ORIGINAL PAPER

PUVODNI PRACE

doi: 10.14735/amcsnn201749

Hodnoceni rohovkové inervace pomoci

konfokalni mikroskopie

The Evaluation of Corneal Innervation Using Corneal Confocal Microscopy

Souhrn

KonfokaIni mikroskopie rohovky (Corneal Confocal Microscopy; CCM) je neinvazivni metoda
morfologického vysetfeni rohovky umoznujici m.j. vizualizaci korneélnich nervovych vidken, kterd
jsou tenkd, malo myelinizovana ¢i nemyelizovana. CCM je tedy diagnostickd metoda neuropatie
tenkych vldken, resp. obecné perifernich neuropatif. Cilem prace bylo zavedeni vysetfeni CCM do
klinické neurologické praxe v Ceské republice, nastaveni vhodnych normativnich dat a stanoveni
reprodukovatelnosti vysetieni. Soubor a metodika: CCM byla vysetfena v souborech 71 zdravych
dobrovolnikd a 54 pacientd s diabetickou polyneuropatii (Diabetic Polyneuropathy; DPN). Ze
zjisténych dat byly stanoveny normy pro tfi oddélené vékové kategorie. Nalezy byly vyhodnoceny
automatickou i manudlni analyzou (a to nezavisle dvéma hodnotiteli) ke stanoveni spolehlivosti
vysetrenl. Vysledky: Vysetfeni CCM bylo ¢asové a metodicky nendrocné a bylo naprostou vétsinou
pacientl dobfe tolerovano. Stanovena vékoveé stratifikovand normativni data vykazuiji velmi dobrou
pouzitelnost ve sledovanych souborech pacientd. U pacientt s DPN byly prokézény signifikantni
zmény vsech sledovanych CCM parametrl oproti zdravym kontroldm. Pfi hodnoceni CCM
snimkd manudlni analyzou byla prokazéna velmi dobréd shoda dvou hodnotiteld. Pfi hodnocent
automatickym softwarem vsak byly hodnoty vsech sledovanych CCM parametr( signifikantné
nizsi. Zdvér: Prezentovana studie v souhrnu prokdzala jednoduchost, bezpecnost a dobrou
spolehlivost vysetienf rohovkové inervace pomoci konfokalni mikroskopie rohovky na pomérné
rozsahlém souboru zdravych kontrol a skupiné pacient s DPN a poukdzala rovnéZ na rozdilnost
automatického a manualniho hodnocent.

Abstract

Corneal confocal microscopy (CCM) is a novel noninvasive method enabling morphological
evaluation of corneal structures including nerve fibers. These fibers are almost exclusively of
A-delta and C type, i.e. small unmyelinated and poorly myelinated. CCM is thus used as a diag-
nostic tool for peripheral neuropathies and in particular small fiber neuropathy. The aim of this study
was to introduce this method into clinical practice in the Czech Republic, to set-up appropriate
normative data and to verify reproducibility of the method. Material and methods: A group of
71 healthy controls was examined using the CCM. The data were used to set normal values in
three distinct age-related groups and compare these with CCM findings in a group of 54 patients
with diabetic polyneuropathy (DPN). Fully-automated as well as expert manual analysis (by two
evaluators) were used for quantification of nerve fiber densities, length and branches to verify
reliability of the results. Results: CCM evaluation was easy, well-tolerated and time-efficient in the
majority of patients/controls. Age-related normal values showed very good applicability in evaluated
groups of healthy individuals and DPN patients. Compared to healthy controls, DPN patients showed
highly significant changes of all the evaluated CCM parameters. Results by the two evaluators of
the expert manual analysis showed very good reliability, while results from the automated analysis
showed significantly lower values on the majority of the CCM parameters. Conclusion: The present
study proved on a rather large cohort of healthy controls and a smaller sample of DPN patients that
CCM is a easy to use, safe and reliable approach to evaluating corneal innervation. The data also
highlighted the differences between automated analysis expert manual CCM analysis.
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HODNOCENI ROHOVKOVE INERVACE POMOCI KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Uvod

KonfokalIni mikroskopie rohovky (Corneal
Confocal Microscopy, CCM) je relativné nova
neinvazivni metoda morfologického vy-
Setieni rohovky s Sirokym klinickym vyuzi-
tim [1]. Pro potieby neurologie je pfinosna
zejména moznost vizualizace kornedlnich
nervovych vidken, kterd je podkladem v sou-
¢asnosti dominujiciho vyuziti CCM v dia-
gnostice perifernich neuropatii, zejména
neuropatie tenkych vldken (Small Fiber Neu-
ropathy; SFN) [2,3]. Tato indikace je zalozena
na skutecnosti, ze rohovka je nejhustéji iner-
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Obr. 1. Snimek mikroskopického fezu ro-
hovkou v barveni hematoxylinem-eosi-
nem ve zvétseni 100X s vyznacenim péti
zdkladnich vrstev: 1. epitel, 2. Bowmanova
membrdna, 3. stroma, 4. Descemetova
membréana a 5. endotel.

Za poskytnuti snimku autofi dékuji doc.
MUDr. Miroslavé Sedlackové, CSc., zastup-
kyni prednosty Ustavu histologie a embryo-
logie, LF MU v Brné.

Fig. 1. Transversal section through cornea
(stained with haematoxylin and eosin,
100x magpnification) showing five corneal
layers: 1. epithelium, 2. Bowman’s layer,

3. corneal stroma, 4. Descemet’s mem-
brane and 5. endothelium.

The section was provided by Assoc. prof.
Miroslava Sedlackova, MD, PhD from the De-
partment of Histology and Embryology, Fa-
culty of Medicine, Masaryk University Brno.

vovana tkdn lidského téla (az 400x vice nez
lidskd klze) [4]. Soucasné je velmi dobfe do-
stupnd a jako jedina struktura lidského téla
umoznuje neinvazivni morfologické vyset-
fenf termindlnich segmentl periferniho ner-
vového systému [2,3].

Anatomie rohovky a jeji inervace

Rohovka se sklada z péti zakladnich vrstev:

1. epitel,

2.Bowmanova membrana (amorfni vrstva
mezi epitelem a stromatem),

3. stroma (lameldrni vrstva slozend z kolage-
novych fibril, proteoglykand, keratocytd),
4. Descementova membrana (mezi stroma-

tem a endotelem, slozen& z kolagenovych
vldken a glykoproteint),
5. endotel (obr. 1) [5].

Jeji inervaci zabezpecuje trigemindin{
nerv, konkrétné jedna z jeho tfi hlavnich
vétvi — n. ophthalmicus. Termindini vétve
toho nervu vytvafeji v rohovce tfi zdkladni
nervové formace:
1.subbazaIni plexus lezici mezi epitelem

a Bowmanovou membréanou,

2. subepitelidIni plexus mezi Bowmanovou
membranou a stromatem,
3. stromalni nervy [5].

Vysetieni rohovkové inervace pomoci
CCM je zaméfeno predevsim na subbazalni
plexus, ktery lezi z velké ¢asti v centrdlnf ob-
lasti rohovky a jeho vldkna jsou uloZena vét-
sinou ve svislém sméru, rovnobézné vedle
sebe (obr. 2, 3) a ¢asto navzdjem anastomo-
zujf. V dlsledku husté inervace je rohovka
velmi citliva na chemické, mechanické i ter-
mické stimuly a i nejmensi podrazdéni vede
k sevienfvicek za icelem maximalni ochrany
oka [6,7].

Vysetieni pomoci laserové rastrovaci
konfokalni mikroskopie (opticky
princip)

Zdrojem svétla v konfokalnim mikroskopu
je laserovy paprsek, ktery je optikou mi-
kroskopu zaostfen do jednoho konkrét-
nfho bodu rohovky. Stejny objektiv snima
i svétlo odrazené z tohoto bodu, souc¢asné
ale snima i svétlo rozptylené (z jinych bod
rohovky, a to pfedevsim v mensi nebo vetsf
hloubce). Proto je v pfistroji specialni konfo-
kalni clonka, kterd eliminuje svétlo odrazené
z bod mimo rovinu, do které je mikroskop
prave zaostfen. Otvor v clonce je konjugo-
vany (con-) s ohniskem (focus) objektivu,
odtud tedy nazev konfokdlni [8]. V jeden

okamzik tak ziskdme obraz z jediného bodu
(ve skute¢nosti velmi malé plochy, jejiz veli-
kost je dana rozlisenim mikroskopu). Obraz
celé zaostfené roviny se ziskava ,bod po
bodu” (rastr) pomoci rozmitani laserového
paprsku. Pocitac registruje intenzitu svétla
a souradnice a vytvori obraz celého snimku.
Ve skutecnosti je to vsak velmi rychly proces
a obraz je obnoven asi tfikrat za sekundu.
Vysledkem jsou tedy jiz z principu vzdy ostré
snimky ziskané v redlném case, ve frontalni
roviné a predevsim in vivo [8].

Vyznam hodnoceni inervace rohovky
pomoci CCM
Klicovym diagnostickym pfinosem konfo-
kaIni mikroskopie pro neurologickou praxi je
moznost neinvazivni vizualizace nervovych
vldken v rohovce. Nervova vldkna subba-
zalniho plexu rohovky jsou tenkd nervova
vldkna typu A delta a C [5]. Ubytek a struk-
turdlni zmény kornedlnich nervl pfitom re-
flektuji obecné postizeni tenkych nervo-
vych vldken v organizmu [2,3,59-11]. Jednd
se tedy o novou objektivni morfologickou
metodu v diagnostice perifernich neuro-
patif, zejména SFN [10-12]. Diagnostika SFN
je v soucasné dobé zaloZzena predevsim na
anamnéze relevantnich pozitivnich senzitiv-
nich symptom, klinickém vysetfeni (v némz
je prokazovéna ¢asto obtizné klinicky dete-
kovatelnad porucha termického a algického
¢itl) a kvantitativnim testovani senzitivity
(Quantitative Sensory Testing; QST), které
umoziiuje detailn&jsi hodnoceni percepce
obou zminénych senzitivnich modalit. Kli-
¢ova diagnostickd metoda (pfedstavujici
v soucasnosti zlaty standard v diagnostice
SFN) je pak hodnoceni intraepidermalni iner-
vace z kozni biopsie, kterd je viak na rozdil od
CCM metodou invazivni s omezenou opako-
vatelnosti a daleko vétsi ¢asovou a metodic-
kou ndroc¢nosti zpracovani a hodnoceni na-
lez( [10-14]. Provedena pilotni studie pfitom
prokazuje obdobnou diagnostickou validitu
CCM a koznf biopsie v diagnostice perifer-
nich neuropatif [10]. CCM je proto perspek-
tivni metoda s potencidlem zjednodusit
objektivni diagnostiku jinak obtizné verifiko-
vatelného typu periferni neuropatie.
Vyuzitelnost CCM v diagnostice rlznych
periferné neurogennich onemocnéni byla jiz
potvrzena fadou studii. Nejcastejsf zkouma-
nou diagnostickou jednotkou je diabeticka
polyneuropatie (Diabetic Polyneuropathy;
DPN). KonfokéIni mikroskopie prokazuje
signifikantni redukci rohovkové inervace
u pacientd s polyneuropatii pfi diabetes
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Obr. 2. Schéma orientace nervovych vla-
ken subbazalniho plexu rohovky s vyzna-
¢enou centrdlni oblasti rohovky, na kterou
je cileno vysetieni CCM.

Fig. 2. Diagram of nerve fibres in subba-
sal plexus of cornea, the CCM examina-
tion is targeted at the central part of cor-
nea (marked by the darker circle).

mellitus (DM) 1.1 2. typu ¢i prediabetu a také
u diabetické SFN i autonomni DPN [3,5,9].
Nélezy CCM mohou byt vyuzity dokonce
jako prediktor budouciho rozvoje periferni
neuropatie u pacientl s DM a slouzi k iden-
tifikaci pacientd, kteff jsou z tohoto hlediska
vysoce rizikovi a Ize u nich zvézit zintenziv-
néni terapeutického pfistupu k zékladnimu
metabolickému onemocnéni [15,16]. Hod-
noceni zmén inervace rohovky pfi vysetfen{
CCM vykazuje u pacientl s DPN vysokou
senzitivitu i specificitu vétsiny sledovanych
parametr( [3]. Signifikantni morfologické
zmény kornedlnf inervace byly prokdzany
také u pacientl se SFN pfi Fabryho cho-
robé [17] &i idiopatické SFN [2], u polyneuro-
patie indukované chemoterapii [4] ¢i here-
ditarni neuropatie Charcot Marie Tooth, typ
1A [18]. Zmény inervace rohovky jsou vsak
prokazovany také u nékterych neurodege-
nerativnich onemocnéni, a to ponékud od-

Obr. 3. CCM snimky kornedlniho nervového plexu z centrdlni ¢asti rohovky (zvétseni 700x).

Obr. 3A) Snimek u zdravého dobrovolnika s patrnym velkym poctem dobre identifikovatel-
nych paralelné leZicich nervovych vidken s ¢etnymi anastomoézami.

Obr. 3B) Snimek u pacienta s DPN zfetelné vyjadrenou redukci vysetfovaného nervového

plexu.

Fig. 3. CCM image of the nerve plexus in the central part of the cornea (original magnifi-

cation 700x).

Fig. 3A) Image of a healthy volunteer with high density of nerve fibres and many branches.
Fig. 3B) Image of a patient with DPN with pronounced reduction of fibre density and low

number of branches.

lisného charakteru nez v ptipadé perifernich
neuropatil. Napfiklad u Parkinsonovy nemoci
bylo sice zjisténo snizeni hustoty nervovych
vldken, ale zéroveri zvyseni hustoty jejich
vetvi i celkové délky nervovych vldken, co? je
jedinecny a klinicky determinantni nalez [19].
CCM se tedy jevi jako Siroce vyuziteln3, rela-
tivné jednoducha a neinvazivni metoda roz-
Situjici vyznamnym zpUsobem spektrum
diagnostickych metod u pacientd s perifer-
nimi neuropatiemi v¢. SFN, ale i u nékterych
dalsich neurologickych onemocnént.

Pro vyuziti metody v klinické praxi je ne-
zbytné srovnani nalez(i hodnocenych para-
metrl s normativnimi daty. Recentné byla
publikovdna multicentricka studie poskytu-
jici vékove stratifikovana normativni data pro
obé pohlavi [20].

Cilem nasf studie bylo zavést hodnocent
rohovkové inervace pomoci CCM do klinické
praxe v Ceské republice a ovéfit platnost
publikovanych normativnich dat pro jednot-
livé CCM parametry [20] v ceské populadi,
resp. vytvoreni vlastnich norem pro hodno-
ceni této metody. Soucasné byla studie za-
méfena na ovéreni spolehlivosti nalezl CCM
pfi vyuZiti metody réznymi hodnotiteli a déle
na srovnani ndlezd manudlni a automatické
analyzy jednotlivych parametrd CCM.

Soubor

Inervace rohovky byla pomoci konfokalni
mikroskopie vysetfena v souboru 71 zdra-
vych dobrovolnikd (tab. 1), pfevazné zamést-
nanct Neurologické kliniky LF MU a FN Brno
a jejich rodinnych pfislusnikd. Mensi ¢ast

Tab. 1. Demograficka data vysetienych soubord zdravych dobrovolnik{ a pacientt s DPN.

Cely soubor <30 30-50 > 50
pocet cglkem vék pocet cglkem vék pocet cglkem vék pocet ceflkem vék
(M; 2) (roky) M; 7) (roky) M; 2) (roky) M; Z) (roky)
ZK 71 (27;44) 40 (23;79) 20 (10; 10) 26 (23; 29) 33(11;22) 40 (32,49) 18 (6;12) 57 (50,79)
DPN 54 (36; 18) 59 (27, 87) 2(1; 1) 27 (27, 27) 15 (8;7) 44 (32;49) 37 (27;10) 68 (63;87)

Vék je vyjadren ve formatu: medidn (min.; max.).
DPN — pacienti s diabetickou polyneuropatii, ZK — zdravé kontroly, M — po¢et muz(, Z — pocet zen.
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zdravych kontrol tvofili pacienti neurolo-
gické kliniky s onemocnénimi nepostihuji-
cimi periferni nervovy systém (napf. s bo-
lestmi hlavy, lumbagem apod.). Vylucujicimi
kritérii pro zafazeni do souboru zdravych
kontrol byly:

1.Zndmé polyneuropatie a/nebo klinicky
nélez ¢i anamnestické obtize svédcici pro
polyneuropatii.

2. Anamnesticky zjisténé rizikové faktory po-
tencialné vedouci ke vzniku periferni neu-
ropatie (napf. DM, porucha glukézové
tolerance, chronicky abuzus alkoholu, ty-
reopatie, stav po prodélané protinddorové
chemoterapii).

3. Dlouhodobé pouzivani kontaktnich ¢ocek
v soucasnosti ¢i kdykoliv v minulosti.

4. Operace ¢i Uraz oka v anamnéze.

Z&dny z vydetienych jedinct nemél
zndmé ocni onemocneéni a neuzival lokalni
medikaci aplikovanou intraokuldrné.

Za Ucelem vytvoren( vékové stratifikova-
nych normativnich dat byl soubor déle roz-
délen do tfi podskupin (do 30 let, 30-50 let
anad 50 let) (tab. 1).

Validita metodiky v diagnostice perifer-
nich neuropatii byla ovéfena srovnanim na-
lez( se souborem 54 pacientl s DPN s po-
stizenim silnych a/nebo tenkych nervovych
vldken (tab. 1). Dvanact pacientll mélo DM
1. typu a 42 pacientd DM 2. typu. Polyneu-
ropatie byla v tomto souboru verifikovdna
klinickym a anamnestickym vysetfenim, ko-
relujici abnormitou elektromyografického
vysetfenf a pfipadné (pfi normalnim nalezu
elektromyografického vysetfenf a soucasné
relevantnich pozitivnich senzitivnich symp-
tomech) abnormdalnim nalezem intraepider-
malni inervace v kozni biopsii (ktera je zla-
tym standardem v diagnostice SFN). Také
u téchto pacientl byla vylu¢ujicim kritériem
operace ¢i Uraz oka v anamnéze a pouzivan{
kontaktnich cocek aktudlné a/nebo v minu-
losti. Ani v tomto souboru neméli zafazeni
pacienti o¢ni onemocnénf a neuzivali lokalni
medikaci aplikovanou intraokuldrné.

Metodika

Vsichni zdravi dobrovolnici i pacienti s DPN
zafazeni do studie byli informovéni o Ucelu
vysetfeni a podepsali informovany souhlas.
CCM byla vysetfena pomoci mikroskopu
Heidelberg Retina Tomograph (HRT Il) v sou-
ladu s publikovanymi doporucenimi [2,3,20]
a na zékladé praktického skoleni v metodice,
které absolvovaly dvé lékarky autorského
tymu (IK, MH) v Centru pro endokrinologii

a diabetes na Univerzité v Manchesteru, UK,

u dr. Mitry Tavakoli.

V Uvodu vysetfeni byla provedena anes-
tezie rohovky lokéInf aplikaci oxybuprokainu
(Benoxi 0,4 %, Unimed Pharma, Bratislava,
Slovensko). Po znecitlivéni rohovky byl z dd-
vodu dostatec¢né lubrikace do kazdého oka
aplikovan viskoelasticky gel (Vidisic, Dr. Ger-
hard Mann, Chem-pharm. Fabrik, GmbH,
Berlin, Némecko). Malé mnozstvi tohoto
gelu bylo umisténo i na povrch ¢ocky objek-
tivu a ta byla ndsledné kryta jednordzovym
sterilnim klobouckem (perspex cap), ktery
byl béhem vysetfeni v kontaktu s vysetio-
vanym okem. Vysetfovany byl vyzvén k fi-
xaci pevného bodu (bilé svétlo) v pribéhu
celého vysetreni, coz eliminovalo nezadouci
pohyby o¢i. Manudlnim zaostfovanim cocky
objektivu pak bylo mozno prohlédnout ro-
hovku v celém rozsahu a z vrstvy obsahujici
subbazalnf plexus pofidit snimky o velikosti
384 x 384 pixell. Nasledné byly z ndhodné
zvoleného oka vybrany tfi odlisné reprezen-
tativni snimky od sebe vzdjemné vzdalenych
vrstev. Na vybranych snimcich byly v souladu
s publikovanymi doporuc¢enimi [20] hodno-
ceny nasledujici parametry (obr. 3A, B):
1.Hustota kornedlnich nervovych vldken

(Corneal Nerve Fiber Density; CNFD) — cel-

kovy pocet hlavnich nervovych vldken na

milimetr ¢tverecn{ snimku.

2. Délka kornedlnich nervovych vldken (Cor-
neal Nerve Fiber Lenght; CNFL) — cel-
kové délka viech hlavnich nervovych vla-
ken a vétvi v rdmci pfislusného snimku
rohovky.

3.Hustota vétvi kornedlnich nervovych
vldken (Corneal Nerve Branch Density;
CNBD) - celkovy pocet vétvi vychazeji-
cich z hlavnich vldken na milimetr ¢tve-
re¢nf snfmku.

4. Koeficient tortuozity (Corneal Nerve Fiber
Tortuosity; CNFT) — mira vinutosti kornedl-
nich nervovych vldken. Tortuozita je v pou-
Zivaném programu CCMetrics hodnocena
pomeérné komplikovanym zpUsobem.
Vypocet vychazi z odchylky mezi pfimou
linif spojujici oba konce hodnoceného
nervového vldkna a skute¢ného pribéhu
tohoto vldkna. Skutecny pribéh vldkna je
ur¢en matematicky za pomoci diferencial-
niho poctu. Kazdé nervové vldkno je re-
prezentovéano jako funkce. Derivaci této
funkce v konkrétnim bodé ziskame infor-
maci o sklonu nervového vlakna v daném
bodé. Pro kazdy bod (pixel) je urcen sklon
a soucasné i odchylka od pfimé linie.
Vypocet CFFT pak vychézi ze sumy vsech

odchylek. Jde o bezrozmérné cislo, které
mUZze nabyvat hodnot od 0 do 1, kde se
zvysujicim se cislem se zvysuje i mira vinu-
tosti nervového vldkna. Podrobnéjsi popis
vypoctu tohoto parametru je k dispozici
v plvodni praci autord Kallinikos et al [21].

Kazdy z uvedenych parametr( byl hodno-
cen dvéma zpUsoby:

1. Manualné pomoci softwaru CCMetrics
(CCMetrics, MA Dabbah; Imaging Science
and Biomedical Engineering, University
of Manchester, Manchester, UK). Pro sta-
noveni interindividudlni variability bylo
hodnoceni manualinim softwarem prove-
deno nezavisle dvéma vyskolenymi lékafi
(IK, MH).

2. Automaticky softwarem ACCMetrics (ACG
Metrics, MA Dabbah; Imaging Science
and Biomedical Engineering, University of
Manchester, Manchester, UK) [22,23].

Po skonceni vysetfeni byl pacient poza-
dén, aby semikvantitativné zhodnotil né-
ro¢nost vysetieni a jeho nepfijemnost, a to
s pouzitim stupnice:

1 — vysetieni nebylo vibec nepfijemné;

2 — vysetfeni bylo lehce nepfijemné;

3 - vysetfeni bylo stfedné nepfijemné, ale
absolvoval bych ho znovuy;

4 - vysetfeni bylo velmi nepfijemné, znovu
bych ho nechtél absolvovat;

5 — vysetfeni bylo silné nepfijemné, témér se
nedalo vydrzet.

Statisticka metodologie

Statistické zpracovani bylo provedeno po-
moci software SPSS 23.0.0.0 (IBM Corporation
2014). Inicidlné byla zhodnocena distribuce
dat jednotlivych sledovanych parametrd,
pro jeji ovéfeni byly pouZity normal probabi-
lity ploty (N-P ploty) a Kolmogoroviv-Smir-
novovlyv test. Hodnoty CNFL a CNFT vyka-
zovaly normalni rozdéleni a hodnoty CNFD
a CNBD vykazovaly log-normalni rozdélent.
Pro daldf statistické zpracovani byly pouzity
parametrické testy na logaritmicky trans-
formovanych datech CNFD a CNBD a pU-
vodnich datech CNFL a CNFT. Pfed vlastni
prezentaci dat bylo v pfipadé prace s loga-
ritmicky transformovanymi daty provedeno
jejich zpétné prevedeni na zakladni format
a jako takova jsou data prezentovana v ta-
bulkdch. Vzhledem k obtiZzné interpretaci
hodnoty smérodatné odchylky (Standard
Deviation, SD) u logaritmicky transformova-
nych dat nenf tato hodnota explicitné uve-
dena. Zviditelnéni rozloZeni primdrnich hod-
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Cely soubor

Tab. 2. Sumarizace nalezu jednotlivych parametr(i korneélni konfokalni mikroskopie v souboru zdravych dobrovolnik( a odvo-
zeny normalni rozsah hodnot na drovni x £+ 2 SD (hodnotitel MH).

<30 30-50

>50

n=71 n=20 n=33 n=18 Srovnani Viiv véku
ramér norma rameér norma ramér norma rameér norma muz{ regresni
P 0 (x-2sD; P 0 x-2sD; P 0 x-2sD; P 0 (x-25D; azen(p) 9N, p
X + 2SD) X +2SD X +2SD X+ 2SD
CNFD 32,81 (20,76; 51,85) 34,76  (23,09;52,35) 33,32 (20,98;5290) 2994 (18,73;4786) 0,56 -0,165 0,01
CNFL 21,67 (12,41;30,93) 23,01 (14,83;31,200 21,89  (13,18;30,59 1980  (9,26;30,34) 0,65 -0,095 0,02
CNBD 62,39  (21,79;178,65) 7575 (29,39;19527) 6132 (22,85;164,59) 51,86 (15,96;16847) 045 -0,531 0,04
CNFT 0,12 (0,04;,0,2) 0,12 (0,07;0,18) 0,12 (0,05;0,20) on (0,02; 0,21) 0,19 -0,001 0,84

' Srovnani hodnot mezi muzi a zenami bylo provedeno neparovym t-testem.
?Hodnota regresniho koeficientu a jeho statistické vyznamnosti z jednoduchého linedrniho modelu.

Pozn. CNFD, CNFL a CNBD jsou povazovany za abnormalni v pifpadé, Ze vyslednd hodnota je pod Urovni dolniho normalniho limitu rozsahu hod-
not pfislusného parametru v normativnim souboru, abnormitou CNFT je naopak hodnota nad hornim normalnim limitem zminéného normal-
niho rozsahu hodnot. Pro lepsi orientaci jsou relevantni normativni data v tabulce vyznacena tu¢né.

CNFD - hustota kornedlnich nervovych vldken (Corneal Nerve Fiber Density), CNFL — délka kornedlnich nervovych vidken (Corneal Nerve Fiber
Lenght), CNBD - hustota vétvi kornedlnich nervovych vldken (Corneal Nerve Branch Density), CNFT - koeficient vinutosti (Corneal Nerve Fiber Tor-
tuosity), x — prdmeér, SD — smeérodatnd odchylka (Standard Deviation).

not kontinudlnich dat bylo proto provedeno
pomoci pramérl (x) a intervall definova-
nych prdmeérem + dvéma se smerodatnymi
odchylkami (x + 2 SD). KategoridIni data jsou
znazornéna pomoci absolutnich (relativnich)
Cetnosti. Na zékladé vysledkd hodnoceného
normativniho souboru byla vytvorfena nor-
mativni data na urovni x £ 2 SD. Ke srov-
nanf hodnocenych parametrd mezi jednot-
livymi skupinami pacientd/zdravych kontrol
byl pouZit nepérovy t-test. Korelace jednot-
livych parametr( s vékem byla hodnocena
pomoci jednoduchého linedrniho regres-
niho modelu.

Pro analyzu spolehlivosti vyhodnocent
snimkd rznymi hodnotiteli a zpUsoby hod-
nocen{ (manualni/automaticka analyza) byl
pouzit koeficient ICC (Intraclass Correlation
Coefficient, varianta two-way random).

Vysledky

Narocnost vysetieni a potencialni
komplikace

Vysetfeni CCM probéhlo v naprosté vétsine
pfipadl zcela bez problémd. Z vysetfenych
125 pacientt/kontrol jsme zévaznéjsi kom-
plikace zaznamenali pouze v jednom pfi-
padé (0,8 %), a to v podobé reakce na pou-
Zité lokalni anestetikum (oxybuprokain)
formou prekolapsového stavu u pacienta
bez dosavadni anamnézy alergické reakce
na lokdlné anestetické preparaty. Apli-
kace anestetickych kapek, ktera vyvold pfe-
chodné (nékolik s az max. nékolik malo min

trvajici) lehce palivé pocity v oblasti oka,
byla obecné nejnepfijemnéjsi casti vyset-
feni. U dvou dalsich pacientd byla zazname-
nana hypersenzitivni reakce na tyto lokalné
anestetické kapky, kterd se projevila prolon-
govanym neékolikahodinovym trvanim po-
psanych nepffjemnych pocit. Pfi pouZiti se-
mikvantitativni stupnice v rozsahu od 1 do
5 hodnotili pacienti vysetfenf vétsinou jako
nenarocné (1) nebo malo naro¢né (2), pro
jednoho pacienta bylo vy3etfeni vyrazné ne-
pfijemné (4), a to prave v dusledku vyse uve-
dené reakce na lokalni anestetické kapky.
Prlimérnd hodnota ndro¢nosti vysetfenf pfi
hodnoceni pacientem 1,56 + 0,67, pfi hodno-
ceni vysetfujicim pak 1,14 £ 0,17.

Z hlediska vysettujicich bylo pro zajistént
kvalitni snimkové dokumentace velmi dile-
7ité zajisténi maximalniho komfortu pacienta
béhem vysetfeni (zejména pomoci jeho op-
timélniho napolohovani), protoze i mini-
malni nepohodli zpUsobovalo velmi drobné
pohyby téla a hlavy, které vyrazné kompli-
kovaly az znemoznovaly pofizeni kvalitnich
snimkd. U malé &3sti pacientd bylo vysetieni
ztizeno Uzkou o¢ni $térbinou, at uz z ddvodu
anatomickych nebo z déivodu neschopnosti
pacienta vice otevfit oko pfi obecné Spatné
toleranci o¢nich vysetieni. Uzkd o¢ni $térbina
omezovala dostate¢ny kontakt oka s ¢ockou
mikroskopu, ktery je nezbytny pro ziskani kva-
litnich snimkd. U Zadného z dobrovolnikd nic-
méné nebylo nutné vysetfeni ukoncit pred-
¢asné bez ziskani pozadovanych snimkd.

Vlastni vySetienf pacienta nebylo v nasem
souboru naro¢né ani ¢asove. Primérné tr-
vani vysetfeni bylo 17,2 + 4,6 min (rozsah
7-40 min v zavislosti na spolupraci pacienta
a jeho toleranci vysetieni), a to v¢. vysvét-
lenf podstaty vysetfeni pacientovi, inicidlnf
aplikace lokéInich anestetik a viskoelastic-
kého gelu, nastaveni mikroskopu, jeho za-
ostfeni na sledovanou vrstvu rohovky a po-
fizeni snimkové dokumentace. Néasledné
hodnoceni jednoho snimku pak v zavislosti
na poctu nervovych vldken trva priblizné
3-8 min pfi manualnim hodnocenf a zhruba
20 s (podle vykonu pocitace) v pfipadé vy-
uZiti automatického softwaru. Celkovy cas
potfebny pro vyhodnocenf tif snimkd u jed-
noho pacienta je tedy 10-25 min pfi ma-
nuadlni analyze a pfiblizné 1 min pfi analyze
automatické.

Nalezy v souboru zdravych kontrol

Primeérné hodnoty jednotlivych parame-
trd v souboru zdravych kontrol jsou uve-
deny v tab. 2. Zadny z hodnocenych CCM
parametrd nevykazoval vyznamné rozdily
mezi muzi a Zenami (tab. 2), zachycen vsak
byl mirny, ale jiz statisticky signifikantni po-
kles hodnot vétsiny parametrd (s vyjimkou
tortuozity) s vékem (tab. 2, obr. 4A, B). Z to-
hoto ddvodu byly vysledky dale zpracovany
oddélené ve tfech vékové definovanych
podskupinach zdravych kontrol (do 30 let,
30-50 let, nad 50 let) (tab. 1, 2), pro které byla
nasledné stanovena i vlastni normativni data
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(tab. 2). V piipadé CNFD, CNFL a CNBD jsou
v tabulce zvyraznény dolni normalnf limity,
a abnormitou je tedy hodnota pod uUrovni
uvedeného limitu. Pro CNFT je zvyraznéna
hodnota naopak hornim normalnim limitem
a abnormalni jsou hodnoty presahujici uve-
504 denou normu (tab. 2).

Platnost uvedenych normativnich dat byla
dale ovérena srovnanim s publikovanou roz-
sahlou multicentrickou normativni studif, jez
40+ vyuzila manudlni zplsob hodnoceni snimkd,
a to identicky jako v nasi studii [20]. Pocet ab-
normit jednotlivych parametrd ve sledova-
ném normativnim souboru pfi pouziti viast-
nich a dfive publikovanych normativnich dat
je uveden v tab. 3.

60

CNFD (no./mm?)

30

20 Nalezy v souboru pacientii s DPN
Vékové slozeni souborl pacientl s DPN
a zdravych kontrol bylo v nasi studii od-
lisné. Srovnani sledovanych parametrd
10 mezi témito skupinami bylo proto za Uce-
T T T T T T T lem eliminace vlivu véku provedeno od-
20 30 40 50 60 /0 80 délené v jednotlivych vékovych skupinach
vek (roky) (tab. 4). Hodnoty CNFD, CNFL a CNBD byly
B u pacientd s DPN ve viech vékovych skupi-
35 nach signifikantné nizsf nez v odpovidajicich
souborech zdravych kontrol (tab. 4). Vzestup
CNFT se ndm podafilo prokdzat pouze v nej-
starsi vekové skupiné (tab. 4).

30+
Spolehlivost hodnoceni snimkii
rtiznymi hodnotiteli a srovnani

s automatickou analyzou

Vyhodnoceni spolehlivosti (reliability) hod-
noceni snimkd je uvedeno v tab. 5. Spoleh-
livost manudlniho hodnoceni snimk& mezi
504 dvéma rlznymi hodnotiteli (MH a IK) vyja-
dfend pomoci intra-class korela¢niho koefi-
cientu vykazuje hodnoty > 0,8 pro viechny
parametry kromeé tortuozity. Tyto hodnoty
154 odpovidaji vyborné shodé nalezl mezi hod-
notiteli. Srovnani vysledkd manudlnf a au-
tomatické analyzy naopak dobrou shodu
neprokazuje (tab. 5). Pfi hodnoceni automa-
tickym softwarem byly vsechny hodnocené
T T T T J T T parametry (CNFD, CNFL, CNBD) signifikantné

20 30 40 50 60 70 80 . , £l
nizsi oproti analyze manualni (tab. 5).
vek (roky)

25+

CNFD (mm/mm?)

Diskuze

Obr. 4. Bodové grafy znazorfujici hodnoty CNFD (A) a CNFL (B) v zavislosti na véku pro- Prezentovana studie v souhrnu prokazala
loZené linedrni regresni pfimkou, a dvéma pfimkami ohranicujicimi 5. a 95. percentil. jednoduchost, bezpe¢nost a nizkou ¢asovou
Viysledky z jednoduchého linedrniho regresniho modelu prokazuji signifikantnf ro¢ni ibytek i metodickou ndro¢nost vysetfeni rohovkové
CNFD (=0,165 no./mm?) a CNFL (=0,095 mm/mm?). inervace pomoci konfokélni mikroskopie na
Fig. 4. Scatter plots showing CNFD (A) and CNFL (B) values by age with linear regression pomeérneé rozsdhlém souboru zdravych kon-
line and the 5™ and 95™ percentile. trol a skupiné pacientd s DPN. Na zékladé
Linear regression analysis shows significant yearly decrease of both CNFD (-0.165 no./mm?) zjisténych vysledkl byla vytvorena vlastnf
and CNFL (-0.095 mm/mm?). normativni data a soucasné byla ovéfena
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Tab. 3. Vyskyt abnormit jednotlivych parametr( ve skupiné zdravych dobrovolnikd pfi pouziti vlastnich normativnich dat
(viz tab. 2) a multicentrické normativni studie (Tavakoli et al, 2015) (hodnotitel MH).

Cely soubor (n=71) <30 (n=20) 30-50 (n =33) > 50 (n=18)
Pouzita vlastni Tavakoli et al vlastni Tavakoli et al vlastni Tavakoli et al vlastni Tavakoli et al
normativni data (tab. 2) 2015 (tab. 2) 2015 (tab. 2) 2015 (tab. 2) 2015
CNFD 5(7 %) 1 (1 %) 1 (5 %) 0 (0 %) 39 %) 0 (0 %) 1 (6 %) 1(6 %)
CNFL 2 (3%) 2 (3%) 0 (0 %) 0 (0 %) 1 (3 %) 1 (3 %) 1 (6 %) 1(6 %)
CNBD 4 (6 %) 2 (3%) 1 (5 %) 0 (0 %) 1 (3 %) 0 (0 %) 2 (11 %) 2 (1 %)
CNFT 8 (11 %) 3 (4 %) 3 (15 %) 1(5 %) 2 (6 %) 1 (3 %) 3(17 %) 1(6 %)

Hodnoty jsou uvedeny jako absolutni (relativni cetnosti).

CNFD - hustota korneélnich nervovych vidken (Corneal Nerve Fiber Density), CNFL - délka kornealnich nervovych vlaken (Corneal Nerve Fiber Len-
ght), CNBD - hustota vétvi kornedlnich nervovych vidken (Corneal Nerve Branch Density), CNFT - koeficient vinutosti (Corneal Nerve Fiber Tortuosity).

Tab. 4. Primérné hodnoty parametrd kornedlni konfokalni mikroskopie v jednotlivych vékovych skupinach pacient(i s DPN a zdra-
vych kontrol.
Vékova skupina < 30 let

Vékova skupina 30-50 let Vékova skupina > 50 let

ZK(n=20) DPN(n=2) p' ZK(n=33) DPN (n=15) p' ZK(n=18) DPN (n=37) p'
CNFD 3790 22,82 0,002 34,04 28,90 0,040 3313 2346 < 0,001
CNFL 27,02 14,33 0,002 25,53 19,10 < 0,001 23,54 17,02 < 0,001
CNBD 65,85 22,24 0,041 58,40 32,12 < 0,001 51,73 24,60 0,048
CNFT 0,20 0,22 0,555 0,20 022 0,155 0,20 0,23 0,011

' Srovnani hodnot jednotlivych parametrl mezi pacienty s DPN a ZK bylo provedeno neparovym t-testem.

CNFD - hustota kornedlnich nervovych vidken (Corneal Nerve Fiber Density), CNFL — délka kornedlnich nervovych vidken (Corneal Nerve Fiber
Lenght), CNBD - hustota vétvi korneélnich nervovych vidken (Corneal Nerve Branch Density), CNFT — koeficient vinutosti (Corneal Nerve Fiber Tor-
tuosity), ZK — zdravé kontroly, DPN — pacienti s diabetickou polyneuropati.

Tab. 5. Srovnani nédlezl jednotlivych parametrd kornedlni konfokalni mikroskopie pfi manualni analyze vice hodnotiteli a sou-
¢asné mezi manualni a automatickou analyzou.

Manualni hodnoceni Automaticka analyza a srovnani

hodnotitel MH hodnotitel IK srovnani hodnotitel( s analyzou manudlni
X IS X IS ICC p' X IS ICC? p?
CNFD 32,81 (31,07, 34,65) 3486  (33,04;36,78) 0,849 < 0,001 2145 (19,70; 23,36) 0,609 < 0,001
CNFL 21,67 (20,57; 22,78) 2544 (24,16; 26,73) 0,870 < 0,001 14,55 (13,74;15,37) 0,773 < 0,001
CNBD 62,39 (55,04; 70,73) 58,58  (51,40;66,77) 0,841 < 0,001 21,56 (18,50; 25,11) 0,620 < 0,001
CNFT 0,12 (0,11, 0,13) 0,20 (019;0,21) 0,496 < 0,001 - - - -

'Srovnani nalezl jednotlivych parametrd mezi obéma hodnotiteli (MH, IK) pfi hodnoceni manuéini analyzou pomoci koeficientu ICC.

2Srovnani ndlez( jednotlivych parametrd mezi automatickou analyzou a prmérem hodnot manudlnf analyzy obou hodnotiteld (MH, IK). Srov-
nani je provedeno pomoci koeficientu ICC. Hodnoty tortuozity nejsou uvedeny, protoze nejsou pfi automatické analyze hodnoceny.

CNFD - hustota kornedlnich nervovych vidken (Corneal Nerve Fiber Density), CNFL — délka kornedlnich nervovych vidken (Corneal Nerve Fiber

Lenght), CNBD - hustota vétvi korneélnich nervovych vlaken (Corneal Nerve Branch Density), CNFT — koeficient vinutosti (Corneal Nerve Fiber Tor-

tuosity), x — primér, ICC — intraclass correlation coefficient, IS — interval spolehlivosti.

platnost recentné publikovanych normativ-
nich dat z rozsahlé multicentrické studie [20]
pro Ceskou populaci. U pacientd s DPN byly
prokazany signifikantni zmény vsech sledo-
vanych parametr(i, coz potvrzuje vyuZitel-

nost metody jako alternativniho konfirmac-
niho testu DPN. Pro hodnoceni CCM snimkd
Ize vyuzit manuadlini i automatickou analyzu.
Nase studie vsak prokazala, ze oba typy ana-
lyzy nejsou vzdjemné zaménitelné. Pfi ma-

nudlni analyze byla prokdzana velmi dobra
shoda dvou hodnotitell ve vsech sledova-
nych parametrech s vyjimkou tortuozity.
Metoda tedy vykazuje uspokojivou inter-ra-
ter reliabilitu. Naopak hodnoceni automatic-
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kym softwarem vykazovalo ve srovnani's ma-
nudlni analyzou signifikantné nizsi hodnoty
CNFD, CNFL i CNBD. Pfi interpretaci nalezd
CCM je proto nutné zohlednit typ analyzy
a volit vzdy jednotny zplsob hodnoceni na-
lezi pro vsechny pacienty v pfislusné studii.

Nase zkusenost potvrdila uspokojivou to-
leranci vysetfeni rohovkové inervace po-
moci konfokédlni mikroskopie prakticky
u vsech vysetfenych pacientd a nizkou na-
ro¢nost metodiky pro vysettujici Iékare. Jedi-
nou zaznamenanou komplikaci byla reakce
na lokalni anestetikum aplikované inicialné
pfi vysetfeni: u jednoho pacienta jsme za-
znamenali celkovou reakci ve formé preko-
lapsového stavu, u dvou pacientd pak pro-
longované (neékolik hod trvajici) neprijemné
pocity v oblasti oka charakteru péleni a fe-
zani. Oba zminéné typy nezadoucich ucinkd
jsou uvedeny i v ptibalovém letdku Benoxi
kapek a pfi jejich aplikaci je tfeba s podob-
nymi reakcemi pocitat, i kdyZ jsou obecné
pomerneé malo ¢asté. Pfed vysetfenim je také
vhodné se na pifpadnou anamnézu alergic-
kych reakci na lokdlnf anestetika cilené do-
tazovat a v pfipadé pozitivni anamnézy vy-
Setieni neprovéadeét. Indikaci k vysetfeni CCM
je s ohledem na pouzivani lokdlnich anes-
tetik obecné vhodné peclivé zvazovat také
u pacientl s polyvalentnimi alergiemi, a to
i v pfipadé, Ze neni anamnesticky zndma
pfimo alergie na lokdlné-anestetické pre-
pardty. Je viak tfeba si uvédomit, Ze stejny
problém nastava i u alternativni konfirmacni
metody SFN, tedy u koZni biopsie, pfi které je
vzorek odebirdn v lokaIni infiltracni anestezii.

Nélezy v prezentovaném souboru zdra-
vych kontrol jsou prakticky identické jako
publikované vysledky velké multicentrické
normativni studie hodnotici sledované pa-
rametry CCM na souboru 343 zdravych
dobrovolnikl [20], stejné jako v dfive pub-
likovanych mensich souborech zdravych
kontrol [15,24,25]. Tato skute¢nost potvrzuje
spravnost pouzité metodiky hodnocenf jed-
notlivych CCM parametrd a jejf srovnatelnost
s mezindrodnim standardem. Velmi blizka
uvedené studii jsou také derivovand nor-
mativni data. Pfi pouziti obou typl norem
jsme abnormitu jednotlivych parametrd za-
chytili jen u malé (a v obou pfipadech velmi
podobné) ¢asti normativniho souboru, coz
umoznuje v Ceské populaci pouZzit oba typy
normativnich dat.

Identicky jako zminénd multicentricka
normativni studie prokazaly i nase vysledky
ur¢itou zavislost vétsiny parametrdi CCM na
veku pacienta, i kdyz vékové podminéné

zmény byly v pfipadé obou studif spise
mirné (tab. 2) [20]. Pfi hodnoceni nélezl je
proto vhodné zvazovat vék pacienta a pou-
Zivat vékové stratifikovana normativni data,
kterd byla z téchto dGvodd vytvorena i v nasi
praci.

Prokdzan naopak nebyl signifikantni vliv
pohlavi pacientd. Tavakoli et al sice uvadi od-
délené normy pro muze a zZeny, pfimé srov-
nani hodnot CCM parametrd mezi obéma
pohlavimi vsak v praci prekvapivé uvedeno
nenfa orientac¢ni srovnani hodnot v souboru
muzl a zen v této praci svédci proti vyznam-
nym rozdilim sledovanych parametrl mezi
muzi a Zenami [20]. | v tomto sméru tak vy-
nym nélezim.

Hodnoceni rohovkové inervace pomoci
konfokalni mikroskopie se v soucasnosti vy-
uzivé predevsim v diagnostice DPN [3,5,9].
V poslednich letech byla publikovadna fada
studii potvrzujicich vyuzitelnost metodiky
v hodnoceni pfitomnosti a tize perifern{
neuropatie u pacientldi s DM 1. [3,15,26,27]
i 2. typu [3,24,25]. Vyhodou vysetfeni je
jeho neinvazivita a téméf neomezend moz-
nost opakovani testu a tedy dobrd vyuzi-
telnost napf. pro dlouhodobé sledovani
pacientl [15]. Inervace rohovky vykazuje sig-
nifikantni zmeény jiz u pacientd s recentnim
DM 2. typu [25] a dokonce u jedinct s pre-
diabetickymi stavy (tj. pfedevsim poruchou
glukézové tolerance) [28]. Metoda je viak vy-
uzitelnd i pfi hodnocenf neuropatie jiné nez
diabetické etiologie [17,18], v¢. idiopatické
SEN [21.

Uvedené nalezy potvrdila i nase studie,
v niz byly hodnoty hustoty i celkové délky
nervovych vldken u pacientd s DPN signifi-
kantné niz3f ve srovnani se souborem zdra-
vych kontrol. Soubor zahrnoval pacienty
s DM 1.1 2. typu, cozZ potvrzuje vyuZitelnost
metody v hodnoceni neuropatie u pacientl
s obéma typy DM. Hodnoty jednotlivych pa-
rametrl zjisténé v nasem souboru pacient
s DPN odpovidaji dfive publikovanym nale-
zUm u obdobnych soubort pacientl [24-28]
a opét nepfimo potvrzuji spravnost pouzi-
vané metodiky.

Jednim z mala limitd metodiky je pfi ma-
nualnim hodnocenf nalezd potieba zkuse-
ného a vyskoleného jedince — hodnotitele —
a Cas, ktery je nutny ke zhodnoceni jednoho
pacienta (cca 10-25 min). Z tohoto divodu
byl univerzitou v Manchestru vyvinut soft-
ware k automatické analyze CCM (ACCMe-
trics), ktery zredukoval ¢as potfebny k hod-
noceni na nékolik vtefin na snimek [11,29]

a snizil nutnost erudice hodnotiteld. Dosud
viak bylo publikovano jen minimum stu-
dif poskytujicich srovnani manudlni a au-
tomatické analyzy CCM parametrd [29,30].
Podobné je k dispozici pouze omezend evi-
dence o spolehlivosti nalezd CCM pfi hod-
noceni riznymi hodnotiteli [31,32]. V dalsf
¢asti studie jsme se proto pokusili zaméfit na
hodnoceni spolehlivosti CCM pfi vyuziti vice
hodnotiteli a na srovndni manudlnf a auto-
matické analyzy.

Hodnocenf inter-rater reliability jednot-
livych parametrd CCM prokézalo pfi ma-
nudlni analyze vybornou spolehlivost ndlezd
viech sledovanych parametrd s vyjimkou
tortuozity. Vysledky velmi obdobné nasi
studii v¢. vlastnich hodnot ICC koeficientd
mezi vice hodnotiteli prokazali napf. Hertz
et al [31]. Podobné jako nase ndlezy byla
i v této studii nejhdre reprodukovatelnym
parametrem tortuozita, zatimco ostatni pa-
rametry byly z hlediska shody nalez( mezi
vice hodnotiteli signifikantné lepsi a vza-
jemné srovnatelné. Jiné studie prokazaly
horsi reprodukovatelnost NFBD. Nejlépe re-
produkovatelnym parametrem je ve vétsiné
sledovanych studif (v¢. nasi) délka nervovych
vldken rohovky, pfipadné jejich hustota —
tyto dva parametry Ize tedy doporucit jako
nejvhodnéjsi markery pro longitudindlnf sle-
dovani pacientl [32].

Intra-class korelacnf koeficienty pro srov-
nani manualini a automatické analyzy byly
vyznamné nizsf ve srovnani s ICC reflektuji-
cimi spolehlivost nélezl pfi manuélni ana-
lyze snimkd vice hodnotiteli. Vsechny hod-
nocené parametry (CNFD, CNFL a CNBD)
vykazovaly pfi hodnoceni automatickou
analyzou signifikantné nizsi hodnoty ve
srovnani s analyzou manualni. Podkladem
téchto rozdill jsou pravdépodobné prede-
viim technické aspekty, jako je nizsi kvalita
nékterych snimkd (napf. drobné vzduchové
bubliny, pfitomnost linii zplUsobenych pfi-
lisnym tlakem na rohovku), diky nimz au-
tomaticky software neidentifikuje spravné
nekterd nervova vldkna. Témto problé-
mUm se viak v bézné praxi nelze Uplné vy-
hnout a pomoci manudlnf analyzy Ize tyto
snimky bez problémd hodnotit. Prakticky
identické nélezy se signifikantné nizsimi
hodnotami CNFL pfi pouZiti automatické
analyzy ve srovnani s analyzou manualnf
byly prokdzany i v dalSich podobnych stu-
diich [29,30]. Tyto rozdily jsou tedy systé-
mové a nelze je vysvétlit event. horsi kvali-
tou snimkd v nasem centru. Vysledky vsech
zminénych studif v¢. nasi tak ukazuji, ze obé
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metody hodnoceni (manudlni a automa-
tickd) nejsou vzdjemné zaménitelné a neni
mozné je v rdmci jedné studie libovolné stfi-
dat. Pfi hodnocenf je obecné nutné pouzi-
vat normativni data vytvorend pro pfislusny
typ analyzy. Pro manuélni analyzu tak Ize do-
porucit vyuziti dat z prace autord Tavakoli
et al [20] nebo z nasi studie, zatimco pro au-
tomaticky software nejsou validni norma-
tivni data prozatim k dispozici [29].

Seznam pouzitych zkratek

CCM - konfokalni mikroskopie rohovky (Corneal
Confocal Microscopy)

CNBD - hustota vétvi kornedlnich nervovych vlaken
(Corneal Nerve Branch Density)

CNFD - hustota kornedlnich nervovych vidken
(Corneal Nerve Fiber Density)

CNFL - délka korneélnich nervovych vidken
(Corneal Nerve Fiber Lenght)

CNFT - koeficient vinutosti (Corneal Nerve Fiber
Tortuosity)

DM - diabetes mellitus

DPN - diabeticka polyneuropatie

ICC - intraclass correlation coefficient

SD - smérodatné odchylka (Standard Deviation)
SFN - neuropatie tenkych vidken (Small Fiber
Neuropathy)

X — prameér
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