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Abstrakt

Primarnim cilem projektu bylo zhodnotit efektivitu minimalné invazivnich technik
(transanalni minimaln¢ invazivni chirurgicky piistup — TAMIS a endoskopicky uzavér)
osetfeni dehiscence stfevni anastomézy na experimentalnim modelu. Sekundarnim cilem
bylo zhodnotit 2 nové metody (mikrodialyza, konfokalni laserovd endomikroskopie — CLE)

pooperacni monitorace kolorektalni anastomozy.

V prvni fazi projektu byl vytvoien model dehiscentni kolorektalni anastomozy na velkém
laboratornim zvifeti. Nasledn¢ byly v randomizované studii srovnany vyse uvedené techniky
osetfeni dehiscence s pfimou chirurgickou suturou a standardnim oSetfenim v podobé
laparotomie s rozpojenim anastomoézy a vyvedenim stomie. Celkem se tedy jednalo o 4

interven¢ni skupiny a skupinu kontrolni, ve které byla dehiscence ponechana bez 1écby.

V ramci sekundérniho cile byl vytvofen model kolorektalni anastomdzy s moznosti vyvolani
ischemie. Na tomto modelu byla nasledn¢ zhodnocena ucinnost monitorace zmén v
anastomo6ze pomoci mikrodializa¢nich ¢idel umisténych intramurdlné a na serdze stieva a

pomoci endomikroskopie provadéné v pravidelnych intervalech.

V experimentalni randomizované studii bylo prokazano, ze transandlni oSetfeni dehiscence
pomoci TAMIS a endoskopického uzavéru jsou technicky proveditelné a zarucuji vysokou
Sanci na zhojeni. Obé techniky pfispély k signifikantni redukci vyskytu nitrobiiSnich
infekénich komplikaci. Na experimentalnim modelu umoZiujicim monitorovat perfuzi
stfevni anastomoézy bylo prokézano, Ze mikrodialyza a endomikroskopie jsou schopné rychle
zachytit hypoperfuzi v misté kolorektalni anastomoézy a tim ¢asné rozpoznat mozné poruchy
hojeni vedouci k dehiscenci. Na zéklad¢ vysledki projektu byl rovnéz vytvoten lécebny

postup zvysujici Sanci na zachranu dehiscentni anastomoézy.

Klicova slova: stfevni anastomoza, dehiscence, monitorace, oSetfeni, model, zvife,

experiment



ABSTRACT

The primary aim of the project was to assess two different minimally invasive techniques
(Transanal minimally invasive surgical approach — TAMIS and endoscopic closure) in the
treatment of colorectal anastomosis dehiscence on an experimental model. The secondary
aim was to evaluate microdialysis (MD), and confocal laser endomicroscopy (CLE) as novel

methods potentially suitable for postoperative monitoring of colo-rectal anastomosis.

In the first step, large animal model of dehiscent colo-rectal anastomosis was developed.
Two novel techniques of dehiscence closure were then compared with conventional surgical
repair and laparotomy with anastomotic diversion. Thus 4 intervention groups and one
untreated control group were included. Transanal repair using TAMIS and endoscopic
closure were technically feasible with high healing rate. Both techniques reduced the

incidence of intra-abdominal septic complications compared to control.

With regards to secondary aim, colorectal anastomosis was monitored using MD and CLE
before and after the induction of ischaemia. Moreover, intramural and serosal positioning of
MD sensors were compared. Both methods revealed hypoperfusion of anastomosis promptly

and were proven as suitable for early detection of impaired healing.

Based on the results of this project, a novel algorithm for management of anastomotic
dehiscence was proposed with the aim to increase chance of anastomotic salvage and thus

decrease the risk of permanent stoma.

Keywords: anastomosis, anastomotic leak, assessment, treatment, model, animal,

experiment
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1. Uvod

Tématem mé disertacni prace je problematika zabyvajici se zdvaznou komplikaci hojeni
sttevni anastomoézy tzv. anastomotickym leakem (AL). Zv1asté ohrozenou je kolorektalni
anastomoéza po nizké resekci rekta (Mark H. et. al., 2015). AL je spojen se zvySenou
morbiditou, mortalitou, zhorSenim onkologickych vysledkl, zvySenim naklada na 1écbu a
v neposledni fad¢ snizenou kvalitou zZivota (Volk A. et. al., 2011, Thornton M. et. al., 2011,
Frye J. et. al., 2009). Je znama celd fada rizikovych faktord AL, znichz nékteré jsou
preventabilni. Doslo k pokroku v perioperacni péci, rozvoji novych chirurgickych technik a
k dispozici jsou vyspélejsi generace staplerii. Pfesto nékteré anastomozy i v dnesni dobé
selzou (Kojanka T. et. al., 2013, Yang S. et. al., 2020). Soucasné diagnostické metody nejsou
obvykle schopné odhalit AL ptfed plnym rozvinutim klinickych symptomu. Nékteré AL
mohou byt navic klinicky némé. PrestoZe pozdné¢ diagnostikovany AL nevyzaduje urgentni
chirurgické feSeni, miize vést k dlouhodobym komplikacim, vyraznému zhorSeni kvality
zivota nebo potiebé trvalé stomie (Bryant CL. et. al., 2012). Na druhou stranu klinicky
vyznamny AL zachyceny pozd¢, tedy v dobé€ pln€ rozvinuté zanétlivé odpovédi s obéhovou
nestabilitou, vyZzaduje urgentni feSeni, kterym je ve vét$ing ptipadl reoperace s laparotomii,
rozpojenim anastomozy a vyvedenim termindlni kolostomie (Phitayakorn R. et. al., 2008).
Pozdni management AL je spojen s vysokou morbiditou, mortalitou a u vice nez poloviny
pacientd je stomie trvala (Nesbakken A. et. al.,, 2001). V soucasné dobé je AL
diagnostikovan obvykle mezi 5.—8. pooperacnim dnem (Yang S. Y. et. al., 2020). Bez ohledu
na celkovy stav pacienta je pfi vyznamném AL dehiscentni ¢ast anastomozy jiZ retrahovana.
Zachrana anastomoézy je mozna jen v omezeném poctu piipadl (Krarup P. M. et. al., 2014).
Cilem proaktivni monitorace a v€asné diagnostiky AL je umoZznit rychlou, pokud mozno
minimalné invazivni kontrolu zdroje sepse s ponechanim dehiscentni anastomozy in situ a
nasledné se ihned pokusit o uzavér defektu.

V posledni dobé& doslo k rozvoji fady technik, jako naptiklad NOTES (Natural Orifice
Transluminal Endoscopic Surgery) nebo TAMIS (Transanal Minimally Invasive Surgery),
které je mozné potencialné pouzit k Casnému transanalnimu oSetteni dehiscence kolorektalni
anastomozy (Atallah S. et. al., 2010). V klinické praxi vSak zatim tyto metody nejsou v této
indikaci rutinné vyuzivany.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze otdzka Casné diagnostiky a zpisobu oSetfeni dehiscence
nejsou v klinické praxi zcela dofeSené. Hledani feSeni téchto otazek nardzi v klinické praxi
na technické a etické piekazky. Experimentdlni model na druhé strané nabizi
standardizované podminky vhodné nejen k hodnoceni novych technik, ale i k jejich nacviku.
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Tato disertacni prace je rozdélena na Cast teoretickou a experimentalni. V prvni, teoretické
¢asti jsou shrnuty soucasné poznatky o rizikovych faktorech, moznostech prevence a
diagnostiky AL. Zahrnuty jsou metody v praxi bézné, ale 1 metody experimentalni, které na
Sirsi vyuziti teprve cekaji.

V experimentalni ¢asti jsou prezentovany vysledky dvou studii. Prvni z nich se zabyva
monitoraci stfevni anastomézy pomoci dvou novych metod hodnoceni perfuze —
mikrodialyza a endomikroskopie. Druha studie srovnava rtizné techniky oSetfeni dehiscentni
anastom6zy. Ani jedna ztéchto studii neni z mnoha divodi technicky proveditelna
v huménni medicing, proto byly pro ucely projektu vyuzity modely na velkém laboratornim
zviteti. Z divodu ¢lovéku podobné anatomie organti dutiny bfiSni bylo zvoleno prase
domaci. Pouziti velkého zvifete navic umoznuje provadét flexibilni endoskopii a
laparoskopické nebo transanélni intervence se stejnym chirurgickym vybavenim, jaké se
pouziva u lidi, coz zarucuje urCitou miru pfenositelnosti vysledkii. Mald zvifata (mys,
potkan) postradaji anatomickou a fyziologickou podobnost slidmi. Rovnéz by
neumoziovala hodnoceni technik provadénych standardnimi chirurgickymi nastroji. Velka
zvitata (pes, ovce, opice) jsou moznd vhodnéjsi z hlediska anatomie, ale jejich pouziti je

vyrazn¢ nakladnéjsi.



2. Teoreticka Cast

2.1. Anastomoticky leak — epidemiologie a definice

AL pfedstavuje potencidlné Zivot ohrozujici onemocnéni s uddvanou mortalitou az 35 %
(Frye J. et. al., 2009, Fraccalvieri D. et. al., 2012). Je také spojen se zvySenou morbiditou,
delsi hospitalizaci, zvySenim ndkladt na 1écbu a v neposledni fad€ horSim onkologickym
vysledkem a nizsi kvalitou Zivota (Marinatau A. et. al., 2014). Incidence AL je uddvana
v rozpéti od 1,8-20 % (Gessler B. et. al., 2017). Pfi¢inou takto Sirokého intervalu mize byt
nejednotnost v samotné definici AL. Vroce 2001 popsali Bruce a kol. ve svém
systematickém piehledu, ktery zahrnoval 97 studii, existenci 56 riznych definic AL (Bruce
J. et. al., 2001). Jednotlivé definice se opiraly zejména o klinické symptomy, radiologické
popisy a operacni ndlezy. Pro snaz§i porovnani vysledkd definovala International Study
Group of Rectal Cancer v roce 2010 AL jako ,,defekt stfevni stény v misté anastomozy, ktery
vede ke komunikaci mezi intraluminalnim a extralumindlnim prostorem® (Rahbari N. N. et.
al., 2010). Pro klinickou praxi je vSak tato definice jen malo pfinosnd. Pro praxi se osvédcila
klasifikace, na zdklad€ které miize byt stanoven postup oSetfeni dehiscence. Piikladem je
rozdélni na AL typu ,,A* — klinicky némy, nevyZzaduje zadnou terapii. Typ ,,B“ — vyzadujici
intervenci, ale bez nutnosti reoperace a typ ,,C*“ — klinicky vyznamny, vyzadujici operaci
(relaparotomii) (Rahbari N. N. et. al., 2010). Jinou v praxi snadno pouZzitelnou klasifikaci
predstavuje rozdéleni AL na zdklad€ stupné Clavien-Dindo na ,,MALOU®, odpovida
klasifikaci Clavien-Dindo I-1I1, a,, VELKOU* Clavien-Dindo III-IV (Dindo D. et. al., 2004).
Mala dehiscence nevyzaduje reoperaci a jeji management zahrnuje pouze medikament6zni
terapii. Velka dehiscence se obvykle manifestuje klinickymi projevy, jako napiiklad
nitrobfisni ¢i panevni absces nebo rozvoj difuzni peritonitidy doprovazeny sepsi a obéhovou

nestabilitou.

2.2. Rizikové faktory

Relativné malo toho vime o vlastni patofyziologii vzniku AL. ZajiSténi adekvatniho
prokrveni v oblasti obou konct stfevni anastomdzy a anastomdza konstruovana bez napéti
predstavuji esencialni a vSeobecné uznavané principy, které je nutné pro UspéSné zhojeni
sttevni anastomozy dodrzet. I tak vSak ne€které anastomdzy selzou. Pri¢ina je pravdépodobné
multifaktoridlni. Ve snaze minimalizovat vznik AL se fada autorti zaméfila na identifikaci
rizikovych faktori AL a jejich prevenci. Rizika mohou byt jednak na strané samotného
pacienta a jeho diagndzy, nebo vychézeji z povahy chirurgického vykonu. Vysledky studii

hodnoticich jednotlivé faktory se 1i8i, a doporuceni tak byvaji casto kontroverzni.



2.2.1. Rizikové faktory — souvisejici s pacientem

2.2.1.1.  Pohlavi
Muzské pohlavi jako rizikovy faktor prokézalo hned n¢kolik studii. V souboru 312 pacientt

po laparoskopické resekci rekta bylo riziko AL 13x vy$s$i u muzl oproti zenam (Kim S. H.
et. al., 2008). Ke stejnému zaveru dospéli 1 autoii dalSich prospektivnich studii (Tanaka K.
et. al., 2017). Potvrdila to i metaanalyza 23 studii (vice nez 110 000 pacientl) z roku 2014
(Pommegard H. C. et. al., 2014). Pticinou vyssiho rizika vzniku AL u muzského pohlavi

mohou byt odlisné anatomické poméry, kdy v uzs§i muzské panvi se zda byt preparace a

vvvvvv

2.2.1.2. ASA status

Hodnoceni pfidruzenych chorob a zhodnoceni celkové zdatnosti pacienta pfed operaci
v celkové anestezii patii dnes jiz k rutinni soucésti pfedoperacniho vysetieni. K tomu se
v praxi nejéastéji pouziva skérovaci systém ASA (American Society of Anestheziologist),
ktery vyjadfuje miru komorbidit chirurgického pacienta. Klasifikaci ASA 1 odpovida
normalni zdravy pacient a ASA VI je pacient s prokdzanou smrti mozku, ktery podstupuje
odbér organti urcenych k transplantaci. U akutnich vykont je doplnéno jesté pismeno ,,E*
(emergency) (ASA Physical Status Classification System, www.asahg.org, 2020). N¢kolik
studii shodné prokézalo, ze stupent ASA III a vic pfedstavuje nezavisly rizikovy faktor AL
(Bakker I. S. et. al., 2014, Arron M. N. et. al., 2021, Parthasarathy M. et. al., 2017). Naopak
McDermott a kol. ve svém systematickém review poukazuji na to, Ze pouze 2 ze 14 studii
vyhodnotily ASA jako rizikovy faktor (McDermott D. et. al., 2015). Obecné lze ocekavat
vy$§i riziko komplikaci u pacientll s vy$§im stupném ASA, vysledky studii zaméfenych

specificky na AL vSak v tomto ohledu nejsou jednotné.

2.2.1.3. Abuzus — cigarety/alkohol

Cela tfada studii prokazala negativni vliv koufeni a konzumace alkoholu na pooperacni
komplikace (Bertelsen C. et. al., 2010, lannash O. et. al., 2015, Sorensen L. T. et. al., 1999).
Vysoké riziko AL u kufdka prokazali také Kwak H. D. a kol., ktefi uvadéji, ze nikotin
zpiisobuje vasokonstrikci. Ta spolu s mikrotromby a ptimym vlivem oxidu uhelnatého vede
k hypoxii tkani a zhorSeni cirkulace v okoli anastom6zy (Kwak H. D. et. al., 2017). Jiz v roce
1999 prokazali Sorensen L. T. a kol. pomoci multivariantni regresni analyzy, Ze pacienti
s nadmérnym piijmem alkoholu maji vyssi riziko AL (RR 7,18) oproti skupin€ abstinujicich

pacientt (Sorensen L. T. et. al., 1999).


http://www.asahq/

2.2.14. Vék

Existuje hypotéza, ze vyssi vék piimo souvisi s vyssim vyskytem komplikaci, a tedy i
s vyssim rizikem vyskytu AL. Jung S. H. a kol. ve sv¢é studii prokazali, Ze v€k nad 60 let by
mél byt povazovan za rizikovy pro vyssi vyskyt incidence AL (Jung S. H. et. al., 2008). Ke
stejnému zaveéru dosli i autofi nékterych starsich studii (Darmhuis R. A. et. al., 1996, Edna
T. H. et. al., 1998). Na druhé strané systematicky ptehled z roku 2014 uvadi, ze pouze 2 z 19
studii, které hodnotily rizikové faktory AL u pacientii po kolorektalnich vykonech, shledaly
vyssi vék za rizikovy (Pommegard H. C. et. al., 2014). Vysledky lze interpretovat tak, ze u
pacientli s dobrou kardiorespiracni kapacitou neni vyssi vék sam o sob¢ kontraindikaci

k provedeni primdrni anastomozy.

2.2.1.5. Kortikosteroidy

Hodnocen byl také vliv kortikosteroidli na hojeni anastomo6zy. Tim, ze tlumi imunitni reakci
organismu, jsou spojovany se zhorSenym hojenim ran vcetné téch pooperacnich.
Systematicky piehled prokazal na souboru vice nez 9500 pacientll zvySené riziko AL u
pacienti uzivajicich dlouhodob¢ kortikosteroidy oproti skupiné bez nich — 6,77 % vs. 3,26
% (Eriksen T. F. et. al., 2014). Dalsi 3 studie taktéZ shodné prokazaly souvislost s uzivanim
kortikosteroidi a vy$§im rizikem AL (Golub R. et. al., 1997, Konishi T. et. al., 2006, Slieker
J. C.et. al., 2012).

Vzhledem k t€émto vysledklim by méla byt u imunosuprimovanych pacientti vzdy zvazena

primarni derivace a nebo konstrukce protektivni stomie.

2.2.1.6. Malnutrice

PodvyZiva je spojovana se zhorSenym hojenim, zvySenym vyskytem infek&nich komplikaci,
zvySenou pooperacni morbiditou 1 mortalitou, prodlouzenou hospitalizaci a zvySenymi
naklady na 1é¢bu (Beattie A. H. et. al., 2000, Mourao F. et. al., 2004). Udavana prevalence
malnutrice u pacientil pred gastrointestinalni operaci se pohybuje mezi 30-50 % (Schiesser
M. et. al., 2009). Hennessey D. B. a kol. prokézali, Ze hypalbuminemie v hodnotéch pod 35
g/l byla spojena se signifikantn€ vy$sim rizikem vzniku AL a dalSich septickych komplikaci

(Hennessey D. B. et. al., 2010).

Nutri¢ni podpora spolecné se zvySenou fyzickou aktivitou a prevenci anxioznich stavi (tzv.
trimodalni prehabilitace) je v souCasné dobé povazovana za nejucinnéjSi v prevenci
pooperacnich komplikaci (Minnella E. M. et. al., 2017). U pacientd, ktefi nejsou schopni
naptiklad z diivodu obstrukce dosahnout dostatecného kalorického ptfijmu ordlné¢ nebo

enteralné, je indikovéana totalni parenteralni, pfipadné¢ modifikovand periferni parentralni
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vyziva. Jeji efekt ovérili v prospektivni randomizované studii Bozzetti F. a kol. Autofi
prokdzali, ze malnutri¢ni pacienti, ktefi obdrzeli totalni parenterdlni vyzivu (TPN) 10 dni
pied operaci a pokracovali i v pooperacnim obdobi, méli o 1/3 nizsi procento komplikaci
oproti kontrolni skupiné se standardni piedoperacni ptipravou (Bozzetti F. et. al., 2000).

Tyto vysledky podporuji i dalsi studie (Liu M. Y. et. al., 2015).

Vzhledem k témto vysledkiim je u vSech pacienti pfed elektivnim stfevnim vykonem
doporuc¢eno provést nutricni screening a u malnutri¢nich pacientli ihned zahdjit nutri¢ni
(enteralni nebo parenteralni) ptipravu (ERAS guidelines, ESPEN guidelines), a to 1 za cenu
odlozeni resekéniho vykonu pro karcinom. U pacientt, u kterych neni dosazeno

optimalizace, by m¢l byt zvazen derivacni vykon.

2.2.1.7. Body Mass Index - BMI

Obezita je spojena s rizikem technickych obtizi pfi operaci, vyskytem komorbidit ¢i obtizné
pooperacni rehabilitace. Vysledky studii hodnoticich vztah mezi BMI a vyskytem AL jsou
vSak nejednotné. V jiz zminovaném systematickém piehledu z roku 2014 pouze jedna studie
prokézala vztah mezi vysokym BMI a zvySenym rizikem AL (Pommegard H. C. et al,,
2014). Kvalita této studie byla navic hodnocena jako velmi nizkd (Yamamoto S. et. al.,
2012). Ke stejnému zaveru dospéli i MidKela a kol., kteti neshledali rozdil v hodnotdch BMI
mezi pacienty s AL a bez AL. Ve své studii uvadgji sttedni hodnotu BMI 28+4 kg/m? ve
skuping s AL a 27+5 kg/m? ve skupiné bez AL (Mikeld J. T. et. al., 2003). Vysoké BMI jako
rizikovy faktor byl naopak identifikovan v nékterych retrospektivnich studiich (Volk A. et.
al., 2011, Senagore A. J. et. al., 2003). Také dalsi studie prokéazaly, Ze hodnota BMI nad 30
kg/m? je nezavisly faktor AL (Akioshi T. et. al., 2011, Frasson M. et. al., 2015).

v

Jako presnéjsi indikator se ukdzalo byt méfeni objemu viscerdlniho tuku na CT vySetfeni.
Metaanalyza 4 studii, které hodnotily vysledky po laparoskopické kolorektalni operaci ve
vztahu k objemu viscerdlniho tuku na ptedopera¢nim CT, uvadi, ze viscerdlni obezita
prokézana na CT je spojena s vyS§im procentem AL a také delSim opera¢nim ¢asem, vySSim

procentem konverzi a vys§i morbiditou (Yang T. et. al., 2015).

2.2.1.8. Nesteroidni antirevmatika

Nesteroidni antirevmatika (NSAID) jsou léky hojn€ pouZzivané k tlumeni pooperacni bolesti.

Kontroverzni zavéry jsou publikovany pii hodnoceni jejich vztahu s vyskytem AL.
Metanalyza zroku 2013 hodnotici 480 pacientl, kteti podstoupili kolorektalni resekei,
neprokazala souvislost mezi perioperaénim uzitim NSAID a vysSim vyskytem AL (Burton

T. P. et. al., 2013). Naproti tomu jind metaanalyza z roku 2016 se souborem 2000 pacientl
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prokézala vyssi miru AL u pacientl uzivajicich NSAID (6,9 %) ve srovnéni s pacienty bez

nich (5,0 %) (Smith S. A. et. al., 2016).

2.2.1.9. Stfevni mikrobiom

V poslednich letech se pozornost zaméfila na zkoumani vlivu stifevniho mikrobiomu na
hojeni anastomozy. To prochdzi 3 fazemi — zanét, proliferace a fazi remodelacni. Je
prokazano, ze nejvice je anastomdza ohrozena v pribehu zanétlivé faze v disledku plsobeni
proteolytickych kolagendz. Béhem 48 hodin ztraci anastoméza svoji pevnost az o 70 %.
Svou pevnost nasledné ziskava zpatky v prubéhu faze remodelace (Thornton F. J. et. al.,
1997, Thompson S. K. et. al., 2006). Zejména pritomnost kolagenolytickych bakterii ma
zifejmé souvislost se zvySenym rizikem vzniku AL. Byla nalezena souvislost mezi kmeny
Pseudomonas aeruginosa, Enterococus Faecalis a kmeny Lachnospiracae a Bacteroidacae
(Alverdy J. C. et. al., 2021, Jacobson R. A. et. al., 2020, Shogan B. D. et. al., 2015). ZvySené
mnozstvi kolagenolytickych bakterii mize nastat v disledku naruSeni normalni stfevni
mikroflory napf. nevhodnou stravou bohatou na tuky a nizky obsah vlakniny.
V experimentalni studii na mySim modelu stfevni anastomozy byla prokazana vyssi
incidence vyznamného AL ve skupin€ mys$i krmenych zapadni dietou 6 tydnl pied operaci
—(10 % vs. 50 %). Jesté pozoruhodnéjsi bylo, Ze nevhodné sloZeni stievni mikroflory se
podarilo zvratit podavanim standardni mysi stravy pouze 2 dny pted samotnou operaci
radioterapie, antibiotickd terapie a nemocni¢ni prostiedi (O’Toole P. W. et. al., 2020).
Z dostupnych studii lze fici, Ze pfi podmince technicky spravné provedené stievni
anastomoézy je k vyvolani AL nezbytnd ptitomnost kolagenolytickych bakterii, ale jako
samotné k vyvolani AL patrné nestaci (van Praagh J. B. et. al., 2020, Jacobson R. A. et. al.,
2019).

2.2.1.10. Radioterapie

Cilem neoadjuvantni radioterapie je dosazeni downstagingu (v podob& zmenseni objemu
nadorové masy) a sniZeni rizika lokélni recidivy. Je vSak znamo, ze vlivem radioterapie na
oblast panve dochazi ke vzniku zanétlivych zmén a nésledné fibrozy. Tyto znalosti obecné
podporuji myslenku zhor$eného hojeni po chirurgickém vykonu. Rada studii hodnotila vliv
pfedoperacni radioterapie na riziko vzniku AL. Vysledky jsou nejednotné. Né&které studie
prokazaly signifikantni vliv radioterapie na frekvenci vyskytu AL (Park J. S. et. al., 2013,
Matthiessen P. et. al., 2004, Lee W. S. et. al., 2008). Jiné tuto souvislost nenasly (Nisar P. J.
et. al., 2012, Garlipo B. et. al., 2010).
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Prospektivni multicentrickd randomizovana studie (1350 pacientd s karcinomem rekta)
publikovand v roce 2009 v Lancet srovnala vliv pfedoperacni radioterapie (short-course 5x5
Gy) oproti selektivni pooperacni chemoradioterapii (45 Gy + 5-FU). V hodnoceném souboru
nebylo prokazano vyssi riziko AL u skupiny, ktera obdrzela predoperacni kratky kurz

radioterapie (Sebag-Montefiore D. et. al., 2009).

Naopak Park J. S. a kol. ve své retrospektivni studii u pacientt, ktefi podstoupili
laparoskopickou resekci rekta, vyhodnotili neoadjuvantni chemoradioterapii (long course)
jako signifikantni rizikovy faktor AL (Park J. S. et. al., 2013). Vzhledem ke kontroverznim
zavérim studii a pfipadné potiebé adjuvantni 1écby u pacientd, ktefi podstoupili
predoperacni radioterapii pro lokalné¢ pokroc€ily tumor, je ve snaze minimalizovat dopady

eventualniho AL obvykle zvaZzovano vyvedeni protektivni stomie.

2.2.1.11. Velikost nadoru

Vysledky studii hodnoticich velikost nddoru jako rizikovy faktor AL nejsou jednoznacné.
Nékteré prace ukazuji, ze naddor vEtsi nez 3—5 cm predstavuje vyssi riziko AL (Kawada K.
et. al.,, 2014, Qu H. et. al., 2015). Na druhé strané metaanalyza 8 studii (18 084 pacienti)
tuto souvislost neprokazala — OR 0.86 (95% CI: 0,67—1,10) (Pommegard H. C. et. al., 2014).

2.2.2. Rizikové faktory — souvisejici s operaci

2.2.2.1.  Vyska anastomézy

Uroveti uloZeni anastomozy se ukazala jako jeden z hlavnich rizikovych faktorti AL. Vétsina
studii udava jako rizikovou anastomoézu takovou, kterd je <5 cm od analniho okraje (Park J.

S. et. al., 2013).

Ve studii hodnotici 156 pacientll po nizké pfedni resekci bez pojistné ileostomie byl
prokdzan desetindsobné vyssi vyskyt AL, pokud byla anastomoéza konstruovéna ve
vzdalenosti do 5 cm od anu (Choi D. H. et. al., 2010). Tyto zavéry potvrdila 1 metaanalyza
zroku 2014. Tfinact zdevatenacti studii vyhodnotilo kolorektalni anastomoézu jako
rizikovou. Sest z téchto studii zahrnovalo pouze pacienty po nizké resekci. Vyskyt AL byl u
anastomoz do 5 cm vyssi (11,6 = 5,6 %) nez u anastomdz ulozenych vyse na rektu (9,2 + 4,5

%). Rozdil mezi skupinami byl signifikantni (Pommegard H. C. et. al., 2014).

2.2.2.2. Technika konstrukce anastomozy

Ptichod staplerii dramaticky zménil moznosti operacni techniky a umoznil prudky nértst

sfinkter zachovnych vykont pii operacich na rektu. Nasazeni stapleru hluboko v panvi, tak
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jak je tomu napftiklad pii nizké resekci rekta, je vSak technicky obtizné a vyzaduje znacnou

zrucnost.

Nekteré studie hodnotily vliv techniky provedeni staplerové anastomozy na frekvenci AL.
Systematicky piehled z roku 2016 uvadi jako rizikovy faktor pocet pouzitych naboji pro
transsekci rekta (Kawada K., 2016). Pouziti >3 naboji identifikovaly jako rizikové i dalsi
retrospektivni studie (Park J. S. et. al., 2013). Pocet odpalenych staplert pii transsekci rekta
hodnotila i multicentricka studie RALAR. Autofi uvadéji, ze doslo ke zvyseni vyskytu AL
(z 8 % na 12,3 %), pokud byl k transsekci pouzit vice nez jeden stapler (Degiuli M. et. al.,
2022).

Okraje transekéni staplerové linie ponechané mimo zabér cirkularniho stapleru (tzv. ,,dog
ears®) jsou rovn¢z nékterymi autory povazovany za rizikové (Asao T. et. al., 2002).
V experimentu na zvifecim modelu Roumen a kol. prokazali, Ze tyto okraje ptedstavuji
oslabené misto anastomdzy. Pfi tlakové zkouSce odolaly anastomdzy bez ,,dog ears* vysS§im
tlakiim (Roumen R. M. et. al., 2000). Nekteré prace proto doporucuji rizné techniky, kterymi
je mozné tyto okraje vyrazné zkratit nebo kompletné eliminovat (Crafe F. et. al., 2015, Asao

T. et. al., 2002).

2.2.2.3.  Krevni ztrata a délka operace

Neobvykle vysoka krevni ztrata a nutnost podani krevnich derivati béhem operace jsou
spojeny s vysSim rizikem anastomotickych komplikaci (Mékeld J. T. et. al., 2022). Leichte S.
W. akol. prokézali pomoci multivariantni analyzy souboru vice nez 6000 pacienti, Ze krevni
ztrata nad 100 ml predstavuje nezavisly rizikovy faktor vzniku AL (Leichte S. W. et. al,,
2012). Za rizikovou je povaZovana i neobvyklad délka operace (McDermot D. et. al., 2015).
Studie zahrnujici 391 pacientti podstupujicich elektivni kolorektalni operaci prokazala

petinasobné vyssi riziko AL, pokud vykon trval déle nez 4 hodiny (Konishi T. et. al., 2006).

2.2.2.4.  Akutni operace

Vyssi vyskyt AL byl pozorovan v pfipadech, kdy byla priméarni anastoméza konstruovana
v prib¢hu akutniho vykonu (Choi H. K. et. al., 2006). Vysledky po urgentni operaci pro
obstrukéni nebo perforacni ndhlou pifihodu bfiSni u pacientd s primarni diagnézou
kolorektalniho karcinomu hodnotili ve své studii Biondo a kol. Autofti prokazali vyssi vyskyt
AL ve srovnani s elektivni operaci. Vyssi vyskyt AL byl pozorovan i v ptipadech, kdy
anastomoézu provedl vSeobecny chirurg (20,3 %) ve srovnani s ptipady, kdy byla spojka
konstruovana kolorektalnim specialistou (10,3 %). Vyssi frekvence AL byla také

pozorovana u obstrukei (17,6 %) ve srovnani s perforacemi 7,6 % (Biondo S. et. al., 2019).
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Jednotlivé rizikové faktory shrnuje Tab. €. 1.

Tab. ¢. 1 Rizikové faktory AL

neovlivnitelné vék akutni vykon
pohlavi lokalizace nadoru
ASA vySka anastomozy
imunosuprese
DM
predchozi RT

ovlivnitelné nutricni stav operacni technika
anémie délka operace
abuzus Kkrevni ztrata
stfevni priprava podani transfuze

2.3. Anastomoticky leak — prevence
Vyznamna ¢ast vyzkumu zabyvajiciho se problematikou AL je v soucasné dob& zamétena
na jeho prevenci. Klicova je v tomto ohledu identifikace ovlivnitelnych rizikovych faktort

a jejich nasledna eliminace v ramci ptfedoperacni ptipravy.

Dals8i moznosti, jak 1ze pravdépodobné snizit riziko AL, je hodnoceni resekénich okrajii a

anastomozy b&hem operace.

Validni udaje lze ziskat i vyuzitim skorovacich systémi, které mohou do urcité miry
predikovat vznik AL. Odhad rizik mize ovlivnit rozhodovani o konstrukci primarni

anastomozy nebo protektivni stomie.

2.3.1. Predoperacni optimalizace — prehabilitace

Ptedoperacni obdobi poskytuje jedine¢ny prostor pro optimalizaci stavu pacienta a piipravu
na fyzicky i psychicky stres. Nékteré studie uvadeji, Zze pravé v tomto obdobi jsou pacienti
velmi spolupracujici a motivovani podstoupit program, ktery miize zlepSit pooperacni
vysledky (Bausys A. et. al., 2022). V prubéhu poslednich dvaceti let se ukazalo, Ze
multimodélni pfistup v podobé implementace prehabilitacniho balicku je u¢innéjsi nez
postupné zavadéni jednotlivych opatieni, kterd sama o sobé¢ statisticky hodnotitelny piinos

nemaji (Carli F. et. al., 2015). Balicek obvykle obsahuje nutri¢ni podporu (ptredev§im u
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malnutri¢nich pacientd, ale i nemocnych s negativnim nutriénim screeningem), upravu
medikace (korekce diabetu, redukce imunosupresiv, pokud je to mozné, atd.), omezeni
konzumace alkoholu ¢i kouieni a zlepSeni psychického stavu pacienta (redukce tzkosti,
1écba deprese atd.). Doporucovana je rovnéz pravidelna aerobni fyzickd zatéz a pravidelné
posilovani, které spolu s vy$§im piijmem bilkovin mohou redukovat vyskyt pooperacnich

komplikaci a zkratit rekonvalescenci (Bausys A. et. al., 2022).

Do balicku patii rovnéz korekce anemie (pfitomna u vice nez Ctvrtiny nemocnych pied
elektivni kolorektalni operaci), se kterou je tieba zacit takika ihned po stanoveni diagnozy
(Baron D. et. al., 2014). Nizka hladina hemoglobinu byla v nékterych retrospektivnich
studiich asociovana s vys$im vyskytem AL (Hayden D. M. et. al., 2015). Oralni substituce
zeleza je levnd a snadno proveditelnd, muze byt vSak Spatné tolerovana u pacientil
s onemocnénim stfev. VyZaduje navic minimaln€ 68 tydnd, coZ u pacientl s malignitou
neni idealni. Nitrozilni podéani je uc¢innéjsi predevsim u stiedni nebo tézké anemie (Muiioz

M. et. al., 2018).

2.3.2. Ortogradni stievni priprava

Opakované byl hodnocen vliv mechanické stievni ptipravy na cetnost vyskytu infek¢nich
komplikaci po kolorektalni operaci vcetné jejiho mozného vlivu na snizeni vyskytu AL.
Pivodni myslenkou stfevni dekontaminace (ortogradni mechanickd piiprava spolu
s peroralnimi antibiotiky) bylo sniZit bakteridlni zaté¢Z a tim omezit rizika spojeni
s eventualni kontaminaci stfevnim obsahem vcetné Uniku stievniho obsahu v disledku AL

(Nicholls J. et. al., 1972).

Na druhou stranu je stfevni ptiprava spojena s diskomfortem, rizikem dehydratace, iontové

dysbalance a stievni dysmikrobie (Sanders G. et. al., 2001).

Vysledky rozsahlych retrospektivnich analyz vychazejicich z amerického projektu
zkvalitnéni perioperacni péce (ACS-NSQIP) jasné prokazaly pozitivni efekt stfevni ptipravy
na sniZzeni pooperacnich infek¢nich komplikaci. U snizeni rizika AL jiz vysledky nejsou tak
jednoznacné (Klinger A. et. al., 2019). Z téchto divoda se liS§i doporu€eni jednotlivych
odbornych spolecnosti. Evropska spolecnost ERAS (Enhanced Recovery After Surgery)
spiSe nedoporucuje rutinni pouZiti mechanické stfevni pfipravy vyjma operaci na rektu
(Gustafsson U. O. et. al., 2018). Naopak americké spolecnosti ASCRS (American Society
of Colon and Rectal Surgeons) a Iniciativa pro periopera¢ni kvalitu (POQI) mechanickou
stievni pfipravu v kombinaci s uzitim peroralnich antibiotik doporucuji (Holubar D. et. al.,

2017).
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2.3.3. Protektivni stomie

Vyvedeni protektivni stomie pfedstavuje chirurgickou techniku, pti které je odklonéna
sttevni pasdz nad mistem anastomoézy. Pivodni koncept pracoval s hypotézou, ze vytazeni
sttevni pasaze zabrani vzniku AL. Vysledky studii hodnoticich pfinos protektivni stomie
jsou spiSe kontroverzni a v soucasné dob¢ neexistuje jednoznacné doporuceni tykajici se jeji

indikace (Balla A. et. al., 2022).

Nékteré studie neprokézaly rozdil v celkovém poctu vyskytu AL pii porovnani skupin s a
bez derivacni ileostomie, a proto jeji rutinni pouziti nedoporucuji (Rullier E. et. al., 1998,
Matthiessen P. et. al., 2004, Fielding L. et. al., 1984). Na druhé stran¢ Cochrane-metaanalyza
zroku 2010 méla opacny zavér (Montedori A. et. al., 2010). Metaanalyza 5
randomizovanych kontrolovanych studii z roku 2019 udava signifikantné nizsi incidenci AL
(sniZeni o tfetinu) a o ¢tvrtinu méné reoperaci, pokud byla u pacientii po nizké ptedni resekei

vyvedena protektivni ileostomie (Garg K. et. al., 2019).

Potenciélni pfinos stomie je na druh¢ stran¢ vykoupen rizikem zavaznych komplikaci. Jejich
mira je uvadéna az v 60 % piipadt (Hanna M. et. al., 2015). K negativim derivace patfi
nutnost druhé operace (okluze) a s ni spojené mozné komplikace. Déle jsou pacienti
s ileostomii v riziku dehydratace, iontové dysbalance a renalni insuficience v disledku
vysokych odpadl tenkostievniho obsahu, ke kterym dochazi az v 16 % ptipadl (Baker M.
et. al., 2011). Lokalni komplikace v podobé& iritace kozniho krytu, parastomélni kyly a
prolapsu zvysuji ndroky na oSetfovatelskou péci a jsou uvadeény az ve 40 % ptipada (Nastro
P. et. al., 2010). Disledkem muize byt i snizend tolerance adjuvantni chemoterapie, pokud je
tato indikovana. V neposledni fad€ existuje riziko, Ze plivodné docasnd stomie zlstane
trvalou, k ¢emuz dochazi ve vice nez 40 % ptipadi (Chow A. et. al., 2009, Kaidar-Person

0. et. al., 2005).

Riziko AL je kumulativni a zvySuje se poctem rizikovych faktor. Toto prokazali ve své
studii Makeld J. a kol., ktefi udavaji, Ze pfitomnost 3 rizikovych faktor mélo 76 % pacientt
s AL. V ptipad¢ 5 rizikovych faktorti to bylo 100 % pacientl. Na zakladé svych zavért
doporucuji vyvedeni ochranné stomie, pokud maji pacienti 3 a vice rizikovych faktora

(Mikeld J. et. al., 2003).

Soucasna evidence poukazuje na to, Ze odklonéni stievni pasaze v podob¢ derivacni stomie
pravdépodobné nezabrani vzniku anastomotického leaku, ale snizuje miru vzniku tzv.

klinicky vyznamného AL a je spojeno s niZsi potfebou reoperaci. Derivace nemé vliv na
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celkovou mortalitu (Schmidt O. et. al., 2003, Matthiessen P. et. al., 2004, Montedori A. et.
al., 2010).

2.3.4. Panevnidrén

Hodnocen byl vliv nitrobii$ni drendze pfi elektivnim kolorektdlnim vykonu. Jistd shoda
panuje v uziti drénu v pfipad¢ rizika krvaceni (Iesus E. et. al., 2004, Zhang H. et. al., 2016).
Neni vSak jasné, ze drén ponechany v panvi po resekci rekta usnadni ¢asnéjsi diagnostiku
AL a zabrani rozvoji generalizované peritonitidy. Existuji studie, které uvadéji, ze
intraoperacné zavedeny drén neni efektivni v prevenci ani v ¢asné diagnostice AL a naopak
muze byt vstupni branou infekce a pisobit bolest a diskomfort (Molo H. et. al., 2013,
Rondelli F. et. al., 2013, Brown S. et. al., 2001).

V multicentrické randomizované studii Denost a kol. GRECCAR 5 hodnotili na souboru 469
pacientd efekt intraoperacné¢ zavedeného drénu do panve u pacientli po resekci rekta. Ve
vysledcich neprokézali signifikantni rozdil ve vyskytu septickych komplikaci mezi skupinou
s (16,1 %) a bez (18,1 %) drénu. Obdobné neprokazali rozdil v morbidité, frekvenci
reoperaci, délce hospitalizace ani procentu okludovanych stomii (Denost Q. et. al., 2017).
Z vyse uvedenych dat 1ze vyvodit, Ze rutinni uziti profylaktickych dréni po elektivni resekci

rekta nepfinasi zadnou vyhodu ve smyslu prevence pooperacnich komplikaci.

2.3.5. Skorovaci systémy

Zastupcem skorovaciho systému zamétfeného na hodnoceni miry rizika vzniku AL je Colon
Leakage Score — CLS (Dekker J. et. al., 2011). Sestava z jedendcti klinickych parametrt,
které odpovidaji rizikovym faktoriim vzniku AL. Vysledky podpofilo jen omezené mnoZstvi

studii (Sacks G. et. al., 2016, Sammour T. et. al., 2017).

2.3.6. Metody hodnoceni stievni anastomézy uZivané v klinické praxi

Jednou z moZnosti, jak minimalizovat riziko stfevni dehiscence, je hodnoceni anastomézy
v pribéhu operace. Tradi¢ni techniky hodnoceni kvality prokrveni tkdn¢ se opiraji o
posouzeni barvy stfevni stény a sliznice pouhym okem, dale je to kontrola pulzaci cév v okoli
anastomoézy, krvaceni z okraji, pfipadné hodnoceni kvality ,krouzki*“ po konstrukci
staplerové anastomo6zy pomoci cirkularniho stapleru. VSechny tyto techniky jsou subjektivni

a zalezi do jisté miry na zkuSenosti operatéra (Karliczek A. et. al., 2009).

Byla vytvofena fada technik se snahou co nejvice objektivizovat stav stfevni anastomozy.
Cilem intraopera¢niho testovani je prokazat piipadnou netésnost anastomodzy nebo poukazat

na riziko jejiho ¢asného selhani a umoznit tak jeji casné oSetieni. K nejcastéjSim technikdm
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intraopera¢niho hodnoceni stfevni anastomoézy patii v klinické praxi test mechanické

integrity a techniky hodnotici stav krevniho zasobeni (perfuze).

2.3.6.1. Vzduchova zkouska

Jednou ze zakladnich technik hodnoceni tésnosti anastomozy v oblasti rekta patii vzduchova
zkouska (air leak test). Po dokonc¢eni anastomozy je do panve instalovana tekutina tak, aby
byla anastomoéza umisténa pod hladinou. Poté je transanalné k mistu anastomoézy zavedena
rektalni rourka, do které je aplikovan vzduch. Stfevo nad anastomdzou je soucasné opatrné
stiSténo, aby nedochdzelo k uniku vzduchu dale do lumen. V piipadé netésnosti dochézi
v misté anastomozy k tniku bublin vzduchu. Dalsi moznosti je aplikace barvy. Vyhodou
mechanického testovani je jeho snadné, rychlé a levné pouziti. Nevyhodou je nemoznost
vizualizace stievniho lumen. Vysledky studii hodnoticich vliv mechanického testovani na
sniZeni rizika vzniku AL jsou kontroverzni. Nékteré studie prokazaly signifikantné nizsi
miru vyskytu klinicky vyznamného AL, pokud byla provedena vzduchova zkouska
peroperacné (Ivanov D. et. al., 2011, Beard J. et. al., 1990). Naopak Wu Z. a kol. ve svém
systematickém review a metaanalyze 20 studii statisticky vyznamny rozdil neprokézali (Wu

Z.et. al., 2015).

2.3.6.2. Endoskopie

Endoskopie pifinasi kromé testovani vzduchem i1 moznost piimé vizualizace stfevni
anastomézy. Moznd je 1 nasledna intervence (oSetfeni krvaceni ze staplerové linie). Tento
typ hodnoceni anastomdzy vSak vyzaduje endoskopické instrumentarium, a tudiz je Casove
endoskopie je efektivnéjsi pfi detekci defektu anastomézy a je spojeno s nizsi frekvenci
pooperacnich AL a krvaceni z anastomo6zy ve srovnani s kontrolni skupinou (Aly M. et. al.,

2019).

2.3.6.3.  Metody hodnoceni perfuze — fluorescen¢ni angiografie

Vzhledem k poznatku, Ze nedostate¢né prokrveni v misté anastomozy hraje klicovou roli pii
patofyziologii vzniku AL, byla velkd oCekavani spojena s objevenim technik, které hodnoti
kvalitu perfuze. Cilem téchto technik bylo identifikovat rizikovou anastomo6zu nebo pomoci
ni urcit misto vhodné pro jeji konstrukci. V klinické praxi jsou v tomto ohledu nejvice
pouzivany metody fluorescencni angiografie s aplikaci indocyaninové zelené a hodnoceni
saturace tkani kyslikem. V experimentu byly hodnoceny i dalsi techniky, o kterych bude

pojednano nize.
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Metoda ICG (Indocyanine Green) fluorescencni angiografie je zaloZena na intravenéznim
podani barviva, indocyaninové zelen¢ (trikarbocianinové barvivo), jez zlstava
v intravaskularnim prostoru po dobu cca 5 minut. ICG vyzaiuje svétlo o vinové délce
830 nM. Toto svétlo je mozné detekovat pomoci systémt zalozenych na technologii neer
infrared a tak hodnotit miru prokrveni tkané. Po aplikaci dochadzi v dobie prokrvenych
tkanich béhem chvile k detekci zelené barvy. Tim je mozné snadno odhalit pfipadna mista
ischemie. Tato metoda umoznuje hodnoceni perfuze v redlném case, je rychla, bezpecna a

snadno proveditelna.

Recentné publikovany systematicky ptehled a metaanalyza 20 studii o vice nez 5000
pacientech prokdzaly, ze celkovd mira AL byla signifikantné nizsi ve skupiné, kde byla
pouzita k hodnoceni stfevni perfuze ICG fluorescencni angiografie (3,7 %) oproti kontrolni
skupiné (8,6 %). Hodnocena byla také zména piivodné planovaného mista anastomoézy, ke
které doslo v bezmala 10 % ptipadii (Chan D. et. al., 2020). Naopak v prospektivni studii 30
konsekutivné zatazenych pacientl, ktefi podstoupili robotickou resekci rekta, nebylo ani
jednou tfeba na zakladé vysledkti ICG angiografie ménit planované misto anastomézy

(Langer D. et. al., 2019).

Ptes snahu objektivizace perfuze pomoci barevného signalu je jeho hodnoceni stale zavislé
na subjektivnim posouzeni chirurga. Nékolik studii se pokusilo o kvantitativni zhodnoceni
intenzity fluorescence a doby dosaZeni maximalni intenzity fluorescence. Jako objektivni
faktor byl stanoven ¢asovy interval od nitroZilniho podani ICG do detekce barevného signalu
v optickém poli. VSechny AL v souboru se objevily, pokud byla doba potfebna k detekci
>40 sekund (Hyami S. et. al., 2019). DalSim faktorem, ktery byl hodnocen, byla mira
intenzity fluorescence. Wada T. a kol. ve své studii prokazali, Ze dosaZeni niZs§i hladiny
maximalni intenzity fluorescence mize byt spojeno s rizikem AL. Hodnota maximalni
intenzity fluorescence byla v pfipadé¢ vyskytu AL vzdy pod hodnotou 52, kterd byla
stanovena pomoci pocitatového softwaru (Wada T. et. al, 2017). V souCasné dobé&
kvantifikace neni validovana pro klinickou praxi, a je tedy spiSe dalSim pomocnym voditkem

pti rozhodovéni o volbé operacniho postupu.

2.3.7. Metody hodnoceni anastomdzy ve vyvoji — experimentalni

2.3.7.1. Confocal Laser Endomicroscopy — CLE

V experimentu byl hodnocen pfinos konfokalni laserové mikroendoskospie (CLE). CLE je
nova rychle se rozvijejici metoda, ktera umoziuje in vivo vizualizaci tkani v redlném case

se zhruba 1000ndsobnym zvétSenim a rozliSenim 1 mikrometr. Velikost zorného pole se
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pohybuje mezi 240 a 600 um. CLE je zalozena na ozafeni sliznice laserem s nizkym
vykonem a nasledném snimani odrazeného fluorescenc¢niho svétla (12 snimkti v rozliseni 30
000 pixelt za sekundu) po nitrozilnim podani kontrastni latky Fluorescein. Sonda je schopna
poridit zdznam odpovidajici histologickému vysetfeni tkan€. V soucasné dob¢ je nejcastéji
pouzivana CLE v kombinaci s endoskopii, kdy je sonda zavedena pracovnim kanalem
endoskopu piimo do mista vysetfeni. Po nitrozilni aplikaci fluorescencni latky je schopna
hodnotit perfuzi tkan¢ na urovni kapilar a odhalit tak piipadné riziko ischemie. Vyhodou je
moznost ziskani obrazové dokumentace v redlném case piimo na sale, coz umoziuje
operatérovi okamzité zhodnoceni nalezu. Hodnoceni obrazové dokumentace vsak vyzaduje
specialni Skoleni. Metoda je vyuzivana spiSe pro experimentalni ti¢ely a v souc¢asné dob¢
neni béznou soucasti klinické praxe (Liu X. et. al., 2022, Pta¢nik J. et. al.,2022). Vyuziti
CLE bylo testovano i v experimentu na zvifecim modelu, kde se prokéazala schopnost
detekce snizené perfuze pomoci CLE po vyvolani sepse oproti stavu za fyziologickych

podminek (Schmidt C. et. al., 2013).

2.3.7.2.  Near Infrared Spectroscopy (NIRS)

Dal$i moznosti hodnoceni adekvétniho krevniho prutoku tkani je technika zaloZend na

hodnoceni saturace tkani kyslikem. Pfikladem mtize byt NIRS (near infrared spectroscopy).

Tato metoda vyuziva rizné charakteristiky svétla. Kvantifikuje rozdilnou absorpci a odraz
svétla blizkého infracervenému zateni, které prochazi tkani a odrazi stav saturace tkané
kyslikem. Yoshinaka a kol. sledovali, zda hodnota saturace tkané souvisi s rizikem vzniku
AL. Pomoci metody INVOS (In Vivo Optical Spectroscopy) hodnotili stupeii saturace tkané
v misté anastomozy po resekci levého traéniku. Ve svych vysledcich autoti prokazali vyssi
riziko vzniku AL v pfipadech s niz$i saturaci tkani. ,,Cut off** hodnotu saturace spojenou
s rizikem AL stanovili ve svém souboru na 65 % O? (Yoshinaka et. al., 2022). K obdobnému
zaveru dospéli ve své studii 1 Hirano Y. a kol. Tiuvedli jako rizikovou hodnotu saturaci tkdni
kyslikem pod 60 % O? (Hirano Y. et. al., 2006). Piestoze je spektroskopie neinvazivni,
bezpecna, objektivni a umozituje vyhodnoceni vysledkil v redlném case, podléhd moznému
zkresleni v diisledku vnéjSich faktorti, jako jsou barva stfevni sliznice a obsah stfevniho
lumen, které mohou branit priichodu svétla a tim zkreslit vysledky. V soucasné dobé taktéz

neni stanovena validovana ,,cut off* hodnota oxygenace tkané kyslikem.

2.3.7.3.  Visible light spectroscopy (VLS)

Tato metoda vyuziva mélce pronikajici viditelné svétlo k méfeni saturace hemoglobinu

kyslikem. Podstatou je fakt, Ze oxyhemoglobin a deoxyhemoglobin maji odli§né absorp¢ni
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spektrum a VLS umoziiuje detekovat tyto rozdily. Viditelné svétlo dobte pronika kapildrami,
ale ne vétSimi cévami, ziskané hodnoty tak dobie odrazeji stav okysliceni tkéani, a tedy
kvalitu perfuze. V experimentu na zvifeti vytvorili Karliczek A. a kol. na potkanech model
ischemické kolorektalni anastomozy a poté hodnotili schopnost VLS detekovat zmény
saturace tkani kyslikem a tim kvalitu perfuze. Prokéazali niz$i hodnotu saturace kyslikem ve
skupin€ po navozeni ischemie oproti skupiné bez ischemie — 54,6 % vs. 71,2 %. Nizka
hladina saturace 3. pooperacni den vykazovala vyssi miru AL oproti skupiné bez ischemie
(Karliczek A. et. al., 2009). Zda se, ze spektroskopie umoznuje objektivni hodnoceni

saturace tkani kyslikem. Negativem je omezend reprodukovatelnost a dostupnost vybaveni.

2.3.7.4. Narrow Band Imaging (NBI)

Technologie NBI umoziuje vizualizaci kapilar diky vlastnostem hemoglobinu absorbovat
svétlo pii urcité vinové délce. Je bézné pouzivana pii detekcei rizikovych slizni€nich 1ézi
v oblasti travici trubice (Mannath J. et. al., 2010). Potencidlnim pfinosem je mozZnost
vizualizace anastomodzy ¢i ischemické sliznice v redlném case. Hodnoceni ndlezu je vSak

subjektivni. K detekci rizikovych anastomdz neni v souc¢asné dob¢ rutinn€ vyuzivana.

2.4. Anastomoticky leak — diagnostika

Casna diagnostika AL ma zasadni vliv na snizeni morbidity a mortality této komplikace
(Murrrell Z. et. al., 2006, Hyman N., 2009). Sou¢asné metody pouZzivané v klinické praxi
nejsou idedlni a dostatecné spolehlivé pro jeho Casné rozpoznani. Z literatury vime, ze AL
je diagnostikovan typicky mezi 5.—8. poopera¢nim dnem. To jiZz byvaji vétSinou plné
vyjadieny klinické symptomy a pacient je ohrozen septickymi komplikacemi. (Yang S. et.
al., 2020). Kromé klinického vySetieni jsou v béZné v praxi vyuzivany zejména CT vySetifeni
a sérové hladiny zanétlivych markerti. V experimentu byla hodnocena fada dalSich metod, o

kterych bude pojednano nize.
2.4.1. Metody pouZzivané v klinické praxi

2.4.1.1. Klinicka manifestace

Projevy AL mohou byt riizné, od asymptomatickych az po klinicky vyznamné (Dindo D. et.
al., 2004, Rahbari N. et. al., 2009). Udava se, ze az 1/3 AL je diagnostikovana za 30 dni od
operace. Jeho diagnostika pak byvd ndhodna pfi radiologickém vySetfeni. Jedna se o
takzvané pozdni AL. Pokud je pti primarni operaci vyvedena deriva¢ni stomie, mize byt AL

diagnostikovan nahodné pied planovanou obnovou stfevni kontinuity.
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Na druh¢ stran¢ mtze byt AL doprovazen dramatickym klinickym pribéhem s rozvojem
septického Soku a hemodynamickou nestabilitou (Hyman N., 2009). U klinicky vyznamného
AL jsou nejcastéji udavanymi symptomy bolest, horeCka, nechutenstvi, porucha stfevni
pasaze. Tachykardie a hypotenze byvaji zndmkou pozdnich symptomt jako projev

septického stavu s piipadnym multiorganovym selhanim (Platell C. et. al., 2006).

Symptomy se mohou lisit v zavislosti na umisténi anastomozy. V ptipadé intraperitonealné
umisténé anastomozy muze dojit k rozvoji peritonitidy s vyjadienim peritonealnich znamek.
Ty vSak mohou chybét v piipadé anastomézy umisténé extraperitonedlné. Bolest je pak
omezena spiSe na oblast malé panve a perinea a doprovadzena celkovymi ptiznaky sepse.
Pokud je anastomdza v dosahu prstu, je mozné ovérit defekt v misté anastomozy vysSetienim
per rectum. Stanoveni diagnézy AL pouze na zdklad¢ klinickych symptomil je obtiZné,

nebot’ se mohou stejné symptomy vyskytovat i u jinych zanétlivych komplikaci.

2.4.1.2. Laboratorni markery

K prikazu zanétlivych komplikaci jsou vyuzivany sérové hladiny proteinti akutni faze.
V klinické praxi se nejvice osvédCilo hodnoceni C-reaktivniho proteinu (CRP) a
prokalcitoninu (PCT). K dal$im sledovanym markerim patii hladiny IL1, IL 6, IL10 a
TNFa, které jsou hodnoceny spiSe v klinickych nebo experimentdlnich studiich. ZvySeni
jejich hodnot nad horni hranici normy signalizuje znamky zéanétlivého procesu. Jejich
monitorace v pooperacnim obdobi je napomocnd pii patrani po znamkach souvisejicich

s rozvojem AL.

CRP je bilkovina akutni faze, jeho hladina se zvySuje cca 6—12 hodin od z&nétlivého inzultu
a maximalni koncentrace dosahuje za 24-48 hodin. Polocas rozpadu je 19-24 hodin (Zima
T. et. al., 2007). Jeho vzestup byva nejCasteji spojen s bakterialni infekci. Vysoké senzitivita
pfi zanétlivém postiZeni organismu byla opakované prokdzana (Kerner H. et. al., 2009, Platt J.
et. al., 2012, Almeida A. et. al., 2012). Zkouman byl i vztah CRP k ¢asné diagnostice AL.
Ve studii na vice nez 6500 pacientli, kteti podstoupili kolorektalni resekci s primarni
anastomoézou, byla srovnana pooperacni hladina CRP ve skupinach s a bez AL. Autofi
prokdzali, Ze cut off hodnoty 148 mg/l a 123 mg/l namétené 3., respektive 4. pooperacni den
vykazovaly 95% a 100% senzitivitu detekce AL (Yeung D. et. al., 2021). Obdobné vysledky

potvrdilo 1 systematické review a metaanalyza 25 studii (Bona et. al., 2022).

Hodnocen byl také ptinos prokalcitoninu (PCT) v Casné diagnostice AL. Jeho koncentrace
v plazmé stoupa rychleji ve srovnani s CRP, a to béhem 2-3 hodin. Polocas rozpadu je cca

24 hodin (Vyjavan A. et. al., 2017). N¢kolik studii shodné prokazalo vysokou negativni
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prediktivni hodnotu normdlni hladiny PCT v poopera¢nim obdobi po kolorektalni operaci

(Giaccaglia V. et. al., 2016, Tan W. et. al., 2018).

2.4.1.3.  Zobrazovaci metody

Jednou z mozZnosti, jak zpfesnit diagnostiku AL, je doplnéni zobrazovacich metod.
Provedeni CT bficha a panve predstavuje standardni vySetfeni pfi podezieni na diagnézu AL
(Power N. et. al., 2007, Khan A. et. al., 2008). Jedna se o rychlé, snadno proveditelné a Siroce
dostupné vysetfeni. Jeho nevyhodou je radiacni zatéz. CT vysetieni umoziuje detailni
zobrazeni oblasti anastomo6zy i jejiho okoli. CT znamky insuficience anastomoézy vSak
nejsou jednoznacné definovany. Mezi nejcastéji uvadéné znamky po resekci rekta patii
tekutinova kolekce v okoli anastomozy s pfitomnosti bublin vzduchu a unik kontrastni latky
mimo stievni lumen (Kauv P. et. al., 2015). Peritonealni vypotek a pneumoperitoneum se
mohou vyskytovat v asném poopera¢nim obdobi 1 v pfipadé€, kdy nedoslo k dehiscenci.
Piestoze je CT vySetfeni efektivni pfi vyhledavani tekutinovych kolekci, abscesii a
hematomd, jeho senzitivita pfi diagnostice casného AL je pouze 54—-68 % (Kornman V. et.
al., 2013, Doeksen A. et. al., 2008). N¢kolik studii prokazalo snizeni frekvence falesné
negativnich vysledkt pfi podéani kontrastni latky per rektum u pacientt s nizkou kolorektalni

anastomo6zou (Moreno-Lopez N. et. al., 2022, Bertoni C. et. al., 2009).

2.4.2. Metody ve vyvoji

24.2.1.  Prozanétlivé cytokiny — IL1, IL6, IL10 a TNFa

Hodnoceny byly 1 dals$i reaktanty akutni faze v souvislosti s kolorektalni operaci.
K nejcastéji zkoumanym pattily IL1, IL6, IL10 a TNFa. Ukézalo se, ze v ptipadé vzniku AL
jsou hladiny koncentraci vy$si spiSe v peritonedlnim vypotku neZzli v séru (Chuang D. et. al.,
2006). Ne€kolik studii prokazalo ¢asnou elevaci hladin IL6, IL10 nebo TNFa v peritonedlnim
vypotku u pacientti, kde doslo k rozvoji AL (Baker E. et. al., 2003, Fouda E. et. al., 2011,
Matthiessen P. et. al., 2007). Prestoze vysledky studii ohledn¢ hodnoceni cytokini
z peritonedlniho vypotku vypadaji slibng, jsou v rozporu s doporu¢enim modernich
protokolll perioperacni péée ERAS (Enhanced Recovery After Surgery), které naopak

rutinni zavedeni drenaze po elektivnim opera¢nim vykonu nedoporucuji.

2.4.2.2.  Intraoperacni mikrodialyza

Ptedstavuje dobfe zndmou metodu, ktera je schopna rychle detekovat zvySeni hladin
produktli anaerobniho metabolismu vznikajiciho na podklad¢ ischemie nebo zanétlivych
zmén. Byla provedena fada experimentdlnich studii na zvifecim modelu i1 testovani

v klinickém prostfedi zaméfené na diagnostiku anaerobniho metabolismu jako casny
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ukazatel zanétlivych komplikaci v okoli stfevni anastomézy (Horer T. et. al., 2011,
Ungerstedt J. et. al., 2003, Sommer T. et. al., 2004). K nejcastéji sledovanym markerim
anaerobniho metabolismu byly ve studiich hodnoceny glukoza, laktat, pyruvat a jejich
pomér, glycerol a zanétlivé cytokiny. Dvé pilotni studie hodnotily zndmky anaerobniho
metabolismu v intraperitonedlnim vypotku pomoci volné ulozeného dialyza¢niho katétru.
Ob¢ prokazaly schopnost mikrodialyzy Casné detekovat zvySené hladiny prozanétlivych
cytokinli a poméru lakat/pyruvat u pacientti s AL. Prace také prokazaly, ze u pacienti s AL
byly hodnoty anaerobniho metabolismu pomoci dialyzacniho katétru detekovatelné jeste
pted rozvojem klinickych symptomti (Oikonomakis I. et. al., 2019, Matthiessen P. et. al.,
2007).

2.4.2.3.  Slizni¢ni pH

Nedostatecna perfuze v misté anastomézy vede k ischemii, dochézi k rozvoji anaerobniho
metabolismu a acidoze. Tu je mozné detekovat pomoci méfeni sliznicniho pH (Bergofsky
B. et. al., 1964). Slizni¢ni tonometrie a zména pH byla hodnocena jako mozny prognosticky
ukazatel hojeni anastomdz v oblasti horniho GIT a také tracniku u pacientd s ischemickou
kolitidou (Tarui T. et. al., 1999, Bjorck M. et. al., 1994). Hodnocena byla i moznost predikce
rizika AL u pacienti po kolorektalni resekci. Milan M. a kol. zavedli intraluminalné
tonometr do mista anastomozy a méfili pooperacné hodnoty slizni¢niho pH. Prokazali, ze
riziko AL bylo spojeno s hodnotou pH <7,28 béhem 24 hodin po operaci (Milan M. et. al.,
2006).

2.5. Anastomoticky leak — oSetieni

Reseni AL predstavuje slozity rozhodovaci proces, ktery zavisi na fadé faktord. Zejména na
klinickém stavu pacienta a rozsahu a tize AL. Zakladnim principem 1é¢by AL je kontrola
zdroje sepse. Standardni oSetfeni pacienta s intraabdomindlni nebo panevni sepsi je
chirurgicka revize s laparotomii, rozpojenim anastomozy a vyvedenim stomie (Hartmann),
lavazi a drendzi. Za urcitych podminek je mozné postupovat méné invazivné a provést
laparoskopickou revizi, vyvedeni derivacni ileostomie doplnénou o lavaz a drenaz dutiny
btisni a panve. Po zvladnuti septického stavu Ize pfipadn€ uvazovat o zdchrané anastomazy.
K uzévéru defektu je mozné pouzit kromé& transandlni chirurgické sutury 1 techniky jako
TAMIS nebo endoskopicky uzavér. V nékterych pripadech je mozné provést i kompletni
rekonstrukci anastomézy. Pro snaz$i orientaci existuji algoritmy, ve kterych jsou

schematicky znazornény doporucené postupy viz Obr. €. 1.
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Obr. €. 1 doporuceny postup oSetfeni AL, pfevzato z publikace (Sandra-Peterscu F. et al.,
2021).

2.5.1. Zpiusoby oSetieni zdroje sepse pri AL

2.5.1.1.  Resekce dle Hartmanna

Piedstavuje tradi¢ni zplsob feSeni klinicky vyznamného AL (septicky stav, peritonitida,
hemodynamické nestabilita) u pacienta s kolorektalni nebo koloandlni anastomoézou. Poprvé
popsana francouzskym chirurgem Henrym Albertem Hartmannem v roce 1982 (van Gulik
T. et. al.,, 1986). Principem je revize dutiny bfiSni z laparotomie, rozpojeni a resekce
anastomozy, slepy uzavér ponechané¢ho pahylu rekta a vyvedeni terminalni kolostomie
(Phitayakorn R. et. al., 2008). Souc¢asti vykonu je lavaZ dutiny bfiSni a panve v¢etné zavedeni
drénu k prevenci tvorby abscest v predilek¢nich mistech. V dne$ni dobé¢ je moznost vyuziti
podtlakové terapie k dodatecné dekontaminaci dutiny bfiSni. Je prokdzéano, Ze uziti
podtlakové terapie v piipadé€ difuzni peritonitidy je spojeno s nizsi frekvenci nitrobfisSnich
abscest, fasciitid a zkracenim doby hospitalizace (Salman A. et. al., 2014, Ciroccchi R. et.
al., 2016). Resekce dle Hartmanna ptedstavuje efektivni vykon ve smyslu sanace zanétlivého
loziska, ktery je vSak spojen s vysokou morbiditou a mortalitou. Tato metoda je spojena
s vysokou mirou trvalych stomii a sniZenou kvalitou Zivota (Daniel P. et. al., 2019, Edomskis

P. et. al., 2022).
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2.5.1.2.  Lavaz, derivace, drendZ s ponechanim anastomoézy in situ

Pfi Casném zachytu dehiscence je mozné zvazit pokus o zachranu anastomozy. Spojka je
ponechana in situ, je provedena lavaz (oteviené nebo laparoskopicky) a drenaz
(intraabdominalni, transanaln¢). Pokud pacient nem¢l derivacni stomii po prvni operaci, je
nutné ji povést pii revizi (axialni ileostomie). Ponechana anastomoza bez resekce nabizi
realnou $anci na zachovani stievni kontinuity. Usp&$nost takto oSetfené anastomozy je

uvadéna v rozmezi 54-100 % (Parc Y. et. al., 2000, Blumetti J. et. al., 2014).

Studie z roku 2014 prokazala, Ze pacienti, u kterych byla anastomé6za ponechana a provedena
proximalni derivace s drendzi a lavazi, meli 3x vyssi Sanci na obnovu stfevni kontinuity
oproti pacientim, u kterych byla provedena resekce anastomodzy s termindlni kolostomii
(Krarup P. et. al., 2014). Pokud byla primarni operace provedena laparoskopicky, bylo
mozné provést i naslednou revizi miniinvazivné (Joh Y. et. al., 2009). Mira obnovy stievni
kontinuity pak byla u té€chto pacientli mozna v 80 % piipadl. Tento zplsob osetfeni je mozné

zvazovat ke kontrole septického zdroje u hemodynamicky stabilnich pacienti.

2.5.1.3. CT drenaz

U pacientli s minimalnim klinickym nalezem, hemodynamicky stabilnich s ohrani¢enou
kolekci 1ze vyuzit CT navigovanou drendz. Nejcastéji pouzivanou metodou je perkutdnni
drenaZ pomoci ,,pigtail* katétru zavedeného do abscesové kolekce. Uspésnost perkutanni
drendze se pohybuje kolem 85 % (Okita Y. et. al., 2013). Jako rizikové faktory selhani jsou
uvadény zménéné anatomické pomery, vicecetné a objemné abscesy a pritomnost pistéli.
Uspésnost perkutanni drendZe u takto komplikovanych stavii je udavana v rozmezi
45-88 % (van Sonnenberg E. et. al., 1982, Schister M. et. al., 1992, Wittich G. et. al., 1992).
Komplikace jako dislokace nebo obstrukce drénu se podle nékterych studii vyskytuji v 6,7
% ptipadi. Transkavitdlni drendz (transrektalni, transvaginalni) vedla ke zkraceni doby
zavedeni drénu oproti transabdominalnimu nebo transglutedlnimu pfistupu (Akinci D. et. al.,
2018). Jednim z nejvétsich ptinost CT drenaze je moznost zvladnuti komplikaci spojenych

s AL bez nutnosti operacni revize. Tim dochazi ke snizeni rizika morbidity a mortality.

2.5.14. Endosponge

Relativn€ novou metodu transandlni drendze predstavuje technika endosponge. Jedna se o
endoskopickou techniku vyuZivajici principu podtlakové terapie. Specialni polyuretanova
hmota (sponge) je napojena na drendzni systém. Ten je pomoci endoskopu zaveden pies
defekt v anastomoze do abscesové dutiny. Drenazni systém je poté vyveden transanalné ven

a pfipojen ke sbérné nadobé€ s podtlakem. Vyména v celkové anestezii se provadi obvykle
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kazdé 2—3 dny do doby, nez se dutina vycisti a stény za¢nou granulovat. V této fazi je 1écba
aktivnim sanim ukon¢ena. Metodu poprvé piedstavil v roce 2008 Weidenhagen. Podatilo se
mu uspesné vylécit 28 z 29 pacientti s AL po nizké predni resekci, coz predstavuje tspéSnost
96,6 %. Celkova doba 1écby endosponge byla v jeho souboru 34+19 dni a potfeba vymény
systému endosponge byla primérné 11+£6,3 (Weidenhagen R. et. al., 2008). Recentn¢
publikovany systematicky ptrehled 20 studii o celkovém poctu 334 pacientii také hodnotil
uspésnost terapie pomoci endosponge. Ta se pohybovala v rozmezi 60-100 % (Gary S. et.
al., 2021). Pomérné¢ Siroké rozpéti bylo pravdépodobné¢ dano nejednotnosti definice uspéchu.
Nékteré studie povazovaly za GspéSné zmenseni defektu na 1 cm, jiné az do 3 cm. Posouzeni
bylo provedeno nejc¢astéji na zaklad¢ endoskopického nebo CT vysetieni, coz mohlo taktéz
ptispét k rozdilnym zavérim studii.

Podminkou uspésného zhojeni AL u nizké kolorektalni anastomo6zy pomoci endosponge je

proximalni derivace (Leester B. et. al., 2002, Sirois-Giguere E. et. al., 2013).

Casné zahajeni 1é¢by mé zasadni vliv na Gsp&snost této metody. Pokud je 16¢ba zahajena do
60 dni od prvni operace, je uspéSnost zhojeni 89 %, naopak pouze 50 %, pokud je terapie
zahéjena pozdéji (Arezzo A. et. al., 2015). Diivodem je ziejmé fakt, ze v pozdéj$im obdobi

je hojeni omezeno fibrotickou prestavbou a tkdn€ nejsou tolik poddajné.

2.5.2. Techniky oSetieni dehiscentni anastomézy

Jednou z mozZnosti, jak zvySit Sanci na zachovani sttevni kontinuity, je revize anastomozy,
uzavér defektu, eventuadlné jeji rekonstrukce. Tento typ vykonu ptichdzi v tavahu po
zvladnuti septického stavu (derivaéni stomie, lavaz, drenaz — endosponge). Usp&snost
zachrany anastomozy je vyssi u pacientd, u kterych je oSetfeni dehiscence provedeno ¢asné
(Borstlap W. et. al., 2018). V soucasné dob¢ lze k uzavéru defektu v misté¢ anastomozy
vyuzit nékolik technik. Standardnim zpiisobem oSetieni je prosta transanalni sutura. Casto
technicky naro¢nd pro nepiehlednost pti vyssi lokalizaci defektu, kdy chybi vizudlni
kontrola. Tato metoda je technicky snazsi a vyhodngj$i spiSe u nizkych koloanalnich
anastomoz. Dalsi techniky k zachran€ anastomoézy jsou TAMIS, rekonstrukce anastomdézy a

endoskopicky uzavér.

2.5.2.1.  Transanal Minimally Invasive Surgery — TAMIS

Predstavuje novou alternativni metodu oSetfeni AL u nizkych kolorektalnich anastomoz.
Umoznuje dobrou vizualizaci a vzhledem k tomu, Ze vyuziva standardni laparoskopické
instrumentarium, je tato technika bézn€ dostupna na pracovistich, kde se provadéji

transanalni miniinvazivni vykony. Techniku TAMIS jako jedni z prvnich ptedstavili Atallah
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S. a kol. jako alternativu k tehdej$im transanalmim chirurgickym technikdm vyuzivanym
k excizim 1ézi v oblasti rekta (Atallah S. et. al., 2010). V soucasné dob¢ je mimo tuto indikaci
TAMIS bézné pouzivan pfi tzv. transanalni totalni mezorektalni excizi (Sharaiha R. et. al.,

2016).

Technika je zaloZena na transandln¢ zavedeném specialnim portu (Gelpoint port/SILS port),
ktery umoziuje pouziti 2 laparoskopickych nastroji a optiky. K ziskani prostoru pro
manipulaci a dobrou vizualizaci je zaloZeno pneumorektum pomoci modifikovaného
insuflatoru, ktery zajiSt'uje stabilitni proud plynu a zabranuje periodickému kolabovani
rekta. Pilotni studie zahrnujici 4 pacienty, ktefi méli AL diagnostikovany na konci operace,
hodnotila proveditelnost oSetfeni dehiscence metodou TAMIS. VSichni pacienti se zhojili
bez komplikaci, dva byli propusténi 5. a zbyli dva 8. pooperacni den. VSichni pacienti méli
pfi kontrolnich vySetfenich intaktni anastomdzy bez znamek defektu (Valdez-Hernandez J.
et. al., 2022). Ve studii CLEAN byla hodnocena proveditelnost a ispé$nost uzaveru defektu
technikou TAMIS po inicialni 1é€bé pomoci endosponge. Obnoveni kontinuity bylo mozné

u 67 % takto lé¢enych pacientl (Bostlap W. et. al., 2018).

2.5.2.2.  Rekonstrukce anastomozy

Jednou z mozZnosti, jak zvySit Sanci na zachovani stfevni kontinuity, je rekonstrukce
anastomoézy. Tento typ vykonu lze provést bud’ €asné, pfi peropera¢nim zjisténi insuficience
anastomoézy, nebo pozdéji, kdy se ve vEét§in€ piipadl jedna o 1€¢bu komplikaci AL (pistél,

stendza, chronicky sinus).

V systematickém piehledu 9 studii byly hodnoceny vysledky rekonstrukce, ktera
nasledovala po predchozim komplikovaném hojeni kolorektalni anastomozy. Zavazné
pooperacni komplikace byly pozorovany v 16 % ptipadl. Primarnim cilem byla GispéSnost
obnoveni stfevni kontinuity. Té bylo dosazeno v 76 % ptipadli. Horsi funkéni vysledky

vcetné inkontinence byly pozorovany v 17 % ptipadi (Westerduin E. et. al., 2018).

2.5.2.3. Endoskopicka sutura

V soucasné dob¢ je pravdépodobné nejvice pouzivan systém OverStitch Endoscopic
Suturing System, ktery piedstavuje pokrocilou techniku endoskopického S§iti. Umoziuje
dobrou vizualizaci, nicméné vyzaduje specidlni trénink a ma dlouhou kiivku u€eni. Systém
OverStitch vyuzivd standardni endoskop, na jehoz konec je nasazeno specidlni
instrumentarium s jehlou. Nékolik pilotnich ptipadovych studii popsalo uspésné pouziti
systétmu OverStitch k feSeni pistéli nebo defekth v oblasti gastrointestinalniho traktu

(Stavropoulos et. al., 2015, Kantsevov S. et. al., 2016, Watson R. et. al., 2011). Sharaiha R.
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a kol. prokézali vysokou uspésnost (97 %) pti uzaveéru defekti v oblasti GIT. Nejlepsich
uspéchli bylo dosazeno pfi oSetfeni iatrogenni perforace, a to v 93 % ptipadi. Naopak

nejnizsi uspéch byl zaznamenan v ptipad¢ oSetieni AL (Sharaiha R. et. al., 2016).

2.5.24. Klipy

Jednou z dalSich moznosti uzavéru defektd GIT je pouziti klipti. V klinické praxi byl
pfedstaven specialni klip over the scope (OTSC, Ovesco). Oproti standardnimu
endoskopickému klipu umoziuje Sirsi zabér a vyssi kompresni tlak. Nékolik studii hodnotilo
technickou proveditelnost uzavéru defekti v oblasti rekta a kolorektalni anastomozy. Na
nckolika ptipadech byla prokézéana GispéSnost az 93 % (Haito-Chavez Y. et. al., 2014, Arezzo
A. et. al., 2012). Jako dulezité kritérium pro Gspé$ny uzaveér bylo uvadéno Casné osetieni

defektu, kdy jsou tkan¢ jesté dostatecné poddajné a nejsou zmeénéné fibrozou.

2.5.2.5. Stent

V literatufe je uvadéno pouziti samoexpandibilnich stentd pti feSeni perforaci nebo striktur
nejcastéji v oblasti horniho gastrointestinalniho traktu (Inbar R. et. al., 2011, Buscaglia J. et.
al., 2011). Pouzity byly nejcastéji stenty kovové nebo plastové, které mohou byt ¢aste¢né
nebo plné potazené. Nove jsou v klinické praxi pouzivany i takzvané biodegradabilni stenty.
K nejcastéjsim komplikacim patiily perforace a migrace stentu (Currie A. et. al., 2013).
Nékolik studii prokazalo vysokou efektivitu pouziti SEMS pii feSeni AL v oblasti
kolorektalni anastomo6zy. Technicka GspéSnost zavedeni se pohybovala pies 90 %, pficemz
minimalni vySka umisténi distalniho konce stentu byla doporu¢ena 5 cm od analniho okraje.
Klinicka uspé$nost byla uvadéna pres 80 %. K nejcastéjsim komplikacim patfily bolest a
migrace stentu, ktera se objevila ve vice nez 40 % piipadii (Cooper C. et. al., 2014, DiMaio
C. et. al,, 2012). Limitaci vyuZziti SEMS pii feSeni AL nizké kolorektalni anastomozy je

minimalni potfebna vyska k umisténi distalniho konce stentu.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Experiment ¢. 1 — Poopera¢ni monitorace stievni anastomdzy s pomoci novych
metod mikrodializa¢niho ¢idla a endomikroskopie — experimentalni zvireci
studie

3.1.1. Cile projektu

Hlavnim cilem prvni ¢asti projektu bylo zhodnotit, zda jsou dvé nové metody, mikrodialyza
(MD) a konfokalni laserova endomikroskopie (CLE), vhodné pro pooperani monitoraci
kolorektalni anastomozy a zda jsou schopné Casné zachytit poruchu perfuze v misté
anastomozy a tim pfispét k casné diagnostice AL. Nezbytnou podminkou realizace projektu

bylo vytvoieni modelu ischemické kolorektalni anastomoézy.

Primérnim cilem bylo ov¢fit, zda MD a CLE jsou schopné ¢asné detekovat poruchy perfuze

v oblasti anastomozy.

Sekundéarnim cilem bylo srovnat, kterd varianta umisténi mikrodializa¢niho ¢idla v misté

stievni anastomozy je efektivnéjsi. Zda umisténi na ser6zu, nebo jeji intramuralni ulozeni.

V ptipadn¢ CLE bylo sekundérnim cilem nalézt objektivni kritéria, kterd by bylo mozné

vyuzit pti hodnoceni ischemickych zmén v misté sttevni anastomoézy.

3.1.2. Hypotéza

Obé& hodnocené metody jsou schopné detekovat poruchy perfuze v oblasti anastomozy. Tim
prispé&ji k ¢asné diagnostice AL a poskytnou dostatecné terapeutické okno pro jeho oSetfeni.

Umozni tak dosahnout zvySeného poc¢tu zachranénych anastomoz.

3.1.3. Metodika

Projekt probihal na experimentélnim pracovisti Ustavu Zivo&idné fyziologie a genetiky AV
CR v Libéchové. Toto pracoviité mé potfebné technické zazemi pro experiment na velkém
laboratornim zvifeti. A je pln¢ uzplisobeno k ustdjeni zvitat pfed i po chirurgickém vykonu.
Se zvifaty bylo po celou dobu zachazeno v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy na ochranu
zvitat (¢. 246/1992, 207/2004) a protokol pokusu byl schvélen odbornou komisi na ochranu
zvitat Akademie véd CR. V prvni &asti experimentu bylo pro nase uéely zafazeno celkem
15 laboratornich selat o hmotnosti 45 (35-55) kg. Z toho 6 do skupiny hodnocené pomoci
mikrodialyzy (MD) a 9 do skupiny hodnocené pomoci konfokalni laserové endoskopie
(CLE). Po nezbytné ptedoperacni piiprav€é byl vytvofen model stfevni anastomozy

s naslednou ischemii a provedena planovana méfenti.
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3.1.3.1.  Predoperacni priprava a anestezie

Zvifata byla dopravena do prostor Ustavu zivodi§né fyziologie a genetiky Akademie véd
Ceské republiky v Libéchové (UZFG AVCR), a to 5 dni pred zahdjenim vlastniho
opera¢niho vykonu k zajisténi potfebné aklimatizace. Krmena byla standardni stravou a
posledni obdrzela vecer pfed planovanym vykonem. Pied piepravou zvifete na operacni sal
byla podana premedikace Tiletamin-Zolazepam 4 mg/kg (Zoletil 100, Virbac, Carros,
Francie), Ketamin 10 mg/kg (Narketan 10, Ventoquinol, Patiz, Francie) a Xylazin 2 mg/kg
(Rometar 2%, SpofaDental Inc, Ji¢in, Ceska republika), a to intramuskularni injekei do
oblasti krku. Nasledné provedena zakladni hygiena povrchu téla, oholeni operacniho pole
pomoci trimeru, ocista stfeva pomoci transrektalné¢ provedeného klyzmatu a zajistén Zzilni
vstup zavedenim kanyly do Zily na u$nim boltci. Takto ptfipravené a premedikované zviie
bylo pfevezeno na operacni sal. Nejprve bylo zvife uvedeno do celkové anestezie a
provedena intubace dychacich cest. Nasledovala uprava polohy zvifete na zada, podloZeni
neutralni elektrody, fixace koncetin k opera¢nimu stolu a zajisténi proti dislokaci. Operacni
pole bylo oSetfeno standardnim zplsobem aplikaci betadinového roztoku (povidonum
iodinatum, Egis Pharmaceuticals PLC, Madarsko) a zarouSkovano sterilnim krytim.
Anestezie byla vedend pomoci Isofluranu (Isofluran, Piramal Critical Care, PA, USA) a
Fentanylu 150-200 mg/hod. (Fentanyl-Janssen, Piramal Critical Care, PA, USA).
Déavkovani bylo upraveno na zékladé¢ vybavnosti reflexli po intubaci. Nejdfive byla
kanylovana v. jugularis interna k provadéni pravidelnych odbérli v rdmci hodnoceni stalosti
vnitiniho prostiedi. V pribchu celé anestezie byla provadéna pravidelné analyza krevnich
plyni vcetné hodnoceni sérové glykemie v hodinovych intervalech pomoci bedside
analyzatoru OPTI CCA-TS (OPTI Medical, GA). VSechna zvifata dostala b&hem
experimentu infuzi balancovaného krystaloidu, eventudlné glukozy (55 mg/l) k udrzeni
homeostazy. Systolicky, diastolicky a stfedni arteridlni tlak a srde¢ni frekvence byly
kontinualné monitorovany k potvrzeni adekvatni splanchnické perfuze. Zvitata byla béhem
experimentu aktivné zahiivana. Po provedeni posledniho méfeni byl experiment ukoncen

prohloubenim sedace a intraven6znim podanim roztoku chloridu draselné¢ho (KCI).

3.1.3.2. Chirurgicky model stievni ischemie

Po premedikaci byla zvifata dopravena na operacni sal. Zde byla po nezbytné piipravé
uvedena do celkové anestezie, uloZzena do polohy na zadech a zajiSténa standardni ptiprava
operac¢niho pole. Vlastni operacni vykon byl zahdjen provedenim dolni stfedni laparotomie.
Nasledovala punkce a kanylace mo¢ového méchyie k monitoraci diurézy. Poté vyhledani

esovité klicky a rekta. Nejprve po obou strandch esovité klicky discize zadniho listu
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peritonea. Poté Setrné ostrou a tupou preparaci provedena mobilizace esovité klicky a rekta.
Stfevo bylo pferuseno pomoci rovnych resekénich ntizek v trovni proximalniho rekta s
ponechanim intaktniho zavésu. Nasledovala obnova stievni kontinuity. Stfevni anastoméza
byla konstruovana jako ru¢né¢ §itd, kolorektalni anastomdza, koncem ke konci v jedné vrstve

pokracujicim stehem vldknem — Vicryl 3-0 (Ethicon US LLC, OH, USA).

V dalsi ¢asti pokusu pfislo na fadu vytvoreni modelu ischemie stfevni anastomozy. Ischemie
bylo dosazeno vyhledanim a podvazem dolni mezenterické arterie a stievo bylo
skeletizovano v oblasti anastomozy v rozsahu 4 cm oralnim i abordlnim smérem. Po
dokonfeni modelu ischemie byla dutina bfiSni zakryta pomoci sterilnich rousek a

nasledovala dalsi planovana méfeni.

3.1.3.3.  Mikrodialyza

Ve skupiné sledujici uUCinnost mikrodialyzy bylo zafazeno celkem 6 probandd.
K monitoraci prostfedi v oblasti anastomoézy byl pouzit mikrodialyzaéni katétr Sitky
0,9 mm s membranou o délce 30 mm (63 MD catheter, 40/30, M Dialysis AB, gvédsko). Po
dokonceni stievni anastomodzy byl jeden katétr pfilozen extramuralné na serozu stfeva 0,5
cm od okraje anastomdzy a fixovan k serdze pomoci stehu vlaknem Vicryl 3-0 (Ethicon US
LLC, OH, USA). Druhy katétr byl zaveden intramuralné opét ve vzdalenosti 0,5 cm od
okraje anastomoézy a fixovan stejnym zpisobem jako u katétru umisténého na serézu,
pomoci vldkna Vicryl 3-0 (Ethicon US LLC, OH, USA) (Obr. €. 2). Oba katétry byly
nasledné¢ pfipojeny k analyzatoru a proplachovany perfuznim roztokem (T1
peripheralperfusion fluid, M Dialysis AB, Svédsko) rychlosti 1 ul/min. pomoci pumpy (107
MD pump, M Dialysis AB, Svédsko), coz umoziiovalo provadéni analyzy kazdych 60 minut.
Prvni 3 méfeni prob&hla a 60 min. na intaktni stfevni anastomdze, tedy jesté pred indukei
ischemie. Dal§i méfeni pokracovala zvyklym zpisobem i1 po navozeni ischemie, vySe
uvedenym zplsobem. Dle planu byla provedena dal§i 3 meéfeni opét v hodinovych
intervalech (Obr. 3, 4). V dialyzatu byly pomoci analyzatoru (ISCUS flex MD analyzator,
M Dialysis AB, Svédsko) stanovovéany hladiny nasledujicich latek: laktat, pyruvat, glukoza
a glycerol.
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Obr. &. 3 Casovy priib&h monitorace stfevni anastomézy pomoci mikrodialyzy (zdroj: archiv

autora MUDr. Jaroslav Kalvach)

Obr. €. 4 Schéma monitorace kolorektalni anastomo6zy pomoci mikrodialyzy ptfed a po

vyvolani ischemie (Ryska O. et al., 2021)
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3.1.3.4. Konfokalni laserova endomikroskopie (CLE)

Ve skupiné sledujici hodnoceni perfuze pomoci metody konfokalni laserové
endomikroskopie (CLE) bylo zatazeno celkem 9 probandi. Ti byli rozdéleni do dvou skupin.
S intaktni kolorektalni anastomo6zou (n=3) a ischemickou anastomo6zou (n=6). Po dokonceni
modelu intaktni a nasledn¢ ischemické anastomozy byly ob¢ skupiny podrobeny vysetieni
pomoci sondy Gastro-Flex UHD (Cellvizio, Mauna Kea Technologies, Patiz, Francie) (Obr.
¢. 5, 6). Nejprve byla provedena Setrna divulze anu. Poté byla sonda zavedena do mista
anastomo6zy pomoci standardniho dvoukandlového endoskopu (GIF 2T160; Olympus
Medical, Tokio, Japonsko). Samotné vySetieni bylo zahdjeno ptilozenim sondy k mistu
anastomoézy a poté spusténo snimkovani. Snimkovéna byla vzdy oblast 0,5—-1 cm nad a pod
anastomozou, a to v bodech dle ciferniku na mistech 12-3-6-9. K analyze obrazu byl pouzit
originalni procesor Cellvizio s monitorem (Mauna Kea Technologies, Pafiz, Francie). Dvé
minuty pfed zahdjenim snimkovani anastomézy byl poddn intravendzné fluorescein (1,0—
5,0 ml 10% roztoku). Snimkovani prob&hlo nésledné¢ bezprostiedné¢ po konstrukci
anastomozy a dale ve 30minutovych intervalech celkem po dobu 3 hodin. Ve skupiné
ischemie byla u Sesti zvifat po 20 minutach od operace anastomoza ischemizovana, a to vyse
uvedenym zpusobem. Nasledujici méteni probéhlo 10 minut po vyvolani ischemie. Skupina
s intaktni anastomoézou, tedy bez vyvolani ischemie, kde byla zafazena 3 zvitata, slouzila
jako kontrolni skupina. Snimky byly nasledn€ hodnoceny na ptitomnost ischemickych zmén
— intenzita obrazu, charakter intersticia, vzhled bun¢k, vétveni krypt a okraj epitelu. Mira
edému byla objektivné hodnocena pomoci kalkulace poctu pficné zachycenych krypt na
jedno zorné pole. Pocitano bylo vZdy minimalné 15 zornych poli z kazdého skenu. Nasledné

byly srovnany hodnoty ziskané ze sledovani normalni a ischemické anastomézy.
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h

Obr. ¢. 5 CLE — ptiloZena sonda Gastro Flex v misté stievni anastomézy (zdroj: archiv

autora MUDr. Jaroslav Kalvach)

35



Obr. €. 6 CLE — sonda Gastro Flex, hodnoceni perfuze na intaktnim stfevé (zdroj: archiv

autora MUDr. Jaroslav Kalvach)

3.1.4. Vysledky

U vSech 15 probandi probéhla operace a nésledujici monitorace bez komplikaci a
indukce ischemie k poSkozeni dialyzacni membrany a katétr musel byt na druhou fazi
pokusu vyménén. VSechna zvitata byla po celou dobu experimentu hemodynamicky stabilni.
Hodnoty krevnich plynti byly v normé. Pouze u tfi prasat bylo nutno korigovat sérovou

hladinu glykemie.
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3.14.1.  Mikrodialyza
Hodnoty parametrti méfenych pomoci MD byly béhem prvnich tii hodin stabilni. Pouze u

hodnot tkanové glykemie byl zaznamenan sestupny trend.

3.1.4.2.  Laktat/Pyruvat

Koncentrace laktatu zlistala béhem prvnich 3 hodin od operace stabilni se stfedni hladinou
6,75 (1,8-9,6) mmol/l. Po vyvolani ischemie hladiny rychle rostly se statisticky vyznamnymi
rozdily ve vSech nasledujicich métenich ve srovnani s vychozi hodnotou — 13,6 (10,4-16,1),
13,0 (11,3-19,8), respektive 13,5 (11,4-20,9) mmol/l (Graf ¢. 1). Toto se také odrazilo v
hodnotach poméru laktat/pyruvat (L/P), ktery zacal po ischemii stoupat. Rozdil ve srovnani

s hodnotami pted ischemizaci byl signifikantni po 2 hodinach (548 [88,7-1314] (Graf¢. 2).
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Graf ¢. 1 Tkanové hladiny laktatu naméfené ¢idlem ulozenym na seréze 0,5 cm od okraje

anastomozy (ischemie navozena v ¢ase 0, * signifikantni rozdil ve srovnani s hodnotami

pted ischemii — p <0,05).
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Graf €. 2 Pomér laktat/pyruvat naméteny ¢idlem ulozenym na ser6ze 0,5 cm od okraje
anastomozy (ischemie byla navozena v Case 0, * signifikantni rozdil ve srovnani s hodnotami

pied ischemii — p <0,05).

3.1.4.3. Glykemie
Vychozi tkanova glykemie byla v normé — 4,7 (3,3—6,8) mmol/l, nicméné zacala postupné
klesat. Uroveti statisticky vyznamného rozdilu hodnoty dosahly bezprosttedné po ischemii

— 0 (0-0,2) mmol/l a zlstaly velmi nizké aZ do konce experimentu (Graf €. 3).
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Graf ¢. 3 Tkanové hladiny glukézy namétené ¢idlem uloZenym na seroze 0,5 cm od okraje
anastomozy (ischemie byla navozena v Case 0, * signifikantni rozdil ve srovnani s hodnotami
pred ischemii — p <0,05).

3.1.44.  Glycerol

Hodnoty tkanového glycerolu zistaly stabilni béhem prvnich tii méfeni — 29,5 (3-84)
mmol/l. Ischemie zplisobila rychly nartst, ktery dosahl statistické vyznamnosti po dvou —

125 (79-201) mmol/l, respektive 3 hodinach — 191 (73-254) mmol/l (Graf ¢. 4).
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Graf ¢. 4 Tkanové hladiny glycerolu naméfené ¢idlem ulozenym na seroze 0,5 cm od okraje
anastomozy (ischemie byla navozena v ¢ase 0, * signifikantni rozdil ve srovnani s hodnotami

pted ischemii — p <0,05).

Béhem méieni nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami ziskanymi

z intra a extramuraln€ ulozeného katétru (Graf ¢. 5-7).
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Graf ¢. 5 Tkanova koncentrace laktatu pied a po ischemizaci stfevni anastomozy (oznaceno

cervenym ¢arkovanim) nameétend intramuralné a na seréze.
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Graf ¢. 6 Tkanova koncentrace glukdzy pred a po ischemizaci stfevni anastomézy (oznaceno

¢ervenym ¢arkovanim) namétend intramuralné a na seréze.
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Graf ¢. 7 Tkanova koncentrace glycerolu pted a po ischemizaci stfevni anastomoézy

(oznaceno Cervenym carkovanim) naméiena intramuralné a na seréze.

3.1.4.5. Konfokalni laserova endomikroskopie (CLE)

CLE u zvifat s ischemickou anastom6zou vykazovala charakteristické znaky. Typické bylo
nehomogenni syceni obrazu s hypodenzitou v kryptach. Epitel m¢l nerovnomérné okraje.
Kolem bunék bylo zfejmé hald, které nebylo pfitomné u zvifat s normalni anastomdzou.
V pribéhu sledovani po ischemizaci bylo pozorovano ¢im dal cetn€j$i vétveni krypt
naznacujici postupnou poruchu struktury epitelu (Obr. €. 7, 8).
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Obr. &. 7 Oblast normalni kolorektalni anastomdzy zobrazena pomoci konfokalni laserové

endomikroskopie (zdroj: archiv autora MUDr. Jaroslav Kalvach)

Obr. ¢. 8 Oblast kolorektalni anastomézy po vyvolani ischemie zobrazend pomoci

konfokalni laserové endomikroskopie (Patrné je nerovnomérné syceni obrazu — ve spodni
casti epitelu. V krypté je vidét hyperintenzitu obrazu. Epitel nema homogenni okraje.

Viditelné je cetngjsi vétveni krypt.) (zdroj: archiv autora MUDr. Jaroslav Kalvach)

Pti kvantifikaci edému byl prokazan statisticky vyznamny rozdil hned v prvnim méteni po

vyvolani ischemie (Graf ¢. 8).
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Graf €. 8 Primérny pocet krypt (v€. smérodatné odchylky) na zorné pole hodnocené pomoci
konfokalni laserové endomikroskopie u skupin s normalni (n=3) a ischemickou

anastomoézou (n=6).

3.1.5. Diskuse

Nedostatecné zasobovani tkani krvi je jednim z hlavnich rizikovych faktordt AL po nizké
predni resekci rekta. VEasna detekce ischemickych zmén miize predpovédét komplikované
hojeni. Casna intervence dava vétsi $anci na zachranu anastomoézy. V souéasné dobé viak
nejsou Vv klinické praxi zavedené metody, které by umoznily kontinudlni pooperaéni
monitoraci anastomozy. Jednou z moznosti, jak cCasné detekovat AL, pfipadné zmény
tkanového metabolismu, které by potencidlné mohly vést k jeho vzniku, je mikrodialyza a
mikroendoskopie. Mikrodialyza je schopna okamzité detekovat zvySeni anaerobniho
metabolismu. Tyto zmény koreluji bud’ s lokalni ischemii, nebo se zanétem, které hraji
dilezitou roli v rozvoji AL (Ellebaek M. et. al., 2019). Hladiny glukézy, laktatu, pyruvatu a
glycerolu byly studovany v riznych tkdnich na zvifecich modelech i v klinickych studiich a
mikrodialyza je nyni dobfe zavedena jako uzite¢ny nastroj vhodny pro hodnoceni tkdniového
metabolismu (Cibicek N. et. al., 2006). Pfedchozi experimenty potvrdily, Ze stievni ischemie
muze byt presné detekovana mikrodialyzacnim katétrem umisténym intralumindlné nebo
intramuralné (Sommer T. et. al., 2004). Tato metoda vSak vyzaduje dal$i zésah a je zatizena

moznymi komplikacemi spojenymi se zavedenim katétru (Davies M. et. al., 1995). VSechny
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klinické studie byly proto zaméfeny pouze na intraperitonealni mikrodialyzu, aby se
zabranilo dal$imu chirurgickému traumatu v misté anastomézy. Metabolické zmény zjisténé
v bifisni dutiné nebyly specifické pro AL a vysledky nepotvrdily, ze intraperitonealni
mikrodialyza umoziuje v€asnou diagnézu AL (Jansson K. et. al., 2004, Matthiessen P. et.
al., 2007, Horer T. et. al., 2011, Daams F. et. al., 2014). V nasi studii jsme se zaméfili na
katétr umistény na povrchu tlustého stfeva, ktery tak muze predstavovat mén¢ invazivni
alternativu. Pro kontrolu bylo provedeno srovnani s katétrem umisténym intramuraln¢. Nase
studie je prvni experimentalni prace, ktera potvrdila, Ze ischemii kolorektalni anastomozy
lze detekovat mikrodialyza¢nim katétrem umisténym na serdze tlusté¢ho stfeva. Prokazali
jsme, ze zmény vSech parametri dosahly vyznamnosti béhem prvnich dvou hodin po indukci
ischemie. Nejrychlejsi odpovéd’ byla pozorovdna u tkanovych hladin laktatu, které se
vyznamné zvysily po 60 minutach. Podobné zmény byly zjiStény v experimentalni studii
zkoumajici mikrodialyzu jako ndstroj vhodny pro sledovani metabolismu pfi transplantaci
stiev. Katétr byl umistén do mezenteria tenkého stfeva a kromé laktatu byly také pozorovany
velmi vyznamné zmény v pomeru laktat/pyruvat a hladinach gluk6zy hodinu po indukei Zilni
a arterialni ischemie (Birke-Sorensen H. et. al., 2010). Dvé dalsi danské studie stejného
autora sledovaly ischemii tenkého stfeva pomoci rizné umisténych katétrti. Obé potvrdily
rychlé zvySeni laktatu a pokles glykemie tkani (Sommer T., Larsen J. F. et. al., 2004,
Sommer T., Larsen J. F. et. al., 2003). Hladiny glycerolu naopak rostly pomaleji ve vSech 3
studiich, coz bylo v souladu s prezentovanymi vysledky (Sommer T., Larsen J. F. et. al.,
2004, Sommer T., Larsen J. F. et. al., 2003, Birke-Sorensen H. et. al., 2010). To lze vysvétlit
skuteCnosti, Ze glycerol se uvoliiuje béhem lipolyzy, a jeho hladiny proto koreluji s
prodlouzenim cytolyzy, ke které dochazi s urcitou latenci po navozeni ischemie (Juel I. et.
al., 2007). Tkanové hladiny glukézy v prezentované studii se béhem pozorovani pred
navozenim intervence skute¢né nestabilizovaly. Hodnoty od zacatku experimentu klesaly a
po ischemii klesly na minimum. Nékteré zmény ve vychozich hladinach glukozy byly také
detekovany Sommerem a kol. na tenkém stfevé. Ty vSak nebyly tak vyznamné a pokles byl
pomalejsi i béhem ischemie (Sommer T. et. al., 2004). Pfi srovnani s nasi studii byla vyse
uvedena studie provedena na normalnim tenkém stfeve, a 1ze tedy pfedpokladat, Ze tkanova
hypoglykemie souvisela s chirurgickym traumatem spojenym se stavbou kolorektalni
anastomoézy. Hladina glukdzy se proto nezda byt vhodné pro v€asnou detekci AL. Druhou
hodnocenou metodou byla konfokalni laserova endomikroskopie (CLE). CLE je v soucasné
dobé¢ vyuzivana ptevazné v diagnostice 1€zi travici trubice, zejména v oblasti jicnu a zaludku

(Karstensen J. et. al., 2014, L1 W. et. al., 2019). Techniku CLE je moZné vyuzit i peroperacné
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jako alternativu histologického vySetieni tkané, a tak naptiklad ovéfit negativitu resekénich
okraju (Park Ch. et. al., 2019). V dob¢ realizace projektu nebyla publikovana zadna studie
zabyvajici se moznosti vyuziti CLE pii hodnoceni perfuze v oblasti stievni anastomdzy.
Nase studie jako prvni prokézala, ze tato metoda je schopna velmi rychle zachytit zmény
vyvolané poruchou perfuze. Charakteristické znaky byly viditelné jiz v prab¢hu prvnich 30
minut po vyvolani ischemie. Béhem studie byl zaveden novy zplisob hodnoceni pomoci
stanoveni miry otoku a rozdilu v poctu krypt na zorné pole, které byly statisticky vyznamné
jiz 10 minut po navozeni ischemie anastomdzy. Moznosti vyuziti konfokalni laserové
mikroendoskopie hodnotil v recentni experimentalni studii také (Liu X. et. al., 2022). Na
krali¢im modelu po oteviené kolektomii vytvoril obdobné model ischemické anastomézy a
poté provedl vySetfeni stieva pomoci CLE sondy pfilozené na serdézu. Taktéz prokazal
snizeni perfuze a nizsi pocet kapilar ve skupin¢ s ischemickou anastomoézou. Pti porovnani

je vsak postup a ptilozeni sondy na sliznici v nasi studii blize klinickému postupu.

3.2. Experiment ¢. 2 — Randomizovana experimentilni studie srovnavajici
minimalné invazivni techniky transanalniho oSetieni dehiscentni kolorektalni
anastomozy

3.2.1. Cile

Hlavnim cilem projektu bylo zhodnotit proveditelnost a ucinnost novych minimalné
invazivnich technik (transanal minimally invasive surgery — TAMIS a endoskopicky uzavér

— OverStitch Apollo) pfi oSetieni dehiscence kolorektalni anastomoézy.

Vedlejsim cilem bylo vyvinout pro tcely projektu novy snadno reprodukovatelny zviteci

model simulujici dehiscenci anastomézy po nizké resekci rekta.

3.2.2. Hypotéza

Nové minimaln€ invazivni techniky umoZzni uzéavér defektu anastomoézy. Ve srovnani
s konven¢nim chirurgickym oSetfenim povedou ke zvySeni procenta zhojenych anastomoz.
Diky niz$i operacni zatézi snizi zanétlivou odpovéd’ organismu a budou zatiZeny niz§im

rizikem pooperacnich komplikaci.

3.2.3. Metodika

Do studie bylo zahrnuto celkem 74 probandii (samcii miniaturnich prasat) o stiedni
hmotnosti 45 (31-63) kg. Z celkového poctu 74 probandl bylo 18 vyhrazeno pro vytvoteni
samotného modelu nizké kolorektdlni anastomo6zy. Z 18 probandi bylo zatazeno 8 do
kontrolni skupiny s intaktni kolorektalni anastom6zou (SHAM) a 10 probandii do skupiny
s aktivné vytvotenou dehiscentni anastomdzou (model AL). Poté, co jsme ovéfili, Zze model
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dehiscentni anastomézy po nizké resekci rekta je pouzitelny pro dalsi pokus, byla zahdjena
dalsi cast protokolu. V té bylo zbylych 56 probandl 2. pooperani den randomizovano
pomoci generatoru ndhodnych Cisel a zafazeno do 4 intervencnich skupin po 14 probandech

a jedné kontrolni skupiny ponechané bez osetteni (Tab. €. 2).

Tab. €. 2 Zptsob oSetfeni AL — intervencni skupiny oSetieni.

intervenéni zpusob oSetfeni pocet

Kubi
Skuptna probandi

SUTURE prosta transandlni sutura n=14
TAMIS transanalni minimalné invazivni sutura n=14
APOLLO endoskopicka sutura (OverStitch) n=14
HAR rozpojeni anastomadzy + stomie n=14

3.23.1.  Sledované parametry

A) model dehiscentni anastomézy:

- intraabdomindlni septické komplikace (IASC — absces, vypotek), efekt

v anastomaze, sristy, stendza, hodnoceno pfi pitvé 9. pooperacni den.

B) porovnani technik oSetfeni AL:

a) technickd proveditelnost uzavéru defektu — ttistupnové skore (I — defekt zcela
uzavien, II — defekt uzavien s viditelnymi mezerami, III — uzavér technicky neproveditelny).

b) odbér krve pied a po provedeni resekce rekta a poté kazdy den az do
9. poopera¢niho dne (krevni obraz, sérové hladiny prozéanétlivych cytokini (TNF alfa,
Interleukin 1, 6) hodnocené pomoci metody ELISA.

¢) pitva 9. pooperacni den — hodnoceni IASC absces, vypotek (purulentni/sterkoralni),

makroskopické hodnoceni anastomoézy (tlakova zkouska, stenéza, viditelny defekt).

3.2.3.2.  Statisticka analyza
Minimalni pocet subjekti potfebnych k hodnoceni byl podle Fleissa odhadnut na zakladé

oc¢ekavaného 80% vyskytu IASC a pfedpokladu spontanniho zhojeni dehiscentni

anastomozy u 1-2 zvitat v kontrolni skuping. Za klinicky vyznamné jsme povazovali 50%
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snizeni vyskytu septickych komplikaci a minimalné o 50 % Castéj$i zhojeni v intervencnich
skupinach. Pti 5% hladiné vyznamnosti v jednostranném testu a sile 80 % byl minimalni
pocet hodnotitelnych zvitat v kazdé skupin€ stanoven na 14. Zarazen byl pravé minimalni
mozny pocet subjekti tak, aby studie respektovala pravidlo 3 R (Replacement, Reduction
and Refinement). Data jsou prezentovana jako stfedni hodnoty s rozsahem nebo jako
primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou podle typu distribuce. K porovnani délky
operace, laboratornich vysledkii a vahového pfirtistku byla pouzita jednosmérna analyza
rozptylu (ANOVA). Pro srovnani kategorickych proménnych byl pouzit Fishertv test.
Hodnota p.

3.2.3.3.  Chirurgicky model dehiscentni anastomézy

Vsechna zvitata nejprve podstoupila zvyklou ptipravu, viz vyse ,,chirurgicky model stievni
ischemie®. Po premedikaci intramuskularni injekci Tiletamin-Zolazepam 4 mg/kg (Zoletil
100, Virbac, Carros, Francie), Ketamin 10 mg/kg (Narketan 10, Ventoquinol, Patiz, Francie)
a Xylazin 2 mg/kg (Rometar 2%, SpofaDental Inc, Ji¢in, Ceska republika) byla zvifata
dopravena na operacni sal. Zde byla uvedena do celkové anestezie, ulozena do polohy na
zadech a zajiSténa standardni pfiprava operacniho pole. Nasledné bylo pomoci Veresovy
jehly zalozeno kapnoperitoneum na 15 mmHg. Nasledovalo zavedeni Smm portu pro optiku
(Olympus Medical, Tokio, Japonsko), provedena prohlidka dutiny bfi$ni a upravena poloha
opera¢niho stolu do Trendelenburgovy polohy. Poté pod optickou kontrolou zavedeny do
»Ctverce® tfi Smm a jeden 13mm port, viz Obr. €. 9. Mocovy méchyft byl punktovan a odsat
pomoci laparoskopické jehly a odsavacky. Samotny vykon byl zahajen mobilizaci ,,levého
tra¢niku‘ laparoskopicky, pomoci 5Smm bateriového harmonického skalpelu (Sonicision™,
Covidien Medtronic, MN, USA). Disekce poté pokracovala v avaskularni vrstvé mezi
presakralni a mezorektalni fascii. Dale bylo postupovano cirkularni disekci mezorekta az na
panevni dno. Rektum bylo poté preruSeno pomoci 45mm nebo 60mm endoskopického
stapleru (Endo GIA ™, Covidien Medtronic, MN, USA) pfiblizné 5 cm od anu. Stfevo bylo
vybaveno z dutiny bfis$ni z minilaparotomie (<5 cm incize) v levém podbiisku a pomoci
tabdkovych klesti provedena jeho resekce. Do proximalni Césti stfeva byl vloZen tzv
»kloboucek®, poté¢ stievo reponovano zpét do dutiny bifiSni a provedena sutura
minilaparotomie. Stfevni kontinuita byla obnovena pomoci transandlné zavedené rucni
komponenty cirkularniho stapleru velikosti 28 (EEA™, Covidien Medtronic, MN, USA)
(Obr. €. 10). Dehiscence anastomdzy bylo dosazeno vyjmutim poloviny svorek v rozsahu
cirkumference od ¢isla 3—-9 brano po sméru hodinovych rucicek, coz zajistilo dehiscenci

v dorzalni polovin€ anastomozy (Obr. €. 11). Ve skupiné SHAM byla vytvorena standardni
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staplerova anastomoéza bez extrakce svorek. VySka anastomézy a rozsah defektu byly vzdy
ovéfeny digitdlnim vySetfenim na konci operace. Takto vytvofeny model dehiscentni

anastomozy byl pfipraven k oSetieni jednou ze stanovenych technik. VSechny nasledujici

intervence probihaly vzdy v celkové anestezii.

Obr. €. 9 Rozmisténi porttl pro laparoskopické nastroje, model laparoskopické nizké resekce

rekta (zdroj: archiv autora MUDr. Jaroslav Kalvach)
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Obr. ¢. 10 Transanaln¢ zavedeny cirkularni stapler a konstrukce kolorektalni anastomdzy

(zdroj: archiv autora MUDr. Jaroslav Kalvach)

Obr. ¢ 11 Cirkularni stapler — viditelné kovové svorky pied jejich extrakci pro model

dehiscence (zdroj: archiv autora MUDr. Jaroslav Kalvach)
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3.2.3.4. Jednotlivé techniky oSeti‘eni dehiscentni anastomo6zy — intervenéni skupiny
3.2.34.1. TAMIS

Ve skupin¢ TAMIS (n=14) bylo oSeteni defektu v misté anastomo6zy provedeno pomoci
minimaln¢ invazivni transandlni chirurgické metody vyuzivajici principy a technické
vybaveni shodné s béznou laparoskopii. Po zvyklé ptipravé bylo zvife uvedeno do celkové
anestezie a nasledn¢ ulozeno do polohy na zadech. Po Setrné divulzi anu bylo provedeno
vysetieni per rectum a provedena kontrola defektu v misté anastomozy. Poté byl transanalné
zaveden specialni port — GeIPOINT Path Transanal Access Platform (Applied Medical, CA,
USA) se tremi Smm pracovnimi vstupy (Obr. ¢. 12), ktery byl po obvodu fixovan pomoci
stehu ke kazi tak, aby bylo dosaZeno stabilni polohy portu a nedochazelo k jeho dislokaci.
Poté byl port napojen na insuflator umistény ve standardni laparoskopické vézi a nastaveno
pneumorektum o tlaku 15-18 mmHg. Pfi samotné operaci byly pouzity dva standardni
laparoskopické jehelce a Smm kamera. Ty byly zavedeny pracovnimi vstupy v portu. Defekt
byl uzavien pomoci jednotlivych stehii vlaknem Vicryl 3-0 (Ethicon US LLC, OH, USA)
(Obr. ¢. 13, 14).

Obr. ¢. 12 Pracovni port se zavadéfem pouzivany pii metodé TAMIS GelPOINT Path
Transanal Access Platform (Applied Medical, CA, USA) (zdroj: archiv autora MUDr.

Jaroslav Kalvach)
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Obr. €. 13 TAMIS — anastomoéza s dehiscenci (mezi ¢isly 3-9) pred oSetfenim (zdroj: archiv

autora MUDr. Jaroslav Kalvach)
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Obr. ¢. 14 Osetieni defektu v misté anastomoézy metodou TAMIS (zdroj: archiv autora

MUDr. Jaroslav Kalvach)

3.2.3.4.2. Endoskopie — OverStitch (Apollo)
Ve skupin¢ ENDO (n=14) jsme vyuzili metodu endoskopického uzavéru defektu pomoci

instrumentaria (Apollo OverStitch Endosurgery, TX, USA). Po zvyklé piedoperacni
ptipravé byla v celkové anestezii nejprve provedena Setrna divulze anu a vySetfeni per
rectum. Poté zaveden standardni dvoukanalovy endoskop (GIF 2T160; Olympus Medical,
Tokio, Japonsko) a provedeno vysetieni anastomoézy. Nasledné byl endoskop extrahovan a
na jeho proximalni ¢ast nasazena hlavice systému Apollo se specidlni zakiivenou pohyblivou
jehlou. Poté endoskop zaveden transanalné zpét k mistu anastomoézy. Prvnim krokem bylo
zachyceni okraje defektu pomoci malé ostré vyvrtky zavedené do druhého kandlu
endoskopu. Okraj defektu byl piitazen a pohybem jehly doslo k jeho prositi v celé tloust'ce
stény. Obdobnymi kroky bylo dosazeno postupného uzaveéru defektu. Na zavér bylo vldkno
dotazeno pohybem endoskopu a fixovéano specialni koncovkou. K dosazeni uzavéru defektu

byly pouzity 1-3 stehy (Obr. €. 15).
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Obr. €. 15 Endoskopicky uzavér defektu metodou OverStitch (zdroj: archiv autora MUDr.

Jaroslav Kalvach)

3.2.3.4.3. Transanalni sutura
V dalsi intervencni skupiné SUTURE (n=14) byl defekt v misté anastomdzy oSetien ptimou
chirurgickou suturou. V celkové anestezii byla nejprve provedena divulze anu a vySetieni
per rectum k ovéfeni defektu v misté anastomoézy. Pro snazsi transandlni pfistup a
manipulaci byl pouzit rozvéra¢ Lone Star (Cooper Surgical, CT, USA). Pomoci standardniho
nebo zahnutého jehelce a pinzety byla provedena sutura defektu v misté anastomozy,

jednotlivymi stehy, vlaknem Vicryl 3-0 (Ethicon US LLC, OH, USA).

3.2.3.4.4. Hartmann
V posledni intervencéni skupiné Hartmann (n=14) byla provedena revize dutiny bfisni,

rozpojeni anastomézy a vyvedeni stomie. Tento postup odpovidd konvencnimu feSeni

v soucasné klinické praxi. Dutina bfis$ni byla kviili specifickym anatomickym podminkédm u
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samce selete (pribéh mocové trubice) oteviena z pararektalniho fezu vlevo. Dehiscentni
anastomo6za byla rozpojena. Pahyl rekta byl slepé uzavien pomoci jednotlivych stehli
vldknem Vicryl 3.0. Okraje proximalni ¢asti stieva byly v nezbytném rozsahu resekovany.
Stievo nasledné vyvedeno biisni sténou v pravém podbiisku jako terminalni kolostomie a
okraje fixovany ke kiizi jednotlivymi stehy vldknem Vicryl (3.0). Néasledné byla provedena

lavéaz dutiny bfis$ni teplym fyziologickym roztokem.

3.2.3.4.5. Control
V kontrolni skupiné CONTROL (n=14) byla dehiscentni anastomdza ponechdna bez

oSetteni.
3.2.3.4.6. Popera¢ni management

Bezprosttedné po dokonceni operacniho vykonu v podobé laparoskopické nizké piedni
resekce s vytvoienou dehiscentni anastomézou (den 0), stejné jako po osetfeni dehiscentni
anastomozy (den 2), byla zvifata extubovéana a vracena do kotcii s volnym pfistupem ke
krmeni a vod&. Pooperacni analgezie byla feSena poddnim Metamizolu (Vetalgin, MSD
Fentanyl-Janssen, Piramal Critical Care, PA, USA). Kazdy den az do utraceni byl proveden
odbér krve. Zdravotni stav prasat byl denné sledovan veterinafem. Zvitata byla usmrcena
devaty pooperacni den za hluboké sedace intravendéznim podanim roztoku KCI. Nésledné
byla provedena pitva. V ptipad€ vyznamného zhorSeni klinického stavu byla zvitata utracena

diive.

3.2.4. Vysledky

A) Model dehiscentni nizké kolorektalni anastomozy

VSechna zvifata v obou skupinach piezila. Ve skupiné Model leaku byla pozorovana
signifikantné vyssi mira panevnich sristt (9 vs. 3; p=0,043), intraabdomindlnich abscest (7
vs. 0; p=0,004) 1 celkového vyskytu TASC (8 vs. 0; p=0,00015) ve srovnani se skupinou
SHAM. Anastomoticky defekt byl viditelny u (8/10) prasat ve skupiné¢ Model leaku. Ve
skupiné SHAM nebyl pozorovan zadny AL v dobé pitvy. Frekvence hnisavého nebo
sterkordlniho vypotku byla ve skupiné Model leaku (3/10). Ve skupiné SHAM nebyl
patologicky vypotek pozorovan (0/8, (p=0,02). Stendza se vyskytla u (1/10) ve skupiné
Model leaku a u zddného ze skupiny SHAM (0/10 p=0,01) (Graf ¢. 9).
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Graf ¢. 9 Graf porovnavajici lokalni komplikace a stav anastomo6zy po nizké resekci rekta u
intaktni anastomoézy zelena skupina (SHAM) a u skupiny s dehiscentni anastomo6zou ¢ervena

skupina (Model leaku).
B) Porovnani technik oSetieni — randomizovana kontrolovana studie

Model AL — VSechna zvitata podstoupila laparoskopickou nizkou ptedni resekci bez
zavaznych perioperacnich komplikaci. Stfedni délka operace byla 74 (53—-118) minut.
Dehiscence v rozsahu poloviny obvodu anastomoézy byla pied pldnovanou intervenci
potvrzena u vSech zvifat. OSetfeni defektu anastomoézy bylo technicky mozné u vSech 42
zvitat. Median délky intervence byl 43 (21-72) min., 31 (19-70) min. a 30 (15-85) min. ve
skupinach TAMIS, ENDO a SUTURE (p0,283). Nejvyssiho skore proveditelnosti uzavéru
bylo dosazeno ve skupiné ENDO (skére I u 11 zvifat), nasledované skupinami TAMIS a

SUTURE (skore I u 9 zvitat). Rozdil nebyl statisticky vyznamny (p=0,641) (Graf ¢. 10).
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Graf ¢. 10 Skore technické proveditelnost uzavéru defektu v anastomoéze hodnocené

v jednotlivych interven¢nich skupinach.

3.2.4.1.  Laboratorni vysledky
Hodnoty hladin bilych krvinek (WBC) kulminovaly 1. den po provedeni nizké resekce. Poté
klesly a opét zacaly stoupat v pribéhu nasledujicich 3—4 dni. Kulminovaly znovu mezi

5.—8. dnem sledovani. Rozdily mezi skupinami nebyly signifikantni (Graf €. 11).
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Graf ¢. 11 Pocet bilych krvinek (WBC) hodnoceny denné ve vSech skupinach.

V hladinach prozanétlivych cytokinli nebyly pozorovany signifikantné vyznamné rozdily
mezi intervenénimi a kontrolni skupinou. U interleukinu 6 byl vidét trend k vysSim
hodnotam u skupiny HAR po provedeni laparotomie a derivace (3. a 4. den sledovani), coz
naznacovalo vys$$i operacni zatéz ve srovnani s méné invazivnimi technikami oSetfeni

dehiscence. Rozdil v§ak nebyl vzhledem k vysokym odchylkdm signifikantni (Graf ¢. 12,
13).
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Graf €. 12 Sérové hladiny interleukinu 1 beta (ng/1) hodnocené denné ve vSech intervenc¢nich

skupinach a kontrolni skupin¢.
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Graf ¢. 13 Sérové hladiny interleukinu 6 (ng/l) hodnocené denné ve vsech intervencnich

skupinach a kontrolni skupiné.
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3.24.2. Pitva

Pitva byla provedena u vSech zvifat 9. poopera¢ni den s vyjimkou dvou subjektli ze skupiny
ENDO, kter¢ byly utraceny pro zhorseni klinického stavu z divodu sepse Ctyfi a pét dni po
osetfeni AL. Pitva u nich odhalila sterkoralni peritonitidu a ¢etné fibrézni adheze v panvi.
Ze stejnych diivodi musela byt predCasné utracena 4 zvitata ze skupiny HAR (jedno 3. a tfi
4. pooperacni den). Pfi¢inou zhorSeni stavu byla i u téchto zvitat progrese nitrobfisni sepse.
Rozdil v hmotnosti pted operaci a v dobé pitvy byl 1,2 (-2,8-7,1) kg a mezi skupinami nebyl
zaznamenan signifikantni rozdil (p=0,124). Kompletn¢ zhojena anastomdza byla nalezena u
10/14 (p=0,002), 11/14 (p=0,0006) a 8/14 (p=0,019) ve skupinach TAMIS, ENDO a
SUTURE ve srovnani se 2/14 zvifaty z kontrolni skupiny, u kterych doslo ke spontannimu
zhojeni dehiscence (Obr. €. 16, 17).

Obr. ¢. 16 Zhojena anastomoéza po osetfeni AL — pitevni nalez 9. pooperacni den (zdroj:

archiv autora MUDr. Jaroslav Kalvach)
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Obr. €. 17 Anastoméza s defektem po osetfeni AL (klasifikovano jako nezhojend) — pitevni

nalez 9. pooperacni den (zdroj: archiv autora MUDTr. Jaroslav Kalvach)

Vyskyt IASC byl vyznamné nizsi ve skupindich TAMIS (4/14; p=0,006) a ENDO (5/14;
0,018) ve srovnani se skupinou CONTROL (12/14). Skupiny SUTURE (7/14; p=0,103) a
HAR (11/14; p=1,000) se v tomto parametru od kontrolni skupiny neliSily. Sten6za v
anastomoze byla nalezena u jednoho zvitete ze skupin TAMIS a ENDO a u ti zvifat ve

skupingé SUTURE. Zadn4 ze sten6z nevedla ke stfevni obstrukci (Graf &. 14).
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Graf ¢. 14 Vyskyt komplikaci v intervencnich skupindch a v kontrolni skupiné
(* — statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou; IACS — nitrobfis$ni

septicka komplikace).

Maximalni tlak dosaZeny pfi roztrzeni zhojené anastomdzy byl srovnatelny ve vSech
intervenc¢nich skupinach: 190 (110-300) mmHg v TAMIS, 200 (100-300) mmHg v ENDO
a 200 (90-250) mmHg ve skupiné¢ SUTURE (p=0,644) (Graf ¢. 15).

300 (-

250

200

150 |~

mmHg

100 |- —_—

50

U | I |
ENDO SUTURE TAMIS

Graf ¢. 15 Hodnoty tlaku, naméfené béhem tlakového testu zhojenych anastomoéz, pii
kterych byl na zdkladé vySe uvedenych vysledkl sestaven 1écebny algoritmus vyuzitelny

v klinické praxi pro oSetteni asné diagnostikovaného AL (Obr €. 18).
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Obr. ¢. 18 Lécebny plan pro osetfeni pacienta s dehiscentni kolorektdlni anastomoézou
vytvoteny na zaklad¢ vyse uvedenych vysledkli (zdroj: schéma autora MUDr. Jaroslav

Kalvach)
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3.2.5. Diskuze

Zakladni podminkou pro realizaci nasi studie bylo vytvofeni jednoduchého a
reprodukovatelného zvifeciho modelu AL po nizké resekci rekta. Riznd zvifata byla
hodnocena za G¢elem posouzeni vhodnosti pro napodobovani dehiscence nizké kolorektalni
anastomoézy. Mala zvitata jako mys, krysa, kocka nebo kralik jsou snadno ovladatelna, ale
obvykle postradaji anatomickou a fyziologickou podobnost s lidmi. Rovnéz by
neumoznovala hodnoceni technik provadénych standardnimi chirurgickymi néstroji. Velka
zvitata (psi, ovce nebo subhumanni primati) jsou vhodnéjsi z hlediska anatomie, ale jsou
nakladna (Pommegard H. et. al., 2011). Pro tento experiment bylo vybrano prase domaci, a
to pro jeho vysokou podobnost organti dutiny bfisni s anatomii ¢lovéka. Velikost také
umoznovala provedeni jednotlivych intervenci s pomoci nastrojii a techniky shodné
s postupy v huméanni medicin€. Rlizné praseci modely AL byly vyvinuty umisténim trubi¢ek
s riznym prumérem uvnitf anastomézy nebo vytvofenim anastomotického defektu s
naslednou devaskularizaci nebo bez ni. U fady téchto zvifecich modelli vSak nebylo
dosazeno pozadovanych vysledkti ve smyslu intraabdomindlni sepse (absces nebo
peritonitida) a vysledky byly spiSe rozporuplné. Navic model vhodny pro nasi studii musel
byt potencidlné reverzibilni, coz vylu¢ovalo modely pouZzivajici ischemii (Nordentoft T. et.
al., 2007, Hoeppner J. et. al., 2009). Proto jsme se rozhodli vytvofit novy model, ktery
napodobuje techniku operace tak, jak se provadi u lidi, tedy laparoskopicka nizka piedni
resekce s ,,double stapling metodou konstrukce anastomoézy. Soucasné v priabéhu tohoto
vykonu vytvofit dehiscentni anastomézu odpovidajici rozsahu klinicky vyznamného AL
(Rahbari N. et. al.,2010). Dvé zvitata z kontrolni skupiny do jisté miry spliiovala kritéria
spontanniho uzdraveni, protoze pii pitvé nebyla pozorovana zadna viditelnd dehiscence.
Nicméné¢ pii testovani anastomoézy v prubéhu tlakové zkousky byly u téchto dvou subjektii
naméfené hodnoty (50 a 60 mmHg) velmi nizké ve srovnani se zhojenou anastomoézou v
intervencnich skupinach. Na§ model byl snadno reprodukovatelny s jednotnym néalezem v
misté anastomozy pii randomizaci. Zvolili jsme kratkodobé sledovani, protoze klinické rysy
hlaSené v modelech s dehiscentni anastomo6zou se zdaji byt konzistentnéj$i béhem prvnich 2
tydnt (Nordentoft T. et. al., 2007) ve srovnani s dlouhodobymi modely (Hoeppner J. et. al.,
2009). Pti vyvoji naseho modelu jsme také zjistili, Ze prasata snaSeji dlouhotrvajici panevni
sepsi vice nez lidé, a proto obvykle hlaSena 30denni morbidita a mortalita by nebyla
relevantni. Ve studii byla testovana endoskopickd metoda uzavéru defektu v anastomoze
technikou OverStitch. Diivodem je, ze se v soucasné dob¢ jedna o jediny schvaleny a Siroce

komer¢né dostupny endoskopicky systém §iti. Mimo jiné byl pouzit pii 1écbé rtiznych
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chirurgickych komplikaci véetné AL a pistéli v hornim gastrointestinalnim traktu s celkovou
klinickou uspésnosti mezi 27-56 % (Fernandez-Hevia M. et. al., 2015, Perivoliotis K. et. al.,
2020). Uginnost tohoto zafizeni v 16¢bé AL v oblasti tlustého stieva a rekta byla
dokumentovana pouze v nékolika kazuistikach (van Vledder M. et. al., 2016). V literature
nebyla uvedena zadna experimentalni studie hodnotici tuto techniku na relevantnim zvifecim
modelu. V nasi studii bylo dosazeno uspésného zhojeni u 11/14 (79 %) zvitat ve skupiné
endoskopické opravy technikou OverStitch. Nicméné 2 zvirata v této skupiné zemiela v
dasledku sterkoralni peritonitidy a sepse a 5 zvifat vyvinulo intraabdominalni septické
komplikace, a to vcetné 2 zvifat, u kterych bylo dosazeno uzavéru defektu v anastomoze.
Predpokladame, ze tyto komplikace mohou souviset s kontaminaci zpisobenou znecisténym
hrotem endoskopu, ktery casto skon¢il mimo stfevni lumen béhem zakroku. Stalo se tak 1
ptesto, Ze vSechny zakroky provadéli dva zkuSeni endoskopisté, kteti byli s touto technikou
obeznameni. Z toho Ize vyvodit, ze tato technika vyzaduje dlouhé uceni, coz muze byt jeji
nevyhodou. Na druhé strané je to jedina technika vhodna pro opravu anastomézy umisténé

proximalné v tlustém stievé (van Vledder M. et. al., 2016).

Metoda TAMIS piedstavuje techniku zajist'ujici piistup do distalniho kone¢niku a umoziuje
pouziti konven¢nich laparoskopickych nastroji pro rtizné zakroky v této oblasti. Znacnou
vyhodou této techniky je fakt, Zze s timto konceptem je obezndmeno vice kolorektalnich
chirurgii. Tato metoda je vyuZzivana jak u benignich diagnéz (excize adenomi, polypl)
v oblasti rekta a anu, tak i v ptipad¢ malignit, kdy je vyuzivana pfi transanalni mezorektalni
excizi pro karcinom rekta TaTME (Sharaiha R. et. al., 2016, Callahan Z. et. al., 2020). [ u
této techniky opét plati, Ze studie hodnotici jeji vhodnost pro v€asnou opravu AL na zvifecim
modelu nebyla dosud publikovana. Ve studii CLEAN byla pfedstavena nova lécba Casné
diagnostikované AL zahrnujici vakuové asistovanou drendZ nasledovanou transanalnim
uzavérem. Autoriim se podafilo anastomoticky defekt uzaviit bud’ cestou GelPOINT, nebo
s pomoci retraktoru Lone Star u 13, resp. 17 pacientl. Anastomdza byla povazovana za
vylécenou u 16 (53 %) pacienti béhem 6 mésict sledovani. Nakonec byla kontinuita
obnovena u 20 (67 %). Cim dfive po priméarni operaci byla 1é¢ba AL zahéjena, tim bylo
dosazeno vyssi ispéSnosti zhojeni (Borstlap W. et. al., 2018). V nasi studii byla ve skupin¢
TAMIS pozorovana vysoka mira GspéSnosti zhojeni oSetfené anastomdzy touto metodou
10/14 (72 %). Ve srovnani s endoskopickou skupinou jsme nezaznamenali v této skupiné
zadné tmrti a pouze nékolik subjektl mélo pfi pitvé znamky intraabdominalnich septickych
komplikaci. Vé&fime, Ze takto slibného vysledku bylo dosaZeno diky tomu, Ze TAMIS nabizi

nejen dobrou vizualizaci, ale také snadné umisténi jednotlivych stehi standardnimi
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laparoskopickymi nastroji a umoznuje zalozeni stehli pfi sutufe s vétsi jistotou. K tomu
pfispél i model s anastomdzou v distalnim kone¢niku (pfiblizné 5 cm nad andlnim okrajem),

protoze tato vyska se zda byt idealni pro platformu portu GelPOINT.

Ve tieti intervencni skupiné byla sutura defektu provedena pomoci Lone Star retraktoru,
abychom ziskali pfistup k defektu v misté anastomozy. Tato technika byla jiz dfive hldSena
jako proveditelna v ptipadé osetfeni Casn¢ diagnostikovaného AL u nizkych anastomo6z
(Stewart D. et. al., 2007, Rosenberger L. et. al., 2014). Byla publikovana kohorta 15
pacientt, u kterych byl defekt v misté ileopauch andlni anastomdzy uzavien pfimou rucni
suturou po predchozi 1écbé podtlakovou drendzi. Autoii dosahli vynikajicich vysledki se
svym pristupem, kdyz zaznamenali funkéni ileopauch analni anastomoézu v 93 % piipada
(Gardenbroek T. et. al., 2015). V dalsi studii se podafilo opravit 7 dehiscentnich anastomoéz
lokalizovanych ve vzdalenosti do 5 cm od andlniho okraje pfimym chirurgickym Sitim
pomoci bézného anoskopu (Chen W. et. al., 2018). Osetfeni defektu bylo provedeno
spole¢né¢ s laparoskopickou revizi dutiny bfisni, lavazi panve a vyvedenim derivacni axialni
ileostomie, pokud jiZ nebyla stomie vyvedena pfi primarnim operacnim vykonu. Okluze
ileostomie bylo dosazeno po dokonceni 1é€by u péti pacientd 5/7 (71,4 %). Pti srovnéani
uzavéru defektu v anastomoze bylo chirurgem na konci vykonu hlaseno jako optimalni v 9
ptipadech. Pfi pitvé vSak bylo zhojeni potvrzeno pouze v 8 ptipadech. Kromé toho byl vyskyt
intraabdomindlnich septickych komplikaci a striktur nejvyssi v porovnani s vysledky v
ostatnich interven¢nich skupinach. Predpokladame, ze vysledky byly do urcité miry urceny
lokalizaci anastomdézy, kterd byla v naSem modelu vySe nez ve vysSe uvedenych studiich.
Vizualizace mista anastomdzy proto nebyla optimalni, a to ani pfi pouZiti rozvérace Lone
Star. V disledku toho pravdépodobné nebylo dosazeno spravného uzavieni celé tloustky.
Kromeé toho bylo obtizné udrZet steh kolmo k ose stieva, coZ miZze vysvétlovat vyssi vyskyt

striktur v této skupin¢.

Skupina s oSetfenim resekci dle Hartmanna (provedeni laparotomie, rozpojeni anastomozy
s vyvedenim termindlni kolostomie, vyplach a drendZ dutiny bfis$ni) byla zafazena do studie
vzhledem k tomu, ze se jednd o standardni vykon provadény u pacientli s klinicky
vyznamnym AL. V této skupin€ byla pozorovana nejvyssi poopera¢ni morbidita a mortalita
— 4/14 (vys$si nez v kontrolni skuping). Lze se domnivat, Ze tyto vysledky byly zkreslené
zatezi spojenou s druhou velkou operaci v prubéhu 48 hodin od nizké resekce a ze takovy

stres byl pro organismus zvifete pfili§ velky. Diky negativnimu vlivu na imunitni systém
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prasete doslo u vétstho poctu subjektl k progresi sepse a pokus musel byt ukoncen

predcasné. Vzhledem k tomu neni srovnani s ostatnimi interven¢nimi skupinami smysluplné.
Zhojeni anastomozy bylo po jejim oSetfeni hodnoceno pomoci testu tlakové zkousky.

Mezi interven¢nimi skupinami nebyl Zadny vyznamny rozdil v medianu naméienych hodnot
tlaku. V experimentalni studii na zvifecim modelu hodnotil (Stewart D. et. al., 2007)
staplerovou kolorektalni anastomo6zu konstruovanou koncem ke konci pomoci tlakového
testu u 18 prasat. Primérny tlak, pii kterém doslo k prasknuti anastomdzy, byl 29,9 mmHg
thned po vytvoreni anastomozy a 250 mmHg o dva tydny pozdéji. Nase studie ukézala
sttedni tlak mezi 190-200 mmHg u zhojené anastomo6zy sedm dni po opravé AL. Pouze
jedna anastomoéza v kazdé skupiné selhala pfi tlaku niz§im nez 150 mmHg. Vzhledem ke
krat§i dob¢é hojeni a manipulaci s anastomézou béhem jejiho oSetfeni, kterd mulze byt
pti¢inou zpomaleného hojeni ve zdravé ¢asti anastomdzy, 1ze soudit, ze vysledky potvrzuji,

ze vSechny zhojené anastomézy v nasi studii byly patentni.
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3.2.6. Zavér

Prvni ¢ast experimentu byla zaméfena na pooperacni monitoraci stfevni anastomédzy pomoci
dvou novych minimalné invazivnich metod mikrodalyzy (MD) a konfokalni laserové
endomikroskopie (CLE). Nejprve se podafilo vytvofit model ischemické stfevni
anastomozy, na které byla nasledné ovéfena efektivita vyse uvedenych technik. Toto je prvni
experimentalni studie, ktera prokazala, ze poopera¢ni monitorace kolorektalni anastomdzy
pomoci MD nebo CLE je proveditelnd a ze je pomoci sledovanych parametrii mozné ¢asné
zachytit poruchu perfuze. Rizné ulozeni dialyza¢nich katétrti v ptipadé¢ MD ukézalo, ze
intramuralné provedené meéteni je stejné efektivni jako méfeni provadéné na stfevni seroze,
které je na rozdil od prvniho zminéného méné traumatické. Z vysledk vyplyva, ze
kontinualni sledovani anastomézy pomoci mikrodialyzy mtze ptispét k ¢asnému odhaleni
poruchy hojeni a ptedejit tak rozvoji sepse. Lécba takto ¢asné diagnostikovaného AL u
stabilniho pacienta ma potencidl k zachran€ anastomdzy, a tim ke zvySeni pravdépodobnosti
obnoveni stfevni kontinuity. Jako technika pooperacni monitorace kolorektalni anastomézy

je tato metoda pfipravena k testovani v ramci klinické studie.

Moznosti vyuziti CLE k poopera¢ni monitoraci stfevni anastomo6zy nebyly doposud
hodnoceny. NaSe studie prokazala, Ze tato metoda je stejné jako mikrodialyza schopna velmi
rychle zachytit zmény vyvolané poruchou perfuze. Béhem studie byla zavedena nova kritéria
pro jeji hodnoceni. Vyhodou CLE je jeji miniinvazivita. Na fad¢ pracovist’ se endoskopické
hodnoceni nizké anastomédzy béhem operace provadi rutinn€ v ramci testu vzduchové
zkousky. Hodnoceni perfuze ptilozenim sondy CLE béhem tohoto testu neni technicky
naro¢né. Vyhodou je také fakt, Ze vySetieni Ize opakovat i v pooperaénim obdobi. Naopak
nevyhodou CLE je jeji omezend dostupnost a relativné vysoka pofizovaci cena sondy
s omezenou Zzivotnosti. Navic hodnoceni ziskaného obrazu je do urCité miry ,.expert
dependentni a 1ékaf, ktery ho provadi, by mél byt dostate¢né proskolen. Potencial této
metody spociva v tom, Ze na zaklad¢ jejiho vySetfeni béhem operace mize byt napiiklad
indikovano vyvedeni pojistné ileostomie. Jako limitaci této Casti studie 1ze chdpat omezenou
korelaci mezi zvifecim modelem a klinickou praxi. Je pochopitelné, ze zvifeci model nikdy
zcela neodpovida realité. Pro testovani novych metod vSak bylo nutné pouZit jednoduchy a
reprodukovatelny model simulujici poruchu perfuze. Parcialni okluze by byla jisté vérngjsi
realité, ischemické zmény by vSak mohly byt nekonzistentni a pro hodnoceni novych metod

nevhodné.

V druhé ¢asti experimentu byla pozornost vénovana miniinvazivnim moznostem oSetieni

casné diagnostikovaného AL. Jedna se o prvni experimentdlni randomizovanou studii
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srovnavajici rizné techniky oSetfeni dehiscence anastomdzy v oblasti rekta. [ v této Casti
experimentu bylo nutné nejprve vytvofit origindlni zvifeci model simulujici AL po
laparoskopické nizké piedni resekci rekta. Z vysledkit vyplyva, Ze se podafilo vytvorit
jednoduchy reprodukovatelny a reverzibilni model dehiscentni kolorektalni anastomozy.
Samotna operace nebyla zatizena komplikacemi. Podatilo se prokazat, ze miniinvazivni
laparoskopicka technika TAMIS i endoskopicka sutura OverStitch jsou vhodné pro casné
oSetfeni AL s vysokou Sanci na zhojeni. Pfistup pomoci TAMIS nabizi velmi dobrou
vizualizaci v oblasti anastomdézy v distalnim rektu a pfi uzavéru umoznuje vyuzit standardni
laparoskopické nastroje. To povazujeme za velkou vyhodu pro piipadné vyuziti této
techniky v klinické praxi. Ve studii byla prokazana vyssi frekvence zhojenych anastomoéz a
niz8i vyskyt ptipadi se zndmkami nitrobfiSni sepse ve srovnani s kontrolni skupinou. Tato
metoda se jevi jako nejvhodnéjsi k pouZiti u anastomoéz v oblasti rekta. Signifikantné lepSich
vysledkd ve srovnani s kontrolni skupinou bylo dosazeno i po endoskopickém osetfeni AL
technikou OverStitch (Apollo). Tato metoda vSak byla spojena s vyssim rizikem zavaznych
komplikaci. Pficinou mohla byt obtiznd manipulace pii nizké vySce anastomozy, kterd neni
pro endoskopické instrumentarium optimalni. Jeho efektivnéjsi vyuziti se vSak nabizi pfi
oSetfeni anastomdz umisténych ve vyssich etazich tra¢niku. Piestoze endoskopické vykony
byly provadény zkuSenymi endoskopisty, mizeme soudit, Ze tato technika bude vyzadovat
delsi kiivku uceni.

Na zéklad¢ vySe uvedenych vysledki jsme sestavili lécebny algoritmus pouZitelny v klinické

praxi, ktery ma potencial zvysit procento zachranitelnych anastomoz.

Jako vedlejsi produkt byl v rdmci projektu vytvoren a zhodnocen zvifeci model simulujici
dehiscenci po nizké predni resekci rekta. Tento model nabizi mozZnosti dal§iho vyuZiti pii

hodnoceni novych technik a chirurgického tréninku.
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4. Souhrn

Kolorektalni anastoméza po nizké resekci rekta je 1 v dnesni dobé zatizena vysokym poctem
komplikaci. Jednou z nejzavaznéjsich je takzvany anastomoticky leak. Pfestoze jsou znamé
nekteré rizikové faktory a byla zavedena fada preventivnich opatifeni, nékteré anastomoézy i
tak selzou. Klinicky vyznamny AL vyZzaduje obvykle operacni feSeni s rozpojenim
anastomozy a vyvedenim stomie. To je spojeno s vysokou morbiditou a mortalitou a je

znamo, ze az 50 % stomii po takovém zpiisobu oSetfeni ziistava trvalych.

Zasadni problém piedstavuje pozdni diagnostika AL. Soucasné klinické metody Casto nejsou
schopné rozpoznat rizikovou anastomozu ani dostatecné cCasné¢ diagnostikovat AL
v poopera¢nim obdobi. Idedlné v dobé¢, kdy nejsou plné rozvinuté septické komplikace, a je
tudiz snaz$i jejich management. V takovém piipadé¢ je mozné se pokusit o zachranu
anastomozy a tim sniZzit riziko trvalé stomie. Soucasné€ neni jasné, jaka technika uzavéru

defektu anastomozy je nejvhodné;jsi.

Experimentalni projekt prokazal Wc¢innost mikrodialyzy a konfokdlni laserové
endomikroskopie v ¢asné detekci hypoperfuze. Metody mohou byt vyuzitelné k pooperacni
monitoraci hojeni anastomdzy. MD na seréze je stejné G€inna jako intralumindlni, navic je
mén¢ invazivni a nepoSkozuje tkai v okoli anastomoézy. U CLE by pravdépodobnou cestou
bylo zavedeni sondy béhem operace a ponechani ,,in situ* (koncept tzv. chytrych dréna).
Pted SirSim zavedenim do praxe je nutné vyfeSit nékteré problémy (jako fixace drénu) a

zhodnotit metody v klinické studii.

V druhé ¢asti experimentu byla v randomizované studii prokézana vysoka uspéSnost novych
technik oSetfeni dehiscence. TAMIS 1 endoskopicky uzavér zarucuji dobrou vizualizaci.
TAMIS se zda byt univerzalngsi a vyuziva standardni laparoskopické instrumentdrium.
Endoskopicky uzavér je na druhou stranu jediny pouzitelny pro vyse ulozené anastomozy,

24

stale relativné nového instrumentaria.

Dalsi vyzkum by bylo vhodné zamifit na stanoveni hodnot, na zakladé kterych by bylo
mozné indikovat anastomozu k jejimu oSeteni bezprostiedné po vzniku dehiscence anebo
1épe jesté pred jejim vznikem na zéklad€ stanoveni napf. ,,cutt off hodnot anaerobniho
metabolismu zjisténého pii kontinudlni monitoraci anastomo6zy pomoci MD ¢i na zdkladé

histologického obrazu perfuze pii vySetteni pomoci CLE.
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Summary

Colorectal anastomosis after low anterior resection is burbened with a high number of
complications even today. One of the most serious complication is anastomotic leak.
Although some risk factors are known and a number of preventive measures have been
implemented, some anastomosis will still fail. Clinically significant AL usually
requires a surgical sollution with connection of the anastomosis and removal of the
stoma. This is associated with high morbidity and mortality and up to 50 % of stomas

are known to remain permanent after such treatment.

A major problem is the late diagnosis of AL. Current clinical methods are often unable
to recognize risky anastomosis or to diagnose AL early enough in the postoperative
period. Ideally at a time when septic complications are not fully developed and
therefore their management is easier. In such a case, it is possible to try to save the
anastomosis and thereby reduce the risk of a permanent stoma. At the same time, it is

not clear, which technique of closing the anastomotic defect is the most appropriate.

An experimental project demonstrated the effectiveness of microdialysis and
confocall laser endomicroscopy in the early detection of hypoperfusion. The mothods
can be used for postoperative monitoring of anastomotic healing. MD on serosa is as
effective as intraluminal, in addition, it is less invasive and does not damage the tissue
around the anastomosis. For CLE, the likely route would be to insert the probe during
surgery and leave it ,,in situ“ (the concept of so called smart drains). Before a wider
introduction into practice, 1 tis necessary to solve some problems (such as drain

fixation) and to evaluate the methods in a clinical trial.

In the second part of the experiment a high success rate of new dehiscence tretment
techniques was demonstrated in a randomized study. Both TAMIS and endoscopic
closure guarantee good visualization. TAMIS appears to be more versatile and uses
standard laparoscopic instruments. Endoscopic closure on the other hand is the only
one that can be used for higher placed anastomoses, but it is technically more
demanding and requires the mastery of advanced endoscopic techniques and still

relativelly new instruments.

Further research would be appropriate to focuson determining the values based on

which it would be possible to indicate the anastomosis for its treatmnet immediatelly
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after the occurence of dehiscence, or better even before occurence based on
determination of e.g. ,,cutt of*“ values of anaerobic metabolism detected during
continuous monitoring of the anastomosis using MD or on the basis of the histological

picture of perfusion during examination with CLE.
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