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Cushing's syndrome comprises several signs and symptoms due to chronic exposure
to high endogenous and exogenous levels of glucocorticoids. Most of the cases of
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Cushing's syndrome are caused by ACTH secretion from pituitary tumors (Cushing's
disease); some forms of Cushing's syndrome are caused by cortisol-secreting adrenal
tumors. The most common clinical features are central obesity, strie rubrae, acne,
hirsutism, muscle weakness, osteoporosis, gonadic dysfunctions (hypogonadotropic
hypogonadism in male, oligo- or anovulatory cycles in females), blood hypertension,
metabolic dysfunctions (diabetes mellitus and hyperlipidemia), psychiatric disorders
(depression and psychosis). The subclinical forms are more common and are found in
5-20% of adrenal incidentaloma.

The review of the literature from 2009 to 2015 substantially confirms 2008 Endocrine
Society guidelines: diagnostic odd ratio and number needed to diagnose prove that
urinary free cortisol, late-night salivary cortisol and dexamethasone suppression test
yield very satisfactory and comparable performances. The present practical
recommendations of the ltalian Society of Clinical Pathology and Laboratory Medicine
are consistent with those published by Endocrine Society, highlighting the diagnostic
role of the late-night salivary cortisol (at least two samples in two different days),
determined by an immunoassay with a proper cut-off, or a LC-MS/MS method.

The importance of standardizing the saliva collection is confirmed, coupled with an
adequate device and detailed information for the patient.

We recommend against random serum cortisol and plasma ACTH samples, urinary 17-
ketosteroids, insulin tolerance test, loperamide test, 8 mg dexametasone.

La sindrome di Cushing & un complesso di segni e sintomi determinato da
un'esposizione cronica a elevati livelli di glucorticoidi circolanti di cui si distingue una
forma esogena (iatrogena), e una forma endogena. La maggioranza dei casi di
sindrome di Cushing ACTH-dipendenti € rappresentata dalla malattia di Cushing
ovvero da tumori ipofisari che producono ACTH, mentre le forme di sindrome di
Cushing ACTH-indipendenti sono riconducibili a tumori surrenalici, in prevalenza
benigni, che producono cortisolo.

La presentazione clinica &, in genere, caratterizzata da obesita centrale, strie rubrae,
acne, irsutismo, astenia muscolare e osteoporosi, disfunzioni gonadiche (nel maschio
ipogonadismo ipogonadotropo, nella femmina cicli oligo- o anovulatori), ipertensione
arteriosa, alterazioni metaboliche (diabete mellito e iperlipidemia), disturbi
neuropsichiatrici (depressione e psicosi), anche se le forme subcliniche sono piu
frequenti di quelle conclamate e si riscontrano nel 5-20% dei casi di incidentaloma
surrenalico.

La revisione della letteratura successiva alle linee guida dell'lEndocrine Society ha
confermato nel complesso le raccomandazioni del 2008: diagnostic odd ratio e number
needed to diagnose dimostrano che il cortisolo libero urinario, il cortisolo salivare
notturno e il cortisolo sierico totale dopo test al desametasone 1 mg overnight
raggiungono valori molto soddisfacenti e comparabili. Le presenti raccomandazioni
pratiche della Societa Italiana di Patologia Clinica e Medicina di Laboratorio riprendono
quelle dell'Endocrine Society del 2008, privilegiando tuttavia il ruolo della raccolta di
almeno due campioni di cortisolo salivare notturno, determinato con metodo
immunometrico e attenta valutazione del relativo cut-off, o con metodo LC-MS/MS.

Si conferma l'importanza di standardizzare la fase della raccolta della saliva usando un
dispositivo adeguato e istruzioni dettagliate per il paziente.

Si ribadisce di non eseguire per lo screening della sindrome di Cushing i seguenti test:
cortisolo sierico e ACTH plasmatico, prelevati casualmente nel corso della giornata,
17-chetosteroidi urinari, test di tolleranza all'insulina, test alla loperamide e test al DST
8 mg.
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Nota a pié pagina

Prosegue in questo numero una serie di contributi relativi alla Diagnostica di Laboratorio delle
malattie del surrene a opera del Gruppo di Studio di Endocrinologia e Malattie del Metabolismo
(GAS-EMM) della SIPMeL.

Abbreviazioni

ACTH = Adrenocorticotropic hormone

CBG = Cortisol binding globulin

CLIA = Chemiluminescence immunoassay

CLU = Cortisolo libero urinario

CMIA = Carbonil-metallo-immunoassay

CSL = Cortisolo sierico libero

CSN = Cortisolo salivare notturno

CST = Cortisolo sierico totale

CSTN = Cortisolo sierico totale notturno

CVA = Coefficiente di variazione analitica

DC = Differenza critica

DOR = Diagnostic odd ratio

DST = Desametasone

ECLIA = Electrochemiluminescence immunoassay
EIA = Enzyme immunoassay

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay

ES = Endocrine Society

GC-MS = Gas chromatography-mass spectrometry
HPLC = High performance liquid chromatography
ID-GC/MS = Isotope dilution-gas chromatography/mass spectrometry
Il = Indice di individualita

LC-MS/MS = Liquid chromatography-mass spectrometry
NND = Number needed to diagnose



oDST = Test di soppressione al desametasone 1 mg overnight
RIA = Radioimmunoassay

ROC = Receiver operating characteristic

SC = Sindrome di Cushing

TR-FIA = Time-resolved fluoroimmunoassay

Riassunto La sindrome di Cushing & un complesso di segni e sintomi determinato da
un’esposizione cronica a elevati livelli di glucorticoidi circolanti di cui si distinguono una forma
esogena (iatrogena) e una forma endogena. La maggior parte dei casi di sindrome di Cushing
ACTH-dipendenti e rappresentata dalla malattia di Cushing, ovvero da tumori ipofisari che
producono ACTH, mentre le forme di sindrome di Cushing ACTH-indipendenti sono riconducibili
a tumori surrenalici, in prevalenza benigni, che producono cortisolo. La presentazione clinica ¢, in
genere, caratterizzata da obesita centrale, strie rubrae, acne, irsutismo, astenia muscolare e
osteoporosi, disfunzioni gonadiche (nel maschio ipogonadismo ipogonadotropo, nella femmina cicli
oligo- o anovulatori), ipertensione arteriosa, alterazioni metaboliche (diabete mellito e
iperlipidemia), disturbi neuropsichiatrici (depressione e psicosi), anche se le forme subcliniche sono
pit frequenti di quelle conclamate e si riscontrano nel 5-20% dei casi di incidentaloma surrenalico.
La revisione della letteratura successiva alle linee guida della Endocrine Society ha confermato nel
complesso le raccomandazioni del 2008: diagnostic odd ratio e number needed to diagnose
dimostrano che il cortisolo libero urinario, il cortisolo salivare notturno e il cortisolo sierico totale
dopo test al desametasone 1 mg overnight raggiungono valori molto soddisfacenti e comparabili. Le
presenti raccomandazioni pratiche della Societa Italiana di Patologia Clinica e Medicina di
Laboratorio riprendono quelle della Endocrine Society del 2008, privilegiando tuttavia il ruolo della
raccolta di almeno due campioni di cortisolo salivare notturno, determinato con metodo
immunometrico e attenta valutazione del relativo cut-off, o con metodo LC-MS/MS. Si conferma
I’importanza di standardizzare la fase della raccolta della saliva utilizzando un dispositivo adeguato
e istruzioni dettagliate per il paziente. Si ribadisce di non eseguire per lo screening della sindrome
di Cushing i seguenti test: cortisolo sierico e ACTH plasmatico, prelevati casualmente nel corso
della giornata, 17-chetosteroidi urinari, test di tolleranza all’insulina, test alla loperamide e test al
DST 8 mg.



Parole chiave Sindrome di Cushing ¢ Cortisolo libero urinario « Cortisolo salivare notturno
Cortisolo sierico « Test di soppressione al desametasone

T1 Inquadramento clinico

La sindrome di Cushing e un complesso di segni e sintomi determinato da un’esposizione cronica a
elevati livelli di glucorticoidi circolanti [1]. Si distinguono una forma esogena (iatrogena), dovuta a
un’assunzione prolungata di cortisonici a dosaggio sovrafisiologico, € una forma endogena, piu
rara, con un’incidenza in Europa di 0,7-2,4 casi/1.000.000 abitanti/anno, dovuta a condizioni
ACTH-dipendenti e ACTH-indipendenti (Tab. 1) [2, 3].

La maggior parte dei casi di sindrome di Cushing ACTH-dipendenti é rappresentata dalla malattia
di Cushing ovvero da tumori ipofisari che producono ACTH, piu frequenti nelle donne in eta fertile;
circa il 10% dei casi e dovuto alla secrezione ectopica di ACTH (tumori extra-pituitarici che
producono ACTH o CRH). Le forme di sindrome di Cushing ACTH-indipendenti sono
riconducibili a tumori surrenalici benigni (circa 60% dei casi) o maligni che producono cortisolo
[4]. 1l quadro clinico e, in genere, caratterizzato da obesita centrale, strie rubrae, acne, irsutismo,
astenia muscolare e osteoporosi, disfunzioni gonadiche (nel maschio ipogonadismo
ipogonadotropo, nella femmina cicli oligo- o anovulatori), ipertensione arteriosa, alterazioni
metaboliche (diabete mellito e iperlipidemia), disturbi neuropsichiatrici (depressione e psicosi)
(Tab. 2) [2, 3]. Esistono anche forme di sindrome di Cushing intermittenti, che presentano un
andamento ciclico delle manifestazioni cliniche e biochimiche [5], e forme subcliniche,
caratterizzate da un lieve aumento del cortisolo, senza segni e sintomi associati [6]. Le forme
subcliniche sono piu frequenti di quelle conclamate e si riscontrano nel 5-20% dei casi di
incidentaloma surrenalico [7]. Per questi pazienti & importante una corretta diagnosi precoce perché
I’ipercortisolismo, anche se lieve, contribuisce all’insorgenza di insulino-resistenza, obesita,
ipertensione e osteoporosi [8, 9]. Dal momento che la sindrome di Cushing si sovrappone
clinicamente a condizioni di pseudo-Cushing, quali alcolismo, stati depressivi, diabete controllato
in modo inadeguato, obesita patologica e sindrome dell’ovaio policistico [4], assume particolare

rilievo uno screening efficace [2, 5].

T1 Diagnosi di laboratorio



La Endocrine Society ha aggiornato nel 2008, con la partecipazione della European Society of
Endocrinology, le linee guida per la diagnosi di sindrome di Cushing [10, 11]. Il primo test da
eseguire deve possedere un’accuratezza diagnostica elevata e la Endocrine Society raccomanda uno
dei seguenti esami:

e cortisolo libero urinario (CLU) [almeno 2 raccolte];

e cortisolo salivare notturno (CSN) [2 prelievi in 2 giorni diversi];

e cortisolo sierico totale (CST) dopo test di soppressione al desametasone (DST), 1 mg

overnight (oDST) o 2 mg/die per 48 ore.

La Endocrine Society raccomanda, inoltre, di non eseguire piu i seguenti esami per porre diagnosi
di sindrome di Cushing:

e cortisolo sierico o ACTH plasmatico, prelevati in orario casuale;

e 17-chetosteroidi urinari;

e test di tolleranza all’insulina;

e test alla loperamide;

e testal DST 8 mg.
| tre esami di screening raccomandati indagano i tre aspetti principali della fisiopatologia della
sindrome di Cushing ovvero I’aumentata produzione di cortisolo, valutata misurando il CLU, la
perdita del ritmo circadiano del cortisolo con mancato raggiungimento del nadir serale,
documentata dal CSN, e la diminuita sensibilita al feed-back negativo esercitato dai glucocorticoidi
presenti in eccesso, verificata con 1’oDST [12].
La determinazione del cortisolo in siero, urina e saliva riveste, quindi, importanza fondamentale
nella diagnostica delle patologie surrenaliche ed & necessario conoscerne caratteristiche e limiti. Le
criticita nella determinazione del cortisolo riguardano le fasi preanalitica (liquido biologico
impiegato e modalita di raccolta), analitica (metodi di misura e performance analitiche) e
postanalitica (performance diagnostiche, intervalli di riferimento, cut-off).

T2 1l cortisolo libero urinario

La determinazione del CLU ha rappresentato per molti anni il metodo di riferimento per valutare
una sospetta sindrome di Cushing [12]. Il CLU riflette la forma biologicamente attiva dell’ormone,
e indipendente dalle proteine di trasporto e costituisce un indice della secrezione di cortisolo nelle
24 ore; inoltre, la raccolta delle urine puo essere eseguita dal paziente anche in ambiente domestico
[13]. Tuttavia, la determinazione del CLU, che dipende dalla correttezza delle istruzioni date al
paziente e dal grado di adesione alle istruzioni (evitare di bere quantita notevoli di liquidi e di
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dopo aver scartato le prime; proseguire per I’intera giornata fino alle prime urine del mattino
successivo; conservare il contenitore in un luogo fresco) [13], puo essere ostacolata dalla complessa
fase preanalitica e dalla non sempre adeguata raccolta del campione. Quando la durata della raccolta
supera le 24 ore e il volume di liquidi assunti supera i 5 litri si possono avere risultati falsi positivi
[12, 13]. Per ovviare, almeno in parte, al rischio di una raccolta delle urine non corretta, €
consigliabile misurare anche la creatinina urinaria e quindi calcolare il rapporto
cortisoluria/creatininuria [12-14].

Il CLU puo essere determinato con metodi cromatografici (HPLC, GC-MS, LC-MS/MS),
immunometrici competitivi senza estrazione, immunometrici competitivi con estrazione in fase
liquida o solida, manuali (RIA, EIA) o automatizzati (CLIA) (Tab. 3) [14-21]. | metodi
cromatografici, in particolare quelli in fase liquida, sono i piu accurati perché in grado di separare e
quantificare il cortisolo in presenza di altri steroidi anche di origine sintetica [22-27]. Si tratta di
metodi complessi che richiedono strumentazione dedicata e personale adeguatamente addestrato;
finora sono stati pertanto utilizzati prevalentemente in ambito di ricerca [27]. Negli ultimi anni si
sta comunque verificando la loro progressiva, anche se lenta, introduzione nei Laboratori di
patologia clinica, per rispondere alla crescente necessita di migliorare 1’accuratezza nella diagnosi
dell’ipercortisolismo e di altre patologie che richiedono la misura degli ormoni steroidei per la
diagnosi e/o il follow-up [28, 29]. | metodi piu diffusi per la determinazione del CLU sono i metodi
immunometrici automatizzati in chemiluminescenza, economici, rapidi e di semplice utilizzo [13]:
recentemente Raff et al hanno addirittura sostenuto la loro superiorita nelle prestazioni diagnostiche
rispetto ai metodi separativi [30, 31].

Anche se la misura del CLU non é influenzata da farmaci o da condizioni che alterano la
concentrazione delle proteine di trasporto dell’ormone circolante, i limiti dei metodi immunometrici
sono numerosi [32]. 11 principale problema ¢ rappresentato dalla reattivita crociata dell’anticorpo
con molecole strutturalmente simili al cortisolo, come metaboliti del cortisolo stesso o steroidi
sintetici che possono essere presenti nelle urine, anche a concentrazioni elevate (Tab. 4) [33].
Infatti, ’anticorpo utilizzato in molti dei metodi immunometrici riconosce il gruppo chetonico
presente sul carbonio 3, caratteristico del cortisolo, ma anche di molti altri steroidi [34]. Anche se
procedure di estrazione con solventi organici (come etilacetato e diclorometano) possono ridurre
significativamente le interferenze, il trattamento del campione, oltre a essere complesso e richiedere
molto tempo, elimina solo la frazione idrosolubile delle specie interferenti, lasciando nella fase
organica molte sostanze contenenti il gruppo chetonico responsabile del legame con 1’anticorpo e,
quindi, della reattivita crociata [35]. Per ridurre il tempo di risposta, da alcuni anni sono in uso

metodi immunometrici automatizzati in chemiluminescenza senza estrazione, con cui si ottengono



valori di concentrazione di CLU piu alti rispetto ai metodi con estrazione o in cromatografia, per la
presenza di sostanze interferenti (Tab. 3) [36, 37]. Come rimedio a tale situazione alcuni autori
hanno proposto una denominazione diversa (Corticoidi Liberi Urinari) e 1’adozione di intervalli di
riferimento idonei [13]. L’utilizzo da parte dei metodi immunometrici attualmente in commercio
della calibrazione in matrice sierica anche per la determinazione del CLU costituisce un ulteriore
limite, in quanto le due matrici naturali (siero e urine) presentano caratteristiche diverse (i
metaboliti del cortisolo, per esempio, sono molto piu numerosi nella matrice urinaria) [34]. Secondo
la letteratura, gli intervalli di riferimento presentano una notevole variabilita metodo- e sesso-
dipendente [14-20]. Deutschbein et al [14] hanno studiato la variabilita intra-individuale del CLU,
ottenendo un coefficiente di variazione medio del 41-46%, paragonabile a quello rilevato
recentemente da Petersenn et al in un’ampia coorte di pazienti con sindrome di Cushing (52%) [21].
Le raccomandazioni della Endocrine Society di eseguire almeno 2 raccolte delle urine nelle 24 ore
per la misura del CLU [10] trovano pertanto conferma, ma sia Elias et al [19] sia Petersenn et al

[21] suggeriscono 3, o addirittura 4 campioni, per una stima ancora piu precisa del CLU.

T2 1l cortisolo salivare notturno

Le linee guida per la diagnosi della sindrome di Cushing indicano il CSN tra i possibili esami per lo
screening della sindrome di Cushing [10]. Il cortisolo sierico libero (CSL) é in equilibrio con il
cortisolo salivare, che non ¢ influenzato né dalla velocita di produzione della saliva in un dato
momento né dalle proteine di trasporto, la cui concentrazione varia in diverse condizioni
patologiche o in seguito all’assunzione di farmaci. E stata dimostrata una forte correlazione tra il
CSN e il CSL, con un andamento quasi sincrono dei profili di concentrazione dell’ormone nel siero
e nella saliva [38]. Si € osservato, infatti, che la concentrazione del cortisolo nella saliva sale pochi
minuti dopo I’aumento della concentrazione del cortisolo nel sangue.

La determinazione del cortisolo nella saliva presenta vantaggi rispetto a quella nel siero e nelle
urine, in quanto la procedura di raccolta della saliva e semplice, non invasiva e attuabile
agevolmente in ambiente domestico, senza necessita di supporto da parte di personale qualificato o
di variazioni delle attivita quotidiane consuete.

Esistono molti aspetti delle modalita per la raccolta della saliva di cui si deve tenere conto perché in
grado di influenzare 1’accuratezza diagnostica dell’esame [39-41]; possono essere utilizzati
contenitori sterili in cui si raccoglie direttamente la saliva o materiali assorbenti (tamponi di
poliestere, polietilene o cotone) che sono trasferiti in apposite provette. | sistemi costituiti da
tampone e provetta apposita di raccolta sono sicuramente i piu diffusi per la semplicita di utilizzo e

per la maneggevolezza del campione che, dopo la raccolta, pud essere conservato a temperatura



ambiente anche per 1 settimana, prima della consegna al Laboratorio. I dispositivi con tampone
forniscono, inoltre, un campione piu pulito e meno viscoso rispetto alla saliva raccolta in un
semplice contenitore sterile, in quanto il tampone svolge la funzione di filtro per le cellule di
sfaldamento del cavo orale e per altre possibili impurita.

I due principali errori della fase preanalitica riportati in letteratura sono il mancato rispetto
dell’orario della raccolta e la contaminazione del campione di saliva per il contatto con mani non
pulite, rossetto per labbra e, all’interno del cavo orale, residui alimentari o creme a base di
idrocortisone (nome, piu formale, del cortisolo) [42]. Per ridurre le variabili preanalitiche e
indispensabile fornire istruzioni dettagliate per la raccolta del campione: masticare il tampone per 1-
3 minuti e, senza toccarlo con le mani, trasferirlo nella provetta dedicata. Il soggetto non deve
lavarsi i denti, mangiare e bere (puo assumere solo acqua) per almeno un’ora prima della raccolta
del campione, anche se in letteratura questo intervallo & variabile da 15 a 180 minuti [19, 43]. Si
raccomanda, inoltre, di evitare, nelle 2 ore che precedono la raccolta, esercizio fisico intenso e
attivita stressanti che possono aumentare la produzione di cortisolo [44]. Si consiglia anche di
evitare, preferibilmente per 1’intera giornata, il fumo e il consumo di liquirizia, che possono dare
falsi positivi per aumento della concentrazione del cortisolo salivare [43].

Sebbene sia semplice e non invasiva, la raccolta della saliva presenta dei limiti in alcuni soggetti:
pazienti con scarsa salivazione (come in presenza di sindrome di Sjogren e di disidratazione),
soggetti poco collaboranti, neonati e bambini di etd inferiore ai 3 anni [37, 45], pazienti con
gengiviti e altre lesioni orali sanguinanti che possono causare livelli falsamente elevati di cortisolo
salivare [46, 47]. Considerato, infatti, che il rapporto tra cortisolo salivare e cortisolo sierico € di
circa 1:20, la contaminazione della saliva con il sangue pud aumentare in modo spurio la
concentrazione del cortisolo; tuttavia, in genere, ¢ sufficiente I’ispezione visiva per valutare
I’idoneita o meno del campione [13]. Si puo riservare a casi particolari la dimostrazione
dell’eventuale contaminazione con sangue utilizzando, per esempio, la ricerca della transferrina
nella saliva [48].

Il CSN puo essere determinato con metodi immunometrici manuali (RIA, EIA, ELISA) o
automatizzati (ECLIA, TR-FIA) o con metodi cromatografici (GC-MS, LC-MS/MS), con
performance analitiche e diagnostiche diverse (Tabb. 5, 6, 7 e 8) [7, 15-19, 42, 49-71]. | metodi
cromatografici, in particolare I’'LC-MS/MS, sono piu specifici e sensibili, ma sono stati utilizzati
finora prevalentemente nell’ambito della ricerca per la necessita di strumentazione dedicata e
personale adeguatamente formato [72]. | metodi immunometrici in commercio sono di tipo
competitivo, con un anticorpo primario che riconosce una forma coniugata di cortisolo [42]. Sono i

pit diffusi nei Laboratori di routine, in quanto richiedono un piccolo volume di saliva, sono di



facile e rapida esecuzione e hanno costi contenuti (Tab. 5). Presentano, tuttavia, dei limiti di
sensibilita, in quanto le concentrazioni del CSN sono prossime alla sensibilita funzionale di gran
parte dei metodi utilizzati, e di specificita, per possibile cross-reazione con altri steroidi salivari. A
riguardo, Jonsson et al hanno valutato con I’'LC-MS/MS le interferenze di 5a-diidrocortisolo, 21-
desossicortisolo, prednisolone, 5B-diidrocortisolo e 6a-metilprednisolone con 1’anticorpo di un
metodo RIA per la misura del CSN, dimostrando una cross-reattivita di 84,3%, 78,8%, 45,3%,
11,9% e 11,0%, rispettivamente [73]. Inoltre, la cross-reattivita tra corticosterone e cortisone era
dello 0,2%. Nel complesso, i valori di concentrazione del CSN con metodo immunologico erano piu
alti di 2,7 volte rispetto ai valori determinati in LC-MS/MS [73]. Quindi, sebbene vi sia
correlazione tra i metodi utilizzati per la misura del CSN, gli studi pubblicati in letteratura
descrivono una considerevole discrepanza tra i valori assoluti ottenuti con i diversi metodi e
conseguentemente una notevole variabilita degli intervalli di riferimento e del cut-off suggerito per
porre diagnosi di sindrome di Cushing (da 2,1 a 15,2 nmol/L) (Tabb. 6, 7 e 8) [49-69]. Parte di
questa variabilita & riconducibile, oltre che alla modalita di raccolta della saliva e al metodo
utilizzato, all’assenza di armonizzazione per la mancanza di materiale certificato e di programmi di
valutazione esterna di qualita (che consentono di documentare almeno la diversita dei vari metodi)
[73]. Un ruolo rilevante é svolto anche dal numero di soggetti arruolati negli studi, dai criteri di
arruolamento (pazienti con sindrome di Cushing conclamata, con sindrome di Cushing subclinica,
soggetti con pseudo-Cushing, volontari sani) e dalla modalita di analisi dei dati; per esempio, alcuni
autori hanno ricavato il cut-off dalla curva ROC, mentre altri si sono limitati a calcolare 1’upper
reference limit dai controlli sani (Tabb. 6, 7 e 8) [74, 75].

Secondo le linee guide della Endocrine Society, il CSN non consente di discriminare i pazienti con
ipercortisolismo subclinico dai controlli e il test di screening da privilegiare in questo contesto e
1’0DST, utilizzando come cut-off il valore tradizionale di 140 nmol/L (50 ug/L) piuttosto che quello
raccomandato oggi piu frequentemente di 50 nmol/L (18 ug/L) [10]. Piu recentemente, altri autori
hanno invece sostenuto che un altro vantaggio del CSN risiede proprio nella capacita di identificare
pazienti con ipercortisolismo subclinico e ciclico [31, 76].

Nonostante 1’importante variabilita analitica descritta, revisioni recenti della letteratura riportano
performance diagnostiche degli esami immunometrici soddisfacenti con una sensibilita e una
specificita superiori al 90% (Tabb. 6, 7 e 8) [74-79]. Inaspettatamente, la performance diagnostica
dell’LC-MS/MS non & migliore di quella dei metodi immunometrici (Tab. 8). Secondo Raff et al, la
cross-reattivita dei metodi immunometrici con altri metaboliti del cortisolo potrebbe costituire un

vantaggio per porre diagnosi di sindrome di Cushing [30, 31]. L’LC-MS/MS &, invece,



estremamente utile per valutare I’eventuale contaminazione della saliva con idrocortisone e altri
steroidi sintetici [42].

Secondo le linee guida della Endocrine Society [10] e altri autori [19, 55] in considerazione delle
fluttuazioni della secrezione del cortisolo, 2 raccolte per CSN in 2 giorni diversi aumentano la
sicurezza del risultato ottenuto. La letteratura sull’argomento arriva a conclusioni molto
disomogenee. In uno studio pilota, condotto da Chiu et al [80], il cortisolo salivare del mattino,
misurato con un metodo ECLIA automatizzato, in 5 campioni raccolti in 28 volontari sani nell’arco
di 2 settimane, presentava un coefficiente di variazione analitica (CVA) di 3,8%, un indice di
individualita (I1) inferiore a 0,6% (0,36%) e una differenza critica (DC) di 20,4%, facendo
concludere agli autori che la DC era da preferire a un intervallo di riferimento ottenuto nella
popolazione. Casals et al [81] hanno valutato la variabilita biologica del CSN in volontari sani
misurando, con metodo ELISA su micropiastra, 2 campioni a settimana per 4 settimane (8 misure in
7 pazienti, studio A) e di 2 campioni di 20 volontari sani in 2 serie successive (studio B). I risultati
ottenuti dai 2 studi erano paragonabili; in particolare, gli 1l erano 1,06 nello studio A e 0,93 nello
studio B con una DC del 100% circa (103,6% nello studio A e 98,6% nello studio B). Sulla base dei
risultati ottenuti (Il > 0,6), gli autori hanno concluso che variazioni rilevanti del CSN possono
essere identificate sia con gli intervalli di riferimento convenzionali sia con la differenza dei valori
di CSN ottenuta da prelievi seriati (considerando significative variazioni superiori al 104%) [81].
Anche i dati raccolti in modo meno sistematico da altri autori, quali Cardoso et al [54], Carrasco et
al [64], Bukan et al [67] e Brescia et al [82], confermano che la questione non & ancora risolta in

modo unanime.

T2 Cortisolo sierico dopo test di soppressione al desametasone

Anche la determinazione del CST ha un ruolo nella valutazione diagnostica dei disordini del
corticosurrene [37]. Il CST é legato per circa il 90% alla transcortina o CBG, una proteina di 50
kDa appartenente alla famiglia delle serpine (inibitori delle serin-proteasi) e per circa il 5%
all’albumina. La forma libera rappresenta, quindi, solo il 2-5% del totale. Le concentrazioni della
CBG sono influenzate da farmaci, ormoni, condizioni patologiche come la sepsi e parafisiologiche
come la gravidanza. Di tali cause di variazioni di concentrazione si deve tenere conto quando Si
misura il CST [10, 83].

I metodi di dosaggio del CST hanno subito un’evoluzione negli ultimi 20 anni. Partendo dal CMIA
[84] si é arrivati a metodi cromatografici (HPLC, GC-MS, LC-MS) [85, 86], passando per metodi
immunometrici competitivi con e senza estrazione, manuali (RIA, EIA) e automatizzati (CLIA)
[13]. Questi ultimi hanno i vantaggi della semplicita, della buona qualita analitica e della variabilita

analitica, intra- e inter-metodo, contenuta; presentano, tuttavia, delle criticita analitiche dovute
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principalmente all’inibizione del legame con le proteine vettrici, alla matrice dei calibratori
utilizzati con possibili interferenze nel dosaggio e alla presenza nel siero di altri steroidi (per
esempio, prednisolone e 11-desossicortisolo) con frequenti reazioni di cross-reattivita [32]. La
riduzione del fenomeno della cross-reattivita con conseguente miglioramento della specificita
analitica richiede metodi piu complessi, costosi e time-consuming che prevedono una purificazione
del campione. Roberts e Roberts, confrontando le performance analitiche di 5 metodi
immunometrici automatizzati per la misura del CST (Access™, Advia Centaur™, AxSYM™,
Elecsys 2010™ e Immulite 2000™), hanno dimostrato una buona linearita e un’imprecisione totale
inferiore al 10% nelle 3 concentrazioni esaminate (bassa, intermedia e alta), per tutti i metodi, con
qualche eccezione a basse concentrazioni. Gli autori hanno tuttavia rilevato una notevole variabilita
dei risultati metodo-dipendente, che confermava la necessita di standardizzazione con un metodo di
riferimento cromatografico, come ID-GC/MS o LC-MS/MS [87]. | metodi cromatografici, infatti,
garantiscono per il cortisolo sierico migliori performance di sensibilita analitica rispetto ai metodi
immunometrici [17, 59, 86].

La valutazione del CST non e appropriata in condizioni cliniche particolarmente gravi caratterizzate
da una diminuzione significativa delle concentrazioni delle proteine plasmatiche e quindi anche
della frazione proteica che lega il cortisolo [88]. In questi casi, il CSL e un indicatore piu affidabile
della funzionalita surrenalica. Tuttavia, i metodi di ultrafiltrazione, dialisi all’equilibrio o gel
filtrazione per la misura del CSL non sono adatti alla routine dei Laboratori in quanto molto
complessi, di difficile standardizzazione e costosi. Per questo motivo, usualmente, il CSL viene
calcolato conoscendo la concentrazione del CST e la capacita di legame della CBG, oppure la
concentrazione del CST e della CBG utilizzando I’equazione di Coolens [88, 89].

Anche se la misura del cortisolo sierico totale notturno (CSTN) J[ore 23:00-24:00] e
tradizionalmente accettata come test di screening per la sindrome di Cushing [10], in letteratura é
riportato un ampio intervallo di cut-off. Questa variabilita dipende, oltre che dai metodi utilizzati,
dalle diverse modalita del prelievo (durante il sonno o dopo diversi minuti dal risveglio) e dal tipo
di soggetti arruolati nel campione di controllo (sani, obesi, con pseudo-Cushing) [37]. Reimondo et
al [90] hanno confrontato mediante curva ROC il cut-off di CSTN (229 nmol/L, 83 ug/L), CLU
(657 nmol/24 ore, 238 ng/24 ore) e CST dopo oDST (110 nmol/L, 40 ug/L), per porre diagnosi di
sindrome di Cushing, dimostrando che il CSTN presentava la migliore performance diagnostica con
una sensibilita del 91,8% e una specificita del 96,4%. Nonostante questo, a causa della difficolta
pratica di eseguire il prelievo durante la notte notte in soggetti non ospedalizzati, la determinazione
del CSTN e stata in gran parte sostituita da altri esami, quali CSN e oDST, che presentano maggiore

praticita di esecuzione.
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L’0oDST, noto anche come test di Nugent, prevede la somministrazione per os di 1 mg di DST tra le
ore 23:00 e le ore 24:00 e la misura del CST al mattino successivo tra le ore 8:00 e le ore 9:00. Nei
pazienti con sindrome di Cushing, a differenza di quanto accade nei soggetti sani, 1’assunzione di
basse dosi di glucocorticoidi sintetici non determina la soppressione dei livelli di ACTH e cortisolo
per ridotta sensibilita al feed-back negativo. Il cut-off di CST dopo oDST e ancora oggetto di
discussione e varia da 50 nmol/L (18 pg/L) a 140 nmol/L (50 ug/L). Il valore di 50 nmol/L,
proposto recentemente da Cardoso et al [54] e sostenuto anche da Guignat e Bertherat [11],
aumenta la sensibilita a scapito della specificita (Tab. 9). Il test di soppressione con DST 2 mg al
giorno per 48 ore é riservato ai pazienti in cui condizioni psichiatriche (come depressione, ansia e
disordini ossessivi-compulsivi), obesita grave e alcolismo possono determinare un’iperattivazione
dell’asse ipotalamo-ipofisi-surrene, senza pero presentare una vera sindrome di Cushing [10].

Anche se gli studi pubblicati sulla determinazione del cortisolo salivare dopo oDST sono ancora
pochi, secondo Deutschbein et al [65] la misura nella saliva presenta un’accuratezza diagnostica
paragonabile a quella eseguita nel siero, rendendo 1’esame piu pratico per il paziente ¢ superando le
problematiche analitiche associate alla misura del CST (Tab. 9) [91]. L’oDST deve essere evitato in
gravidanza e nei pazienti che assumono farmaci che accelerano (per esempio, fenobarbital,
fenitoina, carbamazepina) o rallentano (per esempio, ritonavir, fluoxetina, cimetidina) il

metabolismo del DST, rispettivamente inducendo o inibendo il citocromo CYP 3A4 [12].

T2 Quale test utilizzare?

Secondo le linee guida della Endocrine Society, CLU, CSN e CST dopo oDST hanno performance
diagnostiche elevate e paragonabili per la diagnosi di sindrome di Cushing [10, 92]. Inoltre,
numerosi autori hanno dimostrato che CSTN, CSN, CST dopo oDST e cortisolo salivare del
mattino dopo oDST sono ben correlati sia nel gruppo dei pazienti sia in quello dei controlli [7, 54,
55, 65]. La correlazione tra CSN e CLU e stata invece descritta solo nel gruppo dei pazienti con
sindrome di Cushing, ma non nei controlli; questo riflette probabilmente la cinetica di legame del
cortisolo sierico alla CBG, pertanto si verifica un aumento significativo del CLU solo quando
elevate concentrazioni di cortisolo sierico hanno saturato i siti di legame della CBG [19, 50, 51].
Nonostante le elevate performance diagnostiche dei 3 test di screening suggeriti dalla Endocrine
Society [10], alcuni autori hanno proposto di utilizzare piu test contemporaneamente allo scopo di
aumentare ulteriormente I’accuratezza diagnostica [1, 12], sostenendo 1’utilita di questo approccio
per la diagnosi delle forme subcliniche e cicliche di sindrome di Cushing. In questi casi, infatti, la
singola determinazione di CSN o di CLU presenta una bassa accuratezza diagnostica, mentre piu

determinazioni successive di CSN o di CLU e, meglio ancora, la combinazione di CSN o di CLU
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con il CST dopo oDST aumentano in modo considerevole sensibilita e specificita diagnostiche [6,
63, 66, 93].

La letteratura successiva alle linee guida della Endocrine Society ha confermato, nel complesso, le
raccomandazioni del 2008: le Tabelle 3, 6, 7, 8 e 9 dimostrano che CLU, CSN e CST dopo oDST
raggiungono valori di DOR e di NND molto soddisfacenti e comparabili. Le Tabelle riportano
anche I’indicazione del produttore dei metodi citati in letteratura per la determinazione del cortisolo
nelle urine e nella saliva. Tuttavia, ’utilitd pratica di molti articoli e scarsa, dal momento che si
basano su metodiche che, con I’eccezione della metodica ECLIA, non sono pit commercializzate
da molti anni e per le quali non esiste alcuna informazione circa la confrontabilita con i metodi oggi
in uso.

La nostra opinione é privilegiare il CSN come esame di screening iniziale per la sindrome di
Cushing, considerati le ottime prestazioni diagnostiche, la facilita della raccolta del campione, la
possibilita di automazione con elevata riproducibilita e i costi contenuti [18, 92, 94]. Il CLU
dovrebbe essere sempre misurato con metodi separativi o, in alternativa, immunometrici con
estrazione e il CST dopo oDST con metodi separativi o immunometrici di adeguata sensibilita.
Nella Figura 1 ¢ indicato I’algoritmo proposto per la diagnosi di sindrome di Cushing che riprende,
integrato e modificato, quanto suggerito da Raff [42]. Nel sospetto clinico di sindrome di Cushing,
I’esame da preferire € il CSN (almeno 2 prelievi in 2 giorni diversi) con metodo immunometrico o,
laddove disponibile, con LC-MS/MS.

Se entrambi i campioni hanno concentrazioni inferiori al cut-off, si esclude la diagnosi di sindrome
di Cushing con una confidenza del 90-95%. Nel caso in cui i risultati dei 2 campioni siano tra loro
discordanti o solo lievemente superiori al cut-off, si pud valutare se ripetere il test (2 prelievi),
assicurandosi che vengano seguite scrupolosamente le istruzioni per la raccolta, oppure ricorrere al
CLU o all’oDST.

Se uno o entrambi i risultati sono superiori al cut-off di almeno 20 volte, nel sospetto di una
contaminazione del campione di saliva (falsi positivi per errore preanalitico), e consigliabile
determinare con I’LC-MS/MS le concentrazioni di cortisone e cortisolo salivari. Se la
concentrazione del primo ¢ superiore a quella del secondo, I’ipercortisolismo endogeno ¢ molto
probabile e andrebbe confermato con un ulteriore test (CLU o oDST). Se, invece, si verifica la
situazione opposta (cortisolo piu elevato), va sospettata una contaminazione con idrocortisone
topico. Esiste anche la possibilita che il soggetto abbia un deficit di 11B-idrossi-steroido-
deidrogenasi di tipo 2, con conseguente ridotta 0 assente conversione di cortisolo in cortisone a

livello di ghiandole salivari. Se la concentrazione di cortisolo salivare ottenuta in LC-MS/MS é
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molto piu bassa di quella determinata con metodo immunometrico, si deve sospettare una
contaminazione da steroidi sintetici.

Infine, se entrambi i campioni di saliva presentano concentrazioni elevate di CSN (compresi tra 2 e
20 volte il cut-off), si pone diagnosi di sindrome di Cushing con una confidenza del 90-95%. Anche
in quest’ultimo caso, comunque, considerando le rilevanti conseguenze di una diagnosi
differenziale non corretta tra sindrome di Cushing e condizioni di pseudo-Cushing,

I’ipercortisolismo endogeno dovrebbe essere confermato con un ulteriore test (CLU o oDST).

T1 Raccomandazioni pratiche per la diagnosi di sindrome di Cushing.

La dimostrazione di una condizione cronica di ipercortisolismo rappresenta I’elemento
fondamentale per porre diagnosi di sindrome di Cushing.

Utilizzando il sistema GRADE, le raccomandazioni sono state categorizzate in base alla forza
(grado 1 e 2) e alla qualita delle prove secondo i livelli H (©@®®®), M (©@@®0), L (@®O0O) e VL
(@®0O0O0) [95, 96].

Raccomandazione 1. Per lo screening della sindrome di Cushing si raccomanda di utilizzare il
CSN (almeno 2 campioni in 2 giorni diversi) (1/@®@0O).

Raccomandazione 2. Per la misura del CSN si suggerisce 1’utilizzo di un metodo immunometrico,
valutando attentamente il relativo cut-off, o di un metodo LC-MS/MS, che consente di identificare
I’eventuale contaminazione da steroidi sintetici determinando i livelli sia di cortisolo sia di
cortisone salivari (2/@®00).

Raccomandazione 3. Per una corretta misura del CSN, si raccomanda di standardizzare la fase
della raccolta della saliva utilizzando un dispositivo adeguato e istruzioni dettagliate per il paziente
(L/ed0).

Raccomandazione 4. Per lo screening della sindrome di Cushing si raccomanda di non eseguire i
seguenti test: cortisolo sierico o ACTH plasmatico, prelevati casualmente nel corso della giornata,
17-chetosteroidi urinari, test di tolleranza all’insulina, test alla loperamide e test al DST 8 mg
(/o 0).

Raccomandazione 5. Nel caso di discordanza dei risultati dei due campioni di CSN o di valori
aumentati meno di 2 volte il cut-off, e per la conferma della diagnosi di sindrome di Cushing, si
raccomanda 1’utilizzo del CLU o0 dell’oDST (1/®®®0).

Raccomandazione 6. Per la misura del CLU, si suggerisce 1I’impiego di metodi cromatografici o, in
alternativa, immunometrici con estrazione, calcolando il relativo cut-off, e la determinazione del

rapporto cortisoluria/creatininuria (2/®@®00O).
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Raccomandazione 7. Per una corretta misura del CLU, si raccomanda di fornire al paziente
istruzioni scritte e verbali dettagliate sulla modalita di raccolta delle urine delle 24 ore (1/@®®0O).
Raccomandazione 8. Per la misura del CST dopo oDST si suggerisce 1’utilizzo di metodi
cromatografici o immunometrici di adeguata sensibilita (2/@®COO).

Raccomandazione 9. Per ’0DST, si raccomanda di somministrare per os 1 mg di DST tra le ore
23:00 e le ore 24:00 e di misurare il CST al mattino successivo tra le ore 8:00 e le ore 9:00. 1l test di

soppressione al DST 2 mg/die per 48 ore va riservato a condizioni cliniche particolari (1/@®®0O).
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Figura 1 Algoritmo diagnostico nel sospetto di sindrome di Cushing (modificata da [42])
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Tabella 1 Principali cause di sindrome di Cushing endogena (modificata da [2])

Sindrome di Cushing Eziologia

Adenoma ipofisario ACTH-secernente (malattia di Cushing)
ACTH-dipendente Neoplasia extra-ipofisaria ACTH/CRH-secernente (sindrome da ACTH ectopico)
ACTH di origine sconosciuta

Adenoma surrenalico

Carcinoma surrenalico

Iperplasia surrenalica macronodulare ACTH-indipendente (AIMAH)
Malattia nodulare pigmentosa primaria del corticosurrene (PPNAD)

ACTH-indipendente

%

70
10
<5

10

<2
<2

F:M

3.5:1
1:1
5:1

4:1
11
1.1
1:1

ACTH: adrenocorticotropic hormone; CRH: corticotropin-releasing hormone.

Tabella 2 Quadro clinico della sindrome di Cushing

Quadro clinico

Obesita centrale (gibbo dorsale, facies lunaris, regione sovraclaveare)
Cute fragile, difficolta alla guarigione delle ferite

Strie rubrae

Acne

Irsutismo

Ipotrofia muscolare, miopatia

Osteopenia/osteoporosi con aumentato rischio di fratture

Arresto della crescita somatica

Ipogonadismo ipogonadotropo nel maschio, cicli oligo- o anovulatori nella femmina
Ipertensione arteriosa

Intolleranza glucidica, diabete mellito

Iperlipidemia

Depressione, psicosi

Trombofilia

Immunosoppressione e facilita alle infezioni
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Tabella 3 Utilita diagnostica del cortisolo libero urinario nella sindrome di Cushing

. Sensibilita analitica Cut-off - :
Soggetti Metodo (nmol/L) (nmol/24 ore) Performance diagnostica
Autore Sede
Tot SC Sens (%) Spec (%) LR+ LR- DOR NND

P RIA con estrazione
Zggg”'lcg'aou etal. ysa 200 122 (SmithKline Bioscience Lab. ar 6?%00/ 56 100 o 0,44 © 18

[15] King of Prussia, USA) (spec 0)

. RIA con estrazione

Pugnano et al. ltalia 300 41 (Diagnostic Products, 13.80 2l e 98 85 6,53 0,02 2777 12

[16] Los Angeles, USA) (curva )
Manetti et al. . RIA 954
2013 [17] Italia 143 27 (DSL, Webster, USA) nr (curva ROC) 93 98 46,50 0,07 651,00 1,1
Viardot et al. . CLIA con estrazione 504
2005 [18] Svizzera 87 12 (DPC, Los Angeles, USA) nr (curva ROC) 100 100 % 0,00 o 10
Elias et al. . 124
2014 [19] Brasile 75 57 LC-MS/MS nr (curva ROC) 93 79 4,43 0,09 50,0 1,4
Ceccato et al. . 170
2014 [20] Italia 195 43 LC-MS/MS nr (curva ROC) 95 99 95,00 0,05 1881,0 11
Intervallo 124-954 56-100 79-100

CLIA: chemiluminescence immunoassay; intervallo: minimo-massimo; DOR: diagnostic odds ratio; LC-MS/MS: liquid chromatography-mass spectrometry; LR+: likelihood ratio positivo; LR: likelihood ratio negativo; NND:
number needed to diagnose; nr: non riportato; RIA: radioimmunoassay; ROC: reicever operating characteristic; SC: soggetti con sindrome di Cushing; Sens: sensibilita; Spec: specificita; Tot: totale dei soggetti arruolati nello
studio.

Dividere per il fattore di conversione (2.7588) per passare dalle unita del Sistema Internazionale (nmol/24 ore) alle unita del Sistema Convenzionale (1.g/24 ore).



Tabella 4 Interferenze analitiche della determinazione immunometrica del cortisolo libero urinario

Analita interferente % cross-reattivita

Cortisone 1,0-54,0
11-desossicortisolo 8,9-21,6
Corticosterone 0,7-8,0
Prednisolone 2,5-65,0
Prednisone 0,3-42,9
5B-diidrocortisolo 2,5-30,0
5-tetraidrocortisolo 0,2-30,0

Tabella 5 Confronto tra i diversi metodi per la determinazione del cortisolo salivare notturno (modificata da [42])

EIA/ELISA ECLIA LC-MS/MS
(manuale) (automatizzato)

Volume del campione (ul) 50 40° 100-250 (estrazione)

Sensibilita analitica (nmol/L) 0,03-0,14 0,20-0,60 0,08-2,00°
Specificita Possibile cross-reattivita con Possibile cross-reattivita con Cross-reattivita poco frequente con
P cortisone e altri steroidi sintetici cortisone e altri steroidi sintetici cortisone e altri steroidi sintetici

Costi Contenuti Contenuti Alti in fase di avvio

Grado di difficolta Minimo Minimo Rilevante

211 volume riportato & sufficiente per la determinazione in duplicato; ° La sensibilita analitica dell’LC-MS/MS dipende dal volume di saliva dopo estrazione.
ECLIA: electrochemiluminescence immunoassay; EIA: enzyme immunoassay; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; LC-MS/MS: liquid chromatography/tandem mass spectrometry.



Tabella 6 Valutazione dell’utilita diagnostica del cortisolo salivare notturno (ore 23:00-24:00) nella sindrome di Cushing (metodi RIA)

. Modalita Sensibilita analitica Cut-off . .
Soggetti raccolta Metodo (nmol/L) (nmol/L) Performance diagnostica
Autore Sede
Tot SC Sens (%) Spec (%) LR+ LR- DOR NND
Adulti

Raff et al. Usa 11 3o Tmponedi o RA 041 36 92 97 30,67 0,08 3718 11
1998 [49] cotone (®PC, oy % ' (media+2 DS) ' ' ' ’
Castro et al RIA 4.6° 100 88 8,33 0,00 © 11

. . b y ’ ’
1999 [50] Brasile 81 33  Espettorato (Home-made) Ln LT 93 93 13,29 0,08 176,5 12

(90° percentile)
Papanicolaou etal. USA 200 122 Espetorato  (Govance Laboratori 221 152 93 100 oo 0,07 © 11
2002 [15] p ( 0\\;?;?;’ ; Ssrte:iggles, ' (spec 100%) ' '
Putignano et al. . Tampone di RIA 9.7
2003 [16] Italia 300 41 polietilene (Byk-Sangtec, 141 (curva ROC) %3 9 13,29 0.08 1765 1.2
Dietzenbach, Germania)
Yaneva et al. . Tampone di RIA 55
2004 [51] Francia 117 63 polietilene (CIS, Gif-sur-Yvette, 083 (sens massima) 100 9 25,00 0,00 « 1.0
Francia)
Viardot et al. . Tampone di RIA 6.1
2005 [18] Svizzera 87 12 polietilene (CIS, Gif-sur-Yvette, 0.80 (curva ROC) 100 100 ® 0,00 « 1.0
Francia)

Trilck et al Tampone di RIA 44

’ Germania 165 120 P (Incstar, 2,75 - 100 91 11,11 0,00 © 11
2005 [52] polietilene Stillwater, USA) (sens massima)

f . RIA
Doi et al. . Tampone di S 5.8
2008 [53] Giappone 54 27 polietilene Stiﬁtvv;sec:rllr]SA 1,38 (curva ROC) 93 100 0 0,07 © 11
Cardoso etal. Argentina 142 21 Espetorato  (OPC, Les Angel 0,50 38 100 98 50,0 0,00 o 1,0
2009 [54] 9 P (®PC, Uy ' (curva ROC) ' ' '
Deutschbeinetal. g0 ania 104 38 ramponedi D 0,60 48 07 69 3,13 0,04 72,0 15
2009 [55] polietilene St“fwﬁjr’”gé " ' (curva ROC) ' ' ’ ’
. RIA 12.0¢
Nunes et al. . 13 Tampone di el 3 100 100 0 0,00 ) 1,0
Francia 126 d o (Diasorin, 0,90 8.0

2009 [7] 14 polietilene Stillwater, USA) (curva ROC) 90 92 11,25 0,11 103,5 1.2



RIA

Manetti et al. . Tampone di 7,6
2013 [17] Italia 143 27 polietilene Ma(:;?é?il;m::tf;:c’ia) 0,83 (curva ROC) 100 98 50,0 0,00 © 1,0
Ceccato et al. ltalia 286 g2  'amponedi RRLA 1,37 14,5 96 97 32,00 0,04 776,0 11
2013 [56] polietilene Ro(m; Iltr:iia) ' (curva ROC) ' ' ' '
Elias et al. . Tampone di RIA 134
2014 [19] Brasile [l polietilene (Home-made) nr (curva ROC) 94 9 18,80 0,06 217 11
Bambini
Martinelli et al. . RIA 7,7
1999 [57] Brasile 32 11 Espettorato (Home-made) 1,70 (media+2 DS) 100 95 20,00 0,0 0 1,0
P RIA
Gafni et al. ) 75
2000 [58] USA 67 24 Espettorato (Co\\;?:r?saI’_aAbL?srte;tiggles, 2,20-3,30 (spec 100%) 93 100 0 0,07 © 11
RIA 27 100° 87¢ 7,69 0,00 © 11
. - f ’ ’ ’
;(r)ggk[g;]a" Germania 161 30 Tirﬂzgr:ng' (Incstar, 275 g;g 100° 100" S 0,00 o 10
p Stillwater, USA) ‘. 959 919 10,56 0,05 192,1 1,2
(sens massima)
Intervallo 0,41-3,30 3,6-15,2 92-100 69-100

2 Controlli sani vs pazienti con SC; ® Soggetti obesi vs pazienti con SC; ¢Pazienti con SC conclamata; ¢ Pazienti con SC subclinica; ¢6-10 anni; f11-15 anni; 916-20 anni.

DOR: diagnostic odds ratio; intervallo: minimo-massimo; DS: deviazione standard; LR+: likelihood ratio positivo; LR-: likelihood ratio negativo; NND: number needed to diagnose; RIA: radioimmunoassay; ROC: reicever operating
characteristic; SC: soggetti con sindrome di Cushing; Sens: sensibilita; Spec: specificita; Tot: totale dei soggetti arruolati nello studio.
Dividere per il fattore di conversione (2.7588) per passare dalle unita del Sistema Internazionale (nmol/L) alle unita del Sistema Convenzionale (ug/L).



Tabella 7 Valutazione dell’utilita diagnostica del cortisolo salivare notturno (ore 23:00-24:00) nella sindrome di Cushing (metodi ECLIA, EIA,
ELISA, TR-FIA)

. Modalita Sensibilita analitica Cut-off . .
Soggetti raccolta Metodo (hmol/L) (hmol/L) Performance diagnostica
Autore Sede
Tot SC Sens (%) Spec (%) LR+ LR- DOR NND
; : ELISA
Restituto et al. Tampone di 2,2
2008 [59] Spagna 189 22 cotone (DSLO\S/\f)bster, 0,027 (curva ROC) 88 82 4,89 0,15 334 14
o : TR-FIA
Masserini et al. . Tampone di 51
Italia 103 22° o (Wallac, nr o 23 88 1,92 0,88 2,2 9,1
2009 [60] polietilene Turku, Finlandia) (95° percentile)
; ECLIA
Carrozza et al. . Tampone di 8,3
Italia 58 21 g Roche, 0,60 ' 100 97 33,33 0,00 0 1,0
2010 [61] polietilene Basél, gf,ifzera) (curva ROC)
; ECLIA
Jeyareman et al. . Tampone di 4,55
India 126 33 o (Roche, 0,50 94 81 4,95 0,07 66,8 1,3
2010 [62] polietilene Basel, Svizzera) (curva ROC)
f ECLIA 9,9
Sereg et al. . 23°  Tampone di d 91 94 15,17 0,10 158,4 1,2
Ungheria 151 d s (Roche, 0,50 6,6
2011 [63] 18  polietilene Basel, Svizvera) (curva ROC) 72 82 4,00 0,34 11,7 1,8
; ECLIA
Carrasco et al. . Tampone di 43
Cile 125 26 g Roche, 0,50 ' 100 83 5,88 0,00 0 12
2012 [64] polietilene Base(l, g\(jizezera) (curva ROC)
- ; ECLIA
Deutschbein et al. . Tampone di 6,1
Germania 200 40 g Roche, 0,20 ' 95 91 10,56 0,05 192,1 1,2
2012 [65] polietilene Base(l, gf/ifzera) (curva ROC)
Belaya et al. Russia 98 45 Tamponedi I(ERC(:)IC_fI]? o 9.4 " 98¢ 42,00 0,16 257,3 12
2012 [66] 78f polietilene Basel, Svizzera) (curva ROC) 92f 10,50 0,17 60,4 13
EIA
Bukan et al. . 5,0
India 95 28 Espettorato (Salimetrics, 0,082 ’ 96 100 0 0,04 o 1,0
2015 [67] State College, USA) (curva ROC)
Intervallo 0,027-0,60 2,2-9,9 23-100 81-100

Pazienti con adenoma surrenalico monolaterale; ® Pazienti con adenoma surrenalico monolaterale con ipercortisolismo subclinico; ¢Pazienti con SC conclamata; ¢ Pazienti con SC subclinica; ¢ Controlli sani; fSoggetti con obesita costituzionale,
senza SC.

DOR: diagnostic odds ratio; ECLIA: electrochemiluminescence immunoassay; EIA: enzyme immunoassay; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; intervallo: minimo-massimo; LR+: likelihood ratio positivo; LR-: likelihood ratio
negativo; NND: number needed to diagnose; ; nr: non riportato; ROC: reicever operating characteristic; SC: soggetti con sindrome di Cushing; Sens: sensibilita; Spec: specificita; Tot: totale dei soggetti arruolati nello studio; TR-FIA: time-
resolved fluoroimmunoassay.

Dividere per il fattore di conversione (2.7588) per passare dalle unita del Sistema Internazionale (nmol/L) alle unita del Sistema Convenzionale (ug/L).



Tabella 8 Valutazione dell’utilita diagnostica del cortisolo salivare notturno (ore 23:00-24:00) nella sindrome di Cushing (metodi LC-MS/MS)

- Modalita Sensibilita analitica Cut-off - -
Soggetti raccolta Metodo (nmol/L) (nmol/L) Performance diagnostica
Autore Sede
Tot SC Sens (%) Spec (%) LR+ LR- DOR NND

Zerikly et al. 2.95

2010 [68] USA 108 38  Espettorato LC-MS/MS nr (curva ROC) 92 92 11.50 0.10 132.2 12
Erickson et al. Tampone di 2.10

2012 [69] USA 249 47 polietilene LC-MS/MS 0.11 (curva ROC) 83 84 5.19 0.20 25.6 15
Intervallo 2.10-2.95 83-92 84-92

DOR: diagnostic odds ratio; intervallo: minimo-massimo; LC-MS/MS: liquid chromatography/tandem mass spectrometry; LR+: likelihood ratio positivo; LR-: likelihood ratio negativo; NND: number needed to diagnose; nr: non
riportato; ROC: reicever operating characteristic; SC: soggetti con sindrome di Cushing; Sens: sensibilita; Spec: specificita; Tot: totale dei soggetti arruolati nello studio.
Dividere per il fattore di conversione (2.7588) per passare dalle unita del Sistema Internazionale (nmol/L) alle unita del Sistema Convenzionale (ug/L).

Tabella 9 Valutazione dell’utilita diagnostica del cortisolo sierico e salivare nella sindrome di Cushing dopo test di soppressione con desametasone 1

mg overnight

Soggetti oDST-Cortisolo sierico totale oDST-Cortisolo salivare
Autore Sede Cutoff Cutoff

Tot  SC o) Sens(%) Spec(%) LR+ LR~ DOR NND (Ul Sens(%) Spec(%) LR+  LR-  DOR  NND
?gggofgit]a" Francia 91 27 vlaogoq 100 87 769 000 11 (curvi’BROC) 100 100 o 0,00 o 10
;’Sggdg:]t al. Fancia 82 12 (o 0 o0) 83 94 1383 018 765 13 (curszROC) 100 77 435 0,00 ® 13
‘255530[5504]“ al. Argentina 142 21 (curvi??OC) 100 100 © 000 1,0 (curvi%oq 100 100 N 0,00 N 1,0
ZD(‘)*(‘J‘;S[C;‘%“” etal Germania 104 38 (curvg‘:‘\’ o0) o7 88 808 003 2371 12 (curv?;l’ZQOC) o7 83 571 004 1579 13
?gfésfgg]em etal. Germania 200 40 nr nr nr nc nc nc nc (curvi%OC) 97 86 6,93 0,03 198,6 1,2
Intervallo 50-140 83-100  87-100 15-3,7 97-100  77-100

Cut-off: valore soglia; DOR: diagnostic odds ratio; intervallo: minimo-massimo; LR+: likelihood ratio positivo; LR-: likelihood ratio negativo; nc: non calcolabile; NND: number needed to diagnose; nr: non riportato; oDST: test di

soppressione con desametasone 1 mg overnight; ROC: reicever operating characteristic; SC: soggetti con sindrome di Cushing; Sens: sensibilita; Spec: specificita; Tot: totale dei soggetti arruolati nello studio.

Dividere per il fattore di conversione (2.7588) per passare dalle unita del Sistema Internazionale (nmol/L) alle unita del Sistema Convenzionale (ug/L).



