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1. Uvod

1.1. Nezraly novorozenec nizké porodni hmotnosti

Klasické chirurgické postupy nejsou plnaplikovatelné pro operace
nezralych novorozetic nizké porodni hmotnosti Hranice Zivotaschopnosti
predtasré narozeného novorozence je dnes stanovena nae24rg tyden. a za
nezralé povazujeme vSechny novorozence narozéte 3¥. gestaim tydnem.
Patet nezralych novorozeficnizké porodni hmotnosti selem poslednich let

pohybuje kolem 6% z celkovéhodto ziv¢ narozenych &i (Tab. 1).

< 999g 1000-1499g | 1500-2499g | >2499g
2001[296 517 4532 85255
2002(303 543 4756 87207
2003|359 575 5189 87624
2004|377 660 5549 91085
2005/ 336 606 5797 95429

Tab.l.: Pa@ty Ziw narozenych &i podle porodni hmotnosti v letech 2001-

2005. Zpracovano z udajUZIS.

Ve vztahu k mortalit je nejsledovagjSim ukazatelem porodni hmotnost, podle
které se &i narozené fedcasré déli na 3 zakladngskupiny: novorozenci s nizkou
porodni hmotnosti, tj. pod 25009, novorozenci snvelizkou porodni motnosti, tj.
pod 1500g a novorozenci s extr&mnizkou porodni hmotnosti, tj. pod 1000g
(Tab.2.).

1.|novorozenci s nizkou porodni hmotnosti (NNPH) < 25y

2.| novorozenci s velmi nizkou porodni hmotnosti (NVNPMKH < 15009

3.| novorozenc s extrémr nizkou porodni hmotnosti (NENPH | < 1000

Tab. 1:Rrozdeni pediasre narozenych &i do skupin podle porodni hmotnosti
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NejvySSi morbidita je udi narozenych fed 26. gestmim tydnem gorodni
hmotnosti do 1000g (Obr.1.). Nezralé novorozeinggakterizuje nezralost jejich
organovych systétna rada specifickych onemoéni: pneumopatie, cirkutai
nestabilita, gevni hypomotilita a sniZzena obranyschopnost. Vsiblsievnich
onemocgni pak dominuje novorozenecka nekrotizujici entelitia, ktera pat
mezicasté a zavazné komplikace a kteedmi ¢asto vyZaduje chirurgick&seni.
Pt kvalitni specializované é v neonatologickych centrech se zvy3ujeigio
piezivajicich nezralych novorozengl] a je nutné optimalizovat i chirurgické

intervence u této skupiny paciént

s s

Obr.1. Nezraly novorozenec — ges$tastdi 26 tydni, porodni hmotnost
610 grani, nezralost organovych systém
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1.2. Novorozenecké nekrotizujici enterokolitida (IEC)

Novorozenecka nekrotizujici enterokolitida (NEC)pj@gresivni zatlivé
onemockni stev, které postihuje ipvazié nezralé novorozence s porodni
hmotnosti pod 1500g. NEC charakterizuje &kwve posSkozeni sevni seény
neiastji v oblasti terminalniho ilea a kolontiRina onemocéni zistava i pes
mnoZstvi teorii nejasna. Mezi tagtji zminované teorie pé#t spolugsobeni
unmglé vyzivy, infekce a hypoxie na nezraly gastroititegni trakt [2,3]. V rozvoji
onemocgni je velmi dilezZita nezralost imunitniho systému (vyrazna
hypogamaglobulinemie, ndpmnost IgA a IgM, snizené hladiny komplementu a
sniZzena fagocytarni funkce) a hlaéwakterialni infekce.

Obr.2. Nekroza gevni sény voblasti ilea srozpadem a perforaci u
novorozence s porodni hmotnosti 700g vé 4t dni po porodu.

Rozsah poskozeni je variabilni od slirich znén (edém, hemorrhagie,

ulcerace) po gangrendzni zéna koagulani nekrozu celé &by (Obr.2.).
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Onemocgni miZe postihovat jeden isolovany Usekest (lokalni NEC), vice
useki (viceloZiskova NEC) a nebo the byt postizeno vice nez 75%esta
(totélni NEC). NEC je ve skupin NENPH novorozencdoprovazena mortalitou
35-80% [4-7].

Nekrotizujici enterokolitida se vyskytuje &znych klinickych formach.
Mirna forma onemoami se i stabilnim celkovém stavu projevi distenZicha,
zvySenym Zaludsim residuem, poruchoutstni peristaltiky a mirnou alteraci
biochemickych a hematologickych hodnot. Fulminafdnina NEC naopak rychle
progreduje k masivni i&vni gangré& zhorSeni ventiknich paramet,
metabolické aciddze a rozvoji diseminované intreulsni koagulace (DIC). Pro
usnadgni diagndzy i pro volbu fimérené |€by slouzi Bellova kriteria z roku
1978, modifikovana v roce 1986 Kliegmannem [8].sfupé je definovan jako
podezeni na NEC, 2. stupieodpovida prokdzané NEC, 3. stiugmkrasilé NEC.

Pri klinickych znamkach NEC se zahajuje konzervatiMgba: zastavi se
GIT prijem, zavede se nasogastricka sonda k dekomprésikin aplikuji se
kombinace antibiotik a intravenosni vyZiva. Inteaz délka konzervativni dgy
zavisi na stupni NEC. Fulminantni forma NEC je spaj s vysokou mortalitou a
vyZzaduje |€bu na Urovni resuscitai p&e pi septickém Soku. Konzervativni
lécba vede ke stabilizaci asi u 50% nemocnych.

Chirurgickou l€bu vyzaduje 30-50% postizenych novoroZendud
v akutnim stadiu, nebo pagdpii vyskytu pozdnich komplikaci, zejména striktur.
Operace v akutnim stadiu je vyhrazena pgti de stevni gangrénou nebo
perforaci. Perforace je jedinou absolutni indikdcthirurgické intervenci,
zhorSovani klinického stavu fip konzervativni terapii je indikaci relativni.
Rozhodnuti operovat kriticky nemocného novorozejecealoZzeno na vlastnich
zkuSenostech indikujiciho léleg protoze objektivni kritéria jsoucasto
nedostattna [9]. Kosloske povaZzuje za platné indikace k aper
pneumoperitoneum, pozitivni paracentézu a plynrapu Zile [5].Také Rowe se

domniva, Ze plyn v portalniniecisti je vhodnou indikaci Kasné intervenci.
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Pritomnost plynu nalezl u 71%¢t s panintestindlnim postizenim [64olik
naopak nalezl plyn v portalni Zile i u paciestusgsSnou konzervativni ébou, a
proto jeju stabilnich paciefitpovazuje jen za relativni indikaci k operaci [10].
Pneumatosis intestinalis - plyn véesini séné, pretrvavajici lokalizované distenze
strevni klicky, bricho bez plynu, zarudnutitiBni sény a hmatna rezistence jsou
casté i u dti s usgSnou konzervativni ou a jejich vyznam pro indikaci

operace je proto jednotlivymi lékénodnocentdzne (Obr.3.).

Obr.3. Distenze s erytémenidni stny a hmatna rezistence jscasté i u dti
s us@sSnou konzervativni dou a jejich vyznam pro indikaci operace je
jednotlivymi Iék& hodnocen #izre.
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1.2.1. Moznosti operéni lécby NEC

Cilem chirurgické l&by je vyeSeni intestinalni patologie, zachovani
nejwtsSi mozné délky &tv a obnoveni gvni kontinuity. Obechpiijaté jsou dnes
tyto moznosti chirurgickéhteSeni - resekce postizenych Useku a zaloZeni stomii
resekce postizenych use& primarni anastomoza nebo peritonealni drenaha e
nezralych novorozefic s rozsahlou viceloziskovou nebo totalni NEGstava
kontroverzni [6,11-17]. Vipad nezralych novorozefics NEC se jedna o
operace novorozeficv septickém Soku a kritickém celkovém stavu, ktery
vyzaduje kontinualni respi¢ai a okkhovou podporu. S@asti gipravy na operaci
je tedy l€ba Soku, hypoxie a infekce. Je nutné optimalizaestilaci, korigovat
i piipravy je
maximalni mozna stabilizace novorozence, aby seSilavyjeho schopnost

acidozu, hypovolémii, anémii a trombocytopénii. (ko predoperan

zvladnout opermi stres. Nezbytné je proto provedeni operadem@ na tizku

JIP, aby se tak vylaila rizika spojena s transportem nestabilniho, siéno
novorozence na opena sal.

Resekce a zaloZeni stomi€a bezpeénéieSeni akutniho stadia NEC se povazuje
resekce postizenych Usela zaloZeni stomii [4,5]. Toto klasickéSeni s sebou
piinaSi nutnost dalsi operace a riziko komplikaci.[€&stymi komplikacemi jsou
striktura nebo prolaps stomie a macerad&ek ZaloZzeni vysokych nebo
vicetetnych stomii je navic komplikovano ztratami tekusi dalSi ztratou délky
streva i uzawru stomii. Weber u stomii uvadi 34% reoperaci a &é¥aplikaci

pii jejich uzaeru [19]. Fasoli dokonce zaznamenal niz&epiti (50%) ve skupih

déti feSenych stomii ve srovnani &mi feSenymi resekci a primarni anastomoézou
(85%) [12].

Resekce a primarni anastomo6zaDalSi moznosti &y je resekce postizenych
Useki a primarni anastomozatdelpoklada se, Ze resekce a primarni anastomoza je
vhodn4 jen pro izolované formy onemeénha pro novorozence ve velmi dobrém
celkovém stavu. U novorozendNENPH je primarni anastoméza povazovana za

riskantni pro délku vykonu a pro riziko dehiscensriktury a zalomeni
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anastomoézy. Vaughan udava 16% riziko komplikacippgmarni anastoméze a
doporiuje ji jen u stabilnich &i s lokalizovanou formou onemoam [20].
Chandler primarni anastomézu u novoroZzepod 1000g nedopotuje ani u
izolované formy NEC [4]Fasoli naopak ve své studii 46tidoperovanych pro
viceohniskovou NEC zaznamenal vyS&Ziti po resekci a primarni anastomoze
(85%) ve srovnani se zaloZzenim stomii (50%) [12dnalo se vSak o
retrospektivni studii a je mozné, Ze k zaloZeningitbyly indikovany @ti s horsSim
onemocinim. Jako alterantivu k vySe zmifrym metodam jsme vifpadech
izolované perforace u NENPH novorozéngs@sne pouzili T-drén ve forra
iloestomie [21]. Tato metoda kombinuje vyhody stengstevni dekomprese,
moznost ¢asného krmeni, rchlost opéndho vykonu) i primarni anastomozy
(obnoveni gevni kontinuity, definitivni vykon).

Peritonealni drendz. Pi peritonealni drendZi se bodovou incisi v pravém
podhisku zavede do peritonealni dutiny drén, ktery aldvétevni obsah a
zaretlivy exudat. Bhem 24 hodin by #lo dojit ke zlepSeni celkového stavu
ditéte. Drén se ponechava po 7-10 dni, dokud odvadioniekn nebo hnis.
V nékterych ipadech je mozZzné provéstiegrenovani nebo zavést dalSi
peritonedlni drén vlevo. Metodu jako resusgtitapostup pro kEbu nestabilnich
novorozend s komplikovanou NEC zavedl v roce 1977 Ein [22h @hetodu
bezprostedni resuscitace ji povazuje také Ahmegeho souboru 23&i s NEC
lécenych peritonedlni drenazi si 1&id83%) vyZadalo dalsi operaci [23]. Naopak
Morgan ji na zakla& svych zkuSenosti dopatuje i jako metodu definitivni oy
[24]. Peritonealni drenaz pouzil v souboru 2%i @& dosahl feziti 79% - pro 17
déti (58%) byla peritonealni drenéz i definitivnich®u, 6 d@ti si vyzadalo dalSi
operaci Cass pouzil peritoneélni drenaz u 18i& isolovanou perforaci a u 11
déti s NEC [25]. Ve skupid s izolovanou perforaci dosahiegiti 90% a jen dv
déti si vyzadaly dalSi operaci. Naopak ve sk@¢@siNEC si naslednou laparotomii
vyZzadalo 8 dti tj. 72% a dlouhodobéieZiti bylo jen 27%. Podle naSeho nazoru

muze peritonedlni drén figpét Kk predoperani stabilizaci v Sokovém stadiu.
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Vzhledem k rozsahu nekrdz u rozsahlych NEC, jaln@¢zame i operacich, je
malo pravdpodobné, Ze by peritonealni drendZz mohla byt defiim feSenim

k obnoveni kontinuity séva.

1.2.2. L&ba nezralych novorozené s rozsahlou vicelozZiskovou nebo totalni
NEC.

KlasickareSeni (zalozeni vigetnych stomii nebo provedeni vice anastomoz) jsou
¢aso¥¢ a technicky nammé a u nestabilniho novorozence prakticky
kontraindikované opetai vykony. Cilem chirurgické by je prevence akutniho
briSniho kompartmentu, odstrar nekrotickych Usek steva, zachovani co
nejwtsi délky stev a obnoveni Btvni kontinuity. B rozséahlé ischémii Btva se
primarré neprovadi subtotélniistvni resekce, nebmekrozy steva nejsou dale
ohrantené a rozsah poSkozeni seize dale mnit. V nékterych pipadech
viceloZiskové NEC ustavaji kratké Useky tenkéhdesta vitalni a o prognoze
téchto pacient rozhoduje zachovani co neéfgi délky tenkého ®tva. S
definitivnim vykonem se wkava giblizn¢ 48 hodin (second look operace).
Prokrveni steva se v té dabmize zlepSit a vysledna ztrataesta bude v druhé
dok® menSi. Zd&chto zakladnich princip vychéazi ¥tSina v sodasnosti
pouzivanych opetai feSeni: vySe uvedena peritonealni drenaz [26,27],
proximalni derivéni jejunostomie[27], metoda ,provizafnoSeti, zadrenuj a
cekej" (,patch, drain and wait) [28], metoda ,zghlij a vra’ zpatky“(,clip and
drop back®) [20] a metoda ,laparotomie sledujiciigh poskozeni“(,damage
control laparotomy*) [29].

Pri  zaloZzeni proximélni derivai jejunostomie se ponechaji distalni
nekrotické segmenty in situ s vyhledem dalSich uehickych intervenci po
stabilizaci. Sugarman timto postupem dos&bFpi piti z deseti dti s rozsahlym
postizenim [27]. Baniengbal naopak pouziti proximéjunostomie odmita pro
velké ztraty tekutin a vysoky vyskyt stomickych Kkalikaci [29]. Ri rozsahlém

postizeni s vice perforacemi dop&uje Moore metodu ,patch, drain and wait”
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[28]. Fxi operani revizi se peSiji perforace a zalozZi nitribni drény. Metoda je
spojena se vznikem péfita wtSina gipadi vyZaduje po usgné stabilizaci dalsi
operace. Vaughan dop@éuje techniku ,clip and drop-back® kdy pomoci Klip
nebo stapleru zresekuje nekrotické segmenty aiemév,vitdlni* segmenty
ponecha v peritoneélni du&in20]. i druhé operaci za 48-72 hodin obnovi
strevni kontinuitu anastomoézami mezi vitalnimi Gse®bdobnou mozZnosti je
adaptani napojeni kratkych vitalnich segmémta intub&ni soné, Lessinuvadi
dokonce spontanni autoanastomozu intestinalnicmeefy na zavedené soad
[30]. Banieghbal a Davis popsali vroce 2004 tektini,Damage control
laparotomy“[29]. Po dvanacti hodinovérepoperani stabilizaci resekovali
nekrotické gevni segmenty, ostatnéasti steva bu’ anastomozovali nebo
podvazali jako isolované slepé Usekiest. K second look operadiigtupovali az
za 48-72 hodin, kdy byl rozsah poSkozehéwsh Zejmy a umoiil dokongit excizi
nekr6z a obnoveni kontinuityieva.

Ri totalni NEC - postiZzeni&Siny steva od Treitzova vazu poistini
tlusté stevo je nadje na uspdSné chirurgickéreSeni a feZiti pacienta velmi
omezena (Obr.4.) a'griti je spojeno se syndromem kratkéhievsd. Rowe udava
amrtnost 93% a Voss dokonce 100% [6,31]. Rozsétnktaztenkého #tva (i
difuzni ¢i totalni NEC je spolu s volvulemistniho steva, jejunoilealinimi
atréziemi a vrozenymi defekty ¢sty kiisSni nefasgjSi pricinou syndromu
kratkého steva (SBS — short bowel syndrom) &tském ¥ku [32-34].
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Obr.4. Operani nalez pi viceloziskové NEC. i rozsahlé ischémii gtva se
primarné neprovadi subtotalni A&vni resekce, nebmekrozy seva nejsou dote
ohranicené a rozsah posSkozeni sé&Zmdale rnit.

Obr.5. Totalni NEC - postizenétginy steva od Treitzova vazu poretini
kolon. Pacient po operaci ve smyslu“patch, drairdamait‘. Nadeje na peziti
pacienta je omezena aqZiti byva spojeno se syndromem kratkérevat
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1.3. Syndrom kratkého steva

Syndrom kratkého stva (vzitd zkratka SBS z anglického short bowel
syndrom) je obech definovan jako rozsahla ztrata tenkéhdew vedouci
k nedostaténé absorpci enteralnich Zivin. SBS je sdruZen skqs morbiditiou a
mortalitou 15-40% [33,35]. Wilmore v rocel972 uvetd pro peziti novorozence
se SBS je nezbytnych minimél@0 cm tenkého Btva pokud nema zachovanou
ileocékalni chlopg (IC), nebo 15cm #va a zachovana IC chlapePreziti i
zachovani méhnez 15 cm tenkéhoisiva je nepravipodobné [36]. Zachovani
ileocékalni chlop#é je vyznamné pro rychlejSi adaptaci zbylého tenksbeva
[32] a pro sniZzeni vyskytu enterogennich sepgésm®Sim parametrem nez
absolutni délka zachovanéhoresia je % délky. Délka &dva se v pibéhu
intrauteriniho vyvoje plodu 2¥Suje vice nez 2x [37] a délku zbyléhdest je
tedy nutné vztahnout ke gestému wku. U donoSeného novorozence Ize za SBS
povaZzovat zachovani mé&émez 40% (70 — 75 cm) tenkéhdesta. Spencerip
analyze souboru 80l se SBS zjistil, Zedi se zachovanim >10%isva [ezily
v 88%, naopak &i s mért jak 10% steva geZily jen ve 21% [32].

Prevence vzniku SBS tedy &@d jiz @i prvotni operaci novorozefic
s rozsahlym postizenim NEC;i jxteré je nutné zachovat kazdy potendiahitalni
usek tenkého stva [38-40]. Prevence vzniku SBS &p@ v rychlém odstrami
jednozn&n¢é nekrotickych devnich (Osek, v zachovani vSech vitalnich i
potenciondls vitalnich Uselt tenkého seva a v jejich spojeni mnobetnymi
sttrevnimi anastomézami (SA). Standardni SA je¢ohto gipadech ¢asow
narana a pro nevyzralé a z&em postizené stvo zatzujici technika. Rychlé
zhotoveni primarni gvni anastomozy pomoci stagilerjak jej zname z dosfg
chirurgie, je u novorozefimizké porodni hmotnosti limitovano malymiperem
stteva a nedostupnosti komie¢ vyrakenych staplel odpovidajici velikosti
[41,42].
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2. Cile disert&ni prace

Hypotéza

Pouziti standardni igvni anastomézy (SA) u nezralych novoroZerc
velmi nizké a extréminnizké porodni hmotnosti je limitovano kritickymiloavym
stavem a rozsahemistniho postizeni. Navrzena technika aproximiastevni
anastomozy (ASA) umozni definitivni &sow nenarény vykon vhodny pro
obnoveni integrity $éva u &hto novorozenc a pro prevenci SBS u paciént
s rozsahlou NEC.

Technika aproximai anastomézy pouziva kobnoveni kontinuity
sttevniho lumen a kzaji&i integrity anastomoOzy minimalni mnozstvi
jednotlivych steh. K usgdnému zhojeni aproxirdai anastomozy ifspeje
zachovani adekvatni perfuze okrajany a specifické repama schopnosti

nezralych novorozeric

Cile
1. Experimentalni otfeni techniky aproximai stevni anastomozy (ASA),
pii které je integrita a kontinuitaisiva zaji&na redukovanym mnozstvim
seromuskularnich stéh.
2. Stanoveni mechanickych vlastnosti aproximatevni anastomazy.
3. Stanoveni aktivity kolagenolytickych enzympii pouziti aproximani
strevni anastomoézy.

4. Porovnani vysledkmezi aproximani a standardniigvni anastomézou.
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3. Material a metody

3.1. Experimentalni studie

Experiment byl proveden na skupin?22 krysich samc (Wistar) o
hmotnosti 194-256g. Zidta byla ndhodhrozdélena do dvou skupin. Ve skugin
SA byla zvtata s konveini stevni anastomozou (Obr.5.), ve skupiSA byla
zvirata s aproximani stevni anastomozou (Obr.6.). ©bkupiny byly porovnany
podle oper&niho ¢asu, klinického prbéhu po operaci, vahovéhoiipistku,
zhojeni anastomozy, vyskytu adhezi, pevnostitanasy vi¢i zvySujicimu se
intralumindlnimu tlaku a aktivity kolagenolytickyclenzymi. Meieni byla
provadcna prvni a sedmy den po zhotoveni anastomézy.

Experiment byl proveden v souladu s Helsinskou ko a srérnicemi
Evropské unie pro pouzivani experimentalnicltatviProjekt pokus byl schvélen
Komisi pro vyzkum na zvatech 2.LF UK.

Rygl M.: Aproxima&ni anastomo6za 18



Obr.5. Schéma standardni jednovrstevné anastoredmpilivymi stehy

Obr.6. Schéma aproxindai anastomdzy usité pomoci redukovaného mnozstvi
stehi

Rygl M.: Aproxima&ni anastomo6za 19



3.1.1 Vlastni experiment

Zvite bylo la&né 12 hodin ped operaci a 12 hodin po operactisRip
k tekutindm byl bez omezeni. K celkové anestézii gmuzit thiopental v davce
5mg na 100g desné hmotnosti podany intraperitongali®o vyholeni &Ze na
biiSe a po dezinfekci pole nasledovala 3cm dlouh&énee stednicéare. Do rany
byl luxovan ileocékalni (IC) fechod, dalSi opetai postup se liSil podle typu
anastomozy.
Aproxima’ni stevni anastomdzdo skeletizaci byl resekovan 3 cm usek tenkého

streva 15cm proximakhod IC gechodu (Obr.9.). Kontinuitaiglva byla obnovena
anastomozou end to end v jedné wstktera obsahovalaép seromuskularnich
stehi. Sicim materialem byl Prolene 7.0 (polypropyleiaeithicon) (Obr.7.).
Standardni gevni anastomoézaPo skeletizaci byl resekovan 3 cm Usek tenkého

streva 15cm proximakhod IC gechodu. Kontinuita géva byla obnovenagbnou
anastomézou end to end vjedné wsseromuskularnimi stehy Prolene 7.0
(polypropylene, fa Ethicon). Celkovy get steli kolisal mezi 9-10. (Obr.8.).

Po uzaveni defektu v mesenteriu, byly &y stevni u obou tyfpp anastomdzy
ulozeny do dutiny HiSni a operéni rdna byla uzaena ve dvou vrstvach
nevstebatelnym materialem Prolene 4.0 (polypropylen&tkacon).

Casem operacese rozumi doba od zaloZeni prvniho stehu po dakdnstevni
anastomozy poslednim stehem.

Klinicky stav

Po operaci byl dernhodnocen celkovy stav zat, pasdz stolice a vahovy
piirastek. Sest zvat bylo reoperovano prvni a dvanéactiavi sedmy den po
zhotoveni anastomoézy byla gafa reoperovana op v anestézii thiopentalem.
Dutina peritonealni byla otésna mivodni jizvou a bylo zhodnoceno mnozstvi
nitrobiiSnich abscds patet shisti a makroskopicky vzhled zhojenétestni
anastomozy. Ret sasti udaval poet adhesi jednotlivych orgar{okolni stevo,
gonady, omentum, k anastomdéze). Za dilataci bybgem pondr praméru steva

pied a za anastomézou > 2:1.
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Obr.7. Peroperani snimek aproxim#i stevni anastomdzy, zhotovené s pouZzitim
5 seromuskularnich stéh

Obr.8. Peroperéani snimek standardni/slvni anastomézy, zhotovené s pouzitim
10 seromuskulérnich stgh
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Obr.9. Schéma gastrointestinalniho traktu laborafbp potkana. Sipkami

ILEUM

ozna’ena mista: A - misto resekce terminalniho ilea sledné anastomozy,

C — misto neoperovaného ilea pro kontrol@iemi a odir kontrolniho vzorku.

3.1.2. Stanoveni pevnosti anastomdézy

Pevnost zhojeni anastomézy bylatawdna zmsienim intraluminalniho
tlaku i kterém nastane poruSeni integrityeshi stny v oblasti anastomaozy.
Bez uvolréni adhezi a s minimalni manipulaci byldesb 3cm pod anastomézou
dvojit¢ podvazano stehem Ethibond 3.0 (polyester, fa BihicVe vzdalenosti 3
cm nad anastomoézou byl ddesta zaveden a dvojitym stehem Ethibond fixovan
katétr pro ndfeni tlaku (Obr.10.). Katétrem jsme pinili fetni lumen
fyziologickym roztokem rychlosti | ml/min a katétisowasre slouzil
k kontinualnimu registraci intraluminélniho tlaktAQInstruments PowerlLab
Systems). Za pevnost anastomozy byl povazovan laepantraluminalni tlak
zaznamove ikvky (Obr.13.), pi kterém se objevil unik tekutiny v oblasti
anastomoOzy (dehiscence anastomoOzy) nebo tlak fterém doSlo

k makroskopickému poSkozenitestni sény mimo anastomozu, kterdistavala
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pevna. U kazdého z\dte se obdobnym postupem &ita pevnost sevni stny
vuci intraluminédlnimu tlaku na #vnim segmentu proximainod anastomoézy
(Obr.9. misto C) a tato ¢teni slouzila jako kontrolni skupina.&éni probihala

totozre prvni i sedmy den po zhotoveni anastomézy.

Obr.10. Mereni pevnosti anastomdézy. Ve vzdalenosti 3 cm nast@no6zou byl
do steva zaveden a dvojitym stehem Ethibond fixovartrkaté mereni tlaku.
Katétrem jsme plnili sevni lumen fyziologickym roztokem rychlosti | mi/mi
katétr sodasre slouZzil k kontinualnimu registraci intraluminalmtlaku. Oblast

zhojené aproximani anastomaozy je ozden nastrojem
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3.1.3. Stanoveni aktivity kolagenolytickych enzytn

Pro meteni aktivity kolagenolytickych enzyimjsme pouZili techniku
zymografie, ktera je odvozena od techniky SDS-PAG&ium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel elektoforéza). SDS-PAGE se paari v biochemii, genetice
a molekularni biologii k separaci protéipodle jejich elektroforetické mobility.
Pouziti SDS (sodium dodecyl sulfate) linearizujeteiny, které tak mohou byt
separovany striktéh podle molekulové hmotnosti. Od SDS-PAGE je odvézen
zymografie, pi které se substrat kopolymerovany s polyacrylagetem pouZziva
pro detekci enzymové aktivity. Progaz aktivity Zelatin-degradujicich proteaz se
jako substrat pouziva Zelatina.

Po zngieni pevnosti anastomozydr intraluminalnimu tlaku se resekoval
5mm dlouhy Usek &va s centrafhumisgénou anastomozou (Obr.9. Misto A). Od
kazdého zvete se odebral kontrolni vzorek z neoperovanébevat z oblasti
proximalre od anastomézy (obr.9. misto. C). Odebrané vzateya byly podéla
rozstizeny a 3x proplachnuty ve fyziologickém roztokw podstragni zbytki
stravy a gevniho hlenu (Obr.11.). Nasletlrbyly vzorky zmraZzeny a aZz do
stanoveni aktivity kolagenolytickych enzym metodou zymografie byly
skladovany fi teplo& — 40 C. Vzorky stevni sény (15 objemovych
jednotek/suché vahy) byly homogenizovany a extrahgwdo pufru pro SDS-
PAGE elektroforézu (0,5M Tris-HCI, pH 6,8, 2%SDS30glycelol, 0,05%
bromfenolova mot) a inkubovany 24 hodin v°4C. Poté byly naneseny na 10%
SDS-PAGE gel se zZelatinou (I mg/ml) a bylo provedefektroforetickeé &eni.
Pro odstra#gni SDS byl gel 2x promyt 10 minut ve 2,5% Tritonl®0. Triton byl
poté odstragn promytim gelu v destilované véa@ s inkubanim pufrem (50mM
Tris-HCI, pH 7,8, 10mM CaG] 10mM NaCl). Nésledovala inkubace gelu 17
hodin i teplo& 37°C v inkuba&nim pufru. Gely byly obarveny pomoci 0,25%
Coomasie Briliant Blue R v roztoku metanol, kysalioctova, voda (40:10:50
v/vlv) a odbarveni bylo provedeno stejnym roztokefit. vysoké molekulové

hmotnosti (fa. Pharmacia Biotech) byl pouzit jaktanslard pro kalibraci.
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Zelatinazy MMP2 a MMP9 (Human recombinant, fa. Guene research
products)) byly elektroforezovany na kazdém gelkojainterni standard.

Proteolyticka aktivita byla vizualizovana jakisté zony odpovidajici lyze Zelatiny
(Obr.12.). Lytické zony byly analyzovany densioriedy s pouzitim 1d software
ElfoMan 2,0 pro msieni elektroforeogramové density navrzeného ingmJdi

Semeckym (Praha CR) (Obr.15,16). Kvantifikatené enzymové aktivity, kterd
byla vyjadena jako arbitrazni jednotky na zalkddgzované plochy.

Obr.11: Vzorek ilea s centrérumisenou linii stehu pipraveny

k dalSimu zpracovani pro deni aktivity Zelatindm v oblasti anastomozy.
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Obr.12. Aktivita MMP2 a MM-9 je zobrazena jako g@nojasreni pozadi
zymografického gelu. V prvnim sloupci jsou Sipkaznia’eny aktivity
standards MMP2 a MMP9 (Human recombinant, fa. Oncogene resea
products).

Statistické metody:

Ke statistickému zhodnoceni vyslédikoyl pro hodnoceni @méra pouzity

jednostranny test ANOVA. Pro zhodnoceni Zelatinayénografie byl pouZity
v navaznosti na software Elfoman test Fischer PSUB. skupinach s malym
poétem dat a v fipadech vyrazného rozptylu byl pouZzity neparamiefritest

Kruskal Walllis. Jako statisticky vyznamnou jsme fwali hodnotu p< 0,05.
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4. Vysledky

4.1.1. Operd&ni nalezy

Zadné zvfe neuhynulo na komplikace spojené s uditim anastgmbw
zvirata uhynula po operaci na utlum dechového centiaaeny anestézii. Paséaz
stolice se obnovila v pbéhu 1. pooperniho dne. U Zadného #ete jsme § 2.
operaci nenalezli nitrai$ni absces, ani jiné znamky dehiscence anastaniizy
méieni 7. den byly anastomdézy u vSechrawvzhojeny a girchozi.

Primérny ¢as operacehodnoceny v souboru vSech 22 ravi byl

signifikantrg  kratSi ve skupi s aproxima&ni anastom6zou neZ ve skupin
s konverni anastomoézou (16 + 7,1 minut oproti 23,6 + 6,utfy p=0,016).

V prabéhu experimentu byliejmy vliv ziskanych zkuSenosti (learning curve) na
celkovou délku operace, vyznamné zkraceni @péha ¢asu bylo zaznamenano u
obou tygi anastomoz (ASA i SA).iPoddkleném vyhodnoceni opefaiho casu u
prvnich 12 zJiat a naslednych 10 zat byl ¢as ve skupit ASA vidy
signifikantreé kratSi nez ve skupinSA (22.5 + 3,2 oproti 28,2 £ 1,5, p=0,007
v prvni skupig, resp 9,7 £ 1,3 oproti 16,7 £ 2,7, p=0,01 v drdperované
skupirg).

Primérny vahovy irastek 7. denpo operaci byl 4& 9 g ve skupit

s aproximani anastomoézou a 2233g ve skupié s konveni. Pokles vahy (max
do 4%) typicky pro 1l.poopetai den odpovidd omezenifijnu potravy
Vv souvislosti s operaci a nebyl proto podroberissieké analyze.

Sristy k oblasti anastomoOzy se vyskytly u 72% tfavis aproximéni
anastomézou a u 77% af s konvedni anastomézou. Rozdil nebyl statisticky
signifikantni. Rozdil v p&u sfisthi mezi oblasti anastomézy a jednotlivymi
organy také nebyl mezi ASA a SA signifikantni @04 oproti 1,4+ 1,1, p=0,9).
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Preanastomotickou dilataponér priméru steva ged anastomoézou a za

anastomézoudsi nez 2:1 hodnoceny ve skupin den po operaci.) jsme nalezli u
1 zvitete (16%) ve skupins aproximaéni anastomozou a u 2 #&f (33%) ve
skupirg s konverini anastomézou. Data z experimentu naazgth je v tabulkach
4 ab.

4.1.2. Pevnost anastomoézy

Pevnost aproxim@i anastomézy hodnocena vrcholovym intraluminélnim
tlakem_prvni dempo operaci (Obr.13.) byla %85 torr, pevnost konveéni
anastomozy byla 332 tort (p = 1). Pevnost obou ty@nastomoézy byla 1. den
po operaci signifikanthnizsSi nez pevnost neoperovanéhe\s.

Pevnost aproxim#i anastomézy hodnocend vrcholovym intraluminalnim
tlakem_sedmy depo operaci (Obr.14.) byla 2499 torr, pevnost konvéni
anastomozy 2123 torr (p = 0,118). Pevnost obou idyanastomoézy byla 7. den

po operaci niZ8i nez pevnost neoperovanéteyat rozdil nebyl signifikantni.

ASA SA P
Cas operace (min) 16+7,1 23,6 +6,2 0,016
Pevnost anastomozy 1.den (toi) 55+15 55142 1,0C

Pevnost anastomdzy 7.den (toir) 249+39 218+23 0,11¢

Pevnost steva(torr ) 299 £5¢ 241133 0,07(¢
Véahovy prirtstek (g) 41+£9 22 + 33 0,19¢
Potet adhez 1,4+08 14+1,1 OF

Tabulka 3.: Porovnani vysledknezi aproximéni (ASA) a standardni
strevni(SA) anastomo6zou. Pro hodnoceni je pouZitAtesta, pi hladine
statistické vyznamnosti P <0,05, (data jsou uvedeka primer + SD)
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zvife-kdd |anastoméza | adhese | dilatace | tlak S tlak A ¢as |pFirtstek
1 281102 SA 1 0 n 252 27 62
2 281100 SA 1 0 235 199 27 38
3 291101 SA 0 1 270 198 27 -2
4 1291102 ASA 1 0 222 220 22 44
I5 [291100 ASA 0 1 244 207 18 42
I6 301101 ASA 0 0 327 304 25 48
7 (301100 ASA 2 0 368 264 27 44
B [11202 ASA 1 0 307 280 23 44
9 |11200 SA 2 0 253 242 30 48
10 41201 SA 3 0 261 211 28 10
11 /41202 SA 3 1 186 204 30 -26
12 141200 ASA 2 0 328 221 20 24

Tabulka 4: Data ze skupiny —é#&feni 7. den po operaci

zvife-kéd |anastom6za | adhese | dilatace | tlak S tlak A ¢as |prirdstek
13 220501 SA 2 0 2124 96,7 20 -6
14 220502 ASA n n n n 9 n
15 220503 ASA 2 0 n n 10 -2
16 220504 SA 0 0 176 54,7 18 -6
17 220505 ASA 2 0 229,3 38,1 9 +4
18 220506 ASA 2 0 249 51 12 -6
19 240501 SA n n n n 15 n
20 [240502 ASA 2 0 268 74,3 10 -4
21 [240503 SA 1 0 179 12,9 14 +2
22 [240500 ASA 1 0 242 56,7 8 -8

Tabulka 5: Data ze. skupiny —é#feni 1. den po operaci

Spolenhd legenda tabulky 4. a 5.: SA = standardni anasian ASA =
aproximani anastomoOza, adhese = dJad adhesi jednotlivych orgén k
anastomoze, dilatace = pe@m primeru streva pred a za anastomézou > 2:1, tlak
S — intraluminalni tlak v migtneoperovaného /&va, tlak A = intraluminalni tlak
v mist anastomoézy;as = cas od nalozeni prvniho stehu po dafeni posledniho
stehu anastomozyrsipistek = vahovy firustek od operace po derefani (1.nebo
nebo 7. den).
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Obr.13. Pevnost aproxim#i anastomozy 1. den po operagfi zvySujicim se
intraluminélnim tlaku  Prvni #vka zobrazuje vrcholovy tlak v oblasti
anastomozy, ktery je vyznatnmmensSi nez tlak v oblasti proximalniho
neoperovaného &va na druhé jkvce. Prudky pokles tlaku odpovida okamziku
poruseni integrity gevni sény.

bl

Obr.14. Pevnost aproxim#i anastomozy 7. den po operagfi zvysSujicim se
intraluminélnim tlaku. Prvni #vka je kontrolnim zaznamem z oblasti
proximalniho neoperovanéhoreva, druhd kvka zobrazuje tlak v oblasti
anastomdézy. Prudky pokles tlaku odpovida okamZikuSpni integrity gevni
steny.
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4.1.3. Aktivita kolagenolytickych enzyni

Ve vzorcich devni sény z mista anastomézy byl 1. deo operaci
prokdzan signifikantni vzestup enzymatické aktiviggoenzymu MMP9  ve
srovnani se vzorky z proximalniho neoperovanéltevat (p=0,022 pro ASA a
p=0,025 pro SA). Rozdily v aktiditenzymi mezi anastomozami SA a ASA
nebyly signifikantni (Graf.1). Aktivita enzyinMMP9, MMP2 a proMMP2 byla
ve vzorcich z oblasti anastomozy i v kontrolnicbreich stejna.

Ve vzorcich _7. denpo operaci byl prokazan signifikantni vzestup
enzymatické aktivity MMP2 a proMMP9 v oblasti obdypt intestinalni
anastomézy ve srovnani s proximalnim neoperovantievesn (p=0,01 resp.
0,03). Rozdily v aktivt MMP2 MMP9 a jejich proenzyinmezi anastomdzami
SA a ASA nebyly signifikantni. Nast aktivity byl zaznamenan pouze v oblasti
strevni stny blizké anastoméze, v kontrolnich vzorcich z sfblaeoperovaného
streva se aktivita enzyfimnezvysila.

Kiivky densiometrického zpracovani Zelatinové zymfigrgsou na obr.
15.16. Statiské zpracovani vyslédkelatinové zymogrfie a statisticky vyznamné

vysledky i < 0,05 jsou ve grafech ve grafech 2 - 4.
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Graf 1: Porovnani aktivity Zelatinaz( MMP9, MMP2) jejich proenzyma
(proMMP9 a proMMP2) ve vzorcich /swni sény z oblasti aproximai
anastomozy ASA a standardni anastomozy SA. Rezkhwit nejsou .1 den po
operaci signifikantni
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MMPY 23252 28.55
proMMP2 1.6402 20.14
MMP2 0.9159 11.24

Obrl5. Kivka densiometrického vyhodnoceni zymografie —vigktizelatinaz
MMP2, MMP9 a jejich proenzyin(proMMP2 a proMMP9) ve #gtvni séné
v mis¢ standardni anastomoézy 7.dpa operaci (281102A)
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Obr.16. Kivka densiometrického vyhodnoceni zymografie -vigktzelatinaz
MMP2, MMP9 a jejich proenzyinproMMP2 a proMMP9 ve gtvni séne

vV mist aproxima’ni st‘evni anastomozy den po operaci (vzorek 301101A)
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Interaction Bar Plot for MMP2
Effect: Column 2
Error Bars: £ 1 Standard Error(s)
18
16
14
12
10
Mean
Density®s 8
B
4
2
0
ASA SA K 5
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value
ASA SA -1,405 4643 5302
ASA K 6,928 6,566 0388 S
ASA.S 5,785 4 643 0178 | §
SAK 8,333 6,566 . o161 8
SAS 7,180 _ 4,643 o047 8§
KS -1,143 6,566 7168

Graf 2. Statistické vyhodnoceni aktivity ZelatinddyIP2 7 denpo operaci ve
vzorcich: ASA=aproximai anastomoéza, SA=standardni anastomdza,
S=kontrolni vzorek sévni séna mimo oblast anastomézy, K=kontrolni vzorek
strevni sény neoperovaného zete.  Aktivita Zelatindzy proMMP2 je
signifikantre zvySena ve vzorcich z mist anastomdzy (ASA,SA) eporkim
mimo oblast anastomézy (S,K). Mezi jednotlivymy gpastomoz(ASA,SA) neni
signifikantni rozdil v aktivit Zelatindzy proMMP2.

Rygl M.: Aproxima&ni anastomo6za 35



Interaction Bar Plot for proMMPS
Hfect: Column 1
Error Bars: + 1 Standard Error(s)

Mean
Density%

ASA SA K 5

Mean Diff.  Crit, DIff  P-Value

ASA,SA 06| 949 2182
ASA K 10,899 8,725 0188 1S
ASA.S 11,481 9,499 | 0222 |S
SAK 11,915| 9934 02308
SAS 12,497 | 10620 0291 |9
K.S gs2| o934 8008

Graf 3: Satistické vyhodnoceni aktivity ZelatinfegMMP9 1. derpo operaci ve
vzorcich: ASA = aproxim@mi anastoméza, SA = standardni anastoméza,
S=kontrolni vzorek sévni stha mimo oblast anastomézy, K=kontrolni vzorek
strevni sény neoperovaného zete. Aktivita Zelatinazy proMMP9 je
signifikantre zvySena ve vzorcich z mist anastomézy (ASA, 38§ wporkim
mimo oblast anastomaozy (S,K). Mezi jednotlivymy pastomoz ASA a SA neni
signifikantni rozdil v aktivit proenzymu Zelatinazy MMP9
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Interaction Bar Plot for proMMP9
Effect: Column 2

Error Bars: t+ 1 Standard Error(s)
20
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Mean Diff.  Crit. Diff P-Value
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ASA,SA 1,012 5613 7074
ASA K 10213 7937 0149 S
ASA,S 10273 5613 0013 S
SA,K 9202 7937 0258 S
SA,5 9,262 5613 0030 S
KS 060 7937 9874

Graf 4: Satistické vyhodnoceni aktivity ZelatinfegMMP9 7. derpo operaci ve
vzorcich: ASA=aproxim&i anastomoOza, SAl= standardni anastomdza,
S=kontrolni vzorek sevni sténha mimo oblast anastomoOzy, K=kontrolni vzorek
strevni sény neoperovaného zete. Aktivita Zelatinazy proMMP9 je signifika#itn
zvySena ve vzorcich z mist anastomozy (ASA,SA)i oarkim mimo oblast
anastomozy (S,K). Mezi jednotlivymi typy anastoABA(SA) neni signifikantni
rozdil v aktivi¢ proenzymu Zelatinazy MMP9.
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4.2 Klinicka aplikace- kasuistika

Chlapec, dvaje A (porodni hmotnost 1700g, gestast&i 30+ 6, Apgar 7-
9-9) se narodil cigakymtezem pro fedcasny odtok plodové vody, nepravidelnou
polohu dvofat a neusgsnou tokolyzu. Pro znamky mirné dechové dibugl
prvni den Zzivota na disténi dechové podge (nCPAP). V dalSich dnech
probihala poporodni adaptaceéinpiens. Od prvniho dne Zivota byl chlapec
krmen stravou a od 12. dne byl na pIné peroralaiwy 25. den Zivota se objevily
klinické i laboratorni znamky nekrotizujici enteotikidy: enterorrhagie, distenze
bricha, zbarveni #8ni sény, leukocyt6za, trombocytopenie, vysoké &hwé
parametry a na RTG snimcich bylgejma stevni pneumatéza. Byla zahgjena
konzervativni |éba — nic per os, @hova podpora, usté plicni ventilace (UPV).
Podana kombinace antibiotik (Targocid, Meronem, rbt@tiazol). 27. den byla
provedena opetai revize pro zhorSeni celkového stavu a RTG ziyamk
pneumoperitonea. Po ofewni dutiny BiSni byla nalezena  hemoragicka
nekrotizujici enterokolitida v rozsahu od proxiniém28 cm jejuna po lienélni
ohbi kolon (Obr.17).

Obr.18. Rozsah vi¢etného postizeni NEC
cerné je zobrazena hemoragickd nekro:
stFevni sény, Sed mista neohraieného
zaretu.
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Vzhledem k rozsahu poSkozenfesta byla ve zdravéasti jejuna zaloZzena
odlehtujici proximalni jejunostomie a poskozené tenkéwat bylo ponechano in
situ k dalSimueSeni p second-look operaci. Poopéna pribéh byl komplikovan
opakovanym krvacenim do GIT, multiorghnovym selhéiai rozvojem #Sniho
kompartment syndromu, ktery bigSen krytim $evnich kltek folii Steri — Drape

(fa 3M Health Care) aipchodnym neuzaenim laparotomie (Obr.18).

Obr.19.Redeni bisniho kompartmentu dasnym pouzitim folie steridrape

Po 48 hodinach byly resekovany oheamé nekrézy tenkéhoista. Ri
méieni délky steva Zistalo vitalnich proximalnich 28 cm jejuna a 5 &ddych
Useki na hranici jejuna a ilea v celkové délce 12 cm.sWaze zabranit syndromu
kratkého gteva bylo 5 oddenych, ale vitalnich Usék spojeno technikou
aproxim&ni anastomézy s redukovanym mnoZstvi 4-6 uste¥icryl 5/0
(polyglactin, fa. Ethicon) (Obr.20.).

Rygl M.: Aproxima&ni anastomo6za 39



Obr.20: 5 oddlenych Usek na hranici jejuna a ilea v celkové délce 12 cmobyl
spojeno technikou aproxiriai anastomozy

Bauhinska chlopea ileocekalni fechod #staly zachovany, nekrotickést colon
ascendens byla podélnmesekovana a téz aproxigmé seSita. V dalSim tydnu
Zivota byl chlapec 2x revidovan pro krvaceni z otaea KiSni stny a pro
pretrvavajici BisSni kompartment syndrom bylaésa liSni zwtSena a sevni
Klicky kryty pomoci zaplaty z GORE-TEX (polytetrafluoren, fa W.L. Gore &
Association). Po operaci byla po dobu 21 dni nypoé@lpora UPV a totélni
parenteralni vyziva (TPV). Od 45. dne byl¢bzahgjen enteralni ipem. Pro
velké ztraty ze stomietrpvazovala v nasledujicich tydnech parenteralniveysi
hrazenim minerél a jen zvolna se @it zvySovat davky enteralni vyZzivy
(kombinace maitského mléka a preparatu Neocatd).dbouhodobé parenteralni

vyZivé se postupirozvinula cholestatickd hepatopatie.
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Dewt tydni po prvni operaci bylo fjstoupeno k zarieni stomii a
obnoveni kontinuity GIT. # operaci bylo nutné pro poz&tivou strikturu
resekovat tlusté svo od hepatalniho ohbi po sigmoideum. U paciefttala
zachovana Bauhinska chlapa vzestupny tkaik, proximalni jejunum a vitalni
byl také U(sek tenkého istva rekonstruovany z5 segmien{aproxima&ni
anastomoézy se zhojily bez znamek strikt@rydehiscence). Kontinuitu GIT se
zdailo  obnovit anastomézami na tenkém festa acsendento-
sigmoideoanastomo6zou. Tenké&esb z mivodnich vitalnich 28 cm a 12 cm
rekonstruovanychipsecond look operaci narostlo na celkem 50 €ivrty den
po vykonu byla nutné dalSi revizeidmi dutiny pro spontanni perforaci na colon
ascendens. Po operaci paloeala TPV a postugnse zvySoval peroralnitigem
potravy. Red propudnim bylo stevo adaptovano na davku 30 ml preparatu
Neocate v ryZovém odvaru podavany po 3 hodinach.

Pacient byl propuh domi v péti mésicich ¥ku v uspokojivém celkovém
stavu s vahou 4145 g. Doma palg@ala kombinace domaci TPV a enteralni
vyzivy. V 8 mesicich ¥ku chlapec vazil 7,5 kg afiprezimu intermitentni
parenteralni vyZzivy byl jeho igvni trakt adaptovany na davky 60ml stravy po 4
hodinach. V dlouhodobém vyhledu je pragddobné UsgEné gevedeni chlapce

na plny enteralniijem.
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5. Diskuse

Res opakované experimentalni i retrospektivni &kai studie @stavaji
nazory na optimalni technikuiet/ni anastomozy kontraverzni [43-46]. Dehiscence
v oblasti anastomoézy je stale &e$€jSi pricinou morbidity a mortality v gastro-
intestinalni  chirurgii [44,45,47]. Pevnost integlimi anastomézy je do 3.
pooperéniho dne vyldné zavisla na fixaci stehv submukozni vrsty kolagenu
strevni stny tkaré. Od 3 dne je kolagenolyza nahrazovana syntézoagkolu de
novo a vyznam stéhpro pevnost anastomoézy je postépliminovan pevnosti
zajiS€nou noe syntetizovanym kolagenem. Hojeni anastomézy jg #islé na
kontinualnim procesu degradace a novotvorby kolegensit¢ v submukozni
vrstw. Pribéh hojeni  je ovliven fadou celkovych a lokalnich faktor
Z celkovych, negativh pasobicich vlivi je moZzné zminit hypoxii, Sok, sepsi,
poruchu vyzivy a podavani steri§43,44]. Z negativnich lokalnich viivse pak
nejéastji uvadi porucha mistni cirkulace - perfuze a ogoidaretlivé repargni
reakce. Steh uigvni anastomozy je tedy kompromisem mezi soudrzagserfuzi
okraju, ktery v prvnich dnech po operaci zgjie integritu anastomézy avSak
strangulaci okrdj rdny negativéd ovliviuje proces hojeni. Zachovani adekvatni
perfuze okraj rany a dostatma integrita anastomézy s minimalnim ¢fson
strangulujicich steh jsou zakladnimi principy optimalni chirurgickéchmiky

strevni anastomoézy [48].

5.1. Mechanickeé vlastnosti intestinalni anastomaézy

Z&kladnim parametrem pro hodnoceniewhi anastomézy je stanoveni
mechanické pevnosti anastomézy. Pro tentel 8e pouzivaji dva typy d&teni.
Prvni typ néteni utuje pevnost v protieni (bursting strength), ktera je vyféda
jako odolnost sevni sény vici intraluminalnimu tlaku. Druhy typ tuje pevnost
v tahu (breaking strength), kterda udava odolntis/ai stny vici sile aplikované

v dlouhé ose #tva. Podle &Sinového nazoru #&eni pevnosti v prottgeni
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(bursting strength, bursting pressure) lépe zolealzziologické napti ve stew

a lépe odpovida silamupobicim na hojici se anastomézu [45,49,50]. Ziskané
vysledky jsou doke porovnatelné v ramci vlastniho experimentu, poéani
absolutnich hodnot mezi jednotlivymi studiemi jalkticky nemozné. Jednotlivé
experimentalni prace se odliSuji ¥bm mista anastomoézy, metodikowieni
tlaku i dalSimi podminkami pokusu. Niéidad Schier udava pro anastomézu 8
jednotlivymi stehy na ileu 3 cm od IC chlapprvni den po operaci bursting
pressure 47 mmHg v oblasti anastomozy a 455 mmskegmentu neoperovaného
streva [49]. Kuzu udava pro anastomézu 8-10 jednptii stehy na ileu 10 cm
od IC chlopg sedmy den po operaci bursting pressure 250 mmHg§ e
neuvadi hodnoty na neoperovanémewt Bundy ve své studii porovnafit
rozdilné techniky anastomoézy na tlustéiewt biofragmentabilni prstenec, Sitou
anastomoézu a anastomézu Sitou staplery [50]. Anasta biofragmentabilnim
prstencem byla nejpe¥jsi v den operace, Sita anastomdzdi tden po operaci, a
sedmy den po operaci byly vysledky u vSechitymvnatelné.

V disert&ni praci se pevnost anastomézycawala ngrenim bursting
pressure prvni a sedmy den po operaci. Cileffeni bylo porovnani obou typ
anastomoz v dah kdy je pevnost @ovana pevazie stehy (1.den) a v débkdy
je zajistna grevazré novym kolagenem (7.den).

V nasi studii jsme vytvdi model aproximani stevni anastomozy, ktera
omezuje strangulujici efekt stehKe zhotoveni aproxingai anastomézy jsme
pouzivali 5 seromuskularnich stefTémito pti stehy bylo mozné na iswe
malého péméru obnovit kontinuitu $evniho lumen a zajistit dostéteu integritu

anastomozy. (Obr.21.).
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Obr. 21. Zhojena aproxirta anastomoéza 7.den po operaci zhotovena 5
jednotlivymi stehy

Standardni anastomézou pouzivanou v experimentBlnirgii na krysich
modelech je konvemi jednovrstevna invertovana anastomoza. Anastorngva
Sita jednotlivymi seromuskularnimi stehy, ¢eg€ji nevstebatelnym Sicim
materialem (polypropylen 6.0-8.0), dJmd steli (8-12 steli) se IiSi podle
pracovisé [52-56]. Tento typ anastomdzy s 9-10 stehy bylzitojako standard u
kontrolni skupiny i v experimentu diseftd prace.

Oba typy anastomézy (aproxitmd i standardni) se v naSem experimentu
makroskopicky zhojily dote, bez dehiscenceCas ke zhotoveni aproxirtai
anastomézy byl statisticky vyznagkratSi (16 £ 7,1 minut oproti 23,6 + 6,2
minut, p=0,016). Statisticky vyznamnsasovy rozdil se z pohledu absolutnich
Cisel nezda veliky, jeho vyznam fiata v fgipact vétSiho pdtu anastomoz jak
jsou potebné v pipadech s multifokalni NEC. KratSi opé&nd ¢as i plné

srovnatelnych parametrech hojeni je vyznamnyingsem pro snizeni opérd
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zatZe u nestabilnich novorozenaizké porodni hmotnosti v kritickém celkovém
stavu. V ptibéhu experimentu byl iejmy vliv ziskanych zkuSenosti (learning
curve) na celkovou délku operace, zkraceni afena ¢asu bylo zaznamenano u
obou tyg anastomdz (ASA i SA¥asovy rozdil mezi nimi vSalkigtaval stejny.

Aproximani anastoméza byla i ve vSech dalSich hodnocengdmpetrech
srovnatelna s konvéni anastomozou, zj&té rozdily nedosahly pozadované
hladiny statistické vyznamnosti. Pevnost aproXiniaanastomézy se prvni den
po operaci neliSila od pevnosti kon¢enanastomozy (55 + 15 tdroproti 55 +
42 tori, p = 1). Pevnost obou tpanastomézy byla 1. den po operaci
signifikantré niZSi neZz pevnost neoperovanéhdewd. Pevnost aproximini
anastomoOzy sedmy den po operaci byla 2489 torr, pevnost konveni
anastomézy 21& 23 torr (P = 0,118). Pevnost oproti intraluminalaintaku
nebyla 7. den po operaci u obouttypnastomoz signifikan&nnizsi nez pevnost
neoperovanéhoistva.

Model aproximani anastomézy byl srovnatelny se standardni
anastomozou i z hlediska vyskytu komplikaci (adhereanastomoticka dilatace),
rozdily ve vysledcich nebyly statisticky signifikan VySSi vyskyt adhezi u
konvertni anastomozy je mozné hypotetickyazddnit WtSim poskozenim serdzy
kona streva v oblasti anastomdézyizakladani ¥tSiho p@tu steti. Takécastjsi
nalez preanastomotické dilatace u korwvgénanastomdézy e byt zgsobem
vyrazrejSim zmenSenim vritiho phaméru  steva v oblasti invertované
anastomozy ip pouziti WtSiho p@tu steli.

Jonsson zkoumal vliv umisti a utazeni stéhna hojeni anastomozy [52].
Ve své experimentalni praci prokazal, ze pevnoststamodzy vuci tahu byla
nejvice snizena ve skugirs €sr¢ dotazenymi stehy. Domniva se, Ze h
stehy méa omezily cévni zasobeni v oblasti okraje rany agesiné dotazenym,
které strangulaci tk&s omezenim lokélni perfuze sniziliigiup k cirkulujicim

inhibitoraim proteinaz a tim zvySily degradaci tkanmistech stein
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Jedina technika dostupna pro vyiteoi stevni anastomozy bez strangulace
tkare je lepeni. Zhotoveni lepené anastomdzy je akenieky obtiZzrjSi acasow
delSi vykon. Hjortrup ve své préci na prasatechzp@l pi lepeni anastomézy
fibrinovym lepidlem zaloZzené stehy, které po sléperdstranil. Pevnost
anastomoOzy byla srovnatelnd s klasicky Sitou ama&tou [57]. Naopak
Haukipuro ktery pouzil obdobnou techniku lepenéstmmdzy u potkain udava
mensi pevnost lepené anastomozy od 30. minuty dimé®o dne po operaci [53].
Tk&iova lepidla se dnes v novorozenecké chirurgii p@jZispiSe k zajigni
anastomozy Sité stehy. Fibrinovym lepidlem za&jiat konvekini anastomoéza je
pevrEjSi a ma nizsi vyskyt dehiscence anastomoézy [48,58

Vhodnou alternativou k aproxirtiai anastomoze by mohla byt technika
mechanické sevni anastomozy staplery jako rychla metodavsti anastomozy.
Techniku rychlé anastomdzy s pouzitim jednotlivyeeperforujicich klip popsal
Holland-Cunz [59]. V experimentu na potkanech bye@ni ¢as klipované
anastomoézy signifikanth mensi a klipovana anastomoézailan po 14 dnech
pevnost srovnatelnou s neoperovanyrfeva@m. Klinickému pouziti  popsané
metody brani aplikace newsbatelnych klif a jejich postupné odhojeni a
vylouceni do stevniho lumen. Technika stapier jak ji znamé z dosge
chirurgie, neni v salasnosti pizpisobena pro novorozence, zejména pro
novorozence nizké porodni hmotnosti s NEC. Kamer vyrakené staplery
standardnich velikosti jsou vzhledem velikosti pmiié jen ve velmi omezeném

spektru novorozeneckych operaci [41,60,61].

5.2. Aktivita kolagenolytickych MMP

Z&kladni faze hojeni ivni anastomozy jsou totozné pro vSechny dosud
popsané techniky: inicialni zé&fhva reakce, ¢asna kolagenolyza, syntéza a
ukladani nového kolagenu a maturace jizvy. V mhn8 dnech po operaci
pevnost anastomoézy klesa &stedku mistni degradace padpého kolagenu

enzymy ze skupiny matrixovych metaloproteinaz (MMPSlatrixové MMPs
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zahrnuji enzymy degradujici extracelularni zakidamotu. Tyto enzymy maji
sttZejni Ulohu v remodelaci a hojeni tkani stejako v embryonalnim vyvoji a
rastu [62]. MMPs obsahuji na aktivnim néigtinek a pro plnou aktivitu vyZaduji
ionty Ca2+ a neutralni pH. MMPs jsou secernovanyikami pojivové tkas
(napr. fibroblasty, myoblasty, chondrocyty) a ikami zastlivé reakce
(mikrofagy, monocyty a neutrofily) jako inaktivnirgenzymy a pro zahgjeni
procesu pestavby extracelularniho matrixu je nutna jejicbtpolytickéa aktivace.
Do Siroké skupiny MMPs mimo jiné gakolagenazy ( MMP1, MMP8, MMP13),
zelatinazy (MMP2, MMP9) a stromelysiny (MMP3, MMB1 Zelatinazy MMP2
(molekulova hmotnost 72 kDa) a MMP9 (molekulova tmest 92 kDa) jsou
schopné degradovaadu komponent podpného matrixu $evni stny, mezi
jinymi intersticialni fibrilarni kolagen. Aktivitazelatinazy MMP9 je spojovana
s pfibchem akutni fazi hojeni zatimco aktivita Zelatin8#yMP2 je vyznamgjsi
ve fazi pozdjSi remodelace [63].

Ritomnost MMPs ve gvni anastoméOze byla pr/n rozpoznana
Hawleyem v roce 1970 [64,65]. Poopara zmeny kolagenolytické aktivity
prokézal také Stapen [65]. Kolagenolytickou aktivi2-36hodin po operacidkil
uvolnénim radioaktivniho materialu z roztoku kolagenu ypu. Na ileu
kolagenolyticka aktivita signifikantn stoupla (v piméru 2,7x) 12 hodin po
operaci a néasledoval trvaly pokles k normalnim rfwadm. Ctyfi tydny po
operaci byla kolagenolytickd aktivita stale zvySen&olagenolyticka aktivita
kontrolniho vzorku se na ileu nikdy neliSila odegoperani kontroly. Také
experimentalni prace Chowcata, Savage a Shapeakéazaly signifikantni
zvySeni kolagendz a zZelatindz v oblasti anastonkbaice po operaci [66-68].
Pouzitim kvalitativni imunohistochemie prokazal Béa zvysSeni kolagenaz
MMP13 a zelatinaz MMP2 a MMP9 [66-68].

Hingh et al. se ve své studii zimna kvantifikaci zngn v aktivitt
Zelatindm ve gew po zhotoveni anastomdézy na il&urektu [69]. Vzorky byly

analyzovany prvni aréti den po uSiti anastomézy. U kontrolnichiawibyla
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zietelnd Zelatinazova aktivita na 80 kDa, reprezéitujnespecifickou
proteolytickou aktivitu a na 60 a 50 kDa reprezg@oiyproformu a aktivni MMP-
2. Zhotoveni anastomézy vedlo ke zvySeni aktivit95 1kDa a dimeéru
povaZzovanému za aktivitu MMP9. Matrixové MMPzstaly beze zgny. MMP9
aktivita byla nejvysSi prvni poopérd den na ileu a to v méstanastomoézy a
prilehlém stew. Konstrukce anastomoézy nevedla keémam v MMP aktivié
dale od anastomozy. Zmy ve s&n¢ jsou zmisobeny nérstem aktivity Zelatinazy
MMP- 9 a jsou lokalni.

Vyznam aktivity MMPs pro hojenitetni anastomozy byl éwen ve
studiich, které hodnotily pevnost anastomdé#iyppuZiti inhibitoti MMP. Kiyama
prokdzal, Ze podéani inhibitoru BE1662 matrixovychMRl posililo hojeni
anastomozy tlustéhotewva. To se projevilo vySsSiho odolnosti anastomo&y v
plnicimu intralumindlnimu tlaku [70]. Histologick&ySeteni stevni stny
prokazalo zachovani mnohovrstevné struktury kotestSeni si& kolagenu mezi
obéma konci kolon a zesileni submukozni vrstvy. Tesik@zal Ze inhibice
matrixovych MMP positival ovliviiuje hojeni anastomaozy.

Také po aplikace inhibitoru metaldpinaz BB-94 se vyznamrzvysila
pevnost v oblasti anastomozy [69,71]. Aktivita MMPoblasti anastomoézy,
méiend metodou Zelatinové zymografie byka pouziti BB-94 vyznamé niZsi.
Pouziti specifickych inhibitgr MMP aktivity by tedy mohlo fispét k ochrar
strevni anastomozy.

Ri posuzovani techniky aproxiréiai anastomozy jsme vedle mechanickych
vlastnosti porovnali vlivizné techniky $evni anastomézy na proteolytickou
aktivity v misgé anastomoOzy. Srovnavali jsme zda technika stelastamézy
muze, napiklad snizenim lokélni perfuze mista anastomozyivrt prabeh
aktivity Zelatinhiz MMP2 a MMP9 a tedy {ih degradace a novosyntézy
kolagenu. Pokud je degradace kolagenu zvySena nebopozé&na nebo
zmenSena syntéza kolagenugzm byt obnova kolagenové &iprilis dlouhd a

muze zvySovat riziko dehiscence anastomaozy.
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V naSi studii jsme potvrdili poopefnai nahst aktivity Zelatinaz v oblasti
anastomdézy. Nast aktivity byl prokazatelny pouze v oblasti blizkoastomézy a
byl tedy lokélni reakci organismu na pafan Ve vzorcich z oblasti anastomoézy
byl prvni den po operaci prokadzan signifikantni stap enzymatické aktivity u
proMMP9 ve srovnani s neoperovanyrregem. Vzestup aktivity se signifikartn
neliil u obou tyfi anastomézy.

Ve vzorcich z oblasti obou tygntestinalni anastomozy byl sedmy den po
operaci prokazan signifikantni vzestup enzymatakié/ity MMP-2 a proMMP-9
ve srovnani s neoperovanyntestem (p=0,01 p=0,03 resp.). Rozdily v akdtvit
MMP-2 MMP-9 a jejich proenzytopst nebyly mezi standardni a aproxina
anastomaozou signifikantni.

Meteni aktivity Zelatindz v @ibéhu hojeni anastomézy potvrdila
srovnatelny pibé¢h hojeni aproximéni a standardni anastomoézy. Technika stehu
anastomoézy neovlivnila pbe¢h aktivity Zelatinaz MMP-2 a MMP-9 v mist
operace a tedy pbéh degradace a novosyntézy kolagenu. Protofiedgokladat i

stejné riziko komplikaci i obou typanastomaozy.

5.3. Klinické aplikace aproximani anastomozy

Aproximani anastomdéza tiie nalézt své uplatni zejména # stievnich
resekcich a anastomézach u novorogenovelmi nizké porodni hmotnosti
s viceloZiskovym a totalnim postizenim NEC,iktgsou v disledku rozsahlych
strevnich resekci ohrozeni syndromem kratkéhevst U &chto novorozentc
v kritickém celkovém stavu jsou mnaleiné konveéni anastomédzy a modelace
streva obtiz® proveditelné pr@&asovou narénost a celkovou opetai zatz. Hi
sporné vitalig¢ residudlnich Useék steva je redukované mnozstvi siehu
aproxim&ni anastomézy minimalni z&i pro mikrocirkulaci v mist sutury.
Kontinuita steva je obnovena v kratkém op&ran case, je maximath

zachovéana jeho délka a minim&lporusena jeho mikrocirkulace.
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Rozséahlé formy onemoéni typu ,viceloZiskovd NEC nebo totalni NEC*
maji i podle naSich skuteosti velmi Spatnou progn6zu. Domnivame se, Ze
chirurgicky vykon ma ué&chto gipadi v prvé radé zabezpét derivaci obsahu
dutiny KiSni jako prevenci aihové a ventilani nestability a derivaci
gastrointestinalniho traktu jako prevenci progré¢eC. K reseknim vykonim se
ma pistoupit s odstupem nejmé&r24 hodin. V uvedené kasuistice jsme zvolili
taktiku second — look operace s proximalni derivgejunostomii. Po demarkaci
strevnich nekréz istalo vitalnich 28 cm proximalniho jejuna a izologakratké
segmenty v oblasti ilea. Ve snaze o zachranu adet®{asti tenkého geva jsme
pii second-look operaci agtrvavajicim nestabilnim celkovém stavu novorozence
pouzili navrzenou techniku rychlé aproxiénd anastomoOzy. Technikou
aproxima&ni anastomdzy jsme zp izolovanych segmentrekonstruovali dalSich
12 cm tenkého Btva. Podkladem pro pouziti techniky aproxtmiaanastomaozy
byly jednak literarni kasuistiky [30] a také slénysledky s touto technikou z
nasi experimentéalni prace na potkanech. K obnovsiévni kontinuity
izolovanych segmetitilea jsme pouzili aproxingai anastomozy s redukovanym
mnozstvim steln (4-6 steli vicryl 5/0). Redpokladali jsme, Ze malé mnozZstvi
pouzitych stehh zpisobi menSi strangulaci tkanw misg anastomézy aifiom
bude dostatsé pro obnoveni &vni kontinuity a pro integritu anastomozy.

Z hlediska hojeni anastomozy v @obelkové cirkuléni nestability nize
byt zachovani mistni cirkulace v oblasti anastomdpkonce vyhod¥Si nez
snaha o konvemi vodotsnou anastomozu. Aproxir@mi anastomdézami mezi 5
izolovanymi segmenty jsme ziskali dalSich 12 cra #éevzhledem k zachované
ileocékalni chlopni tak vyrazZnvzrostla nadje pacienta na uspnou l€ébu SBS
adaptaci vlastniho igtva. Na$ fedpoklad o moznosti pouziti ASA ziskany

z experimentalni prace se v tomidgads potvrdil.
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6. Zawer

Na zaklad dosaZzenych vysledldze vzhledem ke stanovenymucfl  disertani

prace konstatovat:
1. V experimentu na laboratornich potkanech jsmeé&srsp pouzili
techniku aproximéni stevni anastomoézy. Aproximiai anastomoza se u
vSech pokusnych zkdt zhojila bez komplikaci.
2. Pevnost aproxim@i anastomézy byla prvni i sedmy den po operaci
srovnatelnd s pevnosti standardni anastomézy. Bewimu anastoméz se
sedmy poopermi den signifikant& neliSila od pevnosti neoperovaného
streva.
3. Ve stevni stn¢ v misE anastomoOzy se po operaci signifikantn
zvySila aktivita kolagenolytickych Zelatinam proM8&IPa MMP2. Naiist
aktivity enzynii a tedy piéib¢h hojeni anastomozy byl stejny u aproxémiai
standardni anastomo6zy a nebyl tedy owivnchirurgickou technikou
anastomézy.
4. Aproxim&ni stevni anastoméza se v experimentalnim modelu
ukazala jakocaso¥ vyhodrgjSi alternativa ke standardni anastomozé, p
zachovani stejnych paramietpevnosti, aktivity kolagenolytickych enzym
vyskytu adhezi a pooperaho klinického pitbéhu. KratSi operai cas i
pIlné srovnatelnych parametrech hojeni je vyznamngigsem pro sniZzeni
oper&ni  zatZe u nestabilnich novorozencnizké porodni hmotnosti
v kritickém celkovém stavu. Aplikace aproxitmh anastomozy se cakila i
v klinické kasuistice.

Aproxim&ni anastoméza e byt vhodnou alternativou pro
obnoveni integrity $eva u novorozerico nizké az extréminnizké porodni
hmotnosti a pro prevenci syndromu kratkéhéest (SBS) u paciedt
s rozsahlou NEC.
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7. Souhrn

Uvod: Operace nezralych novorozénaizké porodni hmotnosti gatmezi velmi
obtizné vykony v &tské chirurgii. Pedtasré narozeni novorozenci maji vyznan
sniZené reservy energie, imunologické reaktivilskutacni a respiréni regulace.
ZvIase v pripadech extrémni nezralosti (porodni hmotnost 0gD@estani st&i
pod 26.tyden) zvySuje jakakoli dalSi &t riziko umrti. Novorozenecka
nekrotizujici enterokolitida (NEC) s mortalitou 38% pati mezicasté a zavazné
komplikace ud&chto novorozenc Chirurgicka I€ba NEC spoivajici v odstragni
oduntelého steva a obnoveniigvniho traktu anastomézou mé byt navrzena tak,
aby ginaSela minimalni riziko reoperaci, minimalni chgickou za¢Z a zajistila
zachovani maximalni délky tenkéhdesta. Pro posouzenitevnich anastomoz u
nezralych novorozeric neexistuji dostate¢ velké soubory pacieint ani
prospektivni a randomizované studie.

Cil: Experimentalni osteni techniky aproximani stevni anastomozy ipkteré je
integrita a kontinuita gva zajis&na redukovanym mnozstvim seromuskularnich
stehi a kterd by byla vhodnéa pro obnoveni integritgsh u novorozerico nizké
az extrémp nizké porodni hmotnosti. Porovnani aproximiaanastomézy se
standardni anastomozou.

Material a metody: Experiment byl proveden na skupir22 krysich samc
(Wistar) o hmotnosti 194-2569. Zata byla nahodnhrozdtlena do dvou skupin.
Ve skupirt SA byla zvfata se standardnitevni anastomézou ve skupiSA
byla zviata s aproximai stevni anastomézou. ®@bskupiny byly porovnany
podle operéniho ¢asu, podle klinického pbéhu po operaci, vahovéhdipistku,
zhojeni anastomozy, vyskytu adhezi, pevnostitanasy vi¢i zvySujicimu se
intraluminé@lnimu tlaku a aktivity kolagenolytickyclenzymi. Méteni byla
provadna prvni a sedmy po zhotoveni anastomézy. Pevnadt@nozy byla

stanovena gienim vrcholového intraluminalniho tlaku. Kolagertaia aktivita
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Zelatinaz MMP2 a MMP9 a jejich proenzgmbyla stanovena metodou
zymografie. Ke statistickému zhodnoceni vysietigl pouzity test Anova.
Vysledky: Anastomézy byly u vSech zeit zhojeny a pichozi. Pémérny cas
operace byl signifikanth kratSi ve skupiqs aproximani anastomézou (16 + 7,1
minut oproti 23,6 + 6,2 minut, p=0,016)Pevnost aproxintami anastomozy
hodnocena vrcholovym intraluminalnim tlakem prvendoo operaci byla 335
torri, pevnost standardni anastomozy bylastori (p = 1). Sedmy den byla
pevnost aproximmi anastomoézy 2439 torii, pevnost standardni anastomozy
218t23 torh (p = 0,118). Ve vzorcich z oblasti anastomozygyhi i sedmy den
po operaci prokazan signifikantni vzestup enzyrkéti@ktivity proenzymu
Zelatinazy MMP-9 ve srovnani s neoperovanyibevam (p=0,01 resp. p=0,03).
Rozdily v aktivie MMP2 MMP9 a jejich proenzytn mezi standardni a
aproxim&ni anastomoézou nebyly signifikantni. Oba typy amasizy byly v
ostatnich hodnocenych parametrech srovnateloZdlily nedosahly pozadované
hladiny statistické vyznamnosti.

Zavér: Aproximani stevni anastomoéza byla v experimentalnim modelsow
vyhodrgjSi alternativou ke standardni anastomézéi, pachovani stejnych
parameth pevnosti, aktivity kolagenolytickych enzyim vyskytu adhezi a
pooperé&niho klinického pilibéhu. Aproxima&ni anastoméza by mohla byt
vhodnou alternativou pro obnoveni integrityesa u novorozernc o nizké az
extrémmé nizké porodni hmotnosti a jednim z faktqero prevenci syndromu

kratkého steva u pacierits rozsahlou NEC.
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9. Teze v anglickém jazyce

Method of approximative intestinal anastomosis ingerimental model

Background: Operation in low birth weight infant presents axtr&ordinary
challenge. These most fragile patients have coratie limited reserves of
energy, immunologic reactivity, circulation, andspeatory regulation. In the
situation of extreme immaturity, any additional lplem carries a great risk.
Necrotising enterocolitis (NEC) is a devastatingipbication for these babies. The
optimal treatment for NEC remains controversiale Burgical tactics should be
devised so that it carries a minimal risk of re@pen, a minimal surgical stress
and ensures maximum intestine sparing.

Aim: A technique of approximative anastomosis in wiiakegrity and continuity
of bowel is achieved with limited number of intgsted seromuscular stitches was
evaluated in experimental study.

Material and methods: Small bowel anastomosis were performed in twenty t
rats (Wistar, male) with weight range 194-256g. aaproximative anastomosis in
the ileum of twelve rats was performed with fiveaseuscular-interrupted sutures
only; in the second study group anastomosis wafmeed with conventional
technique of interrupted sutures. The rats equediyn each group were killed and
analyzed on day | and on day 7 after surgery. dgproximative anastomosis was
evaluated concerning operating time, anastomotadinge anastomotic strength,
and changes in gelatinase activity in comparisotiié conventional anastomosis.
Test of bursting pressure was performed to meageeanastomotic strength.
Tissue samples containing the suture line andrabsamples from nonoperated
sites were analyzed by quantitative gelatin zymplgya Statistics was calculated
with ANOVA test.

Results All anastomosis in both group healed well withalistruction. The

median operating time needed for approximative tanassis was shorter (16 +
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7,1 min versus 23,6 £ 6,2 min, p=0,016). The gjtlenof approximative
anastomosis after 1 day was#35 torr; strength of standard anastomosis was
55+42 torr (p =1). The strength of approximative anastomosis afteaysdvas
249+39 torr; strength of standard anastomosis wast23&orr (p = 0,118).
Changes in gelatinase activity of MMP2 and MMP8zyemes and their proform
did not differ significantly between both typesasfastomosis. Activity of MMP2
and proform of MMP9 in anastomotic area in botheg/pof anastomosis
significantly increase in comparison with activitysamples of nonoperated bowel
(p=0,01 resp 0,03). There were no significant déifees in the others evaluated
parameters between two study groups.

Conclusion: In the animal model presented, the approximathasemosis shows
time saving alternative to standard anastomosif) Wie same parameters of
anastomotic healing, anastomotic strength, chamgegelatinase activity, and

adhesions.
Key words: aproximative anastomosis — gelatinize activity atnm

metaloproteinases — MMP2- MMP9- conventional amasgis — anastomotic

strength — multifocal necrotizing enterocolitis
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10. Seznam pouzitych zkratek

ASA aproximaéni stirevni anastomoza

DIC diseminovand intravaskularni koagulace

GIT gastrointestinalni trakt

IC ileocékalni

MMPs matrixové metaloproteinazy

nCPAP nasal continuous positive airway pressure

NNPH novorozenec s nizkou porodni hmotnosti (< 25009)
NVNPH novorozenec s velmi nizkou porodni hmotnosti (< 18@)
NENPH novorozenec s extrém&énizkou porodni hmotnosti (< 1000g)
NEC novorozenecka nekrotizujici enterokolitida

SA strevni anastomoza

SBS syndrom kréatkého steva (short bowel syndrom)

SDS sodium dodecyl sulfate

SDS PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelektoforéza
TPV totalni parenteralni vyZiva

UPv umeéla plicni ventilace
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