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Souhrn

Mikrocirkulace má za fyziologických i patofyziologických okolností klíčovou úlohu v interakcích mezi krví
a tkáněmi. Přes prokázanou zásadní roli v patofyziologii a vývoji řady akutních i chronických onemocnění
včetně hypertenze, diabetu či sepse jsou naše možnosti přímé vizualizace a rychlého funkčního vyhodno-
cení mikrocirkulační sítě v reálné klinické praxi velmi omezené. Orthogonal polarization spectral (OPS)
imaging a vývojově ještě vylepšená metoda Sidestream dark-field (SDF) imaging jsou relativně nové optic-
ké neinvazivní technologie inkorporované do lehce ovladatelné příruční sondy s možností vyšetřit a vizu-
alizovat mikrocirkulaci slizničních povrchů včetně podjazykové krajiny u člověka. Principy obou metod,
výsledky validačních studií, současné možnosti využití v experimentu a v klinické praxi včetně výhod
a technických omezení jsou probírány v této práci.
Klíčová slova: mikrocirkulace – orthogonal polarization spectral imaging (OPS) – sidestream dark-field
imaging (SDF)

Abstract

Non-invasive optical methods for microcirculatory assessment in experiment and in clinical prac-
tice: Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging and Sidestream dark-field (SDF) imaging

Microcirculation plays an essential role in the interaction between the blood and target tissues. Despite its
evident importance in the pathophysiology and development of numerous acute and chronic diseases
such as hypertension, diabetes or sepsis, currently available methods allowing direct visualization of the
microcirculatory network and its assessment in clinical practice are very limited. Orthogonal polarization
spectral (OPS) imaging and its improved successor Sidestream dark-field (SDF) imaging are relatively new
optical non-invasive technologies incorporated in a hand-held examination probe for visualization of the
mucosal surface microcirculation including the human sublingual area. The basic principles of these me-
thods, an appraisal of the validation studies, the current options of experimental and clinical applications
and the advantages and technical limitations of the methods are discussed in this review.
Key words: microcirculation – orthogonal polarization spectral (OPS) imaging – sidestream dark-field
(SDF) imaging
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Úvod

Mikrocirkulace má klíčovou úlohu v interakci mezi
krví a tkáněmi, a to jak za fyziologických, tak za pato-
logických stavů. Možnost vizualizovat a analyzovat
průtok krve na úrovni mikrocirkulace může být je-
dinečnou příležitostí ke studiu vývoje různých one-
mocnění na mikrocirkulační úrovni [1]. I přes zásadní
roli mikrocirkulace v patofyziologii řady závažných
onemocnění včetně sepse a multiorgánového sel-
hání [2–4] jsou metody přímé vizualizace a kvantita-
tivního vyhodnocení mikrocirkulační sítě – zejména
v klinické praxi – velmi omezené. Úsilí přímo monito-
rovat mikrohemodynamiku je stále větší, a to s ohle-

dem na nové objevy patofyziologických principů na
molekulární úrovni. Základní metodou pro zobrazení
mikrocirkulace je intravitální mikroskopie (IVM),
nicméně nezbytnost použití fluorescenčního barviva
a velikost instrumentária omezuje její užití pouze pro
experimentální práce.

Kapilární mikroskopie, respektive videomikro-
skopie nehtového lůžka byla řadu let jedinou dostup-
nou metodou pro posouzení mikrocirkulace na
mikroskopické úrovni u člověka in vivo. Použití této
techniky je limitováno především na povrch kůže,
nehtové lůžko či sliznici rtu [5]. Mikrocirkulace
nehtového lůžka je velmi citlivá na změny vnější
teploty [6]. Bylo též pozorováno snížení průtoku
mikrocirkulací u normotenzních febrilních pacientů
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[7], proto zejména u kriticky
nemocných nemusí být vi-
deomikroskopie nehtového
lůžka spolehlivým indiká-
torem stavu mikrocirkulace.

Laserová dopplerovská
technologie pro měření prů-
toku v mikrocirkulaci je za-
ložena na frekvenčním
posunu laseru po interakci
s erytrocyty.Zkušenosti s je-
jím využitím jsou u septic-
kých pacientů, u nichž byl
měřen průtok mikrocirku-
lací v kůži, ve svalu, v gas-
trické a jejunální sliznici
[8–10]. Metoda je částečně
limitována měřením prů-
měrných rychlostí v defino-
vaném tkáňovém objemu,
což nemusí vždy reflektovat
heterogenitu krevního průtoku mikrocirkulací jako
hlavní charakteristiky zjištěné v experimentálních
studiích.

Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging
a dále vyvinutá metoda sidestream dark-field (SDF)
imaging jsou relativně nové neinvazivní optické tech-
nologie pro vizualizaci a vyhodnocení stavu mikro-
cirkulace u člověka. Principy, validační studie, výho-
dy, známá omezení a současné využití v klinické
praxi jsou probírány dále.

Principy OPS a SDF imaging
Technologie OPS imaging byla vyvinuta v Cyto-

metrics, Inc. (Philadelphia, PA, USA) se záměrem
sestavit videomikroskop umožňující vytvořit vysoce
kontrastní obraz mikrocirkulace v odraženém světle
[11]. Konvenční reflekční zobrazování (CRI) neu-
možňuje vznik vysoce kontrastního obrazu v důsled-
ku mnohočetného rozptylu světla na povrchu. Tento
jev je eliminován technikou OPS, kdy lineárně polari-
zované světlo prochází přes dělič paprsků a dopadá
na povrch tkáně. Většina odraženého světla zůstává
polarizována, a neprochází tak ortogonálně situo-
vaným druhým polarizátorem – analyzátorem, tudíž
se nepodílí na tvorbě obrazu. Světlo, které prochází
do hloubky tkáně, kde dochází k vícečetnému rozpty-
lu, je depolarizováno a může tedy projít druhým
polarizátorem a vytvořit obraz na pozadí (obr. 1).
K dosažení optimálního obrazu mikrocirkulace byla
zvolena vlnová délka emitovaného světla 548 nm, při
které je maximum absorpce rovnoměrně rozděleno
mezi oxy- a deoxyhemoglobin. Dva fyzikální jevy se
tak podílejí na vzniku obrazu v odraženém světle:
absorpce nezbytná pro dostatečný kontrast a rozptyl
nezbytný k formování obrazu na pozadí (iluminaci)
[12]. Tak dochází přímo k vizualizaci krevních cév
mikrocirkulace metodou OPS imaging.

Lehce odlišný je princip další citlivější optické
metody – Sidestream dark-field (SDF) imaging. Diody

(LED) emitující zelené světlo (540 ± 50 nm) jsou
uspořádány do kruhu na konci optické sondy. Toto
světlo přímo osvětluje tkáňovou mikrocirkulaci. Zdroj
světla je opticky izolován od jádra optické sondy, kde

Obr. 1. Orthogonal polarization spectral (OPS) imaging – optické schéma
(1) Výchozí polarizované světlo je vysíláno k cílové tkáni prostřednictvím děliče paprsků (2).
Depolarizované rozptýlené světlo prochází ortogonálním polarizátorem (analyzátorem) (3)
a dopadá na CCD videokameru. (4) Odražené polarizované světlo je eliminováno ortogonálním
polarizátorem.

Obr. 2. Sidestream dark-field imaging (SDF) – optické schéma
(1) Zelené světlo je emitováno směrem k cílové tkáni (2) perifer-
ními 540 ± 50 nm světlo emitujícími diodami (LEDs – light-emit-
ting diodes) uspořádanými do kruhu na konci světelného vodiče.
Mikrocirkulace je přímo osvětlena a prosvícena ze strany
zeleným světlem absorbovaným molekulami hemoglobinu v ery-
trocytech, jež pozorujeme jako (3) tmavé pohybující se buňky.
Zobrazovací centrální část světlovodného kanálu (4) je opticky
izolována od LEDs. Zvětšovací čočka (5) promítá obraz na
kameru (6).
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prochází světlo emitované zpět tkání (obr. 2). Tech-
nologie SDF proto poskytuje zobrazení mikrocirku-
lace s větším rozlišením a kontrastem [13]. Tak je
možno zřetelně pozorovat pohybující se erytrocyty
a obraz analytickým softwarem vyhodnotit. SDF son-
da je kryta plastovou vyměnitelnou sterilní čočkou,
sondou je možno vyšetřovat přímo držením v ruce
nebo lépe prostřednictvím nastavitelného fixátoru
s flexibilním ramenem (obr. 3).

Validační studie
První klinické studie mikrocirkulace metodami OPS

a SDF imaging ukázaly značný potenciál a široké
spektrum možného využití obou technik za fyziolo-
gických i patologických stavů s dopadem na diagnos-
tiku, léčbu či hodnocení prognózy nemocného. Bylo
proto vyvinuto velké úsilí ověřit validitu OPS imaging
pro různé klinické účely. Principem většiny validačních
studií je porovnat výsledky měření intravitální
mikroskopií (IVM) a metodou OPS v experimentu na
zvířeti, kde IVM je považována za zlatý standard pro
vyhodnocení základních mikrocirkulačních parametrů
[12, 14–21]. Validačních studií z klinické praxe je
z výše uvedených důvodů mnohem méně [22].

Základní validační experimentální studie byla
provedena na vysoce standardizovaném modelu
dorzální kožní řasy křečka [23]. Validace OPS tech-
niky (CYTOSCANTM A/R) proti standardní fluores-
cenční videomikroskopii byla provedena prostřed-
nictvím čtyř základních mikrocirkulačních parametrů:
1. FCD (Functional Capillary Density) definovaná

jako celková délka perfundovaných kapilár na jed-
notku plochy (cm/cm2),

2. průměr arteriol,
3. průměr venul,
4. rychlost toku erytrocytů ve venulách.

Hodnota FCD je parametrem tkáňové perfuze
a nepřímým indikátorem dodávky kyslíku [24] a je

hlavním parametrem používaným v klinické praxi. Při
srovnání hodnot získaných při IVM a OPS imaging
Bland-Altman analýzou nebyl statisticky významný
rozdíl u žádného z měřených parametrů. Obdobné va-
lidační studie byly úspěšně provedeny na modelu
ischemicko-reperfuzního poškození svalu [24]. Další
validační studie byly uskutečněny u myší na modelu m.
cremaster, kožní řasy a na modelu tlustého střeva  bez
nálezu statisticky významného rozdílu mezi měřenými
parametry [17]. Validace metody OPS proběhla také
v oblasti solidních orgánů, především na modelu
ischemicko-reperfuzního poškození jater potkana a na
pankreatu [18, 19]. Validita metodiky OPS byla také
prověřena při hemodiluci v širokém rozmezí hodnot
hematokritu, přičemž nebyl shledán rozdíl mezi tech-
nikami IVM a OPS. V poslední době byla provedena
i studie u septického prasete na subliguální sliznici,
která je nejčastějším místem použití OPS v klinice [25].
OPS imaging spolehlivě prokázalo změny FCD
a krevního průtoku v průběhu modelu septického šoku
u prasete, podobná studie hodnotila mikrocirkulaci klků
u prasete prostřednictvím ileostomie [20]. Ilustrativní
zobrazení mikrocirkulace svalové tkáně potkana,
serózního povrchu ilea potkana a mikrocirkulace klků
sliznice ilea u prasete jsou na obrázcích 4A, 4B a 5.

Humánní validační studie jsou omezeny na do-
stupné slizniční povrchy, popř. na povrchy některých
orgánů v perioperačním období, IVM nemůže být
využita z důvodu toxicity fluorescenčních látek.
U člověka byla srovnána konvenční kapilární
mikroskopie nehtového lůžka a OPS imaging
u zdravých dobrovolníků v klidu a po venostáze [22].

Obr. 3. Schéma stabilizačního a fixaného ramene pro SDF sondu
(1) Flexibilní rameno umožňující horizontální, vertikální a rotační
pohyby zakončené speciálním adaptérem s (2) mikroposuvným
šroubem zajišťujícím pohyb SDF sondy (3) a MicroScan čočky
(4) v rozmezí Ī mm k cílové tkáni (5).

Obr. 4 A, B SDF zobrazení mikrocirkulace čtyřhlavého svalu ste-
henního a serózního povrchu ilea u potkana
A) Sidestream dark-field (SDF) zobrazení mikrocirkulace na
povrchu čtyřhlavého svalu stehenního u potkana. Zvětšení:
objektiv 5krát, výsledně 325krát.
B) Sidestream dark-field (SDF) zobrazení serózního povrchu ilea
u potkana. Zvětšení: objektiv 5krát, výsledně 325krát.
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Rychlosti průtoku erytrocytů a kapilární průměry se
významně nelišily. V klinické praxi je nejčastějším
místem pro zobrazení mikrocirkulace sublinguální
sliznice. Typický obraz sublinguální sliznice zdravého
člověka je na obrázku 6.

Technické zázemí a technická omezení
Prvním přístrojem použitým v experimentu i v klini-

ce byl CYTOSCAN E II, významná technická vy-
lepšení přinesl doposud využívaný CYTOSCANTM A/R
s výkonnějším zdrojem světla a kruhovým osvitem
tkáně. Posledním v řadě je MicroScanTM Video Micro-
scope s technologií SDF imaging inkorporovanou do
lehké praktické sondy. Základem úspěšného použití
technologií OPS a SDF je vytvořit kvalitní obraz a pro-
vést kvalitní kvantitativní měření. Přes řadu technick-
ých pokroků ve vývoji těchto neinvazivních optických
metod, je nutno vzít několik omezení v úvahu [26]:
• Nežádoucí tlak OPS/SDF sondy při kontaktu

s tkání.
• Laterální pohyb tkáně, který znesnadňuje fixaci

obrazu.
• On-line analýza mikrocirkulace pro velkou soft-

wareovou náročnost, většina analýz musí být
prováděna off-line.
V současnosti jsou k dispozici dva výpočetní ana-

lyzační systémy, a to AVA V1.0 software (AMC,
University of Amsterdam, The Netherlands) a CapI-
mage® (Zeintl, Heidelberg, Germany) [27].

Současné možnosti využití v klinické praxi
Jak již bylo uvedeno výše, užití neinvazivních

optických metod v klinice je omezeno nejčastěji na
oblast podjazykové či gingivální sliznice, v perope-
račním období pak lze za aseptických podmínek
zobrazit prakticky každý pro sondu dostupný
orgánový povrch (játra, trávicí trakt, pankreas, povrch
mozku atd.). Zatím největší zkušenosti s OPS tech-
nologií jsou u kriticky nemocných se závažnou sepsí
[28, 29] včetně efektu některých léčiv [30, 31]. V per-
operačním období bylo zobrazení mikrocirkulace
metodou OPS využito k pozorování mikrocirku-
lačních změn v průběhu resekce A-V malformace
mozku [32]; vliv peroperační hypervolemické hemo-
diluce a hrudní epidurální analgezie na mikrocirkulaci
byl studován metodou OPS zobrazení prostřed-
nictvím mikrocirkulace sliznice vaginální stěny [33].
Další recentní práce hodnotí peroperační mikrocirku-
laci povrchu jater zdravých dárců podstupujících par-
ciální resekci jater pro transplantaci i korelaci iniciál-
ních parametrů mikrocirkulace s časnou funkci graftu
u pacientů po transplantaci jater [34, 35].

Závěr

I přes některé přetrvávající limitující faktory jde
vývoj a využití neinvazivních optických technologií
k výzkumu mikrocirkulace v experimentu i v klinické
praxi progresivně kupředu. Značné úsilí se věnuje jak
validaci těchto metod pro užití v klinické praxi, tak
interpretaci a kvanitativní analýze získaných dat. Je
třeba vyvinout vysoce standardizované postupy
a protokoly měření tak, aby získaná data z různých
pracovišť byla porovnatelná a dobře interpretovatel-
ná. Vysoce standardizované praktické postupy
měření zatím chybí, ale pracuje na nich intenzivně
řada pracovišť, protože možnost přímé vizualizace
a vyhodnocení mikrocirkulace u nemocného přináší
možnost ovlivnit řadu onemocnění, na jejichž rozvoj
má zásadní vliv dysbalance na úrovni mikrocirkulace
[4, 36].
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