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Резюме 
Цель исследования — определить в эксперименте, как гемодилюция раствором стерофундин/ге-

лофузин (С/Г) в соотношении 2:1 влияет in vitro и in vivo на параметры системы гемостаза. 
Материал и методы. Эксперименты провели на 75 крысах-самцах линии Wistar массой 270–380 г, 

наркотизированных тилетамин/золазепамом (40 мг/кг внутримышечно) + ксилазином (10 мг/кг 
внутримышечно). Животных разделили случайным образом на 4 группы: группа I — разведение об-
разцов крови из сонной артерии С/Г in vitro на 25% (n=12), группа II — разведение крови in vitro на 
37,5% (n=11), группа III — разведение in vivo на 25% (n=10), группа IV — контрольная (n=42) — без раз-
ведения. На первом этапе исследования сравнивали группы разведения in vitro с контрольной груп-
пой и между собой, на втором этапе — группу разведения in vivo сравнивали с контрольной группой. 
Для оценки влияния гемодилюции исследовали параметры низкочастотной пьезотромбоэластогра-
фии (НПТЭГ), тестов по оценке свертывания крови и общего анализа крови.  

Результаты. При гемодилюции на 25% in vitro и in vivo С/Г в соотношении 2:1 изучаемые параметры 
системы гемостаза не выходили за рамки референсных границ, но in vitro отмечали тенденцию к уси-
лению интенсивности ферментативного этапа свертывания и значимое усиление полимеризации 
сгустка по причине относительной недостаточности антикоагулянтов. Разведение крови in vitro на 
37,5% значимо сокращало в крови количество фибриногена и тромбоцитов, ингибировало интенсив-
ность протеолитического этапа свертывания, уменьшало плотность тромба в точке желирования T3, 
на 5-й минуте после ее достижения и максимальную амплитуду (МА) кривой НПТЭГ, а также значимо 
уменьшало антикоагулянтную активность крови. Выявленные изменения параметров системы гемо-
стаза значительно выходили за границы референсных значений. Показано, что при разведении in vivo 
на 25% значения показателя плотности тромба отрицательно коррелировали с интенсивностью кон-
тактной коагуляции (величина отрицательная), а при разведении in vitro на 37,5% эти значения поло-
жительно коррелировали также и с количеством тромбоцитов и содержанием фибриногена.  

Заключение. Гемодилюция раствором С/Г в соотношении 2:1 на 25% по объему минимально из-
меняет параметры гемостаза in vitro и является относительно безопасной для системы гемостаза. 
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Summary 

The aim of the study was to determine experimentally the effect of hemodilution by the 2:1 
sterofundin/gelofusine (SG) solution on hemostatic parameters in vitro and in vivo. 

Material and methods. Experiments were carried out on 75 male Wistar rats weighing 270–380 g and anes-
thetized with intramuscular tiletamine-zolazepam (40 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg). Animals were divided 
randomly into 4 groups: Group 1 — in vitro 25-percent dilution of carotid blood samples by the SG solution 
(n=12), Group 2 — in vitro 37.5-percent dilution of similar samples (n=11), Group 3 — in vivo 25-percent di-
lution (n=10), Group 4 — the controls (n=42) with no dilution. The first stage of the study compared the in 
vitro dilution groups with the control group and with each other; the second stage compared the in vivo dilu-
tion group with the control group. The parameters of low-frequency piezoelectric tromboelastography (LF-
PTEG), clotting tests and complete blood count were studied to evaluate the effect of hemodilution.  

Results. At a 25-percent hemodilution with 2:1 CG solution in vitro and in vivo, the hemostatic parameters 
retained within the reference limits, but a trend to increased intensity of the enzymatic reactions of the coag-
ulation cascade and a significant increase in clot polymerization in vitro due to relative anticoagulant defi-
ciency became evident. In vitro 37.5-percent blood dilution significantly reduced the blood level of fibrinogen 
and platelet count, inhibited the intensity of the proteolytic stage of coagulation, reduced the clot density at 
the T3 gelation point, at 5 minutes after reaching it and the maximum amplitude (MA) of the LFPTEG curve, 
as well as significantly reduced anticoagulant activity of the blood. The observed changes in hemostatic pa-
rameters were significantly outside the reference limits, which may affect the interpretation of the experimental 
results and be clinically important. We found negative correlation between clot density and platelet activity at 
25-percent dilution in vivo, whereas at 37.5-percent dilution in vitro an additional positive correlations be-
tween platelet count and fibrinogen levels were determined. 

Conclusion. A 25-percent hemodilution with 2:1 CG solution should be considered «safe» for the in vivo 
hemostatic system providing minimal effect on the in vitro parameters in the exper-iment. 
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coagulation 
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Введение 
На догоспитальном этапе пациентам с 

тяжелой травмой в состоянии травматического 
шока  [1, 2] необходима малообъемная инфу-
зионная поддержка до момента доставки в ста-
ционар и окончательной остановки кровотече-
ния  [3]. Цель малообъемной инфузии — 
попытка избежать избыточного подъема арте-
риального давления и усиления кровотечения, 
а также развития дилюционной коагулопа-
тии [4, 5]. Объем инфузии на догоспитальном 
этапе не должен превышать 1000–1500 мл или 
20% объема циркулирующей крови [3]. Введе-
ние большего объема инфузионных сред у 
пациентов с артериальной гипотензией после 
травмы может увеличивать потребность в гемо-
трансфузии по прибытии в стационар [4, 6], а 
отсутствие инфузии способствует росту леталь-
ности [7]. Оптимальным уровнем систолическо-
го артериального давления (САД) на догоспи-
тальном этапе рекомендовано считать 80–90 мм 
рт. ст., а у пациентов с сочетанной черепно-моз-
говой травмой — более 90 мм рт. ст. [3]. 

Выбор инфузионной среды также являет-
ся ключевым вопросом. Известно, что коллоид-
ные кровезаменители, в частности, производ-
ные гидроксиэтилкрахмала (ГЭК), способны 
влиять на структуру формирующего тромба, 

Introduction  
In prehospital patients with severe trauma 

and traumatic shock [1, 2], low-volume fluid ther-
apy is necessary until hospitalization and ultimate 
control of bleeding [3]. The purpose of low-volume 
fluid therapy is to avoid excessive blood pressure 
rise and increased bleeding, as well as to prevent 
dilutional coagulopathy [4, 5]. Prehospital fluid vol-
ume should not exceed 1,000–1,500 ml or 20% of 
circulating blood volume [3]. Administration of a 
larger volume of fluids in hypotensive post-trauma 
patients may increase the need for blood transfu-
sion on arrival to the hospital [4, 6], while lack of 
fluid therapy associates with increased mortal-
ity [7]. The optimal pre-hospital systolic blood pres-
sure (SBP) is suggested to be kept at 80-90 mm Hg 
level, whereas in patients with traumatic brain in-
jury it should exceed 90 mm Hg [3]. 

The choice of fluid is also a key issue. The col-
loidal blood substitutes, such as hydroxyethyl 
starch (HES) products, can affect the structure of 
the developing clot, cause platelet dysfunction and 
renal damage [8]. For this reason, the role of col-
loids in the current fluid therapy guidelines has 
been greatly reduced in favor of balanced salt solu-
tions combined with a minor volume of colloids, 
such as gelatine preparations. The 2:1 or 1.5:1 
salt/gelatine ratio is considered to be the safest and 

Экспериментальные исследования
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вызывать дисфункцию тромбоцитов и повреж-
дение почек [8]. По этой причине в современ-
ных рекомендациях по инфузионной терапии 
доля коллоидов значительно уменьшена, и 
выбор сделан в пользу солевых сбалансирован-
ных растворов, сочетающихся с небольшим 
количеством коллоидов, в частности, препара-
тами желатина. Соотношение солевой рас-
твор/препарат желатина 2:1 или 1,5:1 признано 
наиболее безопасным и оптимальным по влия-
нию на систему гемостаза [3, 9]. Безопасность 
применения производных желатина обуслов-
лена тем, что гемодилюционная коагулопатия, 
вызванная 20–40% разведением крови препара-
тами желатина, обратима при трансфузии сред, 
содержащих фибриноген, что недостижимо 
при использовании ГЭК [9, 10]. 

Если в клинической практике существуют 
разработанные алгоритмы и схемы лечения, то 
в экспериментальной хирургии таких стандар-
тов нет, объем инфузионной поддержки опреде-
ляется эмпирически и зависит от вида экспери-
ментального животного, выбранной 
инфузионной среды или соотношения сред и 
моделируемой патологической ситуации [11, 12]. 
В литературе имеются противоречивые данные: 
описано нарушение свертывания крови у 
животных уже при 7–50% гемодилюции кри-
сталлоидами и 5–10% — коллоидами  [13, 14]. 
Результаты подобных исследований зависят как 
от уровня технического оснащения, так и чув-
ствительности метода исследования. Таким 
образом, остается открытым вопрос «безопасно-
го» для системы гемостаза инфузируемого объе-
ма сбалансированного кристаллоидного и кол-
лоидного раствора (препарата желатина) в 
соотношении 2:1 в эксперименте. 

Одним из перспективных методов оценки 
системы гемостаза, который применяется в раз-
личных областях хирургии, является низкоча-
стотная пьезотромбоэластография (НПТЭГ) [15, 
16]. Данный метод позволяет количественно 
оценить параметры свертывающей и противо-
свертывающей системы крови от момента акти-
вации тромбоцитов до фибринолитического 
разрушения сгустка. Эта методика не использо-
валась для изучения дилюционной коагулопа-
тии у травмированных пациентов, но может 
быть полезна ввиду своей высокой чувстви-
тельности для раннего выявления дилюцион-
ных нарушений свертывания крови. 

Учитывая, что способ выполнения НПТЭГ 
был адаптирован для экспериментальных 
животных (крыс)  [17, 18], нами поставлена 
цель — определить в эксперименте как гемо-
дилюция раствором стерофундин/гелофузин 
(С/Г) в соотношении 2:1 влияет in vitro и in vivo 
на параметры системы гемостаза  [19]. Полу-
ченные данные позволят выбрать оптималь-

optimal in terms of the effect on the hemostasis 
system [3, 9]. Safety of gelatine preparations is ex-
plained by the fact that hemodilution coagulopathy 
caused by 20–40% dilution of blood with gelatine 
preparations is reversible upon infusion of fluids 
containing fibrinogen, which is not feasible when 
using HES [9, 10]. 

While in clinical practice well-developed algo-
rithms and treatment regimens exist, there are no 
such standards in experimental surgery; the vol-
ume of fluid therapy is determined empirically and 
depends on the type of experimental animal, the 
selected fluid or simulated condition [11, 12]. The 
literature data are conflicting: blood coagulation 
disorders have been described in animals at 7–50% 
hemodilution with crystalloids, and 5–10% dilution 
with colloids [13, 14]. The results of such studies de-
pend on both the level of technical equipment and 
sensitivity of the research method. Thus, the search 
for an optimal volume of a balanced 2:1 cristalloid-
colloid (gelatine preparation) intravenous solution 
which could be «safe» for the hemostatic system in 
an experiment remains relevant. 

The low-frequency piezoelectric thromboelas-
tography (LFPTEG) is one of the promising meth-
ods of hemostasis assessment, which is used in var-
ious surgical areas  [15, 16]. This method allows 
quantitative assessment of blood coagulation and 
anti-coagulation systems from the moment of 
platelet activation until fibrinolytic clot destruc-
tion. This technique has not been used to study di-
lutional coagulopathy in trauma patients but might 
be useful due to its high sensitivity for early detec-
tion of dilutional clotting disorders. 

This method has already been modified for 
use in experimental animals (rats) [17, 18]; our aim 
was to determine experimentally the effect of he-
modilution with 2:1 sterofundin/gelofusine (SG) 
solution on hemostatic parameters in vitro and in 
vivo [19]. The obtained data will enable to choose 
the optimal volume of fluid therapy when modeling 
a particular pathological condition in experimental 
animals without any significant risk of affecting the 
hemostatic parameters. 

Materials and Methods 
The experiments were performed on 75 male Wistar 

rats weighing 270–380 g, anesthetized with tiletamine/zo-
lazepam (40 mg/kg intramuscularly) + xylazine (10 mg/kg 
intramuscularly) at the Department of Pathological Phys-
iology, Omsk State Medical University. The study was per-
formed according to the requirements of the European 
Convention for the Protection of Experimental Animals 
(86/609/EEC, 1986) and the World Society for the Protec-
tion of Animals (WSPA), as well as the current legislation 
of the Russian Federation [20]. During the experiment, the 
animals were kept normothermic (37°C) by warming with 
an infrared lamp and fixed to the operating table. The an-
imals were randomly divided into 4 groups: in group 1, 
blood samples from the carotid artery were diluted by 
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ный объем инфузионной терапии при модели-
ровании того или иного патологического про-
цесса у экспериментальных животных без 
риска значимо повлиять на параметры систе-
мы гемостаза. 

Материал и методы 
Эксперименты провели на 75 крысах-самцах 

линии Wistar массой 270–380 г, наркотизированных 
тилетамин/золазепамом (40 мг/кг внутримышечно) 
+ ксилазином (10 мг/кг внутримышечно) на базе ка-
федры патологической физиологии Омского госу-
дарственного медицинского университета. Исследо-
вание выполнили в соответствии с требованиями 
Европейской конвенции по защите эксперименталь-
ных животных (86/609/EEC; 1986) и Всемирного об-
щества защиты животных (WSPA), а также действую-
щим законодательством РФ  [20]. Во время 
эксперимента у животных поддерживали нормотер-
мию (37°С) согреванием инфракрасной лампой, а 
также выполняли фиксацию к операционному сто-
лику. Животных случайным образом разделили на 4 
группы: в I группе образцы крови из сонной артерии 
in vitro разводили С/Г на 25% (n=12), во II группе — на 
37,5% (n=11), в III группе — разводили in vivo на 25% 
(n=10), в IV группе разведение не выполняли (n=42). 
На первом этапе исследования сравнивали пара-
метры системы гемостаза между I, II и IV группой, а 
на втором этапе — между III и IV группой. 

Для оценки влияния гемодилюции in vitro и in 
vivo С/Г на систему гемостаза исследовали пара-
метры НПТЭГ, клоттинговых тестов и общего ана-
лиза крови (ОАК). НПТЭГ выполняли на отечествен-
ном приборе АРП-01М «Меднорд» (ООО 
«Меднорд-Техника», Россия) c информационной ком-
пьютерной системой (ИКС) «Гемо-3». Параметры 
ОАК: показатель гематокрита и количество тромбо-
цитов оценивали на автоматическом гематологиче-
ском анализаторе ABX Micros ES 60 (Horiba Medical, 
Япония). Параметры коагулограммы: уровень фиб-
риногена и значение активированного частичного 
тромбопластинового времени (АЧТВ), протромбино-
вого времени (ПВ), тромбинового времени (ТВ), ак-
тивность антитромбина III (АТ III) определяли на по-
луавтоматическом коагулометре Thrombotimer 4 
(Behnk Elektronik, Германия) и на автоматическом ана-
лизаторе коагуляции крови Sysmex CA 600 (Sysmex Eu-
rope GmbH, Германия) соответственно. В I и II группе 
оценивали только концентрацию фибриногена и ак-
тивность АТ III. В исследовании использовали реак-
тивы фирмы ООО «Технология-Стандарт» (Россия).  

Запись кривых НПТЭГ осуществляли по автор-
ской методике [17, 18]. В настройках ИКС использо-
вали дельту для принятия точки максимальной, рав-
ную 1, и время ожидания подъема кривой — 20 
минут. Начало графиков не приводили к одному 
уровню, а расчет плотности сгустка (ПС) выполнили 
по формуле: ПС=Аn–А0, где n — необходимая точка 
времени. Оценивали следующие стандартные ве-
личины НПТЭГ: время контактной коагуляции (T1, 
мин.), интенсивность контактной коагуляции (ИКК, 
величина в норме отрицательная, измеряемая в от-
носительных единицах, о. е.), время достижения 
константы тромбиновой активности (T2, мин), кон-

25% with SG in vitro (n=12), in group 2 — by 37.5% (n=11), 
in group 3 the blood was diluted by 25% in vivo (n=10), 
while in group 4 no dilution was performed (n=42). The 
first stage of the study compared the parameters of the 
hemostasis system between groups 1, 2 and 4, and the 
second stage — between groups 3 and 4. 

To assess the effect of in vitro and in vivo hemodi-
lution by SG solution on the hemostasis system, the pa-
rameters of LFPTEG, clotting tests and complete blood 
count (CBC) were studied. LFPTEG was performed on 
ARP-01M apparatus «Mednord» («Mednord-Tekhnika», 
Russia) device with the Hemo-3 computer-based infor-
mation system. Blood count parameters such as hemat-
ocrit and platelet count were measured using the auto-
matic hematology analyzer ABX Micros ES 60 (Horiba 
Medical, Japan). Coagulation parameters including fib-
rinogen level and activated partial thromboplastin time 
(APTT), prothrombin time (PT), thrombin time (TT), an-
tithrombin III (AT III) activity were determined using a 
semi-automatic coagulometer Thrombotimer 4 (Behnk 
Elektronik, Germany) and automatic blood coagulation 
analyzer Sysmex CA 600 (Sysmex Europe GmbH, Ger-
many), respectively. In groups 1 and 2, only fibrinogen 
level and AT III activity were evaluated. The reagents 
manufactured by Technologia-Standart Company (Rus-
sia) were used in the study. 

The LFPTEG curves were recorded according to an 
original technique [17, 18]. In the software settings, we 
used a delta for taking the maximum point equal to 1 and 
the time to curve rise equal to 20 minutes. The starting 
areas of the plots were not adjusted to the same point, 
and clot density (CD) was calculated using the formula: 
CD=An–A0, where n is the required time point. The fol-
lowing standard values of LFPTEG were assessed: contact 
coagulation time (T1, min), contact coagulation intensity 
(CCI) in relative units (r. u.) (normally negative value), 
time to reach thrombin activity constant (T2, min), 
thrombin activity constant (TAC, r. u.), blood clotting 
time (T3, min), coagulation drive intensity (CDI, r. u.), 
clot polymerization intensity (CPI, r. u.), fibrin-platelet 
structure formation time (T5, min), maximum clot den-
sity (MA, r. u.), total blood clotting intensity (TBCI, r. u.), 
retraction and lysis of clot intensity (RLCI, %), total anti-
coagulation activity coefficient (TAAC, r. u.). Besides the 
standard LFPTEG values, the temporal and structural 
changes in clot formation using the clot density at min-
utes 0, 5, 10, and 15 (CDT3, CDT3+5, CDT3+10, CDT3+15) 
from the moment of reaching the gelation point by the 
curve (T3) which corresponds to the clotting time [21]. 

Blood sampling was performed 20 minutes after 
surgical access and placement of a 24G fluorinated eth-
ylene propylene (FEP) catheter in the left carotid artery, 
when the effect of surgical exposure of the neurovascular 
bundle on systemic hemodynamics was neutralized. 
Blood exfusion was performed within 1 minute after pre-
liminary flushing the catheter with 300 �L of 0.9% 
sodium chloride solution. Blood dilution in vitro and in 
vivo was performed with 2:1 SG solution. The dilution so-
lution was added to the test tube immediately before the 
study. In vivo 25% dilution was performed according to 
the following procedure. Through a 24G FEP catheter 
placed in the right femoral vein, 16 ml of dilution solution 
was injected at a rate of 1 ml/min, while blood was simul-
taneously drawn from the left carotid artery at a rate of 
0.3 ml/min for 16 min. Systolic blood pressure (SBP) was 
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станту тромбиновой активности (КТА, о. е.), время 
свертывания крови (T3, мин), интенсивность коагу-
ляционного драйва (ИКД, о. е.), интенсивность по-
лимеризации сгустка (ИПС, о. е.), время формирова-
ния фибрин-тромбоцитарной структуры (T5, мин), 
максимальную плотность сгустка (МА, о. е.), интен-
сивность тотального свертывания крови (ИТС, о. е.), 
интенсивность ретракции и лизиса сгустка (ИРЛС, 
%), коэффициент суммарной противосвертываю-
щей активности (КСПА, о. е.). Кроме стандартных 
показателей НПТЭГ, определили временно-струк-
турную динамику тромбообразования по плотности 
сгустка на 0-й, 5-й, 10-й и 15-й минуте (ПСT3, ПСT3+5, 
ПСT3+10, ПСT3+15) от момента достижения кривой 
НПТЭГ точки желирования T3, соответствующей 
времени свертывания [21]. 

Забор крови осуществляли через 20 минут 
после хирургического доступа и установки катетера 
из фторэтиленпропилена диаметром 24 G в левую 
сонную артерию, когда нивелировалось влияние хи-
рургического выделения сосудисто-нервного пучка 
на системную гемодинамику. Эксфузию крови вы-
полняли в течение 1 минуты после предваритель-
ного промывания катетера 300 мкл 0,9% раствора 
натрия хлорида. Разведение крови in vitro и in vivo 
осуществляли раствором С/Г в соотношении 2:1. До-
бавление разводящего раствора в пробирку осу-
ществляли непосредственно перед исследованием. 
Разведение in vivo на 25% выполняли по следующей 
методике. Через катетер из фторэтиленпропилена 
диаметром 24 G, установленный в правую бедренную 
вену, вводили 16 мл разводящего раствора со скоро-
стью 1 мл/мин с одновременным забором из левой 
сонной артерии со скоростью 0,3 мл/мин крови в 
течение 16 мин. Каждые 5 минут контролировали си-
столическое артериальное давление (САД) и после 
разведения определяли содержание лактата крови. 

Для оценки параметров НПТЭГ кровь без кон-
серванта забирали в течение 8 секунд шприцем в 
следующем объеме: I группа — 0,3 мл, II группа — 
0,25 мл, III и IV группа — 0,4 мл. Разведение in vitro 
перед исследованием осуществляли добавлением в 
кювету раствора С/Г в соотношении 2:1 у I группы 
0,1 мл и у II группы — 0,15 мл.  

Для ОАК кровь забирали в микрокювету с эти-
лендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА) у I группы 
0,15 мл, II группы — 0,125 мл, III и IV группы в объеме 
0,2 мл. Разведение in vitro перед исследованием осу-
ществляли добавлением раствора С/Г у I группы 
0,05 мл и 0,075 мл — у II группы. 

Для исследования параметров коагулограммы 
кровь забирали в объеме 0,9 мл с 0,1 мл 3,8% рас-
твора цитрата натрия. После перемешивания крови 
с консервантом у I группы к 0,75 мл крови, у II 
группы — к 0,625 мл добавляли 0,25 мл и 0,375 мл 
раствора С/Г. У III и IV группы забор крови осу-
ществляли в объеме 4,5 мл шприцем с 0,5 мл 3,8% 
цитратом натрия. Перед исследованием параметров 
коагулограммы все образцы крови центрифугиро-
вали 15 мин при 3000 об/мин. 

Так как количество наблюдений в каждой 
группе было небольшим, то для анализа результатов 
исследования применили непараметрические ме-
тоды статистики. Для сравнения нескольких групп по 
множеству зависимых переменных применили непа-

monitored every 5 minutes and blood lactate levels were 
determined after dilution. 

To evaluate the LFPTEG parameters, the following 
volumes of blood were drawn for 8 seconds using a syringe 
without anticoagulant: group 1 — 0.3 ml, group 2 — 0.25 
ml, group 3 and group 4 — 0.4 ml. The pre-test in vitro di-
lution was performed by adding the following volumes of 
2:1 SG solution to the cuvette: in group 1 — 0.1 ml, in 
group 2 — 0.15 ml. 

Blood for CBC was collected in a microcuvette with 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) in the following 
volumes: group 1 — 0.15 ml, group 2 — 0.125 ml, and 
groups 3 and 4 — 0.2 ml. The pre-test in vitro dilution was 
performed by adding 0.05 ml (group 1) and 0.075 ml 
(group 2) of SG solution. 

To study coagulation parameters, 0.9 ml of blood 
were drawn in a syringe containing 0.1 ml of 3.8% sodium 
citrate solution. After adding the preservative to blood, 
0.25 and 0.375 mL of SG solution were added to 0.75 ml 
of blood in group 1 and to 0.625 ml of blood in group 2. 
In groups 3 and 4, 4.5 ml blood was collected in a syringe 
containing 0.5 ml of 3.8% sodium citrate. All blood sam-
ples were centrifuged for 15 min at 3000 rpm before the 
measurement of coagulation parameters. 

Since the number of observations in each group 
was small, we applied nonparametric statistical methods 
to analyze the study results. Nonparametric multivariate 
M. J. Anderson permutational analysis (perMANOVA) 
was used to compare several groups on multiple depend-
ent variables. The p-level correction for multiple pairwise 
comparisons of the groups was performed using the Ben-
jamini–Yekutieli method. To clearly demonstrate the dif-
ferences between the groups for all compared parame-
ters, we used the principal coordinate method with the 
construction of an ordinal diagram and the principal 
component method with a graph. The nonparametric 
Kruskal–Wallis analysis of variance was performed to 
elaborate the differences between independent groups 
on the compared variables. Mann–Whitney test with the 
Bonferroni correction for multiple comparisons was used 
for pairwise comparisons for each variable between the 
independent groups. Spearman's rho test was used for 
correlation analysis. Statistical analysis of the results was 
performed using R programming language designed for 
statistical data processing and graphical representa-
tion [22]. Baseline data were entered into Microsoft Excel 
2010 tables, and then tables in txt format were imported 
into RStudio, a free and open-source software develop-
ment environment for the R programming language. In 
addition to the basic statistical packages, the packages 
«ggplot2», «ggpubr», «rstatix», «gridExtra», «cowplot», 
«ade4», «vegan», «ellipse» were installed and used. The 
packages «ade4» and «vegan» were used to perform per-
MANOVA, as well as principal component analysis and 
its visualization. The packages «ggplot2», «ggpubr», «rsta-
tix», «gridExtra», «cowplot» were used to construct 
graphs. The «Hmisc» and «ellipse» packages were used 
for correlation analysis. 

Results and Discussion 
Nonparametric multivariate analysis of vari-

ance revealed a significant effect of blood dilution 
with SG solution in vitro, indicating that groups 1, 
2, and 4 were not identical in the compared param-
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раметрический многомерный анализ М. Д. Андерсен 
с пермутацией (perMANOVA). Коррекция уровня p на 
множественные попарные сравнения групп выпол-
няли методом Беньямини–Йекутили. Для наглядной 
демонстрации различий между группами по всем 
сравниваемым параметрам использовали метод 
главных координат с построением ординационной 
диаграммы и метод главных компонент с графиком. 
С целью конкретизации различий между независи-
мыми группами по сравниваемым показателям вы-
полняли непараметрический дисперсионный анализ 
Краскела–Уоллиса. Для попарных сравнений по каж-
дому показателю между независимыми группами 
применили тест Манна–Уитни с коррекцией уровня 
значимости с учетом множественности сравнений по 
методу Бонферрони. Для корреляционного анализа 
применили критерий Спирмена (rho). Статистиче-
скую обработку полученных результатов выполнили 
с применением языка программирования R, который 
предназначен для статистической обработки данных 
и графического представления результатов статисти-
ческих тестов [22]. Исходные данные вносили в таб-
лицы Microsoft Exel 2010, после чего таблицы в txt 
формате загружались в RStudio — свободную среду 
разработки программного обеспечения с открытым 
исходным кодом для языка программирования R. До-
полнительно к базисным статистически пакетам за-
гружали и использовали пакеты «ggplot2», «ggpubr», 
«rstatix», «gridExtra», «cowplot», «ade4», «vegan», «ellipse». 
Пакеты «ade4» и «vegan» применили для выполнения 
perMANOVA, а также для анализа главных компонент 
и его визуализация. Пакеты «ggplot2», «ggpubr», «rsta-
tix», «gridExtra», «cowplot» применили для построения 
графиков. Для корреляционного анализа использо-
вали пакет «Hmisc» и «ellipse». 

Результаты и обсуждение 
Непараметрический многомерный дис-

персионный анализ выявил статистически 
значимое влияние разведения крови раство-
ром С/Г in vitro как фактора, указывая на то, 
что группы I, II и IV не идентичны по совокуп-
ности сравниваемых показателей (p=0,00009). 
Групповое попарное сравнение выявило стати-
стически значимые различия по совокупности 
анализируемых параметров между группами 
разведения in vitro (I и II) и контрольной груп-
пой (IV) (таблица). Метод главных координат и 

eters (P=0.00009). Group pairwise comparison re-
vealed significant differences between the in vitro 
dilution groups (1 and 2) and the control group (4) 
based on the totality of analyzed parameters seen in 
Table. The method of principal coordinates and 
construction of the ordination diagram illustrate the 
results obtained above (Fig. 1, 2). Centroids of the 
dilution groups are plotted close to each other, but 
at a considerable unequal distance from the cen-
troid of the control group. These differences be-
tween the dilution groups can be clearly seen on the 
principal component plot, where the groups are vi-
sualized as three ellipses oriented in space. Despite 
the significant distance of the dilution groups from 
the control, group 1 stands closer and deviates from 
the control group plane by a smaller angle than 
group 2. This indicates an increase in the differences 
in some of the studied hemostasis parameters when 
the percentage of blood dilution increases, which 
may significantly affect the hemostasis system 
when simulating a particular pathological condition 
and using fluid therapy with the specified combined 
crystalloid/colloid solution. 

The results of nonparametric Kruskal–Wallis 
analysis of variance and pairwise comparison by 
Mann–Whitney test with the Bonferroni correction 
for multiple comparisons revealed significant dif-
ferences between the groups in specific parameters 
(Fig. 3, 4). 

A paradoxical increase of intensity of enzy-
matic and polymerization stages of clotting mani-
fested as reduced clotting time T3 (P=0.042) and in-
creased intensity of clot polymerization (P=0.049) 
along with the decrease of AT III activity (P=0.0017) 
despite significant decrease of clot density at CDT3 
gelation point (P=0.0074) and platelet count 
(P=0.0022) were observed in the 25% in vitro he-
modilution.  

No significant correlation between clot den-
sity at CDT3, CDT3+5, CDT3+10, CDT3+15, MA, and 
LFPTEG parameters (CCI and T1) characterizing 
the initial platelet activation was found at 25% in 
vitro dilution. Also, there was no significant corre-
lation between the clot density at the above time 
points and platelet count. The paradoxical en-

The null hypothesis P1 P2 P3 
Dilution does not affect the parameters 0.00009 — — 
No differences between Groups 0 and 25% — 0.0003 0.0008 
No differences between Groups 0 and 37.5% — 0.0001 0.0006 
No differences between Groups 25 and 37.5% — 0.03 0.06 

Значения вероятностей для непараметрического дисперсионного анализа М. Д. Андерсон (perМANOVA) 
и при попарном сравнении групп, отличающихся по разведению крови in vitro. 
Probability values for the M. J. Anderson nonparametric analysis of variance (perMANOVA) and in vitro pairwise 
comparison of groups differed in blood dilution. 

Note. P1 — probability of null hypothesis rejection error by perMANOVA; P2, P3 — probability of null hypothesis rejection error 
in pairwise comparison of groups without correction and with correction for multiple comparisons by Benjamini–Yekutieli 
method.  
Примечание. The null hypothesis — нулевая гипотеза; dilution does not affect the parameters — разведение не влияет на 
параметры; no differences — не отличаются. P1 – вероятность ошибки отклонения нулевой гипотезы при проведении 
perМANOVA; P2, P3 – вероятность ошибки отклонения нулевой гипотезы при проведении попарного сравнения групп 
без коррекции и с коррекцией на множественные сравнения по методу Беньямини–Йекутили. 
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Рис. 1. Ординационная диаграмма: центроиды групп в пространстве двух главных координат (PCoA).  
Fig. 1. Ordination diagram: centroids of groups in the space of two principal coordinates (PCoA).  
Note. 0 — Group 4 without dilution at studied parameters (°), 25 — Group 1 with the in vitro 25-percent dilution at studied param-
eters (�), 37.5% — Group 2 with the in vitro 37.5-percent dilu-tion at studied parameters (+). 
Примечание. 0 — IV группа без разведения 0 % с изучаемыми параметрами (°), 25 — I группа с разведением in vitro на 
25% с изучаемыми параметрами (�), 37,5% — II группа с разведением in vitro на 37,5% с изучаемыми параметрами (+). 

Рис. 2. Визуальная оценка различий в пространстве первых двух главных компонент для групп по исследуемым па-
раметрам. 
Fig. 2. Visual assessment of spatial differences of the two major components for the groups in the studied parameters. 
Note. 0 — Group 4 without dilution, 25 — Group 1 at 25-percent dilution, 37.5 — Group 2 at 37.5-percent dilution; vertical axis — 
first principal component (PC1); horizontal axis — second principal component (PC2). 
Примечание. 0 — IV группа без разведения 0%. 25 — I группа с разведением 25%, 37,5 — II группа с разведением 37,5%; 
ось ординат — первая главная компонента (PC1); ось абсцисс — вторая главная компонента (PC2).  

построение ординационной диаграммы иллю-
стрируют полученные выше результаты (рис. 1, 2). 
Центроиды групп разведения расположены 
близко друг к другу, но на значительном нерав-

hancement of the enzymatic and polymerization 
phases can be explained in this study by the rela-
tive lack of anticoagulants. We revealed an inverse 
strong significant correlation (rho=–0.76, P=0.004) 
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ном удалении от центроида контрольной груп-
пы. Эти различия между группами разведения 
хорошо заметны на графике главных компо-
нент, где группы визуализированы в виде трех 
ориентированных в пространстве эллипсов. 
Несмотря на значительное удаление групп раз-
ведения от контрольной, группа I стоит ближе 
и на меньший угол отклоняется от плоскости 
контрольной группы, чем группа II. Это указы-
вает на рост различий по некоторым изучае-
мым показателям системы гемостаза при уве-
личении процента разведения крови, что 
может значительно влиять на состояние систе-
мы гемостаза при моделировании того или 
иного патологического процесса, когда прово-
дится инфузионная терапия представленным 
сочетанием кристаллоидного и коллоидного 
раствора.  

По результатам непараметрического дис-
персионного анализа Краскела–Уоллиса и 
попарного сравнения тестом Манна–Уитни с 
коррекцией на множественные сравнения по 
методу Бонферрони определили значимые 
различия между группами по конкретным 
параметрам (рис. 3, 4).  

При гемодилюции in vitro на 25% произош-
ло парадоксальное усиление интенсивности 
ферментативного и полимеризационнного 
этапа свертывания: уменьшилось время свер-
тывания Т3 (p=0,042) и выросла интенсивности 
полимеризации сгустка (p=0,049) на фоне 
уменьшения активности АT III (p=0,0017), 
несмотря на то, что значимо снизилась плот-
ность тромба в точке желирования ПСТ3 
(p=0,0074) и количество тромбоцитов (p=0,0022).  

При 25% разведении in vitro значимой 
корреляции между плотностью сгустка в точ-
ках времени ПСТ3, ПСТ3+5, ПСТ3+10, ПСТ3+15, 
МА и параметрами НПТЭГ ИКК и Т1, характери-
зующих начальную активацию тромбоцитов, 
не выявили. Значимая корреляция плотности 
сгустка в перечисленных точках времени с 
количеством тромбоцитов отсутствовала. 
Парадоксальное усиление ферментативного и 
полимеризационного этапа можно объяснить 
в данном исследовании относительной недо-
статочностью антикоагулянтов. Выявили 
обратную сильную значимую корреляционную 
связь (rho=–0,76, р=0,004) между ИПС и КСПА, 
отражающего суммарную антикоагулятную 
активность крови. 

При гемодилюции in vitro на 37,5% значи-
мо снизилась концентрация фибриногена 
(р=4,2e-05) и количество тромбоцитов в задан-
ном объеме (р=3,3e-05) Значимо уменьшилась 
интенсивность протеолитического этапа свер-
тывания — ИКД (p=0,01) и плотность тромба в 
точке желирования ПСТ3 (p=0,00053), через 5 
минут после ее достижения ПСТ3+5 (р=0,0051) 

between CPI and TAAC, reflecting total blood anti-
coagulant activity. 

The in vitro 37.5% hemodilution significantly 
reduced the fibrinogen level (P=4.2e-05) and the 
platelet count in a specified volume (P=3.3e-05). 
Significant decrease of the proteolytic clotting stage 
intensity (CDI) (P=0.01) and clot density at the gela-
tion point CDT3 (P=0.00053), CDT3+5 (P=0.0051) 
and MA (P=0.0022) was found. The AT III activity 
(P=2e-06) and TAAC (P=0.00014) also significantly 
decreased indicating changes in total anticoagulant 
activity of serine protease inhibitors, non-specific 
serine protease inhibitors (α2-macroglobulin), pro-
tein C system, active complex inhibitors (tissue fac-
tor pathway inhibitor), fibrin degradation products 
(FDP) and antiaggregants (cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP), cyclic guanosine 
monophosphate (cGMP), prostaglandin I2, nitric 
oxide). Although there was no significant change in 
T2, T3 and TAC, a significant very strong negative 
(rho=–0.91 and rho=–0.87; P=0.0001 and P=0.0005) 
and moderate positive correlation (rho=0.65; 
P=0.032) with CDI, respectively, was found. Inhibi-
tion of the proteolytic phase occurred along with a 
trend to reduced thrombin activity due to dilution. 
We also found that, at this dilution, clot density at 
CDT3 (rho=–0.64; P=0.036), CDT3+5 (rho=–0.73; 
P=0.011), CDT3+10 (rho=–0.72; P=0.013), CDT3+15 
(rho=–0.65; P=0.031) and MA (rho=–0.66; P=0.029) 
had negative correlation with contact coagulation 
time T1. Contact coagulation intensity, which is 
normally negative –3.57; –10.0 (Q1, Q3), signifi-
cantly correlated only with the clot density at 
CDT3+15 (rho=–0.65, P=0.032). A strong significant 
positive correlation between the platelet count and 
clot density at CDT3+5 (rho=0.7; P=0.016) and 
CDT3+10 (rho=0.64; P=0.033) was revealed. Similar 
correlations were found between the fibrinogen 
level and clot density at CDT3+15 (rho=0.65; 
P=0.029) and MA (rho=0.64; P=0.033). Thus, the clot 
density at 37.5% dilution in vitro is affected by 
platelet activity and count as well as the fibrinogen 
level. The 37.5% dilution begins to significantly af-
fect the density of the forming clot by decreasing 
the platelet count and activity, as well as by reduc-
ing the fibrinogen level. 

When comparing group 1 with group 2, a pro-
gressive decrease in the coagulation drive intensity 
(P=0.0084) was observed, which represents a de-
crease in the level and/or activity of coagulation fac-
tors and reduced thrombin activity. Correspond-
ingly, coagulation time was prolonged (P=0.024), 
approaching that of the control group (P=0.88). At 
the same time, the clot density did not change sig-
nificantly at all control points (Fig. 3), similarly to the 
platelet count (P=0.15) and fibrinogen level (P=0.44). 

Although the 25% dilution group (group 1) in 
vitro was significantly different from the control 
group (group 4) in platelet count, AT III activity, 
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и МА (р=0,0022). Также значимо снизилась 
активность АТ III (р=2е-06) и КСПА (р=0,00014), 
характеризующего общую антикоагулянтную 
активность ингибиторов сериновых протеаз, 
неспецифических ингибиторов сериновых 

clotting time, clot density at the gelation point and 
polymerization intensity, these parameters remain 
within the reference limits [17, 18], except for CPI, 
which is ultimately negligible, since no differences 
were seen between groups in the time of the fibrin-

Рис. 3. Динамическое изменение плотности тромба от точки желирования — Т3 до полной ретракции сгустка (МА) 
при разведении in vitro до 25% (I) и 37,5% (II) в сравнении с контрольной группой 0% (IV). 
Fig. 3. Changes in clot density from T3 gelation point to complete clot retraction (MA) at the in vitro 25-percent dilution (1) and 
37.5-percent dilution (2) compared with «no dilu-tion» control group (4). 
Note. For fig. 3, 4, 7: r. u. — relative units. For fig. 3, 7: CDTpt — the clot density LFTEG achieving the point Tpt to characterize the 
clotting time; CDTpt+5/+10/+15 — the clot density 5/10/15 min after LFTEG achieving the point T3 to characterize the clotting 
time; MA — the maximum clot density. The significance level determined by the Mann–Whitney pairwise test was corrected for 
multiple comparisons using the Bonferroni method.  
Примечание. Для рис. 3, 4, 7: r.u. — относительные единицы. Для рис. 3, 7: CDTpt, r.u. — плотность сгустка (тромба) при 
достижении кривой НПТЭГ точки Tpt, характеризующей время свертывания; CDTpt+5/+10/+15 — плотность сгустка 
(тромба) через 5, 10, 15 минут после достижения кривой НПТЭГ точки Tpt, характеризующей время свертывания; MA —
максимальная плотность сгустка. Уровень значимости при проведении попарного теста Манна–Уитни скорректирован 
на множественные сравнения методом Бонферрони. 
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Рис. 4. Значимые изменения параметров системы гемостаза при разведении in vitro на 25% (I) и 37% (II) в сравнении 
с контрольной группой 0% (IV).  
Fig. 4. Significant changes in hemostatic parameters at the 25-percent in vitro dilution (1) and 37-percent in vitro dilution (2) 
compared with «no dilution» control group (4).  
Note. For fig. 4, 7: CDI — the coagulation drive intensity; CPI — the clot polymerization intensity; T2, min — the time of reaching 
the thrombin activity constant; T3, min — the clotting time; AT III, % — activity of antithrombin III; TAAC — the total anticoagulant 
activity coefficient. The significance level determined by the Mann-Whitney pairwise test was corrected for multiple comparisons 
using the Bonferroni method. 
Примечание. Для рис. 4, 7: Platelets — тромбоциты; CDI, r. u. — интенсивность коагуляционного драйва; CPI — интенсив-
ность полимеризации сгустка; T2, min — время достижения константы тромбиновой активности; T3, min — время свер-
тывания крови; AT III, % –– активность антитромбина III; TAAC, r. u. — коэффициент суммарной противосвертывающей 
активности. Уровень значимости при проведении попарного теста Манна-Уитни скорректирован на множественные 
сравнения методом Бонферрони. 
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протеаз (α2-макроглобулина), системы протеи-
на С, ингибиторов активных комплексов 
(ингибитор пути тканевого фактора — TFPI), 
продуктов деградации фибрина (ПДФ) и деза-
грегантов (циклический аденозинмонофосфат 
(цАМФ), циклический гуанозинмонофосфат 
(цГМФ), простагландин I2, оксид азота). 
Несмотря на отсутствие значимого изменения 
Т2, Т3 и КТА обнаружили соответственно значи-
мую очень сильную отрицательную (rho=–0,91 
и rho=–0,87; р=0,0001 и р=0,0005) и среднюю 
положительную корреляционную связи (rho= 
0,65; р=0,032) с ИКД. Ингибирование протеоли-
тического этапа протекало на фоне тенденции 
к снижению активности тромбина вследствие 
разведения. При данном уровне разведения 
крови, плотность сгустка в точках ПСТ3 (rho 
=–0,64; р=0,036), ПСТ3+5 (rho =–0,73; р=0,011), 
ПСТ3+10 (rho =–0,72; р=0,013), ПСТ3+15 (rho 
=–0,65; р=0,031) и МА (rho =–0,66; р=0,029) отри-
цательно коррелировала с временем контакт-
ной коагуляции T1. Интенсивность контактной 
коагуляции (параметр в норме имеет отрица-
тельные значения: -3,57; -10,0 (Q1; Q3)) значимо 
коррелировала только с плотностью сгустка в 
точке времени ПСТ3+15 (rho=–0,65, р=0,032). 
При этом выявили выраженную положитель-
ную, значимую корреляционную связь между 
количеством тромбоцитов и плотностью сгуст-
ка в точках ПСТ3+5 (rho=0,7; р=0,016) и ПСТ3+10 
(rho=0,64; р=0,033). Аналогичной силы корреля-
ционные связи обнаружили между концентра-
цией фибриногена и плотностью сгустка в точ-
ках ПСТ3+15 (rho=0,65; р=0,029) и МА (rho=0,64; 
р=0,033). Таким образом, на плотность сгустка 
in vitro при разведении на 37,5% влияет актив-
ность тромбоцитов, их количество и содержа-
ние фибриногена. Данные показывают, что 
разведение на 37,5% начинает существенно 
влиять на плотность формирующегося тромба 
вследствие уменьшения количества тромбоци-
тов, их активности и снижения концентрации 
фибриногена. 

 При сравнении I и II групп между собой 
отмечали прогрессивное уменьшение интен-
сивности коагуляционного драйва (p=0,0084), 
что отражает уменьшение концентрации 
и/или активности факторов свертывания и 
активности тромбина. Соответственно с этим 
удлиняется время свертывания (p=0,024), при-
ближаясь по значению к контрольной группе 
(p=0,88). При этом плотность тромба во всех 
контрольных точках значимо не меняется (рис. 
3), также, как и количество тромбоцитов 
(p=0,15) и концентрация фибриногена (p=0,44). 

Несмотря на то, что группа с разведением 
на 25% (I) in vitro статически значимо отлича-
лась от контрольной группы (IV) по количеству 
тромбоцитов, активности АТ III, времени свер-

platelet structure formation (T5) (Fig. 3). Fibrino-
gen, platelets, CDI, CDT3, CDT3+5, MA, AT III, and 
TAAC continue to decrease significantly with in-
creasing dilution to 37.5%, going beyond the refer-
ence ranges [17, 18], which may affect the interpre-
tation of the experimental results and be clinically 
relevant. Thus, 25% hemodilution can be consid-
ered to have the least impact on the hemostatic sys-
tem in vitro. 

Given that in vitro no compensation for coag-
ulation abnormalities occurring in dilution is pos-
sible, an in vivo evaluation of the impact of 25% he-
modilution on the hemostatic system was 
warranted. According to the results of the experi-
ment, the reference values of hematocrit 
(M±1.96*SD) in the 25% dilution in vivo group 
(group 3) were 31.16±3.64%, while in the control 
group (group 4) they were 41.98±5.04%. The refer-
ence values of lactate level in group 3 were 
1.19±0.96 mmol/l and 1.24±1.04 mmol/l in group 
4. The Mann–Whitney test (P=0.98) and the permu-
tational test with 10,000 iterations found no signifi-
cant differences in lactate level between the two 
groups (P=0.76). The systolic BP did not fall below 
100 mm Hg. Thus, simulation of 25% hemodilution 
in vivo in experimental animals was accomplished 
without signs of shock. 

As in the case of the in vitro dilution, the in 
vivo dilution had a significant impact on the stud-
ied parameters characterizing the hemostatic sys-
tem (P=0.015), which is clearly illustrated in the or-
dinal diagram (Fig. 5).  

This can be seen by analyzing the principal 
component graph, where the ellipses reflecting the 
groups with 25% (group 3) and 0% (group 4) dilu-
tion overlap with a slight deviation in angle though 
(Fig. 6).  

In vivo blood dilution did not result in signifi-
cant changes in LFPTEG parameters and did not af-
fect the clot density at all time points (Fig. 7). APTT 
and PT tended to decrease, which contradicts the 
concept of dilutional coagulopathy. A 25% in vivo 
dilution caused a significant decrease in fibrinogen 
level, AT III activity, reduced platelet count, and 
prolonged TT (Fig. 7). All parameters remained 
within the reference ranges even though their sig-
nificant (albeit clinically non relevant) changes 
were recorded [17, 18]. Thus, the use of low-volume 
fluid therapy when modeling a particular patholog-
ical condition in experimental animals (rats) with 
a volume of up to 16 ml 2:1 SG solution and achiev-
ing hematocrit of approximately 30% can be con-
sidered feasible, safe and not affecting the critical 
coagulation and anticoagulation parameters. 

As in the in vitro study, a strong to medium 
significant negative correlation between CD at 
CDT3 (rho=–0.74; P=0.015), CDT3+5 (rho=–0.8; 
P=0.006), CDT3+10 (rho=–0.74; P=0.015), CDT3+15 
(rho=–0.63; P=0.049), MA (rho=–0.63; P=0.049) and 
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тывания, плотности сгустка в точке желирова-
ния и интенсивности полимеризации, указан-
ные параметры не выходят за рамки референс-
ных границ [17, 18], кроме ИПС, что, в конечном 
итоге, незначимо, так как различий между 
группами по времени формирования фибрин-
тромбоцитарной структуры (Т5) не получено 
(рис. 3). С увеличением разведения до 37,5% 
существенно продолжает уменьшаться коли-
чество фибриногена, тромбоцитов, ИКД, ПСТ3, 
ПСТ3+5, МА, АТ III, КСПА, значительно выходя 
за референсные границы  [17, 18], что может 
повлиять на интерпретацию результатов экс-
периментов и быть клинически значимым. 
Таким образом, гемодилюцию на 25% можно 
считать наименее влияющей на систему гемо-
стаза in vitro. 

Учитывая, что вне организма отсутствует 
возможная компенсация тех или иных откло-
нений в системе гемостаза при разведении в 
пробирке, требуется оценка влияния 25% гемо-
дилюции на систему гемостаза in vivo. По 
результатам эксперимента референсные значе-
ния гематокрита (M±1,96*SD) в группе с 25% 
разведением in vivo (III) составила 31,16±3,64%, 
а в контрольной группе (IV) — 41,98±5,04%. 
Референсные значения содержания лактата в 
III группе составили 1,19±0,96 ммоль/л, в IV — 
1,24±1,04 ммоль/л. При проведении теста 
Манна–Уитни (p=0,98) и теста пермутации с 

contact coagulation time (T1), as well as a negative 
correlation between CCI and CD at CDT3 
(rho=–0.59; P=0.012), CDT3+5 (rho=–0.66; P=0.012), 
CDT3+10 (rho=–0.57; P=0.012) were revealed in 
vivo. No significant correlation between fibrinogen 
level, platelet count and CD at CDT3, CDT3+5, 
CDT3+10, CDT3+15, and MA was found. Thus, in 
vivo clot density at 25% dilution is primarily af-
fected by platelet activity rather than their count 
and fibrinogen level. 

As a diagnostic criterion of dilutional coagulopa-
thy, 1.5-fold PT and APTT prolongation [23] is used. 
In our study, PT and APTT tended to decrease, and TT 
was significantly shorter in 25% dilution in vivo. The 
decrease of TT is associated with accelerated fibrin 
monomer formation from fibrinogen under the ac-
tion of thrombin and reduced anticoagulant system 
activity [24] with a significant decrease of its key com-
ponent (AT III). According to LFPTEG, at 25% dilution 
there was a trend to increased fibrin monomer poly-
merization (CPI) and enhanced proteolytic phase of 
blood coagulation (CDI) in vivo, as well as a signifi-
cant enhancement of these phases (CPI, T3) in vitro. 
Imbalance between pro- and anticoagulants at a 
minor 25% blood dilution, which results in prevailing 
procoagulation, may be useful for early control of 
bleeding in low-volume fluid infusions, that is consis-
tent with the previous findings [25]. 

Reduced clot density at minutes 5, 10, 15 after 
reaching the gelation point and maximum clot den-

Рис. 5. Ординационная диаграмма: центроиды групп в пространстве двух главных координат (PCoA).  
Fig. 5. Ordination diagram: centroids of groups in the space of two principal coordinates (PCoA).  
Note. 0 — Group 4 with no dilution at studied parameters (°); 25 — Group 3 with in vivo 25-percent dilution at studied parameters (�). 
Примечание. 0 — IV группа без разведения 0% с изучаемыми параметрами (°); 25 — III группа с разведением in vivo на 
25% с изучаемыми параметрами (�). 
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10000 итерациями статистически значимых 
различий по концентрации лактата между 
двумя группами не обнаружили (p=0,76). САД 
не снижалось ниже 100 мм рт. ст. Таким обра-
зом, моделирование гемодилюции in vivo на 
25% у экспериментальных животных достигну-
то без признаков шока. 

Как и в случае разведения in vitro, разве-
дение in vivo статистически значимо влияло на 
изучаемые параметры, важные для оценки 
системы гемостаза (p=0,015), что наглядно 
иллюстрировано на ординационной диаграм-
ме (рис. 5).  

Визуально в этом можно убедиться, про-
анализировав график главных компонент, где 
эллипсы, отражающие группы с 25% (III) и 0% 
(IV) разведением, накладываются друг на 
друга, но с небольшим отклонением по углу 
(рис. 6).  

Разведение крови in vivo не привело к ста-
тически значимым изменениям параметров 
НПТЭГ и не отразилось на плотности сгустка 
во всех временных точках (рис. 7). АЧТВ и ПВ 
имели тенденцию к уменьшению, что противо-
речит понятию «дилюционная коагулопатия». 
Разведение in vivo на 25% вызвало значимое 
снижение концентрации фибриногена, актив-
ности АТ III, уменьшило количество тромбоци-
тов и удлинило ТВ (рис. 7). Несмотря на стати-
ческую значимость этих перемен, все 
показатели остались в рамках референсных 

sity (MA or MCF) according to rotational thromboe-
lastometry (ROTEM) and thromboelastography 
(TEG) is used as a diagnostic marker of coagulopa-
thy [26]. Hemodilution coagulopathy can be accu-
rately diagnosed using ROTEM and TEG by reduced 
clot density at the CDT3+10 and MA time points in 
33–40% dilution with isotonic crystalloid solu-
tions [9, 27–29] and in 20–35% dilution with gelatine 
preparations [30]. At these points, a strong correla-
tion between clot density and fibrinogen level was 
noted. No significant changes in other TEG param-
eters such as R-time, K-time, α angle or similar 
ROTEM parameters representing the proteolytic and 
partly polymerization phases of clotting were 
found [27, 29]. Significant changes in these parame-
ters were recorded only at 40% dilution with gelatine 
preparations  [30]. Our study using LFPTEG has 
found that as early as at 25–37.5% dilution with 2:1 
mixed crystalloid/colloid solution in vitro, a reduced 
density at the gelation point of CDT3 and CDT3+5, 
increased clot polymerization (CPI), reduced inten-
sity of proteolytic phase of clotting (CDI) and de-
creased activity of anticoagulant system (TAAC) 
occur. In addition, LFPTEG was used to discover the 
key contribution of platelet activity to clot com-
paction and a less significant role of platelet count 
at a 25% dilution. The subsequent decrease of clot 
density is associated with both low platelet activity 
and reduced platelet count and fibrinogen level.  

We can conclude that LFPTEG method is 
highly sensitive and informative when compared 

Рис. 6. Визуальная оценка различий в пространстве первых двух главных компонент при сравнении групп по изучае-
мым параметрам.  
Fig. 6. Visual assessment of spatial differences in the first two major components when comparing groups by the studied pa-
rameters.  
Note. 0 — Group 4 with no dilution; 25 — Group 3 with the 25-percent dilution in vivo; horizontal axis — first principal component 
(PC1); vertical axis — second principal component (PC2). 
Примечание. 0 — IV группа без разведения 0%; 25 — III группа с разведением in vivo на 25%; по оси абсцисс — первая 
главная компонента (PC1); по оси ординат — вторая главная компонента (PC2). 
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Рис. 7. Сравнение группы разведения 25% (III) in vivo с контрольной группой (IV). 
Fig. 7. Comparison of the 25-percent dilution group (3) in vivo with the control group (4). 
Note. CCI, r. u. — the contact coagulation intensity; T1, min — the contact coagulation time; TAC, r. u. — the thrombin activity con-
stant; T5, min — the time of forming the fibrin-platelet structure; TBCI, r. u. — the total blood clotting intensity; RLCI, % — the re-
traction and lysis of clot intensity; TAAC, r. u. — the total anticoagulant activity coefficient; APTT — activated partial thromboplastin 
time; PT — prothrombin time thrombin time; TT — thrombin time. 
Примечание. T1, min — время контактной коагуляции; CCI — интенсивность контактной коагуляции; TAC — константа 
тромбиновой активности; T5, min — время формирования фибрин-тромбоцитарной структуры; TBCI — интенсивность 
тотального свертывания крови; RLCI — интенсивность ретракции и лизиса сгустка; TAAC — коэффициент суммарной 
противосвертывающей активности; APTT — активированное частичное тромбопластиновое время; PT — протромбино-
вое время; TT — тромбиновое время. 
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границ [17, 18] и клинически незначимы. Таким 
образом, использование малообъемой инфу-
зии при моделировании того или иного пато-
логического состояния у экспериментальных 
животных (крыс) до 16 мл раствора С/Г в соот-
ношении 2:1 и достижения показателя гема-
токрита в пределах 30% можно считать воз-
можным, безопасным и не влияющим 
критически на параметры свертывания и про-
тивосвертывания способом.  

Как и в исследовании in vitro, in vivo при 
разведении на 25% выявили сильную и сред-
нюю по силе значимые отрицательные корре-
ляции между ПСТ3 (rho=–0,74; p=0,015), ПСТ3+5 
(rho=–0,8; p=0,006), ПСТ3+10 (rho=–0,74; p=0,015), 
ПСТ3+15 (rho=–0,63; p=0,049), МА (rho=–0,63; 
р=0,049) и временем контактной коагуляции 
(T1), а также отрицательную корреляцию 
интенсивности контактной коагуляции и ПСТ3 
(rho=–0,59; p=0,012), ПСТ3+5 (rho=–0,66; p=0,012), 
ПСТ3+10 (rho=–0,57; p=0,012). Значимой корре-
ляции между концентрацией фибриногена, 
количеством тромбоцитов с плотностью тром-
ба в точках ПСТ3, ПСТ3+5, ПСТ3+10, ПСТ3+15 и 
МА не выявили. Таким образом, на плотность 
сгустка in vivo при разведении на 25%, в первую 
очередь, влияет активность тромбоцитов, а не 
их количество и концентрация фибриногена.  

В качестве диагностического критерия 
дилюционной коагулопатии используют удли-
нение ПВ и АЧТВ в 1,5 раза от нормы  [23]. В 
нашем исследовании ПВ и АЧТВ имели тенден-
цию к уменьшению, а ТВ статистически значи-
мо укорачивалось при разведении in vivo на 
25%. Уменьшение ТВ связывают с ускорением 
образования фибрин-мономера из фибриноге-
на под действием тромбина и уменьшением 
активности антикоагулянтной системы  [24], 
один из важнейших компонентов которой (АТ 
III) значимо снижался. По данным НПТЭГ, при 
разведении на 25% отмечалась тенденция к 
усилению полимеризации фибрин-мономеров 
(ИПС) и протеолитического этапа свертывания 
(ИКД) in vivo, а также значимое усиление этих 
этапов in vitro (ИПС, T3). Диспропорция про- и 
антикоагулянтов при незначительном разведе-
нии крови на 25%, приводящая к превалирова-
нию первых, может быть полезной для ранней 
остановки кровотечения при малообъемной 
инфузии, что согласуется с результатами более 
ранних работ [25]. 

Уменьшение плотности тромба на 5-й, 10-й, 
15-й минуте после достижения точки желиро-
вания и максимальной плотности тромба (МА 
или MCF) по данным ротационной тромбоэла-
стометрии (РОТЭМ) и тромбоэластографии 
(ТЭГ), используется как диагностический 
маркер коагулопатии [26]. Гемодилюционная 
коагулопатия выявляется достоверно РОТЭМ 

with ROTEM and TEG, with the advantage of using 
native blood for sampling, while in ROTEM and TEG 
the blood samples require additional activation.  

Conclusion  
Thus, the 25-percent blood dilution with 2:1 

SG solution should be considered as a relatively 
safe for the hemostatic system in vivo dilution that 
minimally affects the in vitro parameters in the ex-
periment.

и ТЭГ по снижению плотности тромба в точке 
на 10-й минуте и МА при разведении на 
33–40% изотоничными кристаллоидными рас-
творами  [9, 27–29] и при 20–35% разведении 
препаратами желатина  [30]. В этих точках 
отмечена сильная корреляция между плот-
ностью тромба и концентрацией фибриноге-
на. При этом значимого изменения других 
параметров ТЭГ: R-времени, K-времени, α-угла 
или аналогичных параметров РОТЭМ, отра-
жающих протеолитический и отчасти поли-
меризационный этап свертывания, не реги-
стрируют [27, 29]. Значимые изменения этих 
параметров фиксируют только при 40% разве-
дения препаратами желатина  [30]. В нашем 
исследовании с помощью НПТЭГ уже при раз-
ведении на 25–37,5% смешанным кристал-
лоид/коллоидным раствором (2:1) in vitro 
выявили снижение плотности в точке жели-
рования ПСТ3 и ПСТ3+5, усиление полимери-
зации сгустка (ИПС), снижение интенсивно-
сти протеолитического этапа свертывания 
(ИКД) и снижение активности антикоагулянт-
ной системы (КСПА). Кроме того, с помощью 
НПТЭГ определили перовостепенный вклад 
активности тромбоцитов в уплотнение тромба 
и менее значимый вклад количества тромбо-
цитов при разведении на 25%. Последующее 
снижение плотности тромба связано не толь-
ко со снижением активности тромбоцитов, но 
и с уменьшением их количества и снижением 
концентрации фибриногена. Таким образом, 
можно констатировать, что метод НПТЭГ 
отличается высокой чувствительностью и 
информативностью при сравнении с РОТЭМ и 
ТЭГ, учитывая тот факт, что при выполнении 
НПТЭГ используется нативная кровь, а для 
РОТЭМ и ТЭГ — кровь, активированная тем 
или иным агентом.  

Заключение 
Суммируя, можно прийти к заключению, 

что наиболее «безопасным» для системы гемо-
стаза in vivo и минимально влияющим на пара-
метры in vitro в эксперименте следует признать 
гемодилюцию раствором С/Г в соотношении 
2:1 на 25%.
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