto, la presente invencién se refiere
también al uso de un agente de diagndstico que contiene la trombina y/o albiimina y Polybren ®, en su caso. Los
componentes pueden ya existir en estado liquido, como se ha descrito anteriormente, o que existan en estado sélido y
se transforman en la forma liquida para realizar el procedimiento. De acuerdo con la invencién son las concentraciones
y las soluciones, como se ha descrito anteriormente. Preferiblemente se trata de un agente de diagndstico para detectar
la patolégica coagulacién intravascular diseminada y/o un agente de diagnéstico para determinar el riesgo de los
pacientes de desarrollar trombosis aterosclerética o enfermedades como la isquemia cerebral o de miocardio/infarto.

De acuerdo con la invencién y preferido son las concentraciones y las soluciones que se describen antes.

La presente invencion es también el uso de un sistema de ensayo y “kits” para la determinacién de fibrinégeno y/o
derivados de fibrindgeno, que se caracteriza por el hecho de que comprende una solucién que contiene la trombina y/o
la albiimina y, en su caso, una solucién que contiene Polybrene ®, en donde la trombina, albimina y/o Polybrene ®
pueden existir en el mismo o en diferentes soluciones. De acuerdo con la invencién y preferido son las concentraciones
y las soluciones que se describen antes.

La presente invencion es también el uso de un agente de diagndstico, de un sistema de prueba o de “kits” para
determinar la concentracién y/o la actividad de fibrinégeno y/o de los derivados de fibrindgeno.

Sorprendentemente se ha constatado, ademds, que el habitual antibiético vancomicina interactia de tal manera con
fibrinégeno y/o con los derivados de fibrindgeno, que la concentracién de fibrinégeno y/o derivados de fibrindgeno
puede ser determinado por el aumento de la turbidez. La unién del fibrinégeno a la vancomicina y/o de los derivados
de fibrindgeno en forma soluble transforma esta molécula en una forma insoluble. Esta forma de fibrinégeno y/o de los
derivados de fibrinégeno no es soluble y, por lo tanto, se precipita. La turbidez generada es directamente proporcional
a la concentracién de fibrindgeno y/o de los derivados de fibrinégeno en la muestra. Esta reaccion es la base de una
simple prueba para el antigeno de fibrindgeno o de los derivados de fibrindgeno, llamado el “Fibrinogen Antigenic
Turbidimetric Assay (FIATA)”.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2302998 T3

FIATA es, por tanto, un procedimiento para detectar el fibrindgeno y/o derivados de fibrinégeno, que comprende
las siguientes etapas:

a) la solucién que se analiza se mezcla con una solucidn que contenga la vancomicina, de preferencia de tal manera,
que entre 0,05 y 1 umol, especialmente preferido entre 0,1 y 0,5 umol, en particular entre 0,15 y 0,3 umol, en especial
acerca de 0,22 ymol vancomicina son junto con 25 ul de plasma,

b) el aumento de la turbidez se determina.

Preferiblemente sangre o plasma de la sangre es la solucién que se analiza, se analiza sobre todo el plasma que
contiene citrato, heparina o EDTA, y/o plasma que contiene un compuesto de guanidina como por ejemplo el plasma
que contiene arginina (por ejemplo: 9 partes de la sangre mds 1 parte de 106 mM de citrato, 15 UI heparina/ml de
sangre, 1,6 mg potassium-EDTA/ml sangre, y/o 50-1000 mM de arginina (de pH 8,7)/ml de sangre). También para
FIATA un simple fotémetro es suficiente, en especial un fotémetro que trabaja con placas microtiter.

En la FIATA una parte de la muestra con un volumen entre 0,1 y 100 ul, especialmente preferido con un volumen
entre 5 y 50 ul, en particular con un volumen de aproximadamente 25 ul se incuba preferentemente con dos partes
de PBS (NaCl en fosfato, podria contener, en su caso, la albimina, especialmente 6% de albtimina) en un volumen
de entre 0,2 y 200 ul, especialmente preferido entre 10 y 100 ul, en particular con un volumen de aproximadamente
50 pl. Esta mezcla es la primera solucién cuya turbidez se mide. El PBS-biifer que diluye la muestra también podria
ser reemplazado por otro fluido (por ejemplo, 0,9% de NaCl o H,0). Esto sirve para detectar la absorbancia antes del
aumento de la absorbancia, que es causada por la vancomicina. Si el fotdmetro es capaz de medir pequefias cantidades
de manera precisa, esta dilucién también puede ser omitido.

La solucién que contiene la vancomicina (reactivo de la FIATA) se afiade a la solucién que se analiza preferente-
mente en una relacion de los volimenes de alrededor de 2:3, es decir, en relacion con los volimenes antes menciona-
dos, en un volumen de entre 0,2 y 200 ul, especialmente preferido en un volumen entre 10 y 100 ul, en particular en
un volumen de aproximadamente 50 ul.

La concentracién de vancomicina en el reactivo de FIATA es elegido de tal forma que la concentracion final de la
vancomicina es 0,4 a 20 mM, especialmente preferido entre 0,8 y 4 mM, en particular entre 1 y 3 mM, en especial
acerca de 1,76 mM, cuando el reactivo de la FIATA se agrega a la solucién que se analizan, es decir, sobre todo acerca
de 0,22 mol vancomicina se afiaden por 25 ul de plasma.

Por lo general, la concentracién de vancomicina en el reactivo de la FIATA estd entre 1 y 20 mM, preferido 2y 7
mM, en especial acerca de 4.4 mM, para dar, después de la dilucion, las concentracidnes, que se mencionaron antes.
Vancomicina se disuelve en H,O o en PBS (solucién de NaCl con fosfato, que contiene, en su caso, la albimina,
especialmente 6% de albiimina). Alternativamente, otros habituales tampones son ttiles para producir el reactivo de la
FIATA. La solucién que contiene vancomicina podria ser estabilizado por un detergente como TritonX®, en especial
0,1% (peso/volumen), y/o una proteina, como la albtimina, especialmente 1-7% (peso/volumen).

FIATA se realiza preferentemente a una temperatura entre 0°C y 42°C, especialmente preferido a unos 37°C, o a
temperatura ambiente, que es muy facil de manejar.

El tiempo 6ptimo de reaccion de la FIATA es 2 segundos a 10 minutos a temperatura ambiente, preferido 5 se-
gundos a 5 minutos, especialmente preferido 10 segundos y 3 minutos, en particular 1 a 3 minutos. Los tiempos de
reaccion son reducido a la mitad, si el ensayo se realiza a 37°C.

La turbidez es determinado de preferencia por determinacién de la absorbancia del espectro en una longitud de
onda entre 280 y 650 nm, especialmente preferido en una longitud de onda de aproximadamente 405 nm.

La determinacién se calibra por comparacidon con una solucién de concentracién conocida de fibrinégeno, de
preferencia en comparacién con una alicuota de un pool de plasma normal, que corresponde al 100% de lo normal
(valor medio del rango normal = 2.8 g/l).

El limite de linealidad de FIATA es mds del 100% de lo normal, especialmente preferido mds de 120% de lo
normal, sobre todo mas de 140% del normal; el bajo limite de deteccién es inferior al 20% de lo normal, especialmente
preferido menos del 10% de lo normal, en particular, menos del 5% de lo normal.

FIATA, cuando se lleve a cabo en forma preferible, es casi lineal hasta una concentracién de fibrinégeno de apro-
ximadamente 150% de lo normal (4,2 g/1), lo que resulta en deltaA de 400-800 mA; especialmente 600 mA. El bajo
limite de deteccién es 4% de lo normal (0,1 g/1).

Una muestra con las concentraciones de fibrinégeno> 150% debe ser diluido, en especial con el 6% de alblimina-
PBS, mezclado suero, PBS 0 0,9% de NaCl, especialmente preferido con 6% de albimina-PBS.

Alternativamente, la cantidad de muestra utilizada podria ser reducido de 25 ul a 5-15 ul, especialmente 10-12,5
(1, sin cambio en la cantidad de vancomicina que se afiade.
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Los coeficientes de variacion de las pruebas (intra y dia a dia) estan por debajo de 4%. El rango normal de 1a FIATA
es 100% + -20% (valor medio +- de una desviacién estdndar). Hubo una correlacién de FIATA (valor medio = 130%,
desviacién estandar = 52% o 43%) con las pruebas funcionales de fibrin6geno a) método modificado de Clauss (valor
medio = 4.1 g/, desviacion standar = 1.7 g/l), r=0.755 y b) FIFTA (valor medio = 124%, desviacion estdndar = 40%),
r=0.813, en n = 321 o n = 344 plasmas de pacientes.

FIATA no sélo es adecuado para la deteccién de fibrindgeno, sino también para determinar la fibrina en solucién
y/o moléculas de fibrindgeno que son desnaturalizados. Por lo tanto, la FIATA es adecuado como prueba de cribado
para dysfibrinégenos o fibrindgeno que no es funcional. Para determinar la cantidad total de fibrin6geno y/o de los
derivados de fibrin6geno, la conversién del fibrinégeno en fibrina no es necesario, es decir, no es necesario afiadir
trombina.

FIATA es tan facil de realizar, que la determinacidn de la concentracién de fibrinégeno y/o de los derivados de
fibringeno se puede realizar en segundos, incluso fuera de un hospital. Por lo tanto, 1a FIATA ayuda a diagnosticar el
riesgo de los pacientes para desarrollar una isquemia/infarto de corazén y/o del cerebro también fuera de un hospital.

Ademds, un agente de diagndstico se describe, en el que figura la vancomicina. La vancomicina puede existir en
forma disuelta, como se describe mds arriba, o en forma sélida, en la que tiene que ser transformado en la forma
disuelto con el fin de realizar el ensayo. Las concentraciones y las soluciones que se han descrito antes son preferibles.
Es de preferencia un agente de diagndstico para detectar una patoldgica coagulacién intravascular diseminada y/o un
diagnostico para diagnosticar el riesgo de un paciente a desarrollar una enfermedad aterosclerdtica o una trombosis
como la isquemia/infarto de corazon o de cerebro. Preferencia por el uso de FIATA son las concentraciones y las solu-
ciones que se describen antes. Especialmente el calculo del coeficiente de FIATA/FIFTA podria ayudar a diagnosticar
la activacién de la hemostasia, como por ejemplo, en una coagulacion intravascular diseminada y/o la aparicién de
dysfibrinégeno en la sangre: los valores mayor o igual a 1,1, en especial los valores mayor o igual a 1,3, indican una
coagulacion intravascular diseminada y/o la presencia de un dysfibrin6geno en sangre.

Ademds se publica una prueba del sistema o “kit” para la determinacién de fibrindgeno y/o de los derivados de
fibrindgeno, que se caracteriza por lo tanto, que comprende una solucién que contiene la vancomicina. Son preferibles
las concentraciones y las soluciones que se describen antes.

Formas de FIATA y FIFTA que han sido optimizados estdn representadas en los cuadros 1y 2.

CUADRO 1

Optimizacion de los pardmetros de la FIFTA

50 ul de plasma o estdndar (por ejemplo, 100% estdndar = mixto plasma normal)

5 minutos (temperatura ambiente) o 2 minutos (37°C)

deltaA (405 nm)

El optimizado FIFTA se realiza de la siguiente manera:

A 50 pl de plasma con citrato (9 partes de sangre + 1 parte de 106 mM de citrato) 100 ul reactivo de FIFTA
se afiaden, que contiene 300 mUI/ml de trombina, 6% de albiimina-PBS, 400 ug/ml de Polybrene ® en PBS. La
absorcidén a 405 nm se mide inmediatamente (valor base) y después de 5 minutos, si la reaccién se realiza a tem-
peratura ambiente. Si la reaccion se realiza a 37°C, el segundo valor se mide después de 2 minutos. Un fotémetro
que trabaja con placas microtiter se utiliza (Milenia, DPC, Los Angeles, EE.UU.). El aumento de la absorcién
(deltaA) se determina; los resultados son calibrados con un plasma con la actividad conocida de fibrinégeno, de
preferencia un plasma con 100% de la actividad normal de fibrinégeno (Cuadro 1).
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CUADRO 2

Optimizacion de los pardmetros de FIATA

25 ul de plasma o estandar (por ejemplo, 100% estandar = mixto plasma normal)

50 ul PBS

50 ul 4,4 mM vancomicina en PBS

2 minutos (temperatura ambiente) o 1 minuto (37°C)

deltaA (405 nm)

El FIATA optimizado se realiza de la siguiente manera:

A 25 ul de plasma 50 ul de PBS se afiaden y la absorcién (405 nm) y se mide (valor base). A continuacién, 50 ul 4,4
mM de la vancomicina en PBS se afiade. La absorcion a 405 nm se determina de inmediato (valor base), y de nuevo
después de 2 minutos, si la reaccién se realiza a temperatura ambiente. Si la reaccién se realiza a 37°C, el segundo
valor se mide después de 1 minuto. Un fotémetro que trabaja con placas microtiter se utiliza (Milenia, DPC
Biermann, Krefeld, Alemania). El aumento de la absorbancia (deltaA) se determina, y los resultados son calibrados
con una mezcla de plasma con una concentracion de antigeno de fibrindgeno que se conoce, de preferencia 100%
de la normalidad y con 0,9% de NaCl (valor cero de la turbidez) (Cuadro 2).

Ejemplos
1. FIFTA
1,1. Optimizacion de la prueba
1.1.1. Concentracion de la trombina

La concentracién de trombina en la prueba debe ser lo més fisiolégica posible, ni demasiadas moléculas de trom-
bina ni demasiado pocas moléculas de trombina son convenientes para un ideal ensayo de la funcién de fibrindgeno.
50 ul plasma de pacientes (mezcla = P-Pool; 144% del normal = 4,04 g/ de fibrindgeno activa) y 1:2 diluido P-Pool
(con 6% de suero de bovino de albimina en PBS) fueron incubadas con 100 ul 0-1519 mUI/ml trombina bovina de 0-
15 minutos (a temperatura ambiente) en placas microtiter con fondo plano y el aumento de la turbidez a 405 nm fue
determinada.

Dentro de los primeros 5 minutos de tiempo de reaccion a temperatura ambiente, el aumento de la absorbancia de
P-Pool y para 1:2 diluido P-Pool son casi lineal, si el reactivo de la trombina contiene 200-450 mUI/ml de trombina
(Figura 1a, B). La relacién correcta entre el deltaA del 50% de P-Pool y P-Pool es 0,5; esta relacién se produce en las
actividades de la trombina en el reactivo de la trombina de 200-450 mUI/ml (Figura 1c). El mdximo aumento de la
turbidez de P-Pool es de unos 450 mA;

cerca del 70% del maximo del aumento de la turbidez se produce con 300 mUI/ml de trombina en el reactivo de la
trombina, y con un tiempo de reaccién de 5 minutos a temperatura ambiente (figura 1d). Por lo tanto, la concentracién
Optima de la trombina en el reactivo de FIFTA es 200-450 mUI/ml, lo que resulta en una deltaA/S minutos (temperatura
ambiente) de 250-350 mA para P-Pool. 300 mUI/ml fue elegida como la mejor concentracién de trombina en el
reactivo de la trombina, es decir, la concentracién final de la trombina (ITa) es 200 mUI/ml, lo que resulta en una
deltaA/5 minutos de unos 300 mA para P-Pool. La absorcién (basal) de los 100%-Pool de plasma es de unos 150 mA;
la absorcién aumenta por unos 100 mA, cuando 100 ul 6% de la albimina de suero bovino (BSA)-PBS se anade.

1.1.2. Concentracién de Polybrene ®

P-Pool se complet6 con 0-80 Ul/ml heparina y se analizé en el FIFTA. El reactivo de FIFTA tenfa 200 mUI/ml de
trombina, 6% BSA-PBS y 0, 50, 100, 200, 400, 800 o 1600 pg/ml de Polybrene ® (PB, hexadimethrinbromide).

Las cifras 2a-g muestran la inhibicién de la heparina por Polybrene ®. Si el reactivo de FIFTA contiene 400 ug/ml
de Polybrene ®, las concentraciones plasmaticas de heparina de hasta 20 Ul/ml est4n inhibidos.
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Polybrene @ se afiadi6 al plasma que contiene heparina

25 ul 0-75 mg/ml de Polybrene ® en H,O se mezclaron con 50 ul P-Pool o de 50 ul P-Pool con 100 Ul/ml de
heparina. Luego, 100 ul 200 mUI/ml trombina, 400 ug/ml PB, 6% BSA-PBS se afiadieron; la deltaA a 405 nm se
midié.

25 ul mayor o igual a 50 mg/ml de Polybrene ® inhibe completamente 100 UI/ml de heparina en 50 u L de
plasma (figura 3). El reactivo de FIFTA contiene 400 pg/ml PB; por lo tanto, 1 parte 100 UI heparina/ml de plasma
son neutralizados por 1 parte 26 mg/ml de PB. Complejos de PB-heparina en el plasma no cambian la cinética de la
turbidez en la reaccién entre el fibrindégeno y trombina.

Aumento de la turbidez por complejos de heparina/Polybrene ®

50 ul P-Pool con 0-80 Ul/ml heparina fueron incubadas con 100 ul de reactivo de FIFTA sin trombina, que contenia
0, 400, 800, o 1600 pg/ml de PB. El aumento de la turbidez se determiné a 405 nm.

El primer incremento de la turbidez en el plasma con heparina depende de la concentracién de la heparina en el
plasma y depende de la concentracién de PB en el reactivo de FIFTA (figura 5). El primer incremento de la turbidez
por 25 ul 50 mg/ml de PB que se afiadi6 a 50 ul P-Pool fue unos 200 mA (figura 4).

1.1.3. La concentracion de albiimina

P-Pool o P-Pool, que fue diluido 1:2 con PBS o con 6% BSA-PBS, se analizaron en el FIFTA, utilizando el reactivo
de la trombina, 200 mUI/ml, sin albimina.

Determinaciones de la funcién de fibrindgeno, que basan en la turbidez, dependen de la concentracién de albimina
en la muestra. En contrario, la FIFTA no depende de la concentracién de albimina en la muestra. Sin embargo, el
FIFTA dependerd de la concentracién de albimina en la muestra, si no habria albimina en el reactivo de FIFTA: si
el P-Pool se diluye 1:2 con PBS, el fibrin6geno medido es de aproximadamente 70% de la de sin diluir el plasma,
en lugar de 50%, lo que quiere decir, que para los pacientes, que tienen s6lo 50% de la albimina en la sangre, el
fibrinégeno funcional se determinaria en un 40% falsamente demasiado alto. Si el P-Pool se diluye 1:2 con 6% de
albumina-PBS, el fibrinégeno medido es, en efecto, el 50% del fibrinégeno de P-Pool sin dilucién (figuras 6a, b). Si
6% de albuimina se afiade al reactivo de FIFTA, la correcta 50% de valor se obtiene en todos los plasmas, que se han
diluido con PBS o con 6% de albimina.

Comparacion de los procedimientos de determinacion de fibrindgeno de acuerdo con la invencion con el estado
de la técnica

Para la comparacién, P-Pool (de n = 32 plasmas de sujetos individuales, los valores normales de tiempo de pro-
trombina y del tiempo de tromboplastina parcial activado (APTT)) y 1:2, 1:4 y 1:8 diluciones de este P-Pool con 0,9%
de NaCl se pusieron a prueba con los siguientes métodos de fibrindgeno:

A) FIFTA (cuadro 1)

B) FIATA (cuadro 2)

C) El método modificado de Clauss (DadeBehring, las condiciones en la pdgina 2, lineas 1-6)

D) PT-Fbgen (DadeBehring, las condiciones en la pdgina 2, lineas 8-10)

Resultados
Método Plasma 1:1 Plasma 1:2 Plasma 1:4 Plasma 1:8 Plasma
1:16
A) 128% 64% 32% 16% 8%
B) 129% 65% 32% 16% 8%
O 3,74/l 2,09/ 2,09/ sin resultado sin
resultado
D) 3,54/ 2149/l 2,19/l 0,8 g/l sin
resultado
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Se ve, que las concentraciones de fibrinégeno en FIFTA y en FIATA estin correctamente reflejados. En contrario,
el valor de fibrin6geno que se mide en el método modificado de Clauss es 8% demasiado alto en 1:2 diluido P-Pool y
es 35% demasiado bajo en 1:4 diluido P-Pool, en comparacién con el valor que se esperaba. En el método de PT-Fbgen
el valor de fibringeno en 1:2 el diluido P-Pool es 20% elevada, en el 1:4 diluido P-Pool el valor de fibrindgeno es 49%
elevada, y en el 1:8 diluido P-Pool el valor de fibrindgeno es 83% elevada, en comparacién con el valor que se esperaba.

Algunos pacientes, especialmente los pacientes en las unidades de cuidados intensivos, tienen concentraciones de
albumina plasmaética de unos 10 g/l, es decir, por debajo de 25% de lo normal. Si en los plasmas de estos pacientes
la funcién de fibrinégeno es analizada con los métodos de acuerdo con el estado de la técnica, esto puede dar lugar a
falsos valores de fibrinégeno.

1.1.4. Reaccion cinética

FIFTA se realiz6 con P-Pool y con 6% BSA-PBS diluciones de P-Pool. El deltaA fue determinada después de
0-15 minutos y después de 25 minutos, 75 minutos, 17 horas a temperatura ambiente. Por otra parte, el FIFTA se
realizé con un 100% pool de plasma normal y un P-Pool con 200% de fibrinégeno (256% Fbgen-Pool-Plasma diluido
con 100% Fbgen-pool de plasma normal). El 256% Fbgen-Pool-Plasma, el 256% Fbgen-Pool-Plasma, que se habia
diluido con 6% BSA-PBS al 120% o al 63% fueron analizados en el FIFTA con 0-17 minutos el tiempo de reaccién
(temperatura ambiente). Las proporciones de la turbidez 120%/256% y 63%/256% se calcularon. A 300% Fbgen-
Pool-Plasma, que se gener6 a partir de la adicién de fibrindgeno activa purificada a los 256% Fbgen-Pool-Plasma, y el
300% Fbgen-Pool-Plasma, diluido 1:2 (con 6% BSA-PBS) fueron analizados en el FIFTA. Las figuras 7a,b muestran
la reaccion cinética de FIFTA. En unos 15 minutos de tiempo de reaccion a temperatura ambiente, el ensayo llega a
cerca de su valor mdximo. En aproximadamente 5 minutos de tiempo de reaccion a temperatura ambiente, alrededor
de 60% del valor mdximo ha sido alcanzado. Figura 7b muestra la linealidad de las curvas de calibracién en FIFTA.
Existe una relacion lineal entre el fibrindgeno activo y el aumento de la turbidez en el tiempo de reaccién > 5 minutos,
temperatura ambiente, si la funcién del fibrinégeno es <150% de lo normal. Figura 7c demuestra la reaccién de 200%
y 100% Pool. El 100%/200% coeficiente de turbidez es estable en el 0,5, en un tiempo de reaccién> 4 minutos a
temperatura ambiente. En la figura 7d se muestra la reaccion de 256% Fbgen-Pool-Plasma, 120% de plasma y 63%
de plasma. La mitad de aumento de turbidez méaxima se alcanza en 4 minutos (temperatura ambiente), a 5 minutos de
incubacién el 60% de la mdxima deltaA aparece.

La proporcién de 120% y 256%, o la proporcién de 63%/256% alcanza el valor correcto de 0,47 o 0,25, respecti-
vamente, después de unos 5 minutos el tiempo de reaccién; tiempos de reaccién > 8 minutos (temperatura ambiente)
se han traducido en coeficientes, que son falsamente elevados, lo que indica la pérdida de la linealidad de la FIFTA
(figura 7e).

Las reacciones de 300% Fbgen-Pool-de plasma y de 300% Fbgen-Pool-Plasma después de 1:2 dilucién (con BSA-
PBS) se muestran en cifras 7f, g. Las proporciones de deltaA 150%/300% son correctos con 0,5 sélo en un tiempo de
reaccién de unos 2 minutos a temperatura ambiente. En > 5 minutos (temperatura ambiente), la proporcién aumenta a
valores > 0,7. Esto significa, que funcional fibrinégeno > 250% de lo normal puede medirse linealmente al disminuir el
tiempo de reaccion (2 minutos a temperatura ambiente o 50 segundos a 37°C) o por previa 1:2 dilucién de la muestra.

Reaccion cinética a 37°C

El FIFTA se realiz6 con 256% Fbgen-Pool-Plasma y con 256% Fbgen-Pool-Plsma, que se habia diluido 1:2 con
6% BSA-PBS. Después de los tiempos de reaccién de 30-370 segundos, en intervalos de 10 segundos, y después de
20 y 60 minutos en un 37°C bafio de agua, deltaA a 405 nm fue determinada. La proporcion de turbidez 128%/256%
se calcula para cada tiempo de reaccién.

Figura 8 muestra el deltaA en dependencia del tiempo de reaccién a 37°C. El 50% de la méaxima deltaA se produce
en un momento de reaccién de 100 segundos (37°C) para el 256% Fbgen-Pool-Plasma y en el momento de la reaccién
de 190 segundos (37°C) para el 128% de dilucién de la Fbgen-Pool-Plasma. La proporcién de deltaA del 128%/256%
alcanza el valor correcto de 0,5 en un periodo de tiempo de reaccién de 2-4 m (37°C) (figura 8b). Por lo tanto, el
tiempo 6ptimo de reaccién en FIFTA es 5 minutos a temperatura ambiente o 2 minutos a 37°C.

1.1.5. Longitud de onda de absorcion de turbidez

El FIFTA se realiz6 con P-Pool y con 256% Fbgen-Plasma-Pool; tiempo de reacciéon = 30 minutos a temperatura
ambiente. El resultado de absorbancia se determiné a 405 nm, 450 nm, 595 nm, y 650 nm por fotémetro que trabaja
con placas microtiter. La turbidez es mejor medido a 405 nm. El aumento de la longitud de onda da una disminucién
en la turbidez (Fig. 9).

1.2. Calibracion con fibrinégeno que fue purificada
250 mg de liofilizado de fibrinégeno humano purificado (Haemochrom - Enzyme Res., Essen, Alemania) se recons-
tituye con 12,5 ml 6% BSA-PBS o con P-Pool (que contiene 4,04 g/l de fibrin6geno). Estas muestras de fibrin6geno

se han diluido 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 con 6% BSA-PBS o con P-Pool, y la FIFTA fue realizado. El
resultado de esta calibracion por adicion era, que s6lo el 46% de fibrindgeno purificado es funcionalmente activo, por
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lo que 0-9.3 g/l de fibrindgeno funcional en el 6% BSA-PBS o 4.04-13.3 g/I de fibrinégeno funcional en el P-Pool
fueron generados.

Figuras 10a,b muestran la cinética de la reaccién del fibrindgeno puro en BSA-PBS en la FIFTA en dependencia
del tiempo de reaccién a temperatura ambiente o en la dependencia de la concentracién de fibrindgeno funcional.
En 15 minutos, a temperatura ambiente, alrededor de 75% del maximo de turbidez se logra. No hay ningtin nuevo
aumento, si el tiempo de reaccién es prolongado de 48 minutos a 158 minutos, o 18 horas.

Figuras 10c,d muestran la cinética de la reaccién de P-Pool, que se complement6 con fibrindgeno puro, en de-
pendencia del tiempo de reaccién a temperatura ambiente o en la dependencia de la consiguiente concentracién de
fibrinégeno funcional. A 15 minutos a temperatura ambiente alrededor de 80% de la turbidez méxima se alcanza.
Prolongar el tiempo de reaccién de 48 minutos a 158 minutos o 18 horas da un 5-10% de disminucién en la final de la
turbidez. Fig.10e muestra la comparacion entre el fibrinégeno en BSA vy fibrindgeno en el plasma.

1.3. Linealidad

256% Fbgen-Plasma-Pool y 256% Fbgen-Plasma-Pool, que se complement6 con fibrinégeno puro a 277% o 300%
de la funcién normal, se analizaron en FIFTA y en una version de FIFTA con reducido a la mitad los volimenes
de ensayo. 225% Fbgen-Plasma-Pool se complementd con fibrindgeno funcional al 300% Fbgen-Plasma-Pool y fue
diluido con 0,9% NaCl. Estas muestras de plasma con 0-300% fibrinégeno se midieron en el FIFTA.

El FIFTA es casi lineal en el rango de actividad de fibrindgeno de alrededor de 25-250% del valor medio de plasma
normal. 100% de plasma normal da una deltaA de unos 250 mA (figuras 11 a-c). El FIFTA también se puede realizar
con 25 ul de plasma y 50 ul de reactivo, lo que da un deltaA de unos 125 mA en la placa de microtiter (figura 11 bis).

Variacion de los voliimenes de prueba

256% Fbgen-Pool-Plasma y 256% Fbgen-Pool-Plasma, que se ha diluido 1:2 con 6% BSA-PBS, se analizaron
en el FIFTA (50 ul de muestra + 100 ul de reactivo de la trombina). 67 ul 256% Fbgen-Pool-Plasma o Fbgen-Pool-
Plasma, que se ha diluido 1:2, fueron incubados con 83 u1 de reactivo de trombina. 100 ul 256% Fbgen-Pool-Plasma o
Fbgen-Pool-Plasma, que fue diluido 1:2, fueron incubados con 50 u1 de reactivo de la trombina, que habia 600 mUI/ml
de trombina; los coeficientes de deltaA 128%/256% se calcularon.

Figuras 12 a,b muestran que sélo la versién de FIFTA con 50 ul + 100 ul - en contraste con la versién con 67 ul
+ 83 ul 0 ala versién con 100 ul + 50 ul - da a la correcta proporcién de deltaA 128%/256% de 0,5 a 5 minutos la
temperatura ambiente.

1.4. Sensibilidad

Para determinar el limite inferior de deteccion de la FIFTA, 6% BSA-PBS o una mezcla de muestras de suero que
son normales (fibrinégeno funcional = 0%) se analizaron diez veces, y la desviacion estdndar se determind. El limite
inferior de deteccion es 3 veces la desviacion estandar del valor “0”. El limite inferior de deteccion de la FIFTA es
25% de lo normal (0,7 g/1) si el tiempo de reaccion es 5 minutos (temperatura ambiente); cuando el tiempo de reaccién
se aumenta a 15 minutos (temperatura ambiente) el limite de deteccidn inferior disminuye al 7% de lo normal (0,2
g/l).

1.5. Precision

El 144% P-Pool ha sido analizado 10 veces dentro de ensayo y entre ensayos. Los valores medios se han medido
y los coeficientes de variacién se calcularon.

El 144% estandar (P-Pool) tuvo un coeficiente de variacion dentro de ensayo de 1,8% y un coeficiente de variacion
entre ensayos del 3,4%.

1.6. Rango normal

n = 39 muestras de plasma con citrato fueron analizados en el FIFTA para obtener el valor medio y la desviacién
estandar, que dan el rango normal (valor medio + 1 desviacién estidndar) de fibrindgeno funcional en el plasma.
La prueba fue calibrada con plasma normal, y con plasma normal, que se habia congelado, que contiene 2,8 g/l de
fibrin6geno activo, y que fue comprado a Haemochrom, Essen, Alemania.

El rango normal de FIFTA es 100% + 20% (valor medio + 1 desviacién standar); 100% = 2,8 g/1.
1.7. Correlacion con el método de Clauss

En =334 plasmas de los pacientes (< 6 horas de edad, en el momento en que las muestras se suelen tirar a la basura)
la FIFTA se realizé y los resultados fueron comparados con las concentraciones de fibrindgeno que se han medido

sistemdticamente (método modificado de Clauss (Multifibren U ®) en un BehringCoagulationTimer, DadeBehring,
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Marburg, Alemania: 100 ul de muestra + 200 1 50 Ul/ml de trombina bovina, 0,15 g/l de gly-pro-arg-pro-ala-amida,
1,5 g/l de CaCl,, 15 ug/ml de Polybrene ® 0,8 g/l de Glicol-polietileno 6000, 6,4 g/1 de NaCl, 50 mM de Tris, 1%
albumina bovina; determinacion del tiempo de coagulacién por determinacién del aumento de la turbidez).

En n = 334 plasmas de los pacientes la FIFTA (valor medio = 132%, desviacién estdndar = 41%) se realizé y los
resultados fueron comparados con el método modificado de Clauss (valor medio = 4,18 g/I, desviacion estandar =
1,65 g/); el factor de correlacion fue de r = 0,843; y = 20,9 x + 44.528 (figura 13 a). Los resultados de FIFTA de los
pacientes son normalmente distribuidos segtin Gauss (grafico 13b).

1.8. Inhibicion de la generacion de fibrina por heparina
1.8.1. Concentracion inhibitoria del 50% de la heparina en contra de la trombina

50 ul de 100% Pool se anadieron a 10 ul 0-160 UIl/ml heparina. 100 ul 200 mUI/ml de trombina en 6% BSA-
PBS (sin Polybrene ®) se han afiadido, y el aumento de la absorbancia a 405 nm fue determinada. La heparina inhibe
la deltaA en dependencia de la concentracion de la heparina (figura 14a). Una concentracién de la heparina > 0,63
Ul/ml inhibe completamente la trombina en el sistema de ensayos descritos. La concentracion que inhibe el 50% es
de unos 0,1 Ul/ml de heparina (gréfico 14b). 1.8.2. El punto de tiempo de 50% de la inhibicién de la interaccién entre
10 UI/ml de heparina y trombina: 50 ul P-Pool fueron incubados con 100 ul 200 mUI/ml de trombina en 6% BSA-
PBS (sin Polybrene ®). En 0 minutos (antes de la adicién de trombina) y en 0.5-11 minutos el tiempo de reaccién
(a temperatura ambiente) 10 ul 160 Ul/ml de heparina en 6% BSA-PBS han sido afiadidos (concentracién final de la
heparina en plasma + trombina reactivo = 10 Ul/ml; esta concentracién de la heparina ha causado un deltaA de 20
mA, y todos los resultados de las pruebas fueron corregidas por el presente deltaA). El deltaA a 405 nm se determiné
inmediatamente después de cada momento, en que la heparina se afiadid, y en funcién del tiempo de incubacidén. Para
determinar el momento en que la heparina se afiade (a temperatura ambiente), que es necesaria para disminuir el deltaA
de 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos o 20 minutos por 50%, 50 w1 P-Pool fueron incubados con 100 w1 200 mUI/ml
de trombina en 6% BSA-PBS (sin Polybrene ®). Después de 0 s (antes de la adicién de trombina) y después de 10-
140 s (en intervalos de 10s) 10 pl 60 Ul/ml de heparina en 6% BSA-PBS se afiadié. El deltaA a 405 nm en funcién
del tiempo de incubacién (3-20 min) fue determinado. La heparina s6lo puede evitar la generacién de fibrina dentro
de los primeros 2 minutos (temperatura ambiente) (figuras 15 bis c). A pesar de la adicién de una concentracién final
de la heparina de 10 UI/ml en un tempo de incubacién de 30 segundos (temperatura ambiente), todavia hay un 50% de
conversion de fibrindgeno en fibrina 133 mUI/ml, es decir 133 mIU/ml de trombina son capaces de convertir un 50%
de fibrindgeno de plasma en aproximadamente 30 segundos. El deltaA de 15 minutos es > 80% de la maxima deltaA,
como se observo anteriormente. Sin embargo, el deltaA en presencia de 10 Ul/ml heparina dentro de los primeros 5
minutos de tiempo de reaccidn es mayor que en ausencia de la heparina.

El momento de la adicién de heparina que da una disminucion de 50% de deltaA a un tiempo de incubacién de 5-
20 minutos (temperatura ambiente) es de aproximadamente 30 segundos.

1.9. Inhibicion de la generacion de fibrina por arginina

a) 10 ml de reactivo de FIFTA se han afiadido a 5 ml de P-Pool; la mezcla se dio en un Multipette®, y de inmediato
100 pl de esta mezcla se dio en una placa de microtitulo, cuyos pozos se han cubierto con 200 ul 0-1500 mM de
arginina, de pH 8,7, que dio al final las concentraciones de arginina de 0, 16, 31, 62,5, 125, 250, 500, 1000 mM. El
deltaA a 405 nm se determiné en funcién del tiempo de incubacion a temperatura ambiente. b) 10 ml de reactivo de
FIFTA se han afiadido a 5 ml de P-Pool; la mezcla se dio en un Multipette ®, y después de 0-4 minutos (temperatura
ambiente), 100 ul de esta mezcla se dio en una placa de microtitulos, cuyos pozos previamente se han cubierto con
200 w1 0-1500 mM de arginina, de pH 8,7. La turbidez a 405 nm fue medido inmediatamente después de cada paso de
adicion de la mezcla de reaccion a la arginina en la placa. La absorbancia inicial de control se determing a través de la
adicién del reactivo de FIFTA, sin la trombina, a el plasma y luego la mezcla se afiadié a 0-1500 mM de arginina. El
deltaA fue calculado por resta de la primera absorbancia de la absorbancia que fue generada por la trombina (adicién
de 100 ul reactivo de FIFTA sin trombina da una deltaA de unos 100 mA en comparacién con la absorbancia de 50 ul
de muestra).

¢) 50 ul P-Pool fueron incubados con 100 ul de reactivo de FIFTA. Después de 0-30 minutos (temperatura am-
biente) 0-70 ul 1,5 M arginina, de pH 8,7, se han afiadido y después del dltimo punto de tiempo (30 min) el deltaA
se determiné a 405 nm. Una concentracién de > 125 mM de arginina (final), inhibe completamente la deltaA, si la
arginina reacciona desde el inicio de la accién de la trombina (figuras 16 a-c). E1 50% de la mdxima deltaA se produce
a 62,5 mM de arginina. 16 mM de arginina incrementa la deltaA en alrededor de 20%. Las concentraciones de arginina
> 250 mM de (final), completamente inhiben deltaA, si arginina reacciona dentro de los primeros 4 minutos (tempe-
ratura ambiente), de la interaccién de la trombina con fibrinégeno. 125 mM de arginina s6lo puede inhibir deltaA, si
arginina reacciona dentro de los primeros 100 segundos (temperatura ambiente).

La adicién de arginina en un momento de reaccién de la trombina con fibrinégeno de 2,5 minutos da una disminu-
cién de deltaA, que depende de la concentracién de la arginina. Dado que un gran coagulo se genera en el Multipette®,
los valores en los momentos de reaccién > 3 minutos (temperatura ambiente) no son validas. Figura 16d muestra, que
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las concentraciones de arginina > 250 mM (final), s6lo pueden inhibir deltaA, si se afiade la arginina en los 3 primeros
minutos (temperatura ambiente) de la interaccién de la trombina con fibrinégeno. 50% del méximo deltaA aparece en
los puntos de reaccién de 7 minutos o 15 minutos con 94 mM o con 477 mM arginina, respectivamente.

1.10. Disolucion de la fibrina por arginina

50 w1 P-Pool fueron incubados con 100 ul de reactivo de FIFTA. Después de 30 minutos (temperatura ambiente)
10 ul 0 70 pl 1,5 M arginina, de pH 8.7 (concentracién de arginina 94 mM de o 477 mM (final)) se agregaron, y deltaA
se determiné a 405 nm después de 0-132 minutos (temperatura ambiente).

Las concentraciones de arginina de 477 mM (final), que se han afiadido en el punto de tiempo de reaccién entre
la trombina y fibrinégeno de 12 minutos o 30 minutos pueden reducir la deltaA en funcién del tiempo de incubacion:
50% de la disminucién méaxima se produce después de otros 30 minutos (temperatura ambiente) (figura 17). Cuando
la incubacidn con la arginina se aumenta a > 100 minutos, alrededor de 30% de la maxima deltaA, que anteriormente
se habia generado, sigue siendo refractaria a la disolucién.

2. FIATA
2.1. Inactivacion de fibrinogeno por la vancomicina

200 ul de 256% del normal funcionamiento de fibrinégeno en P-Pool fueron incubados con 25 ul 0-100 mM de
la vancomicina o con 0-100 mM de cloramina-T® en H,O durante 15 minutos (37°C). 50 ul de muestras de estas
mezclas de reaccién fueron retiradas y se mezclaron con 100 ul 200 mUI/ml de trombina, 400 ug/ml de Polybrene ®,
6% BSA-PBS. Los resultados fueron normalizados por el andlisis simultineo de 144% del normal funcionamiento de
fibrinégeno en el P-Pool.

Vancomicina inactiva fibrindgeno en el plasma en la dependencia de la concentracién de vancomicina: aproxima-
damente 1 mM de la vancomicina inactiva el 50% de ﬁbrinc’)%eno en el plasma humano (50% concentracién inhibitoria
(IC50) = 1 mM). Por comparacién, el IC50 de cloramina-T® contra el fibrindgeno plasmético es aproximadamente 2
mM (figura 18).

2.2. ;/Antioxidantes inhiben la reaccion entre la vancomicina y el fibrindgeno plasmdtico?

750 11 256% de la normalidad fibrin6geno funcional en P-Pool fueron suplementados con 250 ul de a) los inhibido-
res de 'O, methionina (200 mM) o ascorbato (200 mM), b) el inhibidor de radicales de -OH mannitol (200 mM), o c)

H,O. 25 ul muestras fueron incubadas con 25 ul 0-2.5 mM de la vancomicina o 0-5 mM de cloramina-T® en PBS
durante 15 minutos a 37°C. Luego, 100 1 200 mUI/ml de trombina, 400 ug/ml de Polybrene ® en 6% BSA-PBS se
agregaron, y la mezcla se incub6 durante 3, 5, 9, y 17 minutos (temperatura ambiente). La actividad de fibrinégeno en
el momento de 5 minutos se calcul$ contra el control (100% = 0 mM de la vancomicina o cloramina-T ®).

La interaccién entre la vancomicina y el fibrin6geno en el plasma no puede ser apagado por metionina, ascorbato,
o manitol (figura 19a). El 100% de control de la metionina o H,O dio 386+11 mA/S minutos (temperatura ambiente),
de con ascorbato de 360+ 14 mA; y el control con el manitol fue 435+12 mA. El control de los experimentos con
cloramina-T ® en lugar de la vancomicina mostraron que la reaccién del fibrinégeno plasmadtico con cloramina puede
ser apagado por metionina o por ascorbato (grafico 19b).

Por lo tanto, el mecanismo de reaccion de la interaccién de la vancomicina con fibrinégeno, a diferencia de los que
entre el fibrindgeno y cloraminas, parece no involucrar a las especies reactivas de oxigeno del tipo de oxigeno singlete
('0y)

2)-

2.3. Optimizacion de FIATA
La concentracion de vancomicina

50 w1 P-Pool o P-Pool, que se habia diluido 1:2 o 1:4 (con 6% BSA-PBS), se incubaron con 50 ul 0-6.8 mM de la
vancomicina en PBS. El deltaA a 405 nm fue determinada después de 1 m (RT).

25 ul Fbgen-Pool (300% de lo normal; 8,4 g/l) se incubaron con 125 ul 0,55 mM, 1,1 mM, o 2,2 mM de la
vancomicina en PBS por 1 minuto (temperatura ambiente). A continuacién, el aumento de la turbidez a 405 nm fue
determinada.

Un aumento de la concentracién de vancomicina da un aumento de la turbidez de la mezcla de reaccién. Este
aumento proporcional puede observarse en P-Pool y en P-Pool, que fue diluido 1:2 o 1:4. La turbidez del 4,4 mM de
la vancomicina en PBS (0% fibrin6geno en BSA) es <50 mA a 405 nm (figura 20a). El deltaA que se obtiene en la
FIATA se produce en segundos y es estable durante al menos 10 minutos.

Figura 20b muestra, que la vancomicina (68,8 umoles) que se habia dado a 25 ul 300% Fbgen-Pool da una sa-
turacién de deltaA en alrededor de 4 g/l de fibrindgeno. Con 137.5-275 umoles de la vancomicina esta saturacion se
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produce a 6-8 g/l de fibrindgeno. La concentracién éptima de la vancomicina en el reactivo de la vancomicina de la
FIATA es 3-6 mM.

2.4. Calibracion de FIATA con fibrinégeno que fue purificado

250 mg de fibrin6geno, que fue purificado y liofilizado, se han reconstituido con 12,5 ml de 6% BSA-PBS o de P-
Pool. Las muestras de fibrindgeno, que se obtuvieron, se han diluido 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 con PBS-
BSA o P-Pool, respectivamente; por lo tanto, las muestras tenfan 0-20 g/l de fibringeno en PBS-BSA o0 4-24 g/l de
fibrinégeno en P-Pool.

Figura 21 muestra la reaccién de fibrindgeno puro en FIATA. Una concentracién de fibrindgeno de 10 g/, da una
deltaA de unos 1000 mA, tanto para el fibrindgeno en el 6% de albtimina y el fibrinégeno en P-Pool. FIATA es lineal
hasta alrededor de 8 g/, (286% del normal) fibrinégeno en la muestra, lo que da un deltaA de unos 800 mA.

2.5. Linealidad de FIATA

0-55 ul 300% de lo normal (8,4 g/l fibrinégeno) P-Pool fueron incubados con a) 50 ul de PBS y 50 ul de 4,4 mM
vancomicina en PBS o b) 100 ul de PBS y 100 ul de 4,4 mM vancomicina en PBS. 0-35 ul 300% Fbgen-Pool fueron
incubados con 35-0 ul PBS (para compensar el volumen) y a) 50 ul de PBS y 50 ul 4,4 mM vancomicina en PBS o b)
100 ul de PBS y 100 ul de 4,4 mM vancomicina en PBS.

FIATA es casi lineal hasta una concentraciéon de fibrinégeno de aproximadamente 150% de lo normal (4,2 g/1)
(figura 22a,b). Si los FIATA - volimenes se duplicaron, los obtenidos deltaA a 405 nm también son elevados a dos
veces (figura 22c). La turbidez inicial de 50 ul de plasma podria ser > 500 mA (pacientes con concentraciones elevadas
de triglicéridos o de bilirrubina), por lo que la versién de 25 pl/50 pl/50 ul de FIATA es la preferida (figura 22d).
FIATA, que es modificado, con 50 ul de muestra y 50 ul de reactivo es lineal sélo hasta alrededor de 100% del normal
de fibrindgeno (figura 22e).

2.6. Sensibilidad de FIATA

Para determinar el limite de deteccién inferior de FIATA, un pool de suero normal, (0% del normal fibrin6geno)
se analizaron 10 veces, y la desviacidn estandar (SD) fue calculada. El limite inferior de deteccién se define como 3
veces la SD del valor “0”.

El limite inferior de deteccion de FIATA - tal como se define como 3 veces la SD del valor 0% - es 4% de 1o normal
(0,1 g/l).
2.7. Precision de la FIATA

El P-Pool (143% de lo normal = 4,0 g/l de fibrinégeno) fue 10 veces analizado dentro de ensayo y entre ensayos.
Los valores medios se han determinado y los coeficientes de variacion se han calculado.

Para 143% de la normal de fibrinégeno (P-Pool-estdndar) el coeficiente de variacién en el ensayo fue 1,9% y el
coeficiente de variacion entre ensayos fue 3,5%.

2.8. Los valores normales de la FIATA

n = 39 muestras de plasma con citrato fueron analizadas en FIATA para obtener valor medio y la desviacién
estandar, que permite obtener el rango normal (valor medio + 1 desviacién estdndar) de fibrindgeno plasmatico, si se
mide por FIATA. El ensayo se calibra con un pool de plasmas normales de estudiantes y con 100% plasma normal, que
contiene 2,8 g/l de fibrindgeno, que habia sido congelado sin aditivos de liofilizacion (Haemochrom, Essen, Alemania).

El rango normal de la FIATA es 100% + - 20% (valor medio + - 1 SD), 100% de lo normal = 2,8 g de/l.

2.9. Correlacion de FIATA con determinaciones de fibrindgeno funcional

En n = 321 plasmas de pacientes (< 6 horas de edad; en el punto de tiempo, cuando el plasma se descarta) se
realiz6 la FIATA, y la FIATA se comparé con la forma rutinaria de medir las concentraciones de fibrinégeno (método
modificado de Clauss (Multifibren U ®) en un BehringCoagulationTimer (DadeBehring, Marburg, Alemania). Enn =
344 muestras de pacientes, FIATA se comparé con FIFTA: 50 ul de plasma + 100 pl 300 mUI/ml de trombina, 6% de
albtimina-PBS, 400 ug/ml, Polybrene®; determinacién de deltaA/5 minutos (temperatura ambiente).
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En n =321 plasmas de los pacientes, los plasmas elegidos por casualidad, FIATA

(valor medio +-1 SD = 130 + -52%) se correlaciona con un método modificado de Clauss (valor medio =4,1 +
-1SD =1,7 g/l) conr =0,755; y = 19.521x + 49.165

(figura 23a). En n = 344 plasmas de pacientes, FIATA (valor medio +- 1 SD = 130 +- 43%) corresponde a la
determinacién de fibrin6geno funcional en el FIFTA (valor medio+1 SD = 124+-40%) con r = 0,813; y = 0.861x +
22.993 (grafico 23b). Los resultados del FIATA de los pacientes (n = 344) se distribuyen habitualmente de acuerdo
con Gauss (figura 23c).

2.10. Precipitacion de fibrindgeno en el plasma por la vancomicina

25 ul de 143% (4,0 g/1), P-Pool fueron incubados con 25 ul 0-50 mM de la vancomicina en PBS, 50 ul PBS, 0,1%
Triton X 100 ® y 50 ul 850 mM de KCl en H,O de 1 minuto (23°C). La turbidez a 405 nm fue determinada. Para
invertir la precipitacion, 0-110 pl 1 M NaHCOs;, pH 8,6, o H,O se afiadieron a 50 ul P-Pool, que habia reaccionado
con 50 ul 4,4 mM vancomicina en PBS para 1 minuto (temperatura ambiente). Para estudios de pH, 5 ml de P-Pool se
mezclaron con 5 ml de PBS y 0-1750 u L 1 M NaHCO3, el pH 8,6. 5 ml de P-Pool fueron incubados con 5 ml 4,4 mM
vancomicina en PBS para 3 minutos (temperatura ambiente). A continuacién, la mezcla de reaccion fue centrifugada
a 2500g (4000 vueltas por minuto) durante 10 minutos.

El sobrenadante se separ6 del precipitado. El precipitado no ha sido lavada o se ha lavado 3 veces con H,O, y la
resuspension ha sido centrifugada cada vez. Precipitados, que no han sido lavados, han sido solubilizados por adicién
de 500 ul

1 M NaHCO3, pH 8,6, y 4500 ul PBS; precipitados, que han sido lavados, han sido solubilizados por adicién de
300 ul 1 M NaHCO3 a 1700 ul de resuspension en H,O. 3 preparativos de precipitado, que se han lavado, también
se han secado a temperatura ambiente, y estos precipitados secos fueron pesados. Resuspensiones de precipitados y
sobrenadantes han sido analizados para la funcién de fibrindgeno. 100 ul 1 M NaHCO;, pH 8,6, se afiadieron a 400
ul precipitados solubilizados, que no han sido lavados; estas soluciones, y las muestras de precipitados después de la
resuspension, que han sido lavadas, y los sobrenadantes, fueron analizados para el total de proteinas, la concentracién
de la albimina, y la actividad de la seudocolin-esterasa con Hitachi 917 analizador, Roche, Basilea, Suiza y se analiz6
la vancomicina con un Integra 800 (FPIA). Se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa (HydrasisLC, Sebia, Fulda,
Alemania). Para control, 1 ml de suero de Pool se incubaron con 1 ml de 4,4 mM de la vancomicina en PBS, y la con-
centracién de vancomicina fue determinada. Vancomicina aumenta la turbidez de plasma con citrato en la dependencia
de su dosis. La turbidez aumenta hasta alrededor de 20 veces (figura 24a). Esta precipitacion puede ser revertido por
NaHCOs; 30 ul 1 M NaHCOs, pH 8,6, es capaz de disminuir la turbidez generada hasta el valor de la PBS de control
(sin vancomicina). Si se afiade H,O en lugar de NaHCO;, no hay cambios en la turbidez, que se habia generado por
la reaccién de la vancomicina con el plasma (grafico 24b). La turbidez también estd disminuyendo por adicién de
arginina, pH 7,5, pero no por PBS y sélo ligeramente por PBS, que es 20 veces concentrado (figura 24c¢). Dar de > 10
ul 1 M NaHCO3, pH 8,6, a 50 ul de plasma y 50 ul de PBS da un valor de pH > 8,5 (figura 24d). 2.11. Electroforesis
de las muestras de plasma, que habfan sido incubadas con vancomicina: 950 ul P-Pool fueron incubados con 50 ul
0-200 mM (0-10 mM final) vancomicina durante 5 min (temperatura ambiente). Luego estas muestras y muestras de
los precipitados que han sido solubilizados (véase el 2.10.) fueron sometidas a electroforesis, y la concentracién de
proteinas totales en estas muestras se ha determinado.

Fibrindgeno en el plasma se encuentra en la S2-fraccién de electroforesis.

Un aumento de la conc. de vancomicina en plasma da una disminucién proporcional de la 82-fraccién (figura 25.1-
9). A5 mM de la vancomicina en el plasma sélo el 52-pico desaparece completamente. Las conc. de proteina fueron:
59.0, 59.1, 58.6, 59.1, 58.4, 57.0, 57.8, 56.1, 55.7, 49.4 g/l para las concentraciones de vancomicina de 0, 0.29, 0.44,
0.66, 0.99, 1.48, 2.22, 5, 10 mM, respectivamente. El control de la electroforesis (0 mM de la vancomicina) ha tenido
los siguientes picos de proteinas: 52.8% de albumina, 3.4% a1, 12.0% @2, 10.2% 1, 10.9% 52,y 10.7%gamma para 0
mM, 0.29 mM, 0.44 mM, 0.66 mM, 0.99 mM, 1.48 mM, 2.22 mM, 5 mM, 10 mM de la vancomicina. La concentracién
de fibrindgeno en el sobrenadante de 1 parte de plasma y 1 parte 4,4 mM vancomicina en PBS, fue 0,32 g/1, es decir,
0,64 g/l de fibrin6geno quedaba de inicial 4,0 g/l. Asi, 16% de fibrin6geno en el plasma se mantuvo, mientras que
84% de fibrin6geno ha sido precipitado por medio del 4,4 mM vancomicina. Figura 25.10. muestra la electroforesis
del precipitado que ha sido disuelto y que no haya sido lavada. 77% de la proteina se puede encontrar en la fraccién S,
alrededor de 23% es albiimina. La concentracidn total de proteinas es 6,1 g/l, 1a concentracién de albimina fue 0,82
g/l y la PCHE actividad fue 136 U/L. P-Pool tenia 27 g/l de albimina y una actividad de la seudocolinesterasa (PCHE)
de 3340 U/1. Después de lavar el precipitado 3 veces con H20 > 95% de la proteina en el precipitado se encuentran en
la fraccién 8 como un tnico pico (figura 25.11). En esta fraccién de 2 ml hubo 7 g/l de proteina (= 2,8 g/l en 5 ml), la
albimina no fue detectable, PCHE tenia 13 U/l, y la concentracién de la vancomicina ha sido 583 mg/1 (0,4 mM), es
decir, de 2,2 mM de la vancomicina en la mezcla de reaccién de plasma+vancomicina 80 uM de vancomicina adjuntan
a 5 uM de fibrin6geno, que precipita (16 moléculas de vancomicina per molécula de fibrinégeno). En Pool de suero
hubo 2.1 mM vancomicina después de una incubacién 1 +1 con 4.4 mM de vancomicina en PBS, en el sobrenadante
de P-Pool hubo 0.17 mM de vancomicina. El peso de las muestras de los precipitados después de secado fue 13+-2
mg, es decir, alrededor de 2.6 g/l (76%) de 3.4 g/I de fibrin6geno plasmdtico que precipité fue purificada, alrededor de
24% del fibrin6geno se perdi6 durante el proceso de lavado.
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2.12. Reactividad de fibrinogeno que ha sido precipitada por la vancomicina y se ha vuelto a disolverse

50 ul P-Pool o 50 ul 300% Fbgen-Pool-Plasma fueron incubados con 50 ul 4,4 mM vancomicina en PBS por 1
minuto (temperatura ambiente). A continuacién, 20 ul o0 40 ul 1 M NaHCO;, pH 8,6 y 200 p1 300 mUI/ml trombina,
400 ug/ml Poly-brene®, 6% BSA-PBS (reactivo de FIFTA) se han afiadido, y la deltaA a 405 nm fue determinada.
Control 1 = vancomicina después (en vez de antes) del NaHCO;. Control 2 = sustitucién de la vancomicina del control
1 por PBS. Control 3 = sustitucién de la vancomicina y NaHCO; de control 1 por PBS. Experiment of control = 50 ul
P-Pool + 0-50 pl 1 M NaHCO;, pH 8,6 + 50 ul PBS + 200 ul reactivo de FIFTA.

El fibrinégeno que ha sido precipitada por la vancomicina, y que se ha vuelto a disolver recupera la actividad (figu-
ras 26a,b); esta forma de fibrindgeno parece ser mas reactivo que el fibrinégeno normal: el 50% de la maxima deltaA
de fibrindgeno, que reacciona con la vancomicina, se alcanza después de 2 minutos (RT), mientras que fibrindgeno
normal necesita unos 4 minutos para ello. La maxima deltaA en el control 1 y control 3 es ligeramente superior; control
2 muestra, que la FIFTA a pH fisiolégico da casi el doble de deltaA que a pH 8,6. El experimento con NaHCO; mues-
tra una disminucion en el maximo deltaA por el aumento de la cantidad de NaHCO;. Adicién de 10-20 ul NaHCO;
parece acelerar la generacidn de fibrina dentro de los primeros 5 minutos a temperatura ambiente (RT) (figura 26¢).

2.13. Estimulacion de t-PA por el fibrinogeno que fue precipitada por la vancomicina
Sistema purificada

0-100 gl del precipitado de 2.4. que se ha disuelto (en 500 1 1 M NaHCOs, pH 8,6, + 4500 ul PBS, pH 7,4) y 100-
0 ul de PBS (por compensacién de los volimenes) se incubaron con 50 ul 0,1 mg/ml de Glu-plasminégeno en PBS,
1% BSA, 50 ul 0,6 M de fosfato de sodio, pH 7,4, 0 50 ul 1 M NaHCOs;, pH 8,6, y 50 ul 1000 UI/ml de t-PA en PBS,
0,1% Triton X 100 ® durante 30 minutos (RT). A continuacién, 25 ul 2,7 mM de Val-Leu-Lys-pNA, 1,7 M KCl se
afiadieron y deltaA/h se midi6 a 405 nm a temperatura ambiente, mediante un fotémetro de placas microtiter.

33....Sistema de plasma

25 ul P-Pool fueron incubados con 25 pl 0-50 mM vancomicina en PBS y 50 ul 1000 UIl/ml de t-PA en PBS, 0,1%
Triton X 100 ® y 25 4l 0 mM o 15 mM de cloramina-T® por 30 minutos (RT). A continuacién, 25 ul 2,7 mM Val-
Leu-Lys-pNA, 1,7 M KCl se afiadieron. La actividad de la plasmina, que se generd, se determiné por medio de lineal
deltaA por minuto (RT) en un fotémetro de placas microtiter.

A pH 7.4 el precipitado, que se ha vuelto a disolverse,estimula t-PA en dependencia de la dosis. 100 ul precipitado,
que se ha vuelto a disolverse, estimula t-PA unas 6 veces, incluso en presencia de una fuerza anormal de iones (> 600
mM de Na +), a pH 8,6 esta estimulacion es sélo 2,5 veces (figura 27a). En el sistema plasmaético, la maxima actividad
de plasmina se mide, cuando 1 parte de plasma se incuba con 1 parte de 1.5-5 mM vancomicina en PBS, y cuando
las mezclas se oxidan con 1 parte 15 mM cloramina-T®; aqui, t PA es estimulado hasta alrededor de 20 veces (figura
27b). Sin oxidacion, la actividad de t-PA aumenta 2,5 veces, si la muestra se incuba con 2 mM vancomicina, y si el
ultimo momento de la incubacién se incrementa a 158 minutos (RT) (figura 27c¢).

2.14. Reactividad plasmdtica de vancomicina con polimeros solubles de fibrina (SFP) o suero

1 ml de pool de plasma normal se complementé con 50 ul 100 mg/ml de fibrinégeno purificado
(Haemocomplettan®), lo que da 260% SFP en el plasma. 50 ul de muestras de plasma que se han complementado
con SFP o que no fueron completados, se analizaron en FIFTA y en FIATA. Pool de suero también fue analizado en
FIFTA y en FIATA.

Plasma normal con 260% SFP tiene 271% FIATA y 171% FIFTA. A pool de suero, que ha sido centrifugada, tiene
0% FIFTA y FIATA.

2.15. Reactividad de la vancomicina con el plasma que se ha oxidado

25 ul P-Pool o P-Pool, que se ha complementado con 8,6 mM (3,2 g/l) EDTA, fueron incubados con 25 ul 0-89
mM cloramina-T® en PBS durante 60 minutos (RT). Luego, FIATA y FIFTA se realizaron. En FIATA, 25 ul PBS
se agregaron, y la absorbencia a 405 nm se determiné (valor inicial). 50 ul 4,4 mM de la vancomicina en PBS se
afiadieron, y después de 1 minuto (RT) la absorbancia a 405 nm se determind de nuevo. En el FIFTA, 100 ul reactivo
de FIFTA se afiadieron, y deltaA a 405 nm fue determinada. 100% de control = P-Pool sin oxidante.

Plasma con citrato o con EDTA reacciona con vancomicina. La reactividad aumenta en un 40% del valor del
control de citrato, en caso de los plasmas con EDTA han sido oxidados a 10-20 mM de cloramina-T ® (figura 28). En
cambio, cloramina-T ® inactiva fibrinégeno en el FIFTA: 2 mM de cloramina-T ® inactiva 50% de fibrinégeno. Esta
inactivacién se produce en P-Pool y en P-Pool con EDTA. 8,6 mM EDTA da una disminucién de FIFTA de alrededor
de 50%, independiente de la concentracién de oxidantes.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2302998 T3

2.16. Reactividad de la vancomicina con el plasma que contiene EDTA

25 ul P-Pool se incub6 con 25 ul PBS o con 25 ul 2 mM cloramina-T® en PBS. Después de 60 minutos (RT), 25 ul
0-172 mM de EDTA en PBS se afiadié. Después de 5 minutos (RT) el FIATA, y el FIFTA se realizaron como en 2,7.

50-100 mM de EDTA estdn disminuyendo FIATA por s6lo 10-20%. En contraste, EDTA en concentraciones > 5
mmol/l da una disminucion de la actividad de FIFTA de alrededor de 50%, en muestras oxidadas con 0 mM de con 2
mM de cloramina (figura 29).

2.17. Reactividad de la vancomicina con productos de degradacion del fibrinégeno o con fibrinogeno, que ha sido
escindida con BrCN

25 ul P-Pool fueron incubados con 25 ul 0 mM o 15 mM de cloramina-T® en PBS durante 60 minutos (RT). A
continuacién, 50 gl 1000 Ul/ml t-PA, 0,1% Triton X 100 ® en PBS se afiadieron. Después de 0-8 horas (RT) 25 pd
4,4 mM de la vancomicina en PBS fueron afiadidos, y la deltaA a 405 nm fue determinada. Ademads, 10 mg/ml de
fibringeno, que ha sido escindida por BrCN, en 6% BSA-PBS o en pool de suero, fueron ensayadas en el FIATA.

t-PA disminuye la reactividad de plasma con citrato con vancomicina. Una incubacién de 3 h de 25 ul de plasma
con citrato, que se ha oxidado con 15 mM (final) de cloramina-T ®, con 50 ul 1000 UI/ml de t-PA da una completa
pérdida de reactividad con la vancomicina, una pérdida de reactividad de 50% se produce en aproximadamente 1 hora,
mientras que en plasma normal 6 h son necesarias para una 50%-pérdida de reactividad con la vancomicina; y esto es
debido a la ausencia de @2-antiplasmina activa en plasma que ha sido oxidado con 15 mM chloramina (figura 30).

Fibrindgeno, que fue escindida con BrCN, no reacciona en el FIATA.
Figuras
Figuras la-d
Optimizacion de la concentracion de trombina

50 1 P-Pool (figura 1a) o P-Pool, que se ha diluido 1:2 con 6% BSA-PBS (figura 1b) se incubaron con 100 ul 0-
1519 mUI/ml trombina bovina durante 0-15 m (RT), y el aumento de turbidez (deltaA) a 405 nm se determind; las
concentraciones de trombina en el reactivo de la trombina fueron: 0 mUI/ml (O), 26 mUI/ml (M), 39 mUI/ml (-), 59
mUI/ml (X), 89 mUI/ml (*), 133 mUI/ml (O), 200 mUI/ml (+), 300 mIU/ml (@), 450 mUI/ml (¢), 675 mUI/ml (¢),
1013 mUl/ml (A), 1519 mUI/ml (A).

Ratios de deltaA 50%P-Pool/P-Pool (Fig. 1c). Tiempos de incubacién (RT) de P-Pool: 2,5 minutos (¢), 5 minutos
(@), 10 minutos (A), 15 minutos (H); tiempos de incubacién (RT) de 50%P-Pool: 2,5 minutos (¢), 5 minutos (O), 10
minutos (A), 15 minutos (O) (figura 1d).

Figuras 2a-d
Optimizacion de la concentracion de Polybrene ® (PB)

P-Pool se ha complementado con 0-35 Ul/ml heparina, y ha sido analizado en FIFTA. El reactivo de FIFTA tenia
200 mUI/ml de trombina, 6% BSA-PBS y 0 ug/ml Polybrene® (figura 2a), 50 ug/ml PB (figura 2b), 100 ug/ml PB
(figura 2c), 200 ug/ml PB (figura 2d); concentraciones de heparina en la muestra: 0 Ul/ml (o), 0,14 Ul/ml (W), 0,27

Ul/ml (&), 0,55 Ul/ml (X), 1,09 Ul/ml (¥), 2,19 Ul/ml (@), 4,38 Ul/ml (+), 8,75 Ul/ml (A), 17,5 Ul/ml (O), 35 Ul/ml
(@).

36... Figuras 2e-g
Optimizacion de la concentracion de Polybrene ®

P-Pool fue complementado con 0-100 Ul/ml heparina, y se analizé en FIFTA. El reactivo de FIFTA tenia 200
mUI/ml de trombina, 6% BSA-PBS y 400 ug/ml, PB (figura 2e), 800 ug/ml, PB (figura 2f), 1600 pg/ml, PB (figura
2g); concentraciones de heparina en la muestra: 0 Ul/ml (4), 11 Ul/ml (W), 13 Ul/ml (&), 17 Ul/ml (X), 21 Ul/ml (*),
26 Ul/ml (@), 33 Ul/ml (+), 41 Ul/ml (A), 51 Ul/ml (¢), 64 Ul/ml (O), 80 Ul/ml (O0), 100 Ul/ml (-).
Figura 3
Neutralizacion de 100 Ul/ml de heparina en plasma por medio de Polybrene ®

25 ul 0-75 mg/ml Polybrene® en H,O se ha afiadido a 50 ul P-Pool (@) o PB se ha afiadido a 50 ul P-Pool que

tenfa 100 Ul/ml heparina (H). Luego, 100 xl 200 mUI/ml trombina en 6% BSA-PBS, 400 ug/ml PB se afadieron y
deltaA (AA) a 405 nm fue determinada.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2302998 T3

Figura 4
FIFTA para el plasma con heparina, que habia sido neutralizada por Polybrene ®

25 ul 0-75 mg/ml Polybrene ® en H,O se afiadieron a 50 ul P-Pool (@), 0 a 50 ul P-Pool con 100 UI/ml heparina
(M). Luego, 100 ul1 200 mUI/ml trombina, 400 ug/ml PB, 6% BSA-PBS se afiadieron y deltaA a 405 nm se midié.

Figura 5
Aumento de deltaA por complejos de heparina/Polybrene ®

50 ul de plasma con 0-80 Ul/ml heparina fueron incubados con 100 ul de reactivo de FIFTA sin la trombina, pero
con 0 pg/ml (O), 400 pug/ml (M), 800 ug/ml (A), o 1600 ug/ml (@) PB, y deltaA a 405 nm fue determinado.

Figura 6a, b
El aumento de la turbidez depende de albiimina

P-Pool (@), P-Pool que se ha diluido 1:2 con PBS (H) o con 6% BSA-PBS (O) fueron analizados en FIFTA, con un
reactivo de la trombina con 200 mUI/ml de trombina sin albimina (grafico 6a). Las proporciones de deltaA diluido/no
diluido se calcularon (figura 6b).
Figuras 7a,b
Cinética de la reaccion de FIFTA

FIFTA se realizé con P-Pool y con P-Pool, que se ha diluido con 6% de albimina- PBS. AA se determin6 después
de 0-15 minutos, y después de 25 minutos, 75 minutos, 17 horas (RT); actividad de fibrinégeno [% del normal] en
la maestra: 0% (O), 2,5% (0O), 3,9% (-), 5,7% (0), 8,6% (@), 19% (+), 29% (A), 43% (*), 65% (4), 98% (M), 146%
(A) (grafico 7a). AA después de 2 minutos (¢), 5 minutos (H), 10 minutos (A), 15 minutos (O), 25 minutos (*), 75
minutos (@), 17 horas (O) (figura 7b).
Figuras 7c-e
Cinética de reaccion de FIFTA

FIFTA se realizé con 100% Normal-Pool (@), 200% Pool-Plasma (H) (figura 7¢), 256% Plasma-Pool (H), 120%
Plasma-Pool (@), y 63% Plasma-Pool (A) (figura 7d); coeficientes de AA 120%/256% (@) y 63%/256% (A) (figura
Te).
Figuras 7f,g
Cinética de la reaccion de FIFTA

FIFTA se realiz6 con 300% Fbgen-Pool (@), Fbgen-Pool que fue diluido 1:2 con 6% BSA-PBS (), y un 120%
calibrador de Plasma-Pool (A) (figura 7f); coeficientes AA 150%/300% (figura 7g).

Figuras 8a,b
Cinética de reaccion a 37°C

FIFTA se realizé con 256% Fbgen-Pool (l) y con 256% Fbgen-Pool que se habia diluido 1:2 con 6% BSA-PBS
(@). Después de los tiempos de reaccién de 30-370 segundos en intervalos de 10 segundos y después de 20 y 60
minutos en un 37°C bafio de agua, el aumento de la turbidez a 405 nm se determind (figura 8a). Las proporciones de
AA 125%/250% se calcularon (figura 8b).
Figura 9a

Linealidad de ensayo

FIFTA se realizé con 300% Fbgen-Pool y diluciones de 300% Fbgen-Pool (con 6% BSA-PBS), 50 pl + 100 ul
version de ensayo (@), 25 ul+ 50 ul versién de ensayo (O).
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Cifras 9b; ¢
Linealidad de ensayo

FIFTA se realiz6 con 300% Fbgen-Pool y diluciones de 300% Fbgen-Pool (con 0,9% NaCl); actividad de fibriné-
geno en las muestras: 0% (-),17% (O0), 23% (A), 30% (0), 40% (*), 53% (@), 71% (+), 95% (X), 127% (O), 169% (+),
225% (A), 300% (4), aumento de la turbidez en dependencia del tiempo de reaccién (figura 9b);

AA en dependencia de la actividad de fibrinégeno (figura 9c¢): tiempos de incubacién a RT: 2,5 minutos (O), 5
minutos (@), 10 minutos (H), 15 minutos (A).

Figuras 10a,b
Variacion de los voliimenes de ensayo

250% Fbgen-Pool (@) y 250% Fbgen-Pool que se habia diluido 1:2 con 6% BSA- PBS (O) se ha ensayado en
FIATA (50 pl de muestra + 100 ul de reactivo de trombina). 67 ul 250% Fbgen-Pool (l) o 50% Fbgen-Pool fueron
incubadas con 83 ul reactivo de thrombina. 100 ul 250% Fbgen-Pool (A) o Fbgen-Pool que se habia diluido 1:2
(50%Fbgen-Pool; A) se incubd con 50 ul reactivo de trombina con 600 mUI/ml trombina (figura 10a); coeficientes de
AA 125%/250% (gréafico 10b).

Figura 11
Longitud de onda de absorbancia de la turbidez

FIFTA se realizé con P-Pool y con 256% Fbgen-Pool. Tiempo de reaccién = 30 minutos RT. La absorbancia al
final de la reaccién se determiné a 405 nm, 450 nm, 595 nm, y 650 nm por medio de un fotémetro de placas microtiter.

Figura 12a-e
Calibracion por medio de adicion de FIFTA con fibrinégeno purificado

6% BSA-PBS (figura 12a,b) o P-Pool (con 144% de la actividad normal de fibrindgeno) (figura 12c¢) se comple-
mentd con las siguientes concentraciones de fibrindgeno purificado: 20 g/1 (A), 10 g/1 (O), 5 g/1 (), 2,5 g/1 (*), 1,25 g/1
(X), 0,63 g/1 (A), 0,31 g/l (W), 0 g/1 (#). El FIFTA se realiz6; aumento de la turbidez a tiempos de incubacion (RT) de
2,5 minutos (A), 5 minutos (O0), 10 minutos (*), 15 minutos (O), 48 minutos (A), 158 minutos (H), 18 h (@) (figuras
12b,d). Figura 12¢ muestra que 46% del fibrinégeno purificado es funcional; 6% BSA-PBS (@) o P-Pool (M) (figura
12e).

Figura 13a,b
Correlacion con el método de Clauss

En n = 334 los plasmas, no seleccionados, de pacientes (< 6 horas de edad, cuando los plasmas con citrato son
tirar a la basura) el FIFTA (valor medio = 132%, SD = 41%) se realiz6 y los valores se compararon con el método
modificado de Clauss (valor medio = 4,18 g/I, SD = 1,65 g/l) (figura 13a).

Los FIFTA-valores de pacientes dan una distribucién normal de Gauss (gréafico 13b).
Figura 14a,b
Concentracion del 50% de inhibicion (IC50) de la heparina en FIFTA

50 ul P-Pool se afiadieron a 10 ul 0-160 Ul/ml heparina. Una cantidad de 100 ul 200 mUI/ml de trombina en 6%
BSA-PBS (sin Polybrene ®) se afiadié, y A A a 405 nm se determiné; concentraciones de heparina: 0 Ul/ml (@), 0,04
Ul/ml (W), 0,08 Ul/ml (&), 0,16 Ul/ml (A), 0,31 Ul/ml (O), 0,63 Ul/ml (Q) (figura 14a). A A después de tiempos de
incubacion de 5 minutos (@), 10 minutos (H), 15 minutos (A), 20 minutos (A) (RT) (figura 14b).

Figura 15a
Punto de tiempo de 50% de inhibicion de 10 Ul/ml de heparina en FIFTA

50 ul P-Pool fueron incubados con 100 ul 200 mUI/ml de trombina en 6% BSA-PBS (sin Polybrene®). En los
momentos de incubacién de 0 minutos (antes de la adicién de trombina) (O), 0,5 minutos (H), 1 minutos (&), 1,5
minutos (4), 2 minutos (*), 2,5 minutos (@), 3 minutos (+), 3,5 minutos (A), 4 minutos (X), 5 minutos (-A-), 6 minutos
(-W-), 7 minutos (-), 8 minutos (-*-) 9 minutos (-X-), 10 minutos (¢), 11 minutos (-O-) 10 ul 160 Ul/ml de heparina
en 6% BSA-PBS han sido agregados (concentracién final de la heparina en plasma + trombina reactivo = 10 Ul/ml), y
AA a 405 nm fue determinado.
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Figura 15bc
Punto de tiempo de 50% inhibicion de 10 Ul/ml de heparina en FIFTA

50 ul P-Pool fueron incubados con 100 ul 200 mUI/ml de trombina en 6% BSA-PBS (sin Polybrene®). Después
de los tiempos de incubacién de 10 s (4), 20 s (H), 30 s (A), 40 s (X), 50 s (*), 60 s (@), 70 s (+), 80 s (¢), 90 s (-),
100 s (-¢-), 110 s (O), 120 s (-A-), 130 s (-x-), 140 s (-*-) en RT 10 ul 160 Ul/ml de heparina en 6% BSA-PBS se
afiadieron; control: 10 ul 0 UIl/ml heparina (A) se agregaron. AA a 405 nm fue determinado (Fig. 15b); los valores de
AA en tiempos de incubacién de 5 minutos (@), 10 minutos (H), 15 minutos (A), 20 minutos (A) (RT) (figura 15¢).

Figura 16a,b
Inhibicion de la generacion de fibrina por arginina

10 ml de reactivo de FIFTA se anadieron a 5 ml de P-Pool, y 100 ul de esta mezcla se afiadié de inmediato en
placas de microtitulos, que habfan sido previamente rellenadas con 200 w1 0-1500 mM arginina, pH 8,7, por lo que las
concentraciones de arginina en la reaccién fueron: 0 mM (@), 16 mM (H), 31 mM (A), 62,5 mM (O), 125 mM (¥),
250 mM (¢), 500 mM (+), 1000 mM (O0).

AA se midi6 durante los primeros 9 minutos (RT) (figura 16a) o durante los primeros 75 minutos (RT) (figura 16b).
Figura 16¢
Inhibicion de la generacion de fibrina por arginina

10 ml de reactivo de FIFTA se afiadieron a 5 ml de P-Pool, y en 0-4 minutos (RT) 100 ul de esta mezcla se di6 en
una placa de microtitulo, cuyos pozos se habian rellenado previamente con 200 ul 0-1500 mM arginina, pH 8,7. AA
a 405 nm se determind; las concentraciones de arginina en la reaccién fueron: 0 mM (@), 16 mM (H), 31 mM (A),
62,5 mM (Q), 125 mM (¥), 250 mM (¢), 500 mM (+), 1000 mM (D).
Figura 16d
Inhibicion de la generacion de fibrina por arginina

50 ul P-Pool fueron incubados con 100 ul de reactivo de FIFTA. En 0-30 minutos (RT) 0-70 ul 1,5 M arginina, pH
8,7, se afadi6, y en el ultimo punto de tiempo (30 min) el AA a 405 nm se determind; las concentraciones de arginina
en la reaccion se fueron: 0 mM (@), 94 mM (H), 176 mM (A), 250 mM (O), 316 mM (*), 375 mM (¢), 429 mM (+),
477 mM (D).
Figura 17
Disolucion de la fibrina por arginina

50 ul P-Pool fueron incubados con 100 ul de reactivo de FIFTA. En 30 minutos (RT) 10 ul o 70 ul 1,5 M arginina,
pH 8.7 (concentracion final de la arginina 94 mM (H) o 477 mM (@)) se han afiadido, y A A a 405 nm se determind
en 0-132 minutos (RT).
Fig. 18
Inactivacion de fibrinogeno por la vancomicina

200 étl de 300% (8.4 g/1), Fbgen-Pool fueron incubados con 25 ul 0-100 mM vancomicina (H) o 0-100 mM clora-
mina-T® (@) por 15 minutos (37°C). Muestras de 50 ul de estas mezclas de reaccién se retiraron y fueron incubadas
con 100 ul 200 mUI/ml trombina,400 ug/ml Polybrene®,6% BSA-PBS.AA a 405 nm fue determinada.
Fig. 19ab

JAntioxidantes inhiben la reaccion entre la vancomicina y el fibrindgeno plasmdtico?

750 ul 300% (8.4 g/l) Fbgen-Plasma-Pool se complementaron con 250 ul 200 mM de de a) los inhibidores de 'O,
metionina (A) o ascorbato de sodio (H), b) el inhibidor des los radicales -OH manitol (@), o ¢c) H,O (O).

Muestras de 25 ul de ellos fueron incubadas con 25 ul 0-2.5 mM vancomicina (grafico 7a) o 0-5 mM cloramina-
T® (figura 7b) en PBS durante 15 minutos a 37°C. Entonces, 100 ul 200 mUI/ml trombina, 400 ug/ml Polybrene ®
en 6% BSA-PBS se afnadieron; la AA/5 minutos (RT) se comparé con el 100% control (0 mM vancomicina o 0 mM
cloramina T-®).
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Figura 20a
AA en la dependencia de la concentracion de vancomicina

50 ul del Paciente-Pool (P-Pool; @) o el P-Pool que se ha diluido 1:2 (A) o 1:4 (H), o 6% BSA-PBS (O) fueron
incubados con 50 ul 0-6.8 mM vancomicina en PBS. AA a 405 nm fue determinado después de 1 minuto (RT).

Figura 20b
AA en la dependencia de la concentracion de fibrinégeno

25 ul 300% Fbgen-Pool fueron incubados con 125 ul 0,55 mM (A), 1,1 mM (M), o 2,2 mM vancomicina (@) en
PBS por 1 minuto (RT). Entonces AA a 405 nm fue determinada.

Figura 21
Calibracion de FIATA con fibrinégeno purificado

Una cantidad de 250 mg de fibrinégeno, purificado y liofilizado, se ha reconstituido con 12,5 ml 6% BSA-PBS (@)
o P-Pool (l). Estas muestras con fibrindgeno, que se ha afiadido, se han diluido 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128
con PBS-BSA o P-Pool, respectivamente, dando muestras con 0-20 g/l de fibrinégeno en PBS-BSA o muestras con 4-
24 g/l de fibrinégeno en el P-Pool. La FIATA se realizé.
Figura 22a-e
Linealidad de FIATA

250% Fbgen-Pool fue diluido con 6% BSA-PBS y fue ensayado en FIATA (figura 22 bis). 300% Fbgen-Pool fue
diluido con suero normal y fue ensayado en FIATA (grafico 22b). Los volimenes en el ensayo de la figura 22b se han
duplicado, y se realiz6 el FIATA (figura 22c¢). 0-55 ul 250% Fbgen-Pool fueron incubados con 50 ul PBS y 50 ul 4.4
mM vancomicina en PBS. AA a 405 nm fue determinada (figura 22d).

El FIATA se realiz6 con 50 ul de muestra (0-300% del normal) y 50 ul 4,4 mM vancomicina en PBS (figura 22e).
Figura 23a-c
Correlacion de FIATA con las pruebas de la funcion de fibrinégeno

Enn =321 plasmas, no seleccionados, de pacientes, se realiz6 el FIATA, y los valores se compararon con el método
modificado de Clauss (Multifibren U ®; Behring Coagulation Timer), r = 0,755; y = 19.521x + 49.165 (figura 23a).
En n = 344 plasmas, no seleccionados, de pacientes se realizd el FIATA, y los valores se compararon con el FIFTA,
r=0,813; y =0.861x + 22.993 (figura 23b), los resultados del FIATA estdn dando una distribucién normal de Gauss
(figura 23c).
Figura 24a

Precipitacion de fibrinégeno en plasma por vancomicina

25 pl de 143% (4,0 g/1), P-Pool fueron incubados con 25 ul 0-50 mM de la vancomicina en PBS, 50 pl PBS, 0,1%
Triton X 100 ® y 50 ul 850 mM KCl en H,O durante 1 minuto (RT). AA a 405 nm fue determinada.

Figura 24b
Inversion de precipitaciones de fibrinogeno que fueron inducidos por la vancomicina por medio de NaHCO;

50 ul P-Pool han reaccionado con 50 ul 4,4 mM vancomicina en PBS por 1 minuto (RT). Para invertir la tendencia
a la precipitacion de fibrindgeno que fue inducida por la vancomicina, 0-55 ul 1 M NaHCO3, pH 8.6 (H), o H,0 (@)
han sido agregados. La absorbancia a 405 nm fue determinada después de 1 minuto (RT). Absorbancia de control (O)
sin vancomicina, pero con NaHCO;.
Figura 24c
Determinacion del pH de la prueba de la figura 24b

5 ml de P-Pool se mezclaron con 5 ml de PBS y 0-1750 ul 1 M NaHCO;, pH 8.6, y el pH se determind.
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Fig. 24d
Inversion de la precipitacion de fibrindgeno que fue inducida por la vancomicina por medio de arginina

50 ul P-Plasma han reaccionado con 50 ul 4.4 mM vancomicina en PBS durante 1 minuto (RT). Para invertir la
tendencia a la precipitacion de fibrindgeno que fue inducida por la vancomicina, 0-55 ul PBS (A), 20 veces concen-
trado PBS (e), o 1 M arginina, pH 7,5 (@) han sido agregados. La absorbancia a 405 nm fue determinada después de
1 minuto (RT).
Figura 25

Electroforesis de las muestras de plasma que han sido incubadas con vancomicina

Muestras de P-Pool han sido incubadas con 0-10 mM (concentracion final) vancomicina durante 5 minutos (RT).
Luego, las muestras fueron sometidas a electroforesis (& = d4nodo a la izquierda de la figura)

Carril 1: 0 mM de la vancomicina en 143% de la norma del fibrinégeno antigénico P-Pool (gréfico 25.1)
Carril 2: 0,29 mM de la vancomicina en P-Pool (gréifico 25.2)

Carril 3: 0,44 mM de la vancomicina en P-Pool (grifico 25.3)

Carril 4: 0,66 mM de la vancomicina en P-Pool (gréifico 25.4)

Carril 5: 0,99 mM de la vancomicina en P-Pool (gréifico 25.5)

Carril 6: 1,48 mM de la vancomicina en P-Pool (gréfico 25.6)

Carril 7: 2,22 mM de la vancomicina en P-Pool (gréfico 25.7)

Lane 8: 5 mM de la vancomicina en P-Pool (grafico 25.8)

Lane 9: 10 mM de la vancomicina en P-Pool (grafico 25.9)

Lane 10:  precipitado que se vuelve a disolver, sin lavar, de 5 ml de plasma y 5 ml de 4,4 mM vancomicina en
PBS (figura 25.10)

Lane 11:  precipitado de la figura 25.10, que fue 3 veces lavado (figura 25.11)
Figura 26a-c
Reactividad de fibrinogeno en el plasma que fue precipitado por la vancomicina

50 ul P-Pool o 300% Fbgen-Pool fueron incubados con 50 ul 4,4 mM de la vancomicina en PBS por 1 minuto
(RT). A continuacién, 20 ul 1 M NaHCO;, pH 8,6, y 200 1 300 mUI/ml trombina, 400 pg/ml Polybrene®, 6% BSA-
PBS (reactivo de FIFTA) se agregaron, y AA a 405 nm se determiné (plasma/vancomicina/NaHCO; = A). Control 1
consistio en la adicién de la vancomicina después de NaHCO; (Plasma/NaHCOs/vancomicina = A).

Control 2 consistié en la sustitucion de la vancomicina de control 1 por PBS (Plasma/PBS/NaHCO; = @). Control
3 consistié en la sustitucion de la vancomicina y NaHCO; de control de 1 por PBS (Plasma/PBS/PBS = Q) (figura
26a). En lugar de 20 ul NaHCOs;, 40 ul NaHCO; se utilizaron (grafico 26b). 50 ul P-Pool fueron incubados con 0 ul
(O©), 10 ul (W), 20 1 (A), 30 ul (#), 40 pl (*), 50 ul (@) 1 M NaHCO;, pH 8,6, 50 ul PBS y 200 ul reactivo de FIFTA;
A A a 405 nm se determind (figura 26c¢).

Figura 27a
Estimulacion de t-PA por el fibrinégeno que ha sido precipitado por la vancomicina

0-100 il del precipitado, que se vuelve a disolver, de la figura 25 y 100-0 ul de PBS (por compensacién de los
voliimenes) se incubaron con 50 ul 0,1 mg/ml de Glu-plasmindgeno en PBS, 1% BSA, 50 ul 0,6 M PO,*, pH 7,4(®),

050 ul 1 M NaHCO;, pH 8,6 (H), y 50 u1 1000 UI/ml t-PA en PBS, 0,1% Triton X 100 ® durante 30 minutos (RT). A
continuacion, 25 ul 2,7 mM de Val-Leu-Lys-pNA, 1,7 M KCl se afiadieron, y A A a 405 nm/h, (RT) se midi6.
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Figura 27b,c
Estimulacion de t-PA por el plasma que se ha precipitado por la vancomicina

25 ul P-Pool fueron incubados con 25 p L 0-22 mM vancomicina en PBS y 50 pl 1000 UI/ml de t-PA en PBS,
0,1% Triton X 100 ® y 25 1 0 mM (O) o 15 mM cloramina T-® (@) durante 30 minutos (RT). A continuacién, 25
ul 2,7 mM Val-Leu-Lys-pNA, 1,7 M KCI se agregaron, y la actividad de la plasmina generada fue determinada por la
medicién de AA/minuto (RT) (figura 27b). Prolongacién del tiempo de incubacién a 158 m (RT) para la muestra que
no se ha oxidado (figura 27c).

Figura 28
Reactividad de la vancomicina con plasma oxidado

25 ul P-Pool, sin EDTA (@) o con 8,6 mM (3,2 g/I) EDTA (O), se incubaron con 25 il 0-89 mM cloramina-T ® en
PBS durante 60 minutos (RT). Luego, la FIATA (- —) o la FIFTA (- - -) se realizaron.

Figura 29
Reactividad de vancomicina con plasma que se complemento con EDTA

25 ul P-Pool fueron incubados con 25 ul de PBS (O) o con 25 ul 2 mM de cloramina- T® en PBS (@). Después de
60 minutos (RT) 25 ul 0-172 mM de EDTA en PBS se afiadié. Después de 5 minutos (RT), el FIATA (- —) y el FIFTA
(- - -) se realizaron.
Figura 30
Reactividad de la vancomicina con el plasma que se ha incubado con t-PA

25 ul 300% Fbgen-Pool fueron incubados con 25 ul de PBS (O) o con 15 mM de cloramina-T®, PBS (@) durante

60 minutos (RT). A continuacién, 50 ul 1000 Ul/ml t-PA, 0,1% Triton X 100 ®, PBS se afiadieron. Después de 0-8
horas (RT) 25 ul 4,4 mM vancomicina, PBS se afadieron, y AA a 405 nm fue determinada.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar fibrinégeno y/o derivados de fibrinégeno, con las caracteristicas, que es un procedi-
miento que funciona con aumento de la turbidez, que es independiente de la matriz y/o independiente de un tiempo de
coagulacion, en el que

a) trombina en forma disuelta se afade a una solucién que serd analizada, resultando en concentraciones
finales de menos de 2 Ul/ml de trombina,

b) el aumento de la turbidez la mezcla asi obtenida se determina.
2. Un método segtin la reivindicacién 1, que comprende los siguientes pasos:

a) trombina y albimina en forma disuelta se afiaden a una solucién que serd analizada para fibrindégeno y/o
derivados de fibrindgeno, resultando concentraciones finales de menos de 2 Ul/ml de trombina, y mas de
1.7-10% (peso/volumen) de albimina.

b) el aumento de la turbidez de 1a mezcla asi obtenida se determina.

3. Un método segtin la reivindicacién 1 o 2, segun el cual se realiza una determinacién de comparacioén con un
estandar conocido, en particular un estdndar normal, que contiene fibrin6geno y/o derivados de fibrinégeno.

4. Un método segtn la reivindicacién 1 o 2, segun el cual la solucién que se analiza es sangre o plasma de sangre.

5. Un método segtin la reivindicacion 4, segtn el cual el plasma de sangre es plasma con citrato, plasma con EDTA,
plasma con heparina y/o plasma con un compuesto que tiene un grupo de guanidina.

6. Un método segtin la reivindicacion 1 o 2, segtin el cual la concentracién de trombina en la solucién que contiene
trombina o que contiene trombina y albimina es entre 50 y 1000 mUI/ml, y/o la cantidad de trombina, que se afiade,
es 5-100 mUI por 50 ul de plasma.

7. Un método segtn la reivindicacién 2, segun el cual la concentracién de albimina en la solucién que contiene
trombina y albimina es 2-20% (peso/volumen).

8. Un método segun la reivindicacién 1 o 2, segin el cual trombina o albliimina se disuelve en una solucién, que
contiene un bufer.

9. Un método segiin la reivindicacién 8, segun el cual el bufer es un bufer de fosfato con cloruro sédico (PBS).

10. Un método segin la reivindicacion 1 o 2, segtin el cual la solucién que contiene trombina y alblimina ademas
contiene Polybrene.

11. Un método segtn la reivindicacién 10, segtn el cual la concentracion de Polybrene es hasta 1000 ug/ml y/o la
cantidad de Polybrene es de hasta 100 ug por 50 ul de plasma.

12. Un método segtin la reivindicacién 10, segtin el cual para el andlisis de los plasmas con heparina la concen-
tracién de Polybrene es 1000-30000 ug/ml y/o la cantidad de Polybrene que se afiadird es 100-3000 g por 50 ul de
plasma.

13. Un método segiin la reivindicacion 1 o 2, segtin el cual el método se realiza a una temperatura entre 0 y 42°C.

14. Un método segun la reivindicacion 1 o 2, segtin el cual el tiempo de reaccién es de entre 20 segundos y 60
minutos.

15. Procedimiento segtin una de las reivindicaciones 1 a 14, con las caracteristicas, que el aumento de la turbidez se
determina por medio de la trombina que se afiade a una muestra, que es analizada por el fibrinégeno que es disfuncional
(FIFTA), y que el aumento de la turbidez se determina por medio de la vancomicina que se afiade a una nueva muestra
(FIATA), y que los valores de ambas determinaciones se dividen para determinar la concentracién de fibrin6geno, que
es disfuncional.

16. Uso de un sistema de ensayo para la determinacién de fibrin6geno y/o de los derivados de fibrindgeno y/o
de fibrinégeno que es disfuncional por medio de un procedimiento con arreglo a una de las reivindicaciones 1 a 15,
con las caracteristicas, que contiene un componente que es una solucién que contiene trombina o una solucién que
contiene albimina y trombina, para generar una concentracién final de trombina en la mezcla de reaccién de la prueba
de menos de 2 Ul/ml de trombina.
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17. Uso de un sistema de prueba con arreglo a la reivindicacién 16, con las caracteristicas, que contiene un com-
ponente que es una solucién que contiene Polybrene, por el cual trombina y/o albimina y Polybrene pueden ser partes
de la misma solucién.

18. Uso de un sistema de prueba de acuerdo con una de las reivindicaciones 16 6 17 para determinar la coagulacién
intravascular diseminada patoldgica y/o para el diagndstico de los pacientes con riesgo de desarrollar enfermedades
aterotrombdticas, como la isquemia o el infarto de corazén o del cerebro y/o para la diagndstico de la presencia de
fibrindgeno, que es disfuncional, en sangre.

19. Uso de un diagnéstico para fibrinégeno, que contiene un maximo de 2 Ul/ml de trombina, para el diagndstico
de fibrindgeno por medio de un procedimiento con arreglo a una de las reivindicaciones 1 a 14 y/o para el diagndstico
de fibrindgeno, que es disfuncional, por medio de un procedimiento con arreglo a la reivindicacién 15.

20. Uso de un diagnéstico segun reivindicacion 19, con las caracteristicas, que contiene también 2 a 20% de
albimina.

21. Uso de un diagndéstico segtin reivindicacién 19 o 20, con las caracteristicas, que contiene también Polybrene.

22. Uso de un diagndstico de acuerdo a uno de los reivindicaciones 19 a 21, con las caracteristicas, que se trata de un
diagnéstico para determinar la coagulacién intravascular diseminada patoldgica y/o un diagndstico para determinar el
riesgo de un paciente a desarrollar enfermedades aterotrombdticas, como la isquemia/infarto de corazén o del cerebro
y/o un diagndstico para determinar fibrindgeno, que es disfuncional, en sangre.

23. Uso de un diagnéstico de acuerdo a una de las reivindicaciones 19 a 21 para determinar la patolégica coagula-
cion intravascular diseminada y/o para determinar el riesgo de un paciente a desarrollar enfermedades aterotrombdti-
cas, como la isquemia/infarto de corazén o del cerebro y/o para el diagndstico de fibrinégeno, que es disfuncional, en
sangre.
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Fig. 1a: Optimizacién de ia concentracién de trombina
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Fig. 1b: Optimizacién de la concentracién de trombina

300

250 4o

200 +

150 {- -

100 4- K-

50

- )
8- 888 8000000 —O— —O

4 6 8 10 12 14
Tiempo de reaccién [min en RT]

25



Cociente

Aumento de turbididad [mA en 405 nm}

ES 2302998 T3

Fig. 1c: Optimizacion de la concentracion de trombina
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Fig. 2a: Optimizacién de la concentracién de polybrene

300

I
T J v 3 wJ T

20 30 40 50 60 70
Tiempo de reaccién [min]
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Fig. 2c: Optimizacion de la concentracién de polybrene
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Fig. 2d: Optimizacién de la concentracién de polybrene
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Fig. 2e: Optimizacién de la concentracién de polybrene
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Fig. 2g: Optimizacién de la concentracién de polybrene
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FIFTA con plasma con heparina que fue neutralizado por PB
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Fig. 8a: Dependencia de aibumina

250
E

£

00 -

g

©
<
E
350 -
3
s : 0007007000
= |8 O o= "
:jOO [ T S R T
T m.O
,g O

: i

:50 4 O O U U PO PSR SURIRSPS
<

o0 r . . . : 5 .
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo de reaccién [min en RT]
Fig. 6b: Dependencia de albumina
09

Ratio diluido/no diluidc

0,1 ol i o 1 b e e R A R A R e i R e R 3 4 i R 1 R R A i R R R R P R S R e e
0 H H 1 T H
0 2 4 5 8 10 12
Reaccién-tiempo [min en RT]

32




ES 2302998 T3

Fig. 7a: Curso de tiempo de reaccién
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Fig. 7¢: Curso de tempo de reaccion
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Fig. 7e: Curso de tiempo de reaccién
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Fig. 7g: Curso de tiempo de reaccion
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Fig. 8b: Curso de tiempo de reaccién
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Fig. 9b: FIFTA-linearidad
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Fig. 10a: Variacién de los volumenes del test
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Fig. 11: Longitud de onda de absorcién en la determinacién de la turbledad
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Fig. 12a: Calibracién de! FIFTA con fibrinégeno purificado
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Fig. 12¢c: FIFTA-calibracién con fibrinégeno purificado
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Fig. 12e: FIFTA-calibracién con fibrinégeno purificado
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Fig. 13b: FIFTA-distribuci6n en enfermos
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Fig. 14b: IC50 von Heparin im FIFTA
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Fig. 15b: Punto tiempo de 50 % inhibicién
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Fig. 16a: Inhibicién de generacién de fibrina por arginina
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Fig. 16c: Inhibicién de la generacién de fibrina por arginina
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Fig. 17: Dissolucién de fibrina por arginina
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Fig. 19a: Se puede Inhibir la reaccién entre vancomicina y fibrinégeno por antioxidantes ?
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Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]

Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]
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Fig. 20a: Turbiedad-aumento en dependencia de la concentracién de vancomicina
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Fig. 20b: Aumento de turbledad en dependencia de la concentracién de fibrinégeno
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Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]

Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]
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Fig. 21: FIATA-calibracién con fibrinégeno purificado
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Fig.22a: FIATA-linealidad
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Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]
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Fig. 22b: FIATA4.inealidad; diluciones con suero
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Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]

Aumento de turbiedad [mA a 405 nm)]
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Fig. 22d: FIATA-Linealidad

0 10 20 30 40 50 60
Cantidad de 250 %-standard [ul]
Fig. 22e: FIATA-Linealidad

T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fibrinégeno-conc. [g/l]

54



FIATA Fbgen Antigeno [% del normal]
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Fig. 23a: Correlacién entre FIATA y método modificado de Clauss
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Fig. 23b: Correlacién de FIATA con FIFTA
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Fig. 23c: Distribucién segin Gauss de FIATA en enfermos
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Fig. 24a: Precipitacién de fibrinégeno plasmatico por vancomicina
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Fig. 24b: Inversion de la precipitacién de fibrin6geno por vancomicina por medio de NaHCO3
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Turbiedad [mA a 405 nm]
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Fig. 24d: Inversién de la precipitacién de fibrinégeno por vancomicina por medio de arginina
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Fig. 25: Electroforesis of plasma que ha sido incubado con vancomicina
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Fig. 25.1: 0 mM vancomicina en P-Pool

Fig. 25.2: 0,29 mM vancomicina en P-Pool

60



ES 2302998 T3

Fig. 25.3: 0,44 mM vancomicina en P-Pool

Fig. 25.4: 0,66 mM vancomicina en P-Pool
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Fig. 25.5: 0,99 mM vancomicina en P-Pool

f

Fig. 25.6: 1,48 mM vancomicina en P-Pool
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Fig. 25.7: 2,22 mM vancomicina en P-Pool

Fig. 25.8: 5 mM vancomicina en P-Pool
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Fig. 25.9: 10 mM vancomicina en P-Pool
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Fig. 25.10: Precipitato que ha sido dissolvido de nuevo; sin lavar

Fig. 25.11: Precipitato de Fig. 25.10 que ha sido lavado tres
veces
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Aumento de turbledad [mA a 405 nm]

Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]
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Fig. 26a: Fibrin6geno-reactividad en plasma precipitado por vancomicina

600

Tiempo de reaccién [min a RT]

Fig. 26b: Fibrinégeno-reactividad en plasma precipitado por vancomicina
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Aumento de turbiedad [mA a 405 nm]
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Fig. 26¢c: Fibrinégeno-reactividad en plasma precipitado por vancomicina
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Fig. 27a: Estimulacién de +-PA por fibrinégeno que fus precipitado por vancomicina
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Plasmina-Actividad [mA/min RT]
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Fig. 27b: Estimulacién de t-PA por plasma precipitado por vancomicina
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Fig. 27¢: Estimulation de t-PA por plasma precipitado por vancomicina
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Fig. 28: Vancomicina-reactividad con plasma oxidado
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Fig. 29: Vancomicina-reactividad en EDTA-plasma
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Fig. 30: Vancomicina-reactividad con plasma que fue incubado con t-PA
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