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ABSTRACT
ADDRESS FOR CORRESPONDENCE/  Reflectance confocal microscopy is a non-invasive diagnostic method
ADRES DO KORESPONDENC]I: that enables real-time visualization of tissues in near-histological reso-
Marta Kurzeja lution. Pemphigus is a chronic autoimmune skin disease in which in-
Katedra i Klinika Dermatologiczna tra-epidermal blisters are formed as a result of acantholysis, i.e., loss
Warszawski Uniwersytet of connection between epidermal cells. A systematic review of the lit-
Medyczny erature on the use of reflectance confocal microscopy in the diagnosis
Warszawa, Polska of pemphigus has been carried out in this paper. Reflectance confocal

e-mail: mkurzejaderm@gmail.com microscopy enables identification of intra-epidermal acantholytic blis-
ters in patients with pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus. The
method also enables to identify the localization of blisters - the spinous
layer in pemphigus vulgaris, and in the granular layer in pemphigus
foliaceus. Thus, reflectance confocal microscopy may allow establish-
ing non-invasively an initial diagnosis of pemphigus and differentiat-
ing pemphigus vulgaris from pemphigus foliaceus.

Key words: pemphigus foliaceus, pemphigus vulgaris, reflectance con-
focal microscopy.

STRESZCZENIE

Refleksyjna mikroskopia konfokalna jest nieinwazyjng metoda dia-
gnostyczng umozliwiajagca wizualizacje tkanek w czasie rzeczywi-
stym. Pecherzyca jest przewlekla autoimmunizacyjng choroba skéry
przebiegajaca z tworzeniem sie srédnaskérkowych pecherzy w wyni-
ku akantolizy, czyli utraty tacznosci pomiedzy komoérkami naskoérka.
W niniejszej pracy zostal dokonany systematyczny przeglad pismien-
nictwa dotyczacego zastosowania refleksyjnej mikroskopii konfokalnej
w diagnostyce pecherzyc. Refleksyjna mikroskopia konfokalna umoz-
liwia identyfikacje $rédnaskérkowych, akantolitycznych pecherzy
u pacjentéw z pecherzyca zwykla i liSciasta. Metoda ta pozwala tak-
ze na ustalenie dokladnej lokalizacji pecherzy: w pecherzycy zwyklej
w warstwie kolczystej, a w pecherzycy liSciastej w warstwie ziarnistej.
Na tej podstawie mozna nieinwazyjnie ustali¢ wstepne rozpoznanie
pecherzycy i odrézni¢ pecherzyce zwykla od lisciastej.

Stowa kluczowe: pecherzyca lisciasta, pecherzyca zwykla, refleksyjna
mikroskopia konfokalna.
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INTRODUCTION

WPROWADZENIE

Reflectance confocal microscopy (RCM) is a mod-
ern, non-invasive diagnostic method that allows vis-
ualization of tissues in real time [1-3]. At present, re-
flectance confocal microscopy is used primarily in the
diagnosis of melanocytic and non-melanocytic skin
neoplasms [4-7]. In addition, there are also more and
more publications on the use of RCM in the diagno-
sis of inflammatory diseases such as allergic contact
dermatitis, psoriasis [8], chronic cutaneous lupus er-
ythematosus [9], and subacute lupus erythematosus
[10]. In recent years, numerous studies have also been
published on the possibility of using RCM in the di-
agnosis of pemphigus [11, 12].

REFLECTANCE CONFOCAL MICROSCOPY

Reflectance confocal microscopy is a non-inva-
sive diagnostic method that enables visualization of
single cells within the epidermis and upper dermis
with near-histological resolution and high contrast
[1-3]. The assumption of confocal microscopy is to
eliminate light coming from outside the focal plane.
Achieving this effect is possible thanks to the use of
a diaphragm with a small hole placed in front of the
detector [13]. As a consequence, light reflected from
structures above and below the examined tissue frag-
ment is cut off and does not participate in the image
formation, which significantly increases its contrast
and sharpness (fig. 1). The confocal microscope al-
lows obtaining an image of thin layers of the exam-
ined tissue fragment at a specific depth, i.e., the so-
called optical sections of the preparation [14]. In the
confocal microscope, the point light source, the illu-
minated specimen point, and aperture the diaphragm
lie in the focal length of the lens (in confocal planes),
hence the name of this method [13, 14].

In a RCM, a laser is used as a point source of light.
The light beam is focused on a fragment of the ex-
amined object the size of a few micrometers [15, 16].
Then the light is reflected and, through the optical
system, returns to the detector recording the intensi-
ty of laser radiation. Signal from the detector is sent
to a computer and converted into two-dimensional
black and white images [17, 18]. In RCM, image is
created due to the difference in the value of refrac-
tive indexes of individual cell structures, as the laser
beam is reflected at the border of cell structures with
different refractive index [19-21].

Reflectance confocal microscopy enables visuali-
zation of single cells within the skin with near-histo-
logical resolution and high contrast. Contrary to the
histopathological examination, RCM examination is
non-invasive and does not require prior tissue prepa-
ration or staining [15]. RCM offers the possibility
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Refleksyjna mikroskopia konfokalna (reflectance con-
focal microscopy - RCM) jest nowoczesna, nieinwazyjna
metoda badawcza pozwalajaca na wizualizacje tkanek
w czasie rzeczywistym [1-3]. Obecnie refleksyjna mi-
kroskopia konfokalna wykorzystywana jest przede
wszystkim w diagnostyce melanocytowych i niemela-
nocytowych nowotworéw skory [4-7]. Ponadto istnieja
réwniez coraz liczniejsze publikacje dotyczace zastoso-
wania RCM w diagnostyce choréb zapalnych, takich
jak alergiczne kontaktowe zapalenie skory, tuszczyca
[8], ogniskowy toczen rumieniowaty [9] oraz podostry
toczeni rumieniowaty [10]. Ostatnio opublikowano tak-
ze liczne artykuly na temat mozliwosci zastosowania
RCM w diagnostyce pecherzycy [11, 12].

REFLEKSYJNA MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Refleksyjna mikroskopia konfokalna jest nieinwa-
zyjna metoda diagnostyczng umozliwiajaca wizu-
alizacje pojedynczych komérek w obrebie naskérka
i gornej czesci skory wlasciwej z prawie histologiczng
rozdzielczoscig oraz wysokim kontrastem [1-3]. Zato-
zeniem mikroskopii konfokalnej jest wyeliminowanie
$wiatta pochodzacego spoza ptaszczyzny ogniskowa-
nia, uzyskanie tego efektu jest mozliwe dzieki zasto-
sowaniu przestony z matym otworem umieszczonej
przed detektorem [13]. W konsekwencji $wiatto od-
bite od struktur lezacych powyzej oraz ponizej ba-
danego fragmentu tkanki jest odcinane i nie bierze
udzialu w tworzeniu obrazu, co znacznie zwigksza
jego kontrast i ostroé¢ (ryc. 1). Mikroskop konfokalny
umozliwia uzyskanie obrazu cienkich warstw badane-
go fragmentu tkanki na okreslonej glebokosci, czyli tzw.
przekrojéow optycznych preparatu [14]. W mikroskopie
konfokalnym punktowe Zrédio $wiatla, oswietlony
punkt preparatu oraz przeslona z otworkiem leza
w ogniskowych soczewki (w ptaszczyznach konfo-
kalnych), stad wywodzi si¢ nazwa tej metody [13, 14].

W RCM punktowym zZrédiem $wiatta jest laser.
Wigzka §wiatta jest skupiana na fragmencie bada-
nego obiektu wielkosci kilku mikrometréw [15, 16].
Nastepnie s§wiatlo ulega odbiciu i poprzez system
optyczny powraca do detektora rejestrujgcego nateze-
nie promieniowania laserowego. Z detektora sygnat
przekazywany jest do komputera i przetwarzany na
dwuwymiarowe czarno-biate obrazy [17, 18]. W RCM
obraz powstaje dzieki réznicy w wysokosci wskaz-
nikéw refrakcji poszczegdlnych struktur komoérko-
wych, wigzka promieniowania laserowego zostaje
bowiem odbita na granicy struktur komoérkowych
o réznym wskazniku refrakgji [19-21].

Refleksyjna mikroskopia konfokalna umozliwia
wizualizacje pojedynczych komérek w obrebie sko-
ry z prawie histologiczng rozdzielczoscig oraz wy-
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Figure 1. Bright, round acantholytic cells 14 to |7 um in size in the
intraepidermal blister localized in the spinous layer of the epidermis
of the patient with PV

Rycina |. Jasne, okragte komdrki akantolityczne wielkosci od 14 do
|7 um w obrebie $rédnaskérkowego pecherza zlokalizowanego
w warstwie kolczystej naskérka u pacjenta z PV

of both real-time in vivo and ex vivo imaging of the
skin. Optical cross-sections of the skin obtained by
RCM correspond to horizontal cross-sections of indi-
vidual layers of the epidermis or dermis at a specific
depth [22].

In the reflectance confocal microscope Vivascope
1500 and Vivascope 3000 (Lucid Rochester, New
York) a diode laser with a wavelength of 830 nm
and a maximum power of 35 mW was used, and
a 30 times magnification lens with a numerical aper-
ture of 0.9 [1-3]. Penetration depth ranges from 200 to
350 um, which enables visualization of the epidermis
and of upper layers of the dermis. The microscope
resolution is from 0.5 to 1 pm in the transverse plane
and from 3 to 5 pm in the axial plane [15, 16].

PEMPHIGUS VULGARIS AND PEMPHIGUS
FOLIACEUS

Pemphigus is a chronic autoimmune skin disease,
in which intra-epidermal blisters are formed as a re-
sult of acantholysis, i.e., loss of connection between
epidermal cells. Antibodies in pemphigus are direct-
ed against keratinocyte antigens - desmogleins (Dsg)
and are present both in the serum as so-called circu-
lating antibodies, as well as in tissues as bound anti-
bodies [23, 24]. There are two classic types of pemphi-
gus: pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus,
which differ in clinical symptoms, histopathological
presentation and immune profile [25, 26].
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Figure 2. Intraepidermal blister containing acantholytic cells in the
granular layer of the epidermis in a patient with PF

Rycina 2. §rédnaskérkowy pecherz zawierajgcy komorki akantoli-
tyczne w warstwie ziarnistej naskérka u pacjenta z PF

sokim kontrastem. W przeciwienistwie do badania
histopatologicznego badanie wykonywane RCM jest
nieinwazyjne i nie wymaga wcze$niejszego przygo-
towania lub barwienia tkanek [15]. RCM umozliwia
obrazowanie skory zar6wno w czasie rzeczywistym
in vivo, jak i ex vivo. Przekroje optyczne skory uzyska-
ne metoda RCM odpowiadajg horyzontalnym prze-
krojom poszczegélnych warstw naskérka lub skéry
wlasciwej na okreslonej glebokosci [22].

W refleksyjnym mikroskopie konfokalnym Viva-
scope 1500 i Vivascope 3000 (Lucid Rochester, Nowy
Jork) zostal zastosowany laser diodowy o dtugosci fali
830 nm i maksymalnej mocy 35 mW oraz obiektyw
powiekszajacy 30 razy o aperturze numerycznej 0,9
[1-3]. Glebokos¢ penetracji wynosi od 200 do 350 um,
co umozliwia wizualizacje naskérka i gérnych
warstw skory wlasciwej. Rozdzielczo$¢ mikroskopu
wynosi od 0,5 do 1 pm w plaszczyznie poprzecznej
oraz od 3 do 5 pm w plaszczyzZnie osiowej [15, 16].

PECHERZYCA ZWYKLA | LISCIASTA

Pecherzyca jest przewlekla autoimmunizacyjna
choroba skoéry przebiegajaca z powstawaniem $réd-
naskérkowych pecherzy w wyniku akantolizy, czyli
utraty tgcznosci pomiedzy komérkami naskorka.
Przeciwciala w pecherzycy sa skierowane przeciw
antygenom keratynocytéw - desmogleinom (Dsg)
- i wystepuja zar6wno w surowicy jako tzw. prze-
ciwciala krazace, jak i w tkankach jako przeciwciala
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APPLICATION OF REFLECTANCE CONFOCAL
MICROSCOPY

Reflectance confocal microscopy is a new diagnos-
tic method that allows non-invasive imaging of the
epidermis and upper dermis with near-histological
accuracy [2]. Therefore, analysis of RCM presentation
of skin diseases focus on features known from histo-
pathological data. A characteristic histopathological
feature of pemphigus is the presence of intra-epider-
mal acantholytic blisters [24]. In PV, acantholysis is
located in the spinous layer of the epidermis, while
in the foliaceus variety, acantholysis is present within
the granular layer [27, 28]. Therefore, in pemphigus
features of acantholysis and intra-epidermal vesicles
are sought by RCM.

One of the first studies on the presentation of pem-
phigus in RCM was the work of Angelova-Fischer
et al., in which, on the example of two patients with
pemphigus foliaceus, RCM features of pemphigus
was described in existing skin lesions, as well as in
the skin lesions induced mechaniically by rubbing the
skin around blister. In all cases, the authors found
intra-epidermal blisters located in the granular lay-
er of the epidermis in vivo. No abnormalities in the
spinous layer and in the basal layer were observed.
There were also bright acantholytic cells present in-
side blisters, but no inflammatory cells [29].

Another publication was the work of Levi et al., in
which pictures of skin lesions obtained by RCM in
2 patients with pemphigus foliaceus and 3 patients
with pemphigus vulgaris were presented [30]. The
authors found that intra-epidermal blisters appeared
in RCM cross-sections as dark structures, color of
which was caused by lower laser light reflection by
the blister fluid than by the surrounding tissue. They
also showed that in 2 patients with pemphigus fo-
liaceus, there were blisters the cover of which was
located in the stratum corneum and the bottom in the
spinous layer. According to these authors, in the case
of the PV, blister cover was located in the granular
or spinous layer, while the bottom was located near
the papillary layer of the dermis. However, this study
did not report presence of any acantholytic cells in
optical sections of skin lesions examined by RCM in
any of pemphigus vulgaris patients [30].

Koehler et al. described 1 patient with pemphigus
vulgaris who was examined with a RCM [31]. In RCM
optical sections, the authors observed intra-epidermal
blisters located in the upper part of the spinous layer
and just above the basal layer. Location of these blis-
ters was determined on the basis of the morphology
of the epidermis in the vicinity of the skin lesion. This
study also described presence of clear, oval cells in-
side blisters in a pemphigus vulgaris patient, but the
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zwiazane [23, 24]. Istnieja dwie klasyczne odmiany
pecherzycy: pecherzyca zwykla oraz pecherzyca
lisciasta, ktore r6znig sie¢ objawami klinicznymi, ob-
razem histopatologicznym oraz profilem immunolo-
gicznym [25, 26].

ZASTOSOWANIE REFLEKSYJNE] MIKROSKOPII
KONFOKALNE]

Refleksyjna mikroskopia konfokalna jest nowa me-
toda diagnostyczna, ktéra pozwala na nieinwazyjne
obrazowanie naskoérka i gérnej czesci skory wlasciwej
z prawie histologiczna dokladnoscia [2]. W zwigzku
z tym badania nad obrazem RCM choréb skéry sku-
piaja sie na cechach znanych z danych histopatolo-
gicznych. Charakterystyczna cecha histopatologiczna
pecherzycy jest obecnosé srédnaskérkowych, akan-
tolitycznych pecherzy [24]. W pecherzycy zwyklej
akantoliza jest zlokalizowana w warstwie kolczystej
naskorka, natomiast w odmianie liéciastej akantoliza
jest obecna w obrebie warstwy ziarnistej [27, 28]. Dla-
tego w badaniach nad obrazem RCM w pecherzycy
koncentrowano sie nad poszukiwaniem akantolizy
i pecherzy srédnaskérkowych.

Jedna z pierwszych prac dotyczaca obrazu peche-
rzycy w RCM byla praca Angelovej-Fischer i wsp.,
w ktérej na przykladzie 2 pacjentéw z pecherzyca
lisciasta opisano obraz RCM istniejacych juz zmian
skérnych, jak réwniez wywolanych mechanicznie
poprzez potarcie skoéry w otoczeniu pecherza. Au-
torzy we wszystkich przypadkach stwierdzili obec-
ne in vivo Srédnaskérkowe pecherze zlokalizowane
w warstwie ziarnistej naskoérka. Nie obserwowano
natomiast zadnych nieprawidlowosci w warstwie
kolczystej oraz w warstwie podstawnej. Wewnatrz
pecherzy byly widoczne takze jasne komorki akanto-
lityczne, nie uwidoczniono natomiast komérek stanu
zapalnego [29].

Kolejna publikacja byta praca Leviego i wsp.,
w ktoérej przedstawiono obraz zmian skérnych
uzyskanych metoda RCM u 2 pacjentéw z peche-
rzyca liciastg oraz 3 pacjentéw z pecherzyca zwy-
kia [30]. Autorzy stwierdzili, ze Srédnaskérkowe
pecherze widoczne sa na przekrojach RCM jako
ciemne struktury, poniewaz $wiatlo lasera ulega od-
biciu z mniejsza silg od ptynu w obrebie pecherza
niz od otaczajacych tkanek. Wykazali oni takze, ze
u 2 pacjentéw z postacia liSciasta pecherzycy widocz-
ne byly pecherze, ktérych pokrywa byta zlokalizo-
wana w warstwie rogowej naskoérka, natomiast dno
w warstwie kolczystej. Wedlug autoréw w przy-
padku pecherzycy zwyklej pokrywa pecherza byta
zlokalizowana w warstwie ziarnistej lub kolczystej,
natomiast dno w poblizu warstwy brodawkowatej
skoéry wiasciwej. W pracy tej nie opisano natomiast
komorek akantolitycznych w przekrojach optycznych
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authors did not conclusively state whether they are
acantholytic cells or inflammatory cells [31].

In 2012, Kurzeja et al. published a paper in which
criteria for the diagnosis of pemphigus with a RCM
were proposed [11]. In this study, RCM examination
in patients with pemphigus vulgaris and pemphigus
foliaceus were done. The comparative group consist-
ed of patients with other vesiculo-bullous disorders,
including allergic contact dermatitis, blisters after UV
exposure and trauma, Hailey-Hailey disease, erysipe-
las, herpes simplex, herpes zoster, porphyria cutanea
tarda, pemphigoid, dermatitis herpetiformis, ery-
thema multiforme, Stevens-Johnson syndrome and
Lyell’s syndrome. The study found that the RCM
examination allowed identification of intra-epider-
mal acantholytic blisters located within the spinous
layer in 47.2% of patients with pemphigus vulgaris.
Among patients with pemphigus foliaceus acanthol-
ysis was found in the granular layer of the epidermis
in 58.6% of them. Moreover, for the first time intraep-
idermal acantholytic blisters not only in the skin le-
sions, but also in the clinically healthy skin directly
adjacent to the skin lesion were described. Acantho-
lysis in apparently healthy skin was less frequent
than in clinically skin lesions. It was found in 29.6%
of examined lesions in patients with pemphigus vul-
garis (at the level of the spinous layer) and in 20.0% of
patients with pemphigus foliaceus (at the level of the
granular layer). This study also defined the morphol-
ogy of acantholytic cells, which were visible on RCM
optical sections as light gray, round or oval cells,
14 to 17 pm in diameter, forming irregular, polygo-
nal structures. While inflammatory cells were visible
as bright, round or multi-shaped structures ranging
from 8 to 12 pm in diameter. They were visualized in
77.8% of lesions in patients with pemphigus vulgar-
is in the epidermis and only in 5.6% of cases in the
dermis. In pemphigus foliaceus, this percentage was
79.3% and 44.8%, respectively. Dilated blood vessels
in the dermis were also found in pemphigus patients
in reflectance confocal microscopy. They were pres-
ent in 61.1% of patients with pemphigus vulgaris,
while in patients with pemphigus foliaceus in 86.2%
of cases [11].

In the study also RCM criteria for diagnosis of
pemphigus vulgaris and pemphigus foliaceus was
established: 1. acantholysis within skin lesions,
2. acantholysis in clinically healthy skin adjacent to
skin lesions, 3. presence of dilated blood vessels with-
in the lesion. Fulfillment of two of the three above
criteria allowed for the diagnosis in pemphigus vul-
garis with the sensitivity of 100.0% in pemphigus vul-
garis patients, 85.7% in pemphigus foliaceus patients,
and 93.3% in all pemphigus patients, regardless of
the form. The diagnostic specificity of this study was
100.0% for both forms of pemphigus [11].
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zmian skérnych badanych metoda RCM u zadnego
z pacjentéw z pecherzyca zwykla [30].

W pracy Koehlera i wsp. opisano 1 pacjenta z pe-
cherzyca zwykla, u ktérego wykonano badanie re-
fleksyjnym mikroskopem konfokalnym [31]. W prze-
krojach optycznych RCM autorzy obserwowali
§rodnaskérkowe pecherze zlokalizowane w goérnej
czedci warstwy kolczystej oraz tuz ponad warstwa
podstawna. Lokalizacje pecherzy ustalano na podsta-
wie morfologii naskérka w otoczeniu zmiany skérnej.
W pracy tej opisano takze jasne, owalne komoérki we-
wnatrz pecherzy u pacjenta z PV, jednak autorzy nie
stwierdzili jednoznacznie, czy sa to komorki akanto-
lityczne czy komorki nacieku zapalnego [31].

W 2012 roku Kurzeja i wsp. opublikowali artykut,
w ktérym zaproponowano kryteria rozpoznania pe-
cherzycy w refleksyjnym mikroskopie konfokalnym
[11]. W niniejszej pracy wykonano badania metoda
RCM u pacjentéw z pecherzyca zwykla oraz peche-
rzyca liciasta. Grupa poréwnawcza byli pacjenci
z innymi chorobami przebiegajacymi z tworzeniem
sie pecherzy lub pecherzykéw, w tym z alergicznym
kontaktowym zapaleniem skoéry, pecherzami po-
wstatymi po ekspozycji na UV i po urazie, choroba
Haileya-Haileya, r6za pecherzowg, opryszczka zwy-
ki, pétpascem, porfiria skérna pézna, pemfigoidem,
opryszczkowatym zapaleniem skéry, rumieniem
wielopostaciowym, zespotem Stevensa-Johnsona
i zespolem Lyella. W pracy stwierdzono, ze badanie
metoda RCM pozwala na identyfikacje srédnaskor-
kowych, akantolitycznych pecherzy zlokalizowanych
w obrebie warstwy kolczystej u 47,2% pacjentéow
z pecherzyca zwykla. Wéréd chorych z pecherzyca
lisciastg akantolize stwierdzano w 58,6% w obrebie
warstwy ziarnistej naskérka. Ponadto opisano po raz
pierwszy érédnaskérkowe, akantolityczne pecherze
zlokalizowane nie tylko w obrebie badanych zmian
skornych, lecz takze w skérze klinicznie zdrowej bez-
posrednio graniczacej ze zmiana skérna. Akantoliza
w skorze zdrowej wystepowatla rzadziej niz w sko-
rze zmienionej klinicznie. Stwierdzono ja w 29,6%
badanych zmian u pacjentéw z pecherzyca zwykla
(na poziomie warstwy kolczystej) oraz u 20,0% z pe-
cherzyca liSciasta (na poziomie warstwy ziarnistej).
W niniejszej pracy zdefiniowano takze morfologie
komérek akantolitycznych, ktére byty widoczne na
przekrojach optycznych RCM jako jasnoszare, okra-
gle lub owalne komorki, o $rednicy od 14 do 17 pm
tworzace nieregularne, wielokatne struktury. W ba-
daniu RCM stwierdzono réwniez obecnosé komérek
nacieku zapalnego, ktére byly widoczne jako jasne,
okragte lub wieloksztaltne struktury o srednicy od
8 pm do 12 pm. Uwidoczniono je w 77,8% zmian
u pacjentéw z pecherzyca zwykla w naskérku i jedy-
nie w 5,6% przypadkéw w skérze wlasciwej. W pe-
cherzycy lisciastej odsetek ten wynosit odpowiednio
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In 2012, Alessi et al. published a paper on the use
of RCM in the diagnosis of exfoliative gingivitis. The
study involved 8 patients with mucosal pemphigoid,
12 with pemphigus vulgaris and 5 with lichen planus
[32]. In patients with pemphigus vulgaris, intraepi-
thelial blisters filled with acantholytic cells located in
the spinous layer, with a preserved basal layer of cells
were found. In the blister cavity, pale gray, round or
oval acantholytic cells ranging from 14 pm to 17 pm
in diameter, with a centrally or peripherally located
nucleus were visible. In some cases, acantholytic cells
were clustered into larger groups and formed irreg-
ular, polygonal structures. In the dermis, the inflam-
matory infiltrate and dilated blood vessels arranged
horizontally were visible. Apart from mucosal lesions
in pemphigus vulgaris, Alessi et al. also studied clin-
ically healthy epithelium around erosive and bullous
lesions. The authors described presence of acantho-
lytic cells within the clinically unchanged epithelium
of patients with exfoliative gingivitis in the course of
pemphigus vulgaris [32].

In 2018, Mandel et al. published a paper on the
use of RCM in the diagnosis of bullous pemphig-
oid and pemphigus [33]. Twenty-four patients with
pemphigus and 48 patients with pemphigoid were
enrolled in the study. In 50.0% (12/24) of pemphi-
gus patients, presence of intra-epidermal blisters was
found. However, in another 50.0% of patients with
PV, location of blisters within the skin was not iden-
tified, in these cases the authors could not assess with
RCM whether these blisters were intra-epidermal or
sub-epidermal (no basal layer visible below the blis-
ter). In the lumen of blisters, acantholytic cells were
visible in 62.5% (15/24), and inflammatory cells in
25.0% (6/24). In the dermis, inflammatory cells were
present in 62.5% (15/24) of pemphigus patients. In
contrast, dilated blood vessels were found in 75.0%
(18/24) of patients [33].

CONCLUSIONS

Reflectance confocal microscopy enables identi-
fication of intra-epidermal acantholytic blisters in
patients with pemphigus vulgaris and pemphigus
foliaceus. According to mots authors, RCM also en-
ables precise localization of blisters - in the spinous
layer in pemphigus vulgaris, and in the granular
layer in pemphigus foliaceus. Therefore, we can in-
itially differentiate between pemphigus vulgaris and
pemphigus foliaceus in vivo on that basis. Still, until
studies on larger groups of patients are carried out,
direct and indirect immunopathological tests and his-
topathological tests will remain a basis for the diag-
nosis of pemphigus.
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79,3% i44,8%. W badaniu metodg RCM u pacjentow
z pecherzyca stwierdzano réwniez obecnos¢ posze-
rzonych naczyn krwionoénych w skérze wiasciwej.
Wystepowaly one w 61,1% przypadkow, natomiast
u pacjentéw z pecherzyca lisciasta w 86,2% przypad-
kow [11].

W pracy tej ustalono takze kryteria rozpozna-
nia pecherzycy zwyklej i lisciastej w badaniu RCM:
1) akantoliza w obrebie zmian skérnych, 2) akantoliza
w skorze klinicznie zdrowej przylegajacej do zmian
skérnych, 3) obecnos¢ poszerzonych naczyn krwionos-
nych w obrebie zmiany. Spetnienie dwoéch z trzech
powyzszych kryteriéw pozwalalo na rozpoznanie
pecherzycy zwyklej z czutoscig 100,0% pacjentow
z pecherzyca zwykla, 85,7% z pecherzyca liSciasta
oraz 93,3% pacjentéw z pecherzyca, niezaleznie od
postaci. Swoisto$¢ diagnostyczna tego badania wy-
nosita 100,0% dla obydwu postaci pecherzycy [11].

W 2012 roku Alessi i wsp. opublikowali prace
dotyczaca zastosowania RCM w diagnostyce zlusz-
czajacego zapalenia dzigsel. Do pracy wiaczono 8 pa-
cjentéw z pemfigoidem bton §luzowych, 12 z peche-
rzyca zwykla i 5 z liszajem plaskim [32]. U pacjentéw
z pecherzyca zwykla stwierdzono $rédnablonkowe
pecherze wypelnione komoérkami akantolitycznymi
zlokalizowane w warstwie kolczystej z zachowang
warstwa podstawng komorek. W Swietle pecherzy
widoczne byly jasnoszare, okragle lub owalne ko-
morki akantolityczne o $rednicy od 14 pm do 17 pm
z centralnie lub odérodkowo potozonym jadrem ko-
moérkowym. W czesci przypadkéw komérki akanto-
lityczne byly skupione w wieksze grupy i tworzyly
nieregularne, wielokatne struktury. W skérze wia-
sciwej byly widoczne natomiast komérki nacieku za-
palnego i poszerzone naczynia krwionoéne utozone
horyzontalnie. Alessi i wsp. badali takze obok zmian
sluzowkowych w przebiegu pecherzycy zwyktej
rowniez klinicznie zdrowy nabtonek w otoczeniu
zmian nadzerkowych i pecherzowych. Autorzy opi-
sali obecnos¢ komoérek akantolitycznych w obrebie
klinicznie niezmienionego nablonka pacjentéw ze
zluszczajgcym zapaleniem dzigset w przebiegu pe-
cherzycy zwyklej [32].

W 2018 roku Mandel i wsp. opublikowali prace
dotyczaca zastosowania RCM w diagnostyce pemfi-
goidu pecherzowego i pecherzycy [33]. Do badania
zakwalifikowano 24 pacjentéw z pecherzyca i 48 pa-
cjentéw z pemfigoidem. U 50,0% (12/24) pacjentow
z pecherzyca stwierdzono obecnoéé srédnaskorko-
wych pecherzy. U kolejnych 50,0% pacjentow z pe-
cherzyca zwykla nie zidentyfikowano potozenia pe-
cherzy w obrebie skéry, w tych przypadkach autorzy
nie mogli oceni¢, czy pecherz polozony jest srédna-
skérkowo czy podnaskérkowo na podstawie badania
RCM (brak widocznej warstwy podstawnej ponizej
pecherza). W $wietle pecherzy w 62,5% (15/24) uwi-
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PODSUMOWANIE

Refleksyjna mikroskopia konfokalna umozliwia
identyfikacje srédnaskérkowych, akantolitycznych
pecherzy u pacjentéw z pecherzyca zwykla i lisciasta.
Refleksyjna mikroskopia konfokalna pozwala takze
wedlug wiekszosci autoréw na dokltadna lokalizacje
pecherzy, w pecherzycy zwyklej w warstwie kolczy-
stej, a w pecherzycy lisciastej w warstwie ziarnistej.
Na tej podstawie mozna wstepnie zréznicowac pe-
cherzyce zwykla i liSciasta in vivo. Nadal jednak, do
czasu przeprowadzenia badan w wiekszych grupach
pacjentéw, podstawa rozpoznania pecherzycy pozo-
stang badania immunopatologiczne posrednie i bez-
posrednie oraz badanie histopatologiczne.
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