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THROMBIN AND FIBRINOGEN EXTRACTED FROM PORCINE BLOOD USED AS A CLOTTING AGENT
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Background
T h r o m b i n  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c o n v e r s i o n  o f  f i b r i n o g e n  i n t o  f i b r i n  t h u s  f o r m i n g  a  c l o t .  F i b r i n o g e n  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  b l o o d  p l a s m a  a n d  

l t ;  i s  u s e d  i n  c l i n i c a l  h a e m a t o l o g y  a n d  v e t e r i n a r y  t h e r a p e u t i c s .
H u a n g  e t  a l . ( 1 9 9 2 ) ,  D i v a k a r a n ( 1 9 8 2 )  p r e p a r e d  f i b r i n  f o a m  a n d  h a e m o s t a t  f r o m  p o r c i n e  b l o o d  a n d  s t u d i e d  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  o f  c l o t t i n g .  I t  

W a s  f o u n d  t h a t  t h e  c a p a b i l i t y  t o  c l o t  t h e  b l o o d  a n d  p l a s m a  r e a d i l y  a n d  f i r m l y  w a s  w i d e l y  a p p l i e d  i n  t h e  c o n t r o l  c a p i l l a r y  b l e e d i n g ,  f i b r i n  s u t u r i n g  
° f  t i s s u e s  a n d  s k i n  g r a f t s .  I f  f i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n  c a n  b e  a p p l i e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  w h e n  t h e  h u m a n  o r  a n i m a l s  w e r e  i n j u r e d  a n d  b l e d ,  t h e  
h e m o s t a t i c  a c t i o n  m a y  b e  m o r e  e f f e c t i v e .

Objectives
T o  e x t r a c t  t h r o m b i n  a n d  f i b r i n o g e n  f r o m  p o r c i n e  b l o o d  a n d  a d d e d  w i t h  c a l c i u m  c h l o r i d e  t o  p r e p a r e  a  h a e m o s t a t  s o l u t i o n  a n d  i n v e s t i g a t e  

h s  e f f e c t i v e n e s s  o f  c l o t t i n g .

Methods
P o r c i n e  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  l o c a l  s l a u g h t e r h o u s e ,  t o  w h i c h  3 . 2 %  s o d i u m  c i t r a t e  w a s  a d d e d  a s  a n t i c o a g u l a n t  a t  t h e  r a t i o  b y  9 :  

U v / v )  i m m e d i a t e l y  a f t e r  c o l l e c t i o n  a n d  u s e d  f o r  f i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n  e x t r a c t i o n .
F i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n  w e r e  e x t r a c t e d  b y  t h e  m e t h o d s  o f  F u t a m i  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  a n d  D i v a k a r a n ( 1 9 8 2 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  A n d  t h e  a c t i v i t y  o f  

t h r o m b i n  w a s  d e t e r m i n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  A b e ( 1 9 6 1 ) .  T h e  c o m m e r c i a l  p r o d u c t s  w e r e  u s e d  t o  c o n f i r m  t h e  f i b r i n o g e n  a n d  
t h r o m b i n  c o m p o n e n t s  i n  t h e  e x t r a c t s  f r o m  t h e  p o r c i n e  b l o o d  b y  S D S - P A G E . T h e  s o l u t i o n  o f  t h r o m b i n  a n d  f i b r i n o g e n  m i x t u r e ( l : 2 0 , v / v )  w a s  
t o p p e d  o n  t h e  w o u n d  a n d  a d d e d  w i t h  0 . 2 5 M c a l c i u m  c h l o r i d e  t o  i n d u c e  c l o t t i n g  a n d  f o r m  a  c l o t  a n d  r e c o r d  i t  c l o t t i n g  t i m e .  N e w  Z e a l a n d  w h i t e  
r a b b i t s  w e r e  u s e d  a s  a  t e s t i n g  a n i m a l  t o  s t u d y  h a e m o s t a t i c  f u n c t i o n  o f  c l o t t i n g  a g e n t .  T h e  b l o o d  v e s s e l s  o f  b o t h  e a r s  o f  t h e  t e s t i n g  a n i m a l s  w e r e  
c u t  s u r g i c a l l y  f o r  b l e e d i n g  a n d  t h e n  d r o p p e d  w i t h  c l o t t i n g  a g e n t  o n  t h e  w o u n d  s u r f a c e ,  s e p a r a t e l y  a n d  t h e i r  c o a g u l a t i n g  t i m e  w a s  r e c o r d e d  
W h i c h  w a s  u s e d  t o  i n d i c a t e  t h e  h a e m o s t a t i c  f u n c t i o n .  T h e  y i e l d %  a n d  m i c r o b i a l  c o u n t s  w e r e  a l s o  d e t e r m i n e d .

Results and Discussion
T h e  y i e l d %  o f  f i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n  w e r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1  a n d  t h e  t o t a l  b a c t e r i a l  c o u n t s  a n d  p H  v a l u e  o f  f i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n  w e r e  

a s  T a b l e  2 .  T h e  m i c r o b i a l  c o u n t s  o f  3 . 4 1  a n d  3 . 9 c f u / g  f o r  f i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n ,  r e s p e c t i v e l y  m a y  b e  d u e  t o  p o s t  c o n t a m i n a t i o n ,  h o w e v e r ,  t h e  
S t e r i l i z a t i o n  a n d  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  p r o d u c t s  w i l l  b e  s t u d i e d  i n  t h e  f u t u r e .  T h e  S D S - P A G E  p a t t e r n s  o f  f i b r i n o g e n  a n d  t h r o m b i n  w e r e  s h o w n  i n  

'§ •  1 a n d  2 ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h r o m b i n  w a s  s h o w n  i n  T a b l e  3  a n d  a c t i v i t y  w a s  t h e  s a m e  a s  t h e  r e s u l t  o f  H u a n g  e t  a l . ( 1 9 9 2 ) .
T h e  h a e m o s t a t i c  f u n c t i o n  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  v e r y  e f f e c t i v e  w h e n  i t  w a s  d r o p p e d  o n  t h e  w o u n d  s u r f a c e  o f  i n j u r e d  e a r  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  

c ° n t r o l .  T h e  c l o t t i n g  t i m e s  w e r e  f r o m  2  t o  1 5  s e c o n d s  w h i c h  d e p e n d e d  u p o n  t h e  l e n g t h  o f  s u r g i c a l  c u t s .  H o w e v e r ,  t h e  c l o t t i n g  t i m e  f o r  t h e  
c ° n t r o l ( n a t u r a l l y  c l o t t i n g  w i t h o u t  d r o p p i n g  t h e  c l o t t i n g  a g e n t )  w a s  l o n g e r  t h a n  t h e  t r e a t m e n t .  I t  t o o k  l o n g e r  t h a n  7  m i n u t e s .  T h e  e x p e r i m e n t  i s  
S t * U  c a r r i e d  o n  t o  s t u d y  e f f e c t i v e n e s s  a n d  t o  a s s u r e  s t e r i l i z a t i o n  a n d  a b o l i s h m e n t  a n t i g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p r o d u c t  a p p l i e d  t o  s u r g i c a l  t r e a t m e n t  
o t  h u m a n  k i n d .

Conclusions
T h e  c l o t t i n g  a g e n t  p r e p a r e d  f r o m  t h r o m b i n  a n d  f i b r i n o g e n  a d d e d  c a l c i u m  c h l o r i d e  f r o m  p o r c i n e  b l o o d  c a n  b e  u s e d  t o  a r r e s t  b l e e d i n g .
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T a b l e  1 Y i e l d %  o f  F i b r i n o g e n  a n d  T h r o m b i n  E x t r a c t e d  f r o m  P o r c i n e  B l o o d

1 s t  2 n d 3 r d A v e r a g e

F i b r i n o g e n 1 . 6 3  1 . 5 1 . 8 5 1 . 6 6

T h r o m b i n 2 . 6 1  2 . 2 4 2 . 3 2 . 3 8

T a b l e  2  T o t a l  B a c t e r i a l  C o u n t s  a n d  p H  V a l u e  o f  F i b r i n o g e n  a n d  T h r o m b i n

T o t a l  B a c t e r i a l  C o u n t s ( c f u  / g ) p H  V a l u e

F i b r i n o g e n 3 . 4 1 6 . 7 5

T h r o m b i n 3 . 9 6 . 9 7

T a b l e  3  A c t i v i t y  o f  T h r o m b i n

D i l u t i o n  T i m e 5 X  1 0 X 1 5 X 2 0 X  2 5 X * *

C o a g u l a t i o n  T i m e ( 5  m i n ) 0  O O 0  x  6  m i n
**  I f  d ilu te d  2 5 X , th e  c o a g u la t io n  t im e  b e c a m e  6  m in .
O  In d ic a te d  c o m p le te ly  c o a g u la te d  w ith in  5  m in .
T h r o m b in  a c tiv ity  : U n i t  o f  th ro m b in  a c tiv ity  /  m l =  d i lu t io n  t im e  x  5.
D ilu tio n  t im e  : D i lu te d  w ith  s a lin e  s o lu tio n  
5  : D ilu tio n  t im e  in  te s t  tu b e .
T h r o m b in  a c tiv ity  is  e x p re s s e d  a s  th e  d i lu t io n  t im e  o f  1 m l c e r ta in  d i lu te d  th ro m b in  r e q u ire d  to  c lo t  1 m l f ib r in o g e n  s o lu t io n  c o n ta in in g  7 .5  m g  in  5 m in  a t  3 7  . 
T h e re fo re  th e  th ro m b in  a c tiv ity  is  e x p re s s  a s  2 0  x  5  =  10 0  u n it.
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Figl. SDS-polyacrylamide gel electrophoretogram of thrombin
A -  T h r o m b i n  o f  p o r c i n e  p l a s m a .
B -  T h r o m b i n  o f  b o v i n e  p l a s m a - c o m m e r c i a l  |
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Fig2 SDS-PAGE electrophoretogram of pig plasma fibrinogen extracted by sodium citrate buffer.
L a n e  M - m a r k e r ,  L a n e  A  - c o m m e r c i a l  f i b r i n o g e n - S i g m a —
L a n e  B - f i b r i n o g e n  e x t r a c t e d  b y  s o d i u m  c i t r a t e  b u f f e r .
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