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De nieren

https://craniumcommander.wikispaces.com/URINARY+SYSTEM+-
++ANATOMY+and++PHYSIOLOGY   (05-03-2016)

Presenter
Presentation Notes
De nieren zijn belangrijke organen voor de afvoer van afvalstoffen uit het lichaam en voor de bewaring van de vocht en elektrolieten balans. Ik zal nog even kort samenvatten; Ter hoogte van de glomerulus wordt het plasma gefiltreerd en door het verder verloop van de tubuli zullen vocht, ionen en andere componenten vanuit het filtraat gereabsorbeerd worden, of worden andere producten actief geëxcreteerd. Het eindproduct is urine dat verder afgevoerd zal worden.



Verstoring van de nierfunctie
Richtlijnen

• KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcome, USA)
• Richtlijnen voor AKI en CKD

• NICE (National Institute for Health and Care Excellence, UK)
• Richtlijnen voor CKD

Presenter
Presentation Notes
Er zijn verschillende richtlijnen beschikbaar



Verstoring van de nierfunctie 
Diagnose

Acuut nierfalen (AKI) Chronische nierinsufficiëntie (CKD)
Duur 2-7 dagen > 3 maanden

Functionele 
criteria

• ↑ serum creatinine met ≥ 50% in 7 dagen, of
• ↑ serum creatinine met ≥ 0.3 mg/dL in 2 

dagen, of
• ↓ urine volume < 0.5 mL/kg/u in 6u.

• GFR < 60 mL/min/1.73m²

Structurele 
criteria -

Tekenen van schade aan de nieren:
• Albuminurie (ratio tot creatinine ≥ 30 mg/g)
• Afwijkingen urinesediment
• Verstoringen elektrolieten in serum
• Histologische afwijkingen
• Structurele afwijkingen op beeldvorming
• NierTx

Levey AS et al. J Am Med Assoc. 2015;313(8):837-846.

Presenter
Presentation Notes
Verstoringen van de nierfunctie worden opgedeeld in acuut nierfalen en chronische nierinsufficiëntie, op basis van de snelheid waarmee ze optreden.Acuut nierfalen wordt gedefinieerd als…  Tot de voorbeelden behoren verminderde filtratie bij een verminderde doorbloeding van de nier of een obstructie van de ureterMen spreekt van een chronische nierinsufficiëntie wanneer de GFR < 60 mL/min/1.73m² gedurende > 3 maanden of bij een persisterende albuminurie > 30 mg albumine per g creatinine voor > 3 maanden. Voorbeelden hiervan zijn nierziekte ten gevolge van diabetes, chronische pyelonefritis, chronisch hartfalen…[Albuminurie = maat voor nierschade, permeabiliteit glomerulus), afwijkingen urinesediment (microscopische hematurie, hematurie, pyurie, cilinders van RBC/WBC/vetpartikeltjes/epitheelcellen, verstoringen van elektrolieten (metabole acidose, nefrogene diabetes insipidus, K-verlies via nieren, non-albumine proteïnurie)]



Verstoringen van de nierfunctie 
Stagering

Acuut nierfalen (AKI) Chronische nierinsufficiëntie (CKD)
Stadia • Stadium 1: 

o ↑ serum creatinine met ≥ 0.3 mg/dL, of 
o 1.5-1.9x ↑ serum creatinine, of 
o ↓ volume urine < 0.5 mL/kg/u over 6-12u.

• Stadium 2: 
o 2.0-2.9x ↑ serum creatinine, of 
o ↓ volume urine < 0.5 mL/kg/u over ≥12u.

• Stadium 3: 
o ≥ 3.0x ↑ serum creatinine, of 
o serum creatinine ≥ 4.0 mg/dL, 
o of nood aan niervervangende therapie

CAG onderverdeling:
• Oorzaak vd nierinsufficiëntie (C)
• Albuminurie: (A)

o A1 ≤ 30 mg/g (albumine/creatinine ratio)
o A2   > 30-300 mg/g
o A3   > 300 mg/g 

• GFR: (G)
o G1     > 90 mL/min/1.73m²
o G2     60-89 mL/min/1.73m²
o G3a 45-59 mL/min/1.73m²
o G3b   30-44 mL/min/1.73m²
o G4     15-29 mL/min/1.73m²
o G5     < 15 mL/min/1.73m²   (nierfalen)

Levey AS et al. J Am Med Assoc. 2015;313(8):837-846.
KDIGO clinical practice guideline CKD. Kidney International Supplements, 2013;3.
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Presentation Notes
Stadiumbepaling van de nierinsufficiëntie is belangrijk om het risico op complicaties van de nierinsufficiëntie in te schatten en een beslissing te nemen voor de therapie. Het acuut nierfalen wordt onderverdeeld op basis van de mate waarmee de creatinine serumconcentratie toeneemt. Chronische nierinsufficiëntie wordt ingedeeld op basis van drie kenmerken; de oorzaak of onderliggende aandoening, de mate van albuminurie en de GFR.



Beoordelen van de nierfunctie

• GFR   (mL/min/1.73m²)

• Reële GFR (mGFR)
• Berekenen adhv [Creatininep] (eGFR)

• Creatinineklaring 

• Meten
• Berekenen (Cockcroft-Gault)

𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 � 𝑆𝑆𝑝𝑝 =
𝑉𝑉𝑢𝑢 � [𝑆𝑆𝑢𝑢]

𝑡𝑡

Creatinine

Creatinine
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Presentation Notes
De glomerulaire filtratiesnelheid is een belangrijke parameter om de nierfunctie te beoordelen. Het wordt gedefinieerd als het volume plasma dat in een bepaalde tijdspanne geklaard wordt van een bepaald product en weerspiegelt de hoeveelheid functionele nefronen. Er zijn verschillende methoden om de GFR te bepalen:De GFR kan gemeten worden door de klaring van een exogeen toegediend product op te volgen. Bijvoorbeeld de klaring van inuline is de gouden standaard voor het meten van de GFR. Deze techniek is echter complex; inuline moet toegediend worden via een continu infuus, de concentraties ervan moeten gedurende een bepaalde tijd opgevolgd worden in het plasma en in de urine. Bovendien is inuline niet meer te verkrijgen voor IV toediening en is het meten van de concentratie ervan moeilijker. Alternatieven voor inuline zijn; radioactief gelabelde producten zoals Cr-EDTADe klaring van creatinine is ook een maat voor de GFR. Creatinine is een eindproduct dat in de spieren gevormd wordt uit fosfocreatine of creatine. Dagelijks wordt een constante hoeveelheid creatine geproduceerd dat geklaard wordt door de glomeruli. Echter, de creatinineklaring is geen exacte schatter van de GFR zoals de inulineklaring, omdat de plasmaconcentratie van creatinine beïnvloed wordt door bijvoorbeeld de spiermassa, de leeftijd, het geslacht en de ethniciteit en omdat de excretie van creatinine in de urine ook bepaald wordt door een tubulaire excretie. Omwille van die tubulaire excretie maakt de creatinineklaring een overschatting van de GFR.Daarom is men de plasmaconcentratie van creatinine gaan vergelijken met de gemeten GFR en heeft men deze relatie in mathematische modellen gegoten om een inschatting te maken van de GFR op basis van de creatinine plasmaconcentratie die men meet. Vergeleken met het meten van de reële GFR, is het voordeel van deze methode dat men de GFR kan inschatten met slechts een staalafname en een assay. MAAR de geschatte GFR kan verschillen van de reële GFR door niet-renale factoren die een invloed uitoefenen op de creatinine plasmaconcentratie



Beoordelen van de nierfunctie 
Creatinine

FOUTBRON VOORBEELD

Non-GFR factoren

- Ethniciteit   (≠ Amerikaans of Europees, ≠ blank of zwart)

- Extreme (hoge of lage) spiermassa of lichaamsopp.

- Dieet   (eiwitrijk dieet of creatine supplementen, vleesconsumptie)

- Geneesmiddelen (invloed op tubulaire excretie of creatininase in darmen)

- Toename extrarenale eliminatie bij sterk verlaagde GFR

Interferentie met creatinine assay
- Interferenties met absorptiespectrum     

- Chemische interferentie met de assay

Levey AS et al. J Am Med Assoc. 2015;313(8):837-846.

• Richtlijnen:

• KDIGO
• NICE

eGFRcrea
(CKD-EPI model)

Presenter
Presentation Notes
Een aantal voorbeelden van dergelijke factoren heb ik op gelijst in deze tabel.



Beoordelen van de nierfunctie
Cystatine C?

• Eiwit 13.3 kDa
• Aanmaak in alle cellen met celkern
• Cysteïne protease inhibitor

• Klaring door glomerulaire filtratie
• Tubulaire reabsorptie en metabolisering

Plasmaconcentratie omgekeerd evenredig met GFR

Cystatine C



Vraagstelling

1. Cystatine C assays en verschillen?

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:

• Meerwaarde ten opzichte van creatinine voor het inschatten van de GFR:
a) CKD bij volwassenen?
b) CKD bij kinderen?
c) Dosering van geneesmiddelen?

• Cystatine C bij AKI?



Vraagstelling

1. Cystatine C assays en verschillen?

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:
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1.    Cystatine C assays

• Immunoassay:

• Turbidimetrie (PETIA) of nefelometrie (PENIA):



1.    Cystatine C assays

• Standaardmateriaal sinds 2012
• Resultaten EKE 2014:

Eckfeldt JH et al. Arch Pathol Lab Med. 2015;139:888-893.

Ondanks standaardisatie toch nog verschillen

Presenter
Presentation Notes
Sinds 2012 is een internationale standaard beschikbaar voor de kalibratie van de assays. Ondanks de traceerbaarheid van de assays naar deze standaard, geven de assays toch nog verschillende concentraties. De grafieken op deze slide tonen de cystatine C concentraties die gemeten werden in twee humane serumstalen door verschillende commerciële assays. Het is een rapport van een externe kwaliteitsevaluatie in 2014 waaraan 124 laboratoria hebben deelgenomen.De grafieken tonen dat de resultaten van de Siemens assay en de Diazyme assay het meest afwijken van de targetwaarde. De assays van Gentian en Roche geven de beste benadering van de targetwaarde.Het spreekt voor zich dat wanneer verschillende concentraties cystatine C gemeten worden, er ook verschillende eGFRs berekend zullen worden. Bij het nakijken van de literatuur werd dus rekening gehouden met het type assay dat toegepast werd.



Vraagstelling

1. Cystatine C assays en verschillen?

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:

• Meerwaarde ten opzichte van creatinine voor het inschatten van de GFR:
a) CKD bij volwassenen?
b) CKD bij kinderen?
c) Dosering van geneesmiddelen?

• Cystatine C bij AKI?



2.a. Cystatine C en CKD

Richtlijnen KDIGO en NICE:

1. eGFRcrea (CKD-EPI model)

2. Indien geïsoleerde eGFRcrea 45-59 mL/min/1.73m² en geen evidentie voor 
nierschade, confirmeren met cystatine C of mGFR meting:

 eGFRcys en eGFRcrea-cys berekenen op basis van de CKD-EPI formules:

a. eGFRcys of eGFRcrea-cys < 60 mL/min/1.73m² → bevestiging

b. eGFRcys of eGFRcrea-cys ≥ 60 mL/min/1.73m² → niet bevestigd

KDIGO clinical practice guideline CKD. Kidney International Supplements, 2013;3
NICE CKD in adults: assessment and management (CG182), 2014, ISBN: 978-1-4731-0640-6.
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Presentation Notes
De richtlijnen adviseren om als eerste de nierfunctie te evalueren adhv de eGFR berekend op basis van de creatinine plasmaconcentratie. De formule die geadviseerd wordt om dit te doen is de CKD-EPI formule. Bij vaststellen van een geïsoleerde vermindering van de GFR zonder andere tekenen van nierschade wordt aangeraden om deze bevinding te confirmeren adhv cystatine C. Enkel wanneer een nauwkeurige kennis van de GFR noodzakelijk is wordt gezegd om de reële GFR te meten adhv een klaringsexperiment.Wanneer men cystatine C wil toepassen, moet men echter ook kennis hebben van de externe factoren die een invloed hebben op de plasmaconcentratie, deze worden opgelijst in de volgende tabel.



2.a. Cystatine C en CKD
Geïsoleerde eGFRcrea 45-59 mL/min/1.73m² 
→ confirmeren met cystatine C:

a. eGFRcys of eGFRcrea-cys < 60 mL/min/1.73m²  
b. eGFRcys of eGFRcrea-cys ≥ 60 mL/min/1.73m²

Inker LA et al. N Engl J Med. 2012;367(1):20-29.
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Presentation Notes
De richtlijnen adviseren om cystatine C te gebruiken wanneer een geïsoleerde daling van de eGFR obv creatinine vastgesteld wordt.Dit advies is gebaseerd op de studie van Inker et al. Er werd aangetoond dat berekening van de eGFR aan de hand van het gecombineerde model dat gebruik maakt van plasmaconcentraties van creatinine én cystatine C significant meer patiënten correct classificeert dan wanneer de eGFR berekend werd op basis van creatinine alleen.De tabel toont in iedere rij een bepaalde range van eGFRs berekend op basis van creatinine. In de linker kolommen wordt de mGFR gegeven. Links staan de patiënten met een mGFR < 60 mL/min/1.73m². Men heeft zich dan de vraag gesteld hoeveel stalen wel in de juiste stalen terecht kwamen wanneer de eGFR berekend werd via cystatine C. De tabel is voornamelijk interessant wanneer je kijkt naar de eGFR ranges rond 60 mL/min/1.73m².



2.a. Cystatine C en CKD
Geïsoleerde eGFRcrea 45-59 mL/min/1.73m² 
→ confirmeren met cystatine C:

a. eGFRcys of eGFRcrea-cys < 60 mL/min/1.73m²  
b. eGFRcys of eGFRcrea-cys ≥ 60 mL/min/1.73m² 

Shlipak MG et al. N Engl J Med. 2013;369(10):932-943.

Verlaging risico ‘all cause mortality’

Toename risico ‘all cause 
mortality’

Presenter
Presentation Notes
Vervolgens hebben Shlipak et al in een meta-analyse aangetoond dat herklassificering op basis van de cystatine C eGFR naar een hogere eGFR categorie, een significant verlaagd risico op overlijden gaf voor de eGFR ranges van 45-59 mL/min/1,73m² en 30-44 mL/min/1.73m².Een herklassificering naar een lagere eGFR categorie op basis van de cystatine C eGFR gaf aanleiding tot een toename van het risico op overlijden.Hier dien ik op te merken dat de twee voorgaande studies gebaseerd zijn op cystatine C resultaten die bekomen werden voordat het referentiemateriaal beschikbaar was.



2.a. Cystatine C en CKD

eGFRcys onderschat de GFR bij niertransplantpatiënten:

Argumenten tegen:
• ‘National Kidney Foundation – KDOQI’ en ‘Canadian Society of Nephrology’
• Kostprijs, gebrek aan standaardisatie, beperkte ervaring, beperkte evidentie

Opgepast!

Meeusen JW et al. Clin Chem 2015;61(10):1265-72.



2.a. Cystatine C en CKD

Invloeden op cystatine C plasmaconcentratie:

FOUTBRON VOORBEELD

Non-GFR factoren die de cystatine C 
plasmaconcentratie beïnvloeden

- Ethniciteit (≠ Amerikaans of Europees, ≠ blank of zwart)
- Verlaagde aanmaak cystatine C (hyperthyroïdie, glucocorticoïden therapie,

obesitas, inflammatie, roken)
- Verhoogde aanmaak cystatine C (hypothyroïdie, maligniteit?)

Interferentie met cystatine C assay Heterofiele antistoffen

Levey AS et al. J Am Med Assoc. 2015;313(8):837-846.

+ andere factoren?
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Presentation Notes
Net zoals de creatinine plasmaconcentratie, wordt de plasmaconcentratie van cystatine C beïnvloedt door externe factoren. Echter, gezien de beperkte ervaringen met cystatine C zijn deze invloeden nog niet zo goed beschreven zoals dat het geval is voor creatinine. Enkele voorbeelden zijn…



Vraagstelling

1. Cystatine C assays en verschillen?

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:

• Meerwaarde ten opzichte van creatinine voor het inschatten van de GFR:
a) CKD bij volwassenen?
b) CKD bij kinderen?
c) Dosering van geneesmiddelen?

• Cystatine C bij AKI?



2.b. eGFRcys berekening bij kinderen

• KDIGO CKD richtlijn voor kinderen:
• Cystatine C concentratie moet gemeten worden met PENIA methode

• Berekening van eGFRcys adhv formule geschikt voor kinderen

• CKD-EPI formule is niet geschikt voor kinderen

KDIGO clinical practice guideline CKD. Kidney International Supplements, 2013;3.
Chehade H et al. Am J Nephrol. 2013;38:300-306.
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Toepassing van cystatine C bij kindere lijkt veelbelovend omdat de serumconcentratie ervan minder afhankelijk is van de spiermassa dan de serumconcentratie van creatinine. De richtlijn voor het vaststellen van CKD adviseert om bij kinderen het cystatine C te meten via een PENIA methode omdat de formule die zij adviseren voor het berekenen van de eGFR overgenomen werd uit een studie die gebruik maakte van de PENIA methode en voordat de assays gestandaardiseerd werden.De figuur op deze slide toont een plot van de verschillen tussen de GFR gemeten aan de hand van de inulineklaring en de eGFR berekend via de CKD-EPI formule die gebruikt wordt voor volwassenen. Het is duidelijk dat de CKD-EPI formule niet geschikt is voor kinderne omwille van een belangrijke overschatting van de eGFR tov de gemeten GFR.Er moet dus gezocht worden naar een andere formule voor kinderen. Daar is veel literatuur over maar nog geen consensus richtlijn die toepasbaar is voor verschillende assays en dus werd er een studie opgezet in Leuven.



2.b. eGFRcys berekening bij kinderen

• KDIGO CKD richtlijn voor kinderen:
• Cystatine C concentratie moet gemeten worden met PENIA methode
• Berekening van eGFRcys adhv formule geschikt voor kinderen
• CKD-EPI formule is niet geschikt voor kinderen

• Welke formule dan wel? Literatuur PENIA vs PETIA assay in UZL

• Eigen studie:
• Cohorte 113 kinderen , 1-19 jaar (mediaan 8 jaar) 
• mGFR (51Cr-EDTA klaring), [Creatininep] (Enzymatisch Roche), [Cystatine Cp] (PETIA Roche)

→ Zoek correlatie tussen mGFR en eGFRcrea, eGFRcys of eGFRcrea-cys

KDIGO clinical practice guideline CKD. Kidney International Supplements, 2013;3.
Chehade H et al. Am J Nephrol. 2013;38:300-306.
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Vraagstelling

1. Cystatine C assays en verschillen?

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:

• Meerwaarde ten opzichte van creatinine voor het inschatten van de GFR:
a) CKD bij volwassenen?
b) CKD bij kinderen?
c) Dosering van geneesmiddelen?

• Cystatine C bij AKI?



• Huidige praktijk:
Dosis geneesmiddel ~ plasmaconcentratie geneesmiddel ~ klaring 
geneesmiddel ~ creatinineklaring ~  plasmaconcentratie creatinine

2.c. Cystatine C en geneesmiddeldosering

Brou NA et al. Br J Clin Pharmacol. 2015;80(1):20-27.
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Presentation Notes
Literatuurgegevens tonen dat de plasmaconcentratie van cystatine C gerelateerd kan worden aan de plasmaconcentratie en klaring van renaal geëxcreteerde geneesmiddelen. MAAR voordat cystatine C toegepast kan worden om een toegediende dosis te berekenen zullen meer studies moeten gebeuren naar het juiste voorspellende model en zullen ook de verschillende cystatine C assays meer gestandaardiseerd moeten worden.



• Huidige praktijk:
Dosis geneesmiddel ~ plasmaconcentratie geneesmiddel ~ klaring 
geneesmiddel ~ creatinineklaring ~  plasmaconcentratie creatinine

• Serumconcentratie cystatine C significant gecorreleerd met:
• Klaring van renaal geëxcreteerde geneesmiddelen

• Plasmaconcentratie van renaal geëxcreteerde geneesmiddelen

→ Ideale model om dosis te voorspellen adhv cystatine C?

→ Standaardisering van cystatine C assays?

2.c. Cystatine C en geneesmiddeldosering

Brou NA et al. Br J Clin Pharmacol. 2015;80(1):20-27.
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Vraagstelling

1. Cystatine C assays en verschillen?

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:

• Meerwaarde ten opzichte van creatinine voor het inschatten van de GFR:
a) CKD bij volwassenen?
b) CKD bij kinderen?
c) Dosering van geneesmiddelen?

• Cystatine C bij AKI?



2.   Cystatine C bij AKI

• Criteria AKI:

KDIGO criteria

AKI
• ↑ serum creatinine met 50% in 7 dagen, of
• ↑ serum creatinine met 0.3 mg/dL in 2 dagen, of
• ↓ urine volume < 0.5 mL/kg/u in 6u.

Stadia

1. Toename met ≥ 0.3 mg/dL binnen 2 dagen, of tot 1.5-1.9 keer 
de baseline

2. Toename tot 2.0-2.9 keer baseline
3. Toename tot 3 keer baseline of niervervangende therapie

Levey AS et al. J Am Med Assoc. 2015;313(8):837-846.
Zhou J et al. Int Urol Nephrol 2016;48(1):125-132.
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Presentation Notes
KDIGO heeft criteria beschreven voor de diagnose en categorisering van AKI. Deze zijn gebaseerd op een toename van de creatinine serumconcentratie in korte tijd. Voor onderzoeksdoeleinden werden in de publicatie van Zhou et al ook criteria gebaseerd op cystatine C beschreven.



2.   Cystatine C bij AKI

• Criteria AKI:

KDIGO criteria

AKI
• ↑ serum creatinine met 50% in 7 dagen, of
• ↑ serum creatinine met 0.3 mg/dL in 2 dagen, of
• ↓ urine volume < 0.5 mL/kg/u in 6u.

Stadia

1. Toename met ≥ 0.3 mg/dL binnen 2 dagen, of tot 1.5-1.9 keer 
de baseline

2. Toename tot 2.0-2.9 keer baseline
3. Toename tot 3 keer baseline of niervervangende therapie

Cystatine C 
criteria

AKI • ↑ cystatine C serumconcentratie met ≥ 0.3 mg/L in 48u, of
• ≥ 50% toename cystatine C serumconcentratie in 7 dagen

Stadia
1. Toename ≥ 1.5 keer baseline
2. Toename ≥ 2 keer baseline
3. Toename ≥ 3 keer baseline, of niervervangende therapie

Levey AS et al. J Am Med Assoc. 2015;313(8):837-846.
Zhou J et al. Int Urol Nephrol 2016;48(1):125-132.
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Presentation Notes
KDIGO heeft criteria beschreven voor de diagnose en categorisering van AKI. Deze zijn gebaseerd op een toename van de creatinine serumconcentratie in korte tijd. Voor onderzoeksdoeleinden werden in de publicatie van Zhou et al ook criteria gebaseerd op cystatine C beschreven.



2.   Cystatine C bij AKI

• Incidentie AKI en mortaliteit tgv AKI

→ Criteria cystatine C gelijkwaardig aan criteria KDIGO

Zhou J et al. Int Urol Nephrol 2016;48(1):125-132.
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Presentation Notes
Vergelijking van de incidentie van AKI en overlijden tussen de twee criteria toont een mooie overeenkomst. Er is dus geen meerwaarde van cystatine C over creatinine voor de diagnose van AKI en het inschatten van het risico op mortaliteit.



Conclusies

1. Cystatine C assays: ondanks standaardisatie zijn er verschillen

2. Cystatine C als marker voor de nierfunctie:

• Berekenen van eGFR?
a) CKD bij volwassenen: Twijfelachtige meerwaarde tov creatinine
b) CKD bij kinderen: Model voor berekening eGFR?
c) Dosering van geneesmiddelen: Model?

• Cystatine C bij AKI: voorlopig geen evidentie dat cystatine C > creatinine

Presenter
Presentation Notes
Uit de literatuurstudie werd afgeleid dat cystatine C een zeer beperkte plaats heeft om de GFR in te schatten. Voor de toepassing van cystatine C bij AKI of de dosering van geneesmiddelen is onvoldoende evidentie. Cystatine C als marker voor CKD lijkt zinvol al zullen meer studies moeten aantonen dat het inderdaad leidt tot een optimalisering van de diagnostiek.Tot slot moet er zeker opgevolgd worden of de firmas erin slagen om de verschillende types van assays meer op elkaar af te stemmen.
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