Catalyst™ Cortisol: dokladne i wiarygodne
narzedzie do oceny poziomu kortyzolu
u psow w Twoim gabinecie.

Wstep

Niedoczynno$¢ kory nadnerczy i zespot Cushinga (hiperkortyzolemia)
to stosunkowo rzadkie zaburzenia endokrynologiczne u pséw, niemniej
poprawna diagnostyka i skuteczne leczenie sg bardzo istotne™*. W
przypadku niedoczynnos$ci kory nadnerczy wczesna interwencja moze
uratowac zycie, a odpowiednie leczenie zespotu Cushinga moze znaczgco
poprawi¢ jakos¢ zycia pacjenta i zmniejszy¢ obcigzenie opiekuna.

Chociaz oznaczenia kortyzolu wykonywane w lecznicy (POC)

sg dostepne juz od jakiegos czasu, wiekszos¢ lekarzy korzysta z
ustug komercyjnych laboratoriéw weterynaryjnych ze wzgledu na
koniecznos$¢ uzyskania wysokiej doktadnosci i precyzji analizy®.
Jednak test dostepny w gabinecie, zapewniajgcy doktadnosé na
poziomie laboratorium referencyjnego oferowatby szereg korzysci
klinicznych. Na przyktad: pojedyncze badanie podstawowego
poziomu kortyzolu przy wyniku wynoszgcym 22,00 pg/dl (55,2 nmol/I)
pozwala nam na wykluczenie niedoczynnosci kory nadnerczy u

psoéw, u ktérych zauwazono sugestywne objawy kliniczne lub zmiany
kliniczno-patologiczne, takie jak przewlekte problemy trawienne, ostre
wymioty lub biegunka, hipoalbuminemia albo zaburzenia réwnowagi
elektrolitowej.

Dostep do wiarygodnych wynikéw oznaczenia kortyzolu w trakcie
wizyty umozliwia szybka, bezpos$rednig komunikacje z wtascicielami
zwierzat. Pomaga to nie tylko we wspdlnym podejmowaniu decyzji,

ale moze rowniez poprawi¢ zrozumienie sytuacji przez klienta i
przestrzeganie przez niego zalecen dotyczacych diagnostyki i leczenia.

W tym badaniu oceniono skuteczno$¢ analityczng nowatorskiego
testu immunoenzymatycznego (POC), Catalyst™ Cortisol, stuzgcego
do ilo$ciowego oznaczania poziomu kortyzolu w surowicy pséw.

Materialy i metody
Poréwnanie metod

Poréwnawcze badanie metod przeprowadzono w celu oceny
doktadnosci Catalyst Cortisol w warunkach klinicznych, wykorzystujac
705 prébek surowicy lub osocza pséw pobranych pierwotnie w celach
klinicznych. Prébki te poddano analizie przy uzyciu analizatoréow
biochemicznych Catalyst zainstalowanych w 18 gabinetach
weterynaryjnych na terenie Stanéw Zjednoczonych. Pozostatg
surowice od kazdego pacjenta przestano do laboratorium IDEXX, gdzie
zmierzono stezenie kortyzolu przy uzyciu testu IMMULITE™ Veterinary
Cortisol* i systemu immunologicznego IMMULITE™ 2000. Za standard
referencyjny do poréwnania postuzyta srednia z dwéch powtérzen
testu IMMULITE Veterinary Cortisol.

Korelacje (R) i odchylenie miedzy Catalyst Cortisol a metoda
referencyjng oceniano przy uzyciu regresji Passinga-Babloka.
Wszystkie analizy poréwnawcze metod przeprowadzono zgodnie
z wytycznymi CLSI EPO9c™.

Precyzja

Precyzje analityczng oceniano przy uzyciu zbiorczych prébek surowicy
psow przy trzech stezeniach kortyzolu, jak przedstawiono w tabeli 1.
Testy wykonywano przez 10 kolejnych dni na dwéch analizatorach
biochemicznych Catalyst Dx™ i dwdch Catalyst One™. Kazdego dnia
wykonywano cztery powtdérzenia pomiaréw za pomoca kazdego
analizatora, zaréwno rano, jak i po potudniu, aby oceni¢ zmiennos$¢
dobowag i zmienno$¢é pomiedzy dniami. Wszystkie analizy precyzji
przeprowadzono zgodnie z wytycznymi CLSI EP05-A3""

Reaktywnos¢ krzyzowa

Zrozumienie reaktywnosci krzyzowej przeciwciat z innymi hormonami
steroidowymi jest kluczowe przy ocenie oznaczen kortyzolu, poniewaz
reaktywnos¢ krzyzowa moze wptywacé na kliniczng uzytecznosé testu.
Aby to oceni¢, zbiorcze préobki surowicy pséw o dwéch stezeniach
kortyzolu [2,10 pg/dl (57,9 nmol/l) i 25,00 pg/dl (689,7 nmol/I1)]
podzielono na porcje i dodano do nich 13 naturalnie wystepujacych
hormonéw steroidowych i powszechnie stosowanych kortykosteroidéw
(tabela 2). Kazda prébke z dodatkiem hormondw analizowano

w 12 powtdrzeniach przy uzyciu analizatoréw biochemicznych
Catalyst, a wartosci $rednie wykorzystano do obliczenia procentowej
reaktywnosci krzyzowej zgodnie z nastepujagcym wzorem:

Procent reaktywnosci krzyzowej = [(wynik po dodaniu — wynik
rzeczywisty) / stezenie steroidu] x 100

Substancje zaktécajace

Do badania zaktécen przygotowano zbiorcze prébki surowicy pséw

o wysokim [31,2 pg/dl (860,7 nmol/I)] i niskim [2,1 pg/dl (57,9 nmol/I)]
stezeniu kortyzolu, wizualnie pozbawione substancji zakt6cajacych.
Aby oceni¢ potencjalny wptyw typowych czynnikéw zaktdcajgcych —
hemolizy, lipemii i podwyzszonego stezenia bilirubiny — zastosowano,
odpowiednio, hemolizat krwinek czerwonych pséw?, Intralipid™ i
ditaurobilirubines. Do porcji zbiorczych prébek surowicy dodano rézne
stezenia poszczegdlnych substancji zaktécajacych, jak szczegétowo
opisano w tabeli 3. Nastepnie wszystkie prébki przeanalizowano na
analizatorach Catalyst One i Catalyst Dx, aby oceni¢ odpornos¢ testu
na te substancje. Procentowy $redni btad systematyczny obliczono
przy uzyciu nastepujgcego wzoru:

Procentowy s$redni btad systematyczny = (wynik prébki z dodatkiem —
wynik rzeczywisty) / wynik rzeczywisty x 100

Wszystkie analizy zaktécen przeprowadzono zgodnie z wytycznymi
CLSI EPO7.
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Wyniki

Poréwnanie metod

Wykres regresji oceniajacy korelacje w catym zakresie dynamiki testu
przedstawiono na rysunku 1. Catalyst Cortisol wykazuje doskonatg
korelacje (R = 0,95) z metoda referencyjng, przy minimalnym lub
zerowym btedzie systematycznym (nachylenie 1,06).
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Rysunek 1. Wykres korelacji (regresja Passinga-Babloka) poréwnan

parami Catalyst™ Cortisol i testu IMMULITE™ Veterinary Cortisol

w prébkach pobranych od pséw w raportowalnym zakresie. Linia
najlepszego dopasowania (regresja liniowa) jest przedstawiona na
wykresie (niebieska linia ciggta) przy 95% Cl (obszar zacieniony)

i X =Y (szara linia przerywana).

Precyzja

Wyniki badania precyzji podsumowano w tabeli 1. Badanie wykazato
catkowity wspotczynnik zmiennosci (%CV) ponizej 10% w przypadku
klinicznie istotnych stezen kortyzolu [2,1 mg/dl (57,9 nmol/l)-20,4 ug/
dl (562,8 nmol/l)], co wskazuje na doskonatg precyzje analityczng

w zastosowaniach weterynaryjnych.

Reaktywno$¢ krzyzowa

Profil reaktywnosci krzyzowej Catalyst Cortisol przedstawiono w tabeli
2. Nie przewiduje sig, aby reakcja krzyzowa z naturalnie wystepujgcymi
hormonami steroidowymi miata wptyw na kliniczng interpretacje
wynikéw. Reaktywnos$¢ krzyzowa tego testu z czesto stosowanymi
glikokortykosteroidami jest poréwnywalna z reaktywnoscig krzyzowa
innych dostepnych komercyjnie testéw do oznaczania kortyzolu.

Na przyktad: prébki pobrane od pacjentéw przyjmujacych prednizon
lub prednizolon moga wykazywaé fatszywie podwyzszone stezenia
kortyzolu, podczas gdy deksametazon ma minimalny wptyw.

Substancje zaktécajace

Wyniki dotyczace substancji zaktécajgcych podsumowano w tabeli

3. W przypadku prébek lipemicznych nie zaobserwowano zadnych
zaktocen. Jednakze podwyzszony poziom bilirubiny i umiarkowana lub
znaczna hemoliza miaty wptyw na wyniki. Nalezy unika¢ stosowania

z tym testem prébek zawierajgcych te substancje zaktdcajace.

Whiosek

Catalyst Cortisol charakteryzuje sie minimalnym btedem
statystycznym, doskonatg precyzjg i silng korelacjg z testem IMMULITE
Veterinary Cortisol, co potwierdza jego doktadnos$¢ i niezawodnos¢

w pomiarach kortyzolu u pséw w lecznicy.

Nalezy unika¢ probek o podwyzszonej zawartosci bilirubiny badz
probek umiarkowanie lub silnie zhemolizowanych, poniewaz
substancje te moga mie¢ wptyw na dziatanie testu.

Kortykosteroidy, takie jak prednizon i prednizolon, wchodza w reakcje
krzyzowe z testem i moga generowacé fatszywie podwyzszone stezenia
kortyzolu. U pacjentéw przyjmujacych kortykosteroidy test nalezy
wykona¢ dopiero po uptywie odpowiedniego okresu eliminacji, ktéry
zalezy od rodzaju podanego leku, jego dawki i czasu trwania leczenia.

Chociaz deksametazon nie wchodzi w reakcje krzyzowe z Catalyst
Cortisol, jego podanie zmienia czynno$¢ przysadki mézgowej i
nadnerczy. Dlatego w przypadku pacjentow, u ktérych podejrzewa
sie niedoczynno$¢ kory nadnerczy, przed podaniem deksametazonu
zaleca sig oznaczenie poziomu kortyzolu.

Odchylenie
standardowe,
pg/dl (nmol/I)

Srednie stezenie,

Wspétczynnik
ek Liczba powtdrzen

pg/dl (nmol/l) zmiennosci (%)

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

Tabela 1. Podsumowanie wynikéw badania precyzji.



Stezenie
zwigzku, pg/dl
(nmol/l)

Typ zwiazku

Kortykosteron 400 (11 034,5)
Kortyzon 400 (11 034,5)
Naturalnie 11-deoksykortyzol 100 (2758,6)
wystepujacy
hormon 17-alfa-hydroksyprogesteron 400 (11 034,5)
Aldosteron 1000 (27 586,2)
Progesteron 400 (11 034,5)
Metyloprednizolon 200 (5517,2)
Piwalan dezoksykortykosteronu (DOCP) 400 (11 034,5)
Deksametazon (1) 400 (11 034,5)
Deksametazon (2) 4000 (110344)
Lek Fludrokortyzon 1000 (27 586,2)
Prednizolon 8 (220,7)
Prednizon 16 (441,4)
Triamcynolon 5000 (137 931)

Tabela 2. Podsumowanie badania reaktywnosci krzyzowej z obliczonymi warto$ciami reaktywnosci krzyzowe;j.

Catalyst™ Cortisol,
% reaktywnosci krzyzowej
(bazowe stezenie kortyzolu 2,10 pg/dl)

Catalyst Cortisol,
% reaktywnosci krzyzowej
(bazowe stezenie kortyzolu 25,00 pg/dl)

712 518
11,24 8,56
10,27 2,93

0,05 0,11

0,13 0,15

0,03 0,23

0,10 0,57

0,03 0,28

0,02 0,51

0,01 0,04

4,09 2,75
23,87 15,56

1,51 1,51
<0,01 0,02

Stezenie Catalyst Cortisol, pg/dl (nmol/I)

Substancja zakldcajaca Poziom zaktécajacy

% Sredni btad systematyczny

T e [ e

Kontrola / bez skoku 2,15 (59,3) 30,29 (835,6) -
25 2,28 (62,9) 31,08 (857,4) 6,0 2,6
Hemoliza 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
Kontrola / bez skoku 2,18 (60,1) 31,49 (868,7) - -
125 2,12 (58,5) 31,05 (856,6) -2,8 -14
Lipemia
250 2,12 (58,5) 31,05 (856,6) -3,0 -1,4
500 2,12 (58,5) 30,67 (846,1) -2,7 -2,6
Kontrola / bez skoku 2,07 (57,1) 31,77 (876,4) - -
0,5 2,14 (59) 29,88 (824,3) 33 -54
Podwyzszony poziom bilirubiny
1,0 2,24 (61,8) 28,36 (782,3) 8,3 -10,7
2,0 2,40 (66,2) 25,42 (701,2) 158 -20,0

Tabela 3. Podsumowanie wynikéw badania substancji zaktécajacych z obliczonym btedem statystycznym.
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* Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles, Kalifornia, USA.

" Lizat z psich czerwonych krwinek ptukanych w soli fizjologicznej i poddawany lizie w wodzie bez surfaktantéw.
*Intralipid™ (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, Missouri, USA), olej sojowy stabilizowany fosfolipidami

§ Koniugat bilirubiny (Scripps Laboratories, San Diego, Kalifornia, USA; numer kat.: BO114), syntetyzowana
ditaurobilirubina



