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se > capacità legante CBG (≈ 20 µg/dl): 
cortisolo in eccesso escreto

CORTISOLO LIBERO URINARIO
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Initial testing

For the initial testing for CS, we recommended one of the following tests
based on its suitability for a given patient:

UFC (at least two measurements) (different cutoff levels)

1-mg overnight DST (cutoff 1.8 better than 5 µg/dl)

Late-night salivary cortisol (two measurements) (different

cutoff levels)

 Longer low-dose DST (2 mg/d for 48 h) (cutoff 1.8 µg/dl)

Preferable in suspected psychiatric conditions, obesity, alcoholism, diabetes mellitus 

…normal test results but CS likely…further evaluation 

CS unlikely…reevaluation at 6 months

…abnormal test results…further evaluation





Sensitivity:   97%          98%                  98%                    94%

Specificity:   44%          18%                  58%                    74%

(80 µg/24h) (1.8 µg/dl) (1.8 µg/dl) (1.4 µg/dl)     





ROC curve of F24, DST and UFC in the 
whole series.

(A) Comparison between the ROC curve of F24 (solid line) and UFC (dashed line) in the whole series. (B)

Comparison between the ROC curve of F24 (solid line) and UFC (dashed line) in the subgroup of patients

with mild Cushing’s syndrome.

UFC ≥238 µg/24h 
(sensibilità 73.2%
specificità 96.3%)



lavoro Cut-off metodo Cushing normali obesi
sosp 

Cushing
Sens Spec

Kley 1978 100 µg/24h CPB 69 317 97% 99%

Crapo 1979 181 µg/24h CR 248 262 104 32 97% 99%

Zadik 1980 97 µg/24h CPB 13 94 95 94% 97%

Vidal 1983 95 µg/24h CPB 26 9 19 96% 96%

Contreras 1986 100 µg/24h CPB 14 9 19 100% 100%

Mengden 1992 120 µg/24h CPB 48 23 100% 98%

Friedman 1995 76 µg/24h RIA 20 9 161 100% 32%

Papanicolaou 
1998

389 µg/24h RIA 240 45% 100%

Görges 1999 91 µg/24h CPB extr 100 31 38 78 97% 92%

Moro 2000 80 µg/24h RIA 96 57 60 92% 66%

Papanicolaou 
2002

242 µg/24h RIA 121 57 56% 100%

Putignano 2003 80 µg/24h RIA 41 20 16 140 98% 85%

Yaneva 2004 90 µg/24h RIA 63 100% 100%

Viardot  2005 183 µg/24h RIA 12 100% 100%

Holleman 2005 65 µg/24h HPLC 16 45 94% 93%

Reimondo 2005 238 µg/24h RIA 78 73% 96%

Ching 2006 60 µg/24h HPLC 22 100% 77%

SENSIBILITA’ & SPECIFICITA’

LR+ 10.6 (5-20); LR- 0.16 (0.08-0.33) (Elamin 2008)

Sensibilità  45-71% a 100% specificità
Specificità  45-73% a 100% sensibilità

Grossman et al, 2011



Variabilità individuale 41-46% da 
giorno a giorno (Deutschbein 2011)
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VARIABILITA’ dell’ESCREZIONE di UFC



Kidambi S, Raff H and Findling JW Eur J Endocrin, 2007; 157: 725–731







Quantità di liquidi assunti (>5L → FP)

Raccolta del campione (dosaggio creatininuria)

Filtrato glomerulare (<60 ml/min → FN)

Variabilità intrinseca della secrezione di cortisolo

Condizioni di iperattivazione funzionale dell’asse HPA

PROBLEMATICHE DEL DOSAGGIO UFC

PRE-ANALITICHE



Immunoradiometriche
Immunoenzimatiche  

- dirette
- estrattive 

Concentrazione di cortisolo nelle urine è 
molto più bassa di quella di altre molecole 
steroidee interferenti

Gli steroidi interferenti sono maggiori 
rispetto al plasma

(Schöneshöfer 1980)
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METODICHE DI DOSAGGIO

METODICHE IMMUNOCHIMICHE



350

300

250

200

150

100

50

0

UFC (µg/24h)

kit di dosaggio 

CPB
BD corticote
DPC extr
in house RIA
Abbott extr
DPC Dab
Baxter
Bohringer ES600
Abbot direct
Tutti kit
IDS extr
Pharmacia
Bohringer ES300
DPC direct
Amerlex
Amerlite

0 100-100 200 300

ACCURATEZZA

Bias da GC-MS (%)

RANGE DI NORMA

UKNEQAS - 1998Gruppo di studio HPA

METODICHE IMMUNOCHIMICHE



SVANTAGGI

Interferenza con altri metaboliti:
→ sovrastima UFC, valori > 2-3 vs cromatografia 

Differenti metodiche, range di normalità, cut-off:
→ non comparabilità dei dosaggi

ACCURATEZZA NON OTTIMALE  (bassa specificità)

VANTAGGI

Semplicità del metodo (automatizzato, utilizzo in routine…)

Elevata produttività analitica

Costo non elevato

PASSATO ? ANCORA PRESENTE ……

METODICHE IMMUNOCHIMICHE



- cromatografia liquida con rilevazione ultravioletti (LC-UV)
- cromatografia liquida ad elevata prestazione e rilevazione 

ultravioletti (HPLC-UV)
- cromatografia liquida e spettrometria di massa (LC-MS)
- cromatografia liquida e spettrometria di massa tandem 
(LC-MS/MS)

- cromatografia gassosa e spettrometria di massa (GC-MS)

Assente 
cross-reattività

FUTURO?

METODICHE CROMATOGRAFICHE





Immulite: VPP 56%
HPLC: VPP 81%



Immunoassay: VPP 43.5%
LC-MS/MS: VPP 90%





SVANTAGGI

Costi più elevati

Complessità del metodo (estrazione, identificazione standard, dei cut-

off, personale addestrato …)

Minore produttività analitica

Persistenza di interferenze con alcune sostanze (HPLC)

VANTAGGI

MAGGIOR ACCURATEZZA DIAGNOSTICA (specificità)

INFORMAZIONI presenza contemporanea più metaboliti   
presenza di steroidi esogeni
rapporto cortisolo/metaboliti
attività enzimatica endogena
significato clinico dei metaboliti

PERCHE’ ANCORA FUTURO ? 

METODICHE CROMATOGRAFICHE



Miglioramento dell’accuratezza diagnostica del dosaggio di UFC 
nello screening CS

Riduzione della variabilità del dosaggio

Applicabilità in condizioni cliniche in cui attualmente il dosaggio 
di UFC non è affidabile

UN FUTURO MIGLIORE? 

METODICHE CROMATOGRAFICHE



HPLC



Concludendo…

• Il dosaggio di UFC è il passato ..ma ancora il presente 
nello screening della sindrome di Cushing

• Inadeguato in particolari condizioni di ipercortisolismo 
(mild, subclinico, ciclico…)

• I dosaggi immunometrici dimostrano un’accuratezza non 
ottimale

• La LC-MS/MS migliora l’accuratezza del dosaggio ma ad 
oggi rappresenta ancora il futuro…prossimo? 

• Superiorità di LC-MS/MS in condizioni di ipercortisolismo 
di difficile diagnosi ??


