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First-line 
screening test

Cut-off
1.8 mcg/dl (50 nmol/L)



No

Utilizzate il cortisolo salivare 
nella pratica clinica ?

Si



o Riflette il cortisolo plasmatico libero e non è 
influenzato dal flusso salivare
o Facile esecuzione, conservazione, trasporto
o Approccio non invasivo, autonomo e privo di 
stress
o Non richiede personale qualificato ed è sicuro da 
maneggiare
o Utile nella valutazione di casi che richiedono 
ripetute raccolte (forme cicliche)
oUtile nelle forme di ipercortisolismo mild (?)

CORTISOLO SALIVARE: 
vantaggi



o Astensione dal fumo di sigaretta, dal mangiare,   
dall’ assunzione di bevande, e dal lavare i denti per: 
30 min, 60 min o 120 minuti?

Nelle 2 ore precedenti la raccolta della saliva : 
– non assumere cibo e bevande (ad eccezione dell’acqua) 
– non fumare
Sciacquarsi la bocca con un bicchiere di acqua 10 minuti prima 

della raccolta
Evitare di raccogliere il campione in presenza di sanguinamenti 

del cavo orale. 
In generale è sufficiente l’ispezione visiva (una concentrazione 
dello 0.2% aumenta la concentrazione del cortisolo del 4%)

CORTISOLO SALIVARE: 
modalità di raccolta



CORTISOLO SALIVARE: 
modalità di raccolta



o I campioni possono essere conservati a 4-8 °C in 
frigorifero per 7 giorni

o Al laboratorio devono essere congelati a -20°C (per 
un massimo di tre mesi) o centrifugati e poi 
immediatamente analizzati

o I protocolli di centrifugazione non sono 
standardizzati: 800-400 giri per una durata variabile 
tra 2-20 minuti

CORTISOLO SALIVARE:
conservazione – trasporto - stoccaggio



oDiagnosi della sindrome di Cushing
oScreening
oConferma 

oMonitoraggio della terapia medica

CORTISOLO SALIVARE:



INPATIENTS 
vs. 

OUTPATIENTS



ASSAY CUTOFF SENSITIVITY 

(%)

SPECIFICITY

(%)

SUBJECTS                

(N°)

REFERENCE

RIA 0,29 (mcg/dl) 100 71,0 N=66 (CS N=9)                 

(Suspicion CS N=57)

Beko et al. 2010

RIA 0,27 (mcg/dl) 100 97.7 N=116 (CS N=27)   (HV N=89) Manetti et al. 2013

RIA 0,50 (mcg/dl) 96.3 97.1 N=186 (CS N=82)  (HV N=104) Ceccato et al. 2013

RIA 0, 48 (mcg/dl) 94.4 94.6 N=75 (CS N=57)                 

(Suspicion CS N=18)

Elias et al . 2014

ELISA 0,33 (mcg/dl) 100 94 N=73 (CS N=53)                

(Suspicion CS N=20)

Alwani et al. 2014

ECLIA 0,35 (mcg/dl) 99,9 88,0 N=126 (CS N=11)      

(Suspicion CS N=115)

Beko et al. 2010

ECLIA 0,40 (mcg/dl) 69,2 99,9 N=126   (Suspicion CS N=40)        

(HV N=56)   (CS N=30)

Jeyaraman K et al.2010

ECLIA 0,22 (mcg/dl) 95,0 91,0 N=200  (Suspicion CS N=45)       

(HV N=115)   (CS N=40)

Deutschbein Tet al 2012

ECLIA 0,15 (mcg/dl) 100 83 N=125 (CS N=26) (Suspicion CS 

N=35)(HV N=64)

Carrasco et al. 2012

ECLIA 0,34 (mcg/dl) 84,4 92,3 N=221 (CS N=221)            

(Suspicion N=123) (HV N=98)

Belaya et al. 2012

LC-MS MS 0.10 (mcg/dl) ND 94,0 N=321 (Suspicion CS 261)                

( HV N=60)

Baid et al. 2007

LC-MS MS 0,10 (mcg/dl) 92,0 92,0 N=90 (Suspicion CS 52) (CS N=38) Zerikly RK et al. 2010

LC-MS MS 0,07 (mcg/dl) 83,0 84,2 N=249 (Suspicion CS 202)

(CS N47)

Erickson et al. 2012

CORTISOLO SALIVARE: performance



None was found
to have CS

N                     
(% total
cohort)

Median
(nmol/l)

LNSC range
E

P

Age 60 and over

Age less than 60

95 (51)

92 (49)

2.7

1.9

1.1 -13

0.7-6.3
<0.001

154 diabetic patients were screened
52 non diabetic

EI
A

LNSC was higher in 
patients with age ≥ 60 

compared to < 60 

CORTISOLO SALIVARE e ETA’



SOGGETTI SENSIBILITA’ SPECIFICITA’ AUC CUTOFF  
mcg/dl

SC vs. VS 97.2% 98.1% 0.974 0.58

SC vs.  O 93.3% 74 % 0.860 0.58

SC vs. D 94.4 % 80 % 0.877 0.78

SC vs. O+ VS 93.3 % 83 % 0.917 0.58

SC vs. D + VS 95.2 % 84 % 0.923 0.62

PERFORMANCE DEL CSN in CLIA- Access Beckam Coulter (CUT-OFF 0.58 mcg/dl SC vs. VS)

CORTISOLO SALIVARE: 
cut-off & setting clinico

o 122 volontari sani normopeso (VS)
o 42 pazienti con Sindrome di Cushing attiva (SC)
o 61 soggetti obesi  (O)
o 27 pazienti con diabete mellito scompensato (D)

Il CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) raccomanda un minimo di 120 valori 
per derterminare gli intervalli di riferimento/cut-off



HbA1c Screening

Test

True Positive False positive

(cut-off used)

Leibovitz et al., 1996

(n=90)

>9% oDST 3% 1% (140 nmol/L)

Catargi et al. , 2003

(n=200)

>7% oDST 2% 15% (60 nmol/L)

Chiodini et al., 2005

(n=294)

9.6±2.4% oDST 9.4% 7% (50 nmol/l)

Reimondo et al., 2007 
(n=100)

12% (inpatient)

9.6% 
(outpatient)

oDST 1% 32% (50 nmol/l)

5% (110 nmol/l)

Mullan et al., 2010
(n=201)

>7% MSC 0% 23% (10 nmol/l)

Terzolo et al., 2012 (n=813) 8.4±1.9% oDST 0.7% 22% (50 nmol/l)
4% (138 nmol/l)

Summary of screening studies in 
diabetic populations



CUSHING (SC) n=26

SOSPETTO SC n= 35

VOLONTARI SANI n=64

CORTISOLO SALIVARE: 1 o 2 campioni ?



CORTISOLO SALIVARE: 1 o 2 campioni ?

Nessuna differenza significativa 

tra l’AUC del primo, secondo e 

media dei due campioni di LNSC 

sia in ECLIA che in ELISA

Volontari sani n=91
Obesi n=72
Sindrome di Cushing n=42

Endocrine 2012



LCMS-MS

Zerikly et al, J Clin Endocrinol Metab 2010

Cutoff 2.95 nmol/l
Sensibilità 92.1 %
Specificità 92.1 %

Uno o due campioni cortisolo salivare non determinano cambiamenti significativi 
nell’accuratezza diagnostica (p= 0.64)



RIA  
(manuale)

ECLIA 
(automatico)

LC-MS/MS

Volume 25 µl 20 µl 50-125 µl

Sensibilità analitica 0.4 nmol/l 1 nmol/l 0.3-2 nmol/l

Specificità cross reazione 
con cortisone e 
steroidi sintetici

cross reazione con 
cortisone e steroidi 

sintetici

cross-reazione
assente/minima

Costo basso basso elevato

Difficoltà minima minima elevata-personale 
esperto

Sensibilità (%) 94-100 84-100 83-92

Specificità (%) 71-94 83-99 84-94

CORTISOLO SALIVARE:
metodi analitici



CORTISOLO SALIVARE
LC-MS/MS



CORTISOLO SALIVARE:
la nostra esperienza…

CLIA

LC-MS/MS



CLIA vs. LCMS-MS

CLIA LNSC falsi +                              
• Volontari (n=2)
• Non Cushing (n=21)

LCMS-MS                              
Valori nella norma (n=2)
Valori nella norma (n=12)

LCMS-MS identifica correttamente circa il 50 % dei soggetti con valori falsamente 
elevati di LNSC

Screening test No. with

false negative 

test

Cushing 

Syndrome 

group

No. with false 

positive test

Non-Cushing 

group

No. with

false positive 

test

Volunteer 

subjects

VVP VPN SE SP

LNSC (CLIA) 1/47 35/117 2/117 0.55 0.99 97% 84%



Effetti dell’ invecchiamento sull’asse HPA

• Aumento del cortisolo plasmatico (totale e libero)
• Aumento del cortisolo salivare
• Anticipo del picco della cortisolemia del mattino
• Ritmo del cortisolo tendenzialmente appiattito
• Ridotta ampiezza della secrezione del cortisolo nelle 24 ore
• Aumento della frammentazione della secrezione del cortisolo
• Invariato il cortisolo urinario 24 ore
• Invariata la CBG
• Aumento della produzione giornaliera del cortisolo
• Lieve decremento della clearance plasmatica del cortisolo
• Minore soppressione della cortisolemia dopo test con desametazone
• Non differenza nella risposta dell’ACTH dopo CRH ma ridotta capacità
• del desametazone ad inibirne lo stimolo
• Ridotta risposta del cortisolo dopo ACTH
• Ridotta risposta dell’ACTH e del cortisolo allo stress nei più anziani



o 104 soggetti sani

o 82 pazienti con 
sindrome di Cushing

o 73 pseudo-Cushing

o 27 pazienti con 
pregressa sindrome di 
Cushing in stabile 
remissione

o 45 incidentalomi 
surrenalici

CUT-OFF 5.24 ng/ml distingue 
Cushing da Pseudo-Cushing con 

SE 96.3% e SP 97.1%

RIA





Cushing’s Syndrome
Nocturnal salivary cortisol is the most useful screening test

for Cushing’s Syndrome

Subclinical Cushing’s Syndrome
Nocturnal salivary cortisol is less effective than in CS

The paradox of 
nocturnal salivary cortisol



oDiagnosi della sindrome di Cushing
oScreening
oConferma 

oMonitoraggio della terapia medica

CORTISOLO SALIVARE:



Trementino at al., Pituitary 2014

After 15 days of treatment,

pasireotide reduced both UFC and 

salivary cortisol to a similar degree. 

v.n.

Morning SC

LNSC

The patient who

experienced normalization of LNSC 

with restoration of circadian cortisol 

rhythm at day 15 also showed

normalization of UFC 
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