Prueba Catalyst™ Cortisol: una herramienta
precisay fiable parala evaluacion del
cortisol en perros enla clinica.

Introduccion

El hipoadrenocorticismo y el sindrome de Cushing (hipercortisolismo)
son trastornos endocrinos relativamente poco frecuentes en perros,
pero un diagnédstico preciso y un manejo eficaz son fundamentales.™
En el caso del hipoadrenocorticismo, una intervencién oportuna puede
salvar la vida al paciente, mientras que un tratamiento adecuado del
sindrome de Cushing puede mejorar significativamente su calidad

de vida y aliviar la carga del tutor.

Aunque existen desde hace tiempo pruebas de cortisol en clinica,
la mayoria de los veterinarios confian en los laboratorios de
referencia para medir el cortisol debido a la necesidad de una alta
precision y exactitud analitica.® Sin embargo, una prueba en clinica
que ofrezca unos resultados equivalentes a los de un laboratorio
de referencia ofreceria diversas ventajas clinicas. Por ejemplo, un
Unico resultado de cortisol en reposo = 2,00 pg/dL (55,2 nmol/L)
proporciona un medio practico y eficaz para ayudar a descartar

el hipoadrenocorticismo como diagndstico en perros con signos
clinicos compatibles o alteraciones clinicopatoldgicas, tales como
problemas gastrointestinales crénicos, vémitos o diarrea agudos,
hipoalbuminemia o desequilibrios electroliticos.**

Disponer de resultados fiables de cortisol durante la visita del paciente
permite una comunicacién oportuna y presencial con los tutores de las
mascotas. Esto no solo favorece la toma de decisiones compartida,
sino que también puede mejorar la comprension y el cumplimiento de
las recomendaciones diagndsticas y terapéuticas por parte del tutor.

Este estudio evalua el rendimiento analitico de un nuevo inmunoensayo
en clinica, la prueba Catalyst™ Cortisol, para cuantificar las
concentraciones de cortisol en suero canino.

Materiales y métodos
Comparacion de métodos

Se llevo a cabo un estudio de comparacion de métodos para evaluar

la exactitud de la prueba Catalyst Cortisol en un entorno clinico,
utilizando 705 muestras de suero o plasma canino recogidas
originalmente con fines clinicos. Las muestras se analizaron en
analizadores bioquimicos Catalyst ubicados en 18 clinicas veterinarias
de todo Estados Unidos. El suero residual de cada paciente se envio a
IDEXX Laboratories, donde se midieron las concentraciones de cortisol
utilizando la prueba diagndstica IMMULITE™ Veterinary Cortisol*, que
realizaron en el IMMULITE™ 2000 Immunoassay System. La media de
dos réplicas del IMMULITE Veterinary Cortisol se utilizé6 como estandar
de referencia para la comparacion.

La correlacion (R) y el sesgo entre la prueba Catalyst Cortisol y el
método de referencia se evaluaron mediante una regresién de Passing-
Bablok. Todos los anélisis comparativos de métodos se realizaron
segun las directrices CLSI EPQ9c.™

Precision

La precision analitica se evalu6 utilizando muestras de suero canino
agrupadas en tres concentraciones de cortisol, tal y como se describe
en la tabla 1. Las pruebas se realizaron durante 10 dias consecutivos
en dos analizadores bioquimicos Catalyst Dx™ y dos Catalyst

One™. Cada dia se obtuvieron cuatro mediciones repetidas de cada
analizador durante las sesiones de la mafiana y de la tarde para evaluar
la variabilidad intradiaria e interdiaria. Todos los anélisis de precisién
se realizaron segun las directrices CLSI EP05-A3.™

Reactividad cruzada

Conocer la reactividad cruzada de los anticuerpos con otras hormonas
esteroides es esencial a la hora de evaluar los ensayos de cortisol,

ya que la reactividad cruzada puede afectar la utilidad clinica del
ensayo. Para evaluar la reactividad, se tomaron muestras de suero
canino agrupadas a dos concentraciones de cortisol (2,10 pg/dL
[57,9 nmol/L] y 25,00 pg/dL [689,7 nmol/L]), se dividieron en alicuotas
y se adicionaron 13 hormonas esteroides naturales y medicamentos
corticosteroides de uso comun (tabla 2). Cada una de las muestras
enriquecidas se analizé en 12 réplicas con los analizadores
bioguimicos Catalyst, y los valores medios se utilizaron para calcular
el porcentaje de reactividad cruzada segun la férmula siguiente:

Porcentaje de reactividad cruzada = [(resultado enriquecido —
resultado real) / concentracién de esteroides] x 100

Sustancias interferentes

Se prepararon muestras de suero canino agrupadas con
concentraciones de cortisol altas (31,2 pug/dL [860,7 nmol/L]) y
bajas (2,1 pg/dL [57,9 nmol/L]) y visualmente libres de sustancias
interferentes para realizar pruebas de interferencia. Para evaluar el
posible impacto de sustancias interferentes comunes (hemodlisis,
lipemia e ictericia), se emplearon hemolizado de glébulos rojos
caninos', Intralipid™* y ditaurobilirrubinas, respectivamente. Se
afiadieron concentraciones variables de cada sustancia interferente
a las alicuotas de suero agrupado, tal y como se detalla en la tabla 3.
A continuacion, todas las muestras se analizaron con un analizador
Catalyst One y Catalyst Dx para evaluar la solidez del ensayo frente
a estas sustancias. El porcentaje de sesgo medio se calcul6 utilizando
la siguiente férmula:

Porcentaje de sesgo medio = (resultado enriquecido — resultado real) /
resultado real x 100

Todos los andlisis de interferencias se realizaron segun las directrices
CLSI EPQ7.7
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Resultados

Comparacion de métodos

En la figura 1 se muestra un diagrama de regresién que evalia la
correlacion en todo el rango dindmico del ensayo. La prueba Catalyst
Cortisol presenta una excelente correlacion (R = 0,95) con el método
de referencia, con un sesgo minimo o nulo (pendiente 1,06).

30 (827,6)
25 (689,7) 4
20 (551,7) 4
15 (413,8) -
10 (275,9) Coef. de Pearson = 0,954
Pendiente = 1,06
Interseccion =-0,16
5(137,9) - n=705
0(0)
0 5 10 15 20 25 30
0) (137,9) (275,9) (413,8) (551,7) (689,7) (827,6)

IMMULITE Veterinary Cortisol, pg/dL (nmol/L)

Figura 1. Grafico de correlacion (regresion de Passing-Bablok) que

muestra las comparaciones por pares entre la prueba Catalyst™
Cortisol y la prueba IMMULITE™ Veterinary Cortisol en muestras
caninas en todo el rango reportable. La linea de ajuste 6ptimo
(regresion lineal) se muestra en el grafico (linea azul continua),

con un intervalo de confianza del 95 % (drea sombreada) y X = Y
(Iinea gris discontinua).

Precision

Los resultados del estudio de precision estan resumidos en la tabla 1.
El ensayo demostrd un coeficiente de variacion total (% CV) inferior
al 10 % en concentraciones de cortisol clinicamente relevantes

(2,1 mg/dL (57,9 nmol/L)-20,4 pg/dL [562,8 nmol/L]), lo que

indica una excelente precision analitica para uso veterinario.

Reactividad cruzada

El perfil de reactividad cruzada de la prueba Catalyst Cortisol se
muestra en la tabla 2. No se espera que la reactividad cruzada con

las hormonas esteroides de origen natural afecte la interpretacion
clinica de los resultados. La reactividad cruzada del ensayo con los
medicamentos glucocorticoides de uso comun es comparable a la de
otros ensayos de cortisol disponibles en el mercado. Por ejemplo, las
muestras de pacientes que reciben prednisona o prednisolona pueden
mostrar concentraciones de cortisol falsamente elevadas, mientras
que en el caso de la dexametasona el efecto es minimo.

Sustancias interferentes

Los resultados sobre sustancias interferentes aparecen resumidos
en la tabla 3. No se observé ninguna interferencia en las muestras

con lipemia. Sin embargo, la ictericia y la hemdlisis de moderada

a marcada afectaron los resultados. Las muestras que contengan

estos interferentes deben ser evitadas con esta prueba.

Conclusiones

La prueba Catalyst Cortisol muestra un sesgo minimo, una precision
excelente y una fuerte correlacion con la prueba IMMULITE Veterinary
Cortisol, lo que respalda su exactitud y fiabilidad para la medicion del
cortisol en perros en la clinica.

Deben evitarse las muestras ictéricas o con hemolisis de moderada
a grave, ya que estas sustancias pueden afectar los resultados de
la prueba.

Los medicamentos corticosteroides, como la prednisonay la
prednisolona, producen una reaccién cruzada con la prueba y pueden
dar lugar a concentraciones de cortisol falsamente elevadas. La
realizacion de la prueba debe retardarse en pacientes que estén
recibiendo medicamentos corticosteroides hasta después de un
periodo de suspensién adecuado, el cual dependera del farmaco
administrado, la dosis y la duracién del tratamiento.

Aunque la dexametasona no produce reactividad cruzada con la
prueba Catalyst Cortisol, su administracion altera el eje hipofisario-
suprarrenal. Por lo tanto, se recomienda realizar pruebas de cortisol
antes de administrar dexametasona en pacientes con posible

hipoadrenocorticismo.

Concentracion Desviacion .
) . Coeficiente de L
media, pg/dL estandar, pg/dL .. N.° de réplicas
variacion (%)
(nmol/L) (nmol/L)

2,10 (57,9) 0,14 (3,9) 7,75 320

6,30 (173,8) 0,29 (8) 5,39 320
20,40 (562,8) 1,11 (20,3) 6,81 320

Tabla 1. Resumen de los resultados del estudio de precision.



Reactividad cruzada de la

) Reactividad cruzada de la
Concentracion del

Tipo de prueba Catalyst™ Cortisol % prueba Catalyst™ Cortisol %
Compuesto compuesto, pg/dL W ) _, .
compuesto (nmol/L) (concentracién basal de cortisol (concentracion basal de cortisol
nmo|
2,10 pg/dL) 25,00 pg/dL)

Corticosterona 400 (11034,5) 712 5,18

Cortisona 400 (11034,5) 11,24 8,56

Hormona de 11-desoxicortisol 100 (2758,6) 10,27 2,93
origen natural 17-alfa-hidroxiprogesterona 400 (11034,5) 0,05 0,11
Aldosterona 1.000 (27586,2) 0,13 0,15

Progesterona 400 (11034,5) 0,03 0,23

Metilprednisolona 200 (5517,2) 0,10 0,57

Pivalato de desoxicorticosterona (DOCP) 400 (11034,5) 0,03 0,28

Dexametasona (1) 400 (11034,5) 0,02 0,51

Dexametasona (2) 4.000 (110344) 0,01 0,04

Medicamentos

Fludrocortisona 1.000 (27586,2) 4,09 2,75
Prednisolona 8(220,7) 23,87 15,56

Prednisona 16 (441,4) 1,51 1,51

Triamcinolona 5.000 (137931) <0,01 0,02

Tabla 2. Resumen del estudio de reactividad cruzada con reactividades cruzadas calculadas.

Resultados concentracion cortisol

% Sesgo medio
con Catalyst Cortisol, pg/dL (nmol/L) 9

I S NS TS

Sustancia interferente Nivel de interferencia

Control/no enriquecido 2,15 (59,3) 30,29 (835,6)
25 2,28 (62,9) 31,08 (857,4) 6,0 2,6
Hemodlisis 150 2,55 (70,3) 31,02 (855,7) 18,6 2,4
250 2,53 (69,8) 30,55 (842,8) 17,7 0,9
500 2,37 (65,4) 28,29 (780,4) 10,2 -6,6
Control/no enriquecido 2,18 (60,1) 31,49 (868,7) = =
125 2,12 (58,5) 31,05 (856,6) 2,8 1,4
Lipemia
250 2,12 (58,5) 31,05 (856,6) -3,0 1,4
500 2,12 (58,5) 30,67 (846,1) 27 -2,6
Control/no enriquecido 2,07 (57,1) 31,77 (876,4) = =
0,5 2,14 (59) 29,88 (824,3) 33 -5,4
Ictericia
1,0 2,24 (61,8) 28,36 (782,3) 8,3 -10,7
2,0 2,40 (66,2) 25,42 (701,2) 15,8 20,0

Tabla 3. Resumen de los resultados del estudio de sustancias interferentes con sesgo calculado.
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*Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, California, EE. UU

‘Lisado de glébulos rojos caninos lavados en solucion salina y lisados en agua sin tensioactivos

*Emulsion Intralipid™ (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Missouri, EE. UU.), un aceite de soja estabilizado con fosfolipidos:
$Bilirrubina conjugada (Scripps Laboratories, San Diego, California, EE. UU.; n.° catalogo: BO114), una ditaurobilirrubina
sintetizada



