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POVZETEK

Laboratorijska medicina v pediatriji pokriva zelo siroko ob-
dobje vse od rojstva do adolescence. Zaradi hitre in intenziv-
ne rasti ter razvoja v tem obdobju je laboratorijska medicina
v pediatriji postavljena pred stevilne izzive. Pri pediatricnih
pacientih spremembe v rezultatih laboratorijskih testov ne od-
razajo samo bolezenskega stanja, ampak tudi spremembe v
rasti in razvoju preiskovanca. V preglednem clanku navaja-
mo najpogostejse 1zzive, s katerimi se srecujejo laboratorijski
delavci in zdravniki pri laboratorijski diagnostiki v pediatri-
i, od predanaliznih in analiznih dejavnikov do referencnih
vrednosti in preiskav, ki se izvajajo vec¢inoma le v pediatricni
diagnostiki. Pri laboratorijski diagnostiki v pediatriji je zato
potreben poseben pristop, ki uposteva razlike pri odvzemu
vzorcev, izvedbi laboratorijskih testov, interpretaciji le-teh in
drugacno pojavnost nekaterih bolezni v primerjavi z odra-
slo populacijo. Kljub stevilnim izzivom laboratoryska medi-
cina v pediatriji pomembno prispeva k postavitvi diagnoze
in s tem boljsi obravnavi dojenckov, otrok in mladostnikov.
Za ¢im bolj kakovostno klini¢no obravnavo otrok pa je nujno
tesno sodelovanje med laboratorijskim osebjem in zdravniki.
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ABSTRACT

Pediatric laboratory medicine covers a very wide peri-
od from birth to adolescence. Due to rapid and intense
growth and development during this period, pediatric la-
boratory medicine faces many challenges. The differen-
ces in laboratory test results do not only reflect the chan-
ges associated with pathophysiological processes but also
mirror growth and development. In this review article, we
list the most common problems encountered by laboratory
workers and clinicians in pediatric laboratory diagnostics
from preanalytical and analytical factors to reference valu-
es and tests that are usually unique to pediatric diagnostics.
Itis important to be aware of a special approach in pedia-
tric medicine, as significant differences exist in sample co-
llection, test performance, test interpretation, and disease
frequencies. Despite many challenges, pediatric laborato-
ry medicine makes an important contribution to diagno-
sis and, consequently better treatment of infants, children,
and adolescents. Close collaboration between specialists
in laboratory medicine and clinicians is paramount to im-
prove health outcomes in this age group.
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UuvoD

Laboratorijska diagnostika v pediatriji je postavljena pred

stevilne izzive, saj obsega siroko obdobje vse od rojstva do

adolescence (1). Takoj po rojstvu se zac¢ne prilagajanje no-
vorojencka na zivljenje izven maternice, kar vodi v spre-
membe Stevilnih laboratorijskih parametrov. Vecina or-
ganskih sistemov ob rojstvu je Se v razvoju, kar lahko vodi v
dihalno stisko (nerazvitost pljuc¢), motnje v ravnotezju vode

in elektrolitov (nerazvitost ledvic) ter zlatenico (nerazvitost
jeter). Zaradi krajse zivljenjske dobe eritrocitov, manjsega

1zlocanja bilirubina v ¢revo in nepopolne jetrne funkcije

(2) je pogost pojav v prvih dneh po rojstvu zlatenica zara-
di hiperbilirubinemije (3). Hitra rast v prvih letih zivlje-
nja in med puberteto se odraza v ciklicnih spremembah
oznacevalcev rasti skeletnega sistema, spolno dozoreva-
nje pa v velikih spremembabh izlocanja spolnih hormonov,
kar vodi v razvoj sekundarnih spolnih znakov in nenaza-
dnje v odraslost (3). Spremembe v rezultatih laboratorij-

Tabela 1: Izzivi v laboratorijski medicini v pediatrii

Table 1: Challenges in pediatrics laboratory medicine
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skih preiskav, za razliko od odrasle populacije, torej niso
le posledica patoloskih procesov, ampak tudi intenzivne-
ga razvoja in rasti. Zato je interpretacija rezultatov obi-
cajno zahtevnej$a in terja doloceno mero izkusenj. Poleg
tega poseben 1zziv predstavljajo bolezni, ki se pojavljajo
vecinoma ali izkljuéno samo v pediatri¢ni populaciji, npr.
genetske, imunske, infekeijske in endokrinoloske bolezni
(1). Laboratorijska diagnostika teh bolezni zahteva neka-
tere specificne metodoloske pristope, ki se zato bolj pogos-
to uporabljajo v pediatri¢nih laboratorijih. Ni¢ manj zah-
tevni nista tudi predanalizna in analizna faza, v katerih
se pojavljajo nekatere unikatne tezave, ki pri odraslih niso
prisotne (1, 4). Pregled nekaterih najpomembne;jsih izzivov
pediatricne laboratorijske diagnostike je zbran v Tabeli 1.
Podrobneje so opisani v nadaljevanju, skupaj s pristopi za
ucinkovito soocanje z njimi.

Odvzem vzorca

Postavitev meril za odvzem najmanj$ega moznega volumna vzorca in uporaba ustreznih
vsebnikov/zbirnikov. Ustrezno usposobljeno osebje za &m manj bole¢ in stresen odvzem.

Majhen volumen vzorca : .
maijhen mrtvi volumen.

Uporaba andlizatorjev, ki potrebujejo za analizo ¢&im manii volumen vzorca in imajo

Referenéne vrednosti

Kjer je le mogoge, uporaba referenénih vrednosti glede na starost. Uporaba podatkovnih
baz za postavitev referenénih vrednosti. Predvsem pri nedono3enckih je interpretacija
rezultatov $e posebno zahtevna, zato so potrebne ustrezne izkusnje.

Specifiéne in redke bolezni
v pediatriji

Vpeliava metod za diagnosticiranje bolezenskih stanj, ki se pojavljajo predvsem v
pediatriéni populaciji in postavitev diagnosti¢nih algoritmov.

Sodelovanije

Komunikacija med laboratorijskim osebjem in zdravniki je kljuéna za identifikacijo moznih
dejavnikov, ki vplivajo na rezultat laboratorijskega testa in pravilno interpretacijo rezultatov.
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PREDANALIZNI DEJAVNIKI

Dva od najpomembne;jsih predanaliznih dejavnikov v pe-
diatri¢ni laboratorijski diagnostiki sta starost pacienta in
odvzem vzorca (1). V primerjavi z odraslo populacijo je
odvzem vzorcev obicajno zahtevnejsi. Izbira mesta odvze-
ma krvi je odvisna od starosti pacienta, potrebnega volu-
mna vzorca ter vrste laboratorijskega testa. Za odvzeme
krvi pri dojenckih in otrocih je potrebna posebna usposo-
bljenost, da je odvzem ¢im manj bolec in se tako prepreci
morebitne poskodbe (5).

Kapilarna kri je primeren vzorec le za omejeno Stevilo pre-
iskav zaradi majhnega volumna ter mozne kontaminaci-
je s celicno in medceli¢no tekocino (6). Poleg tega se kon-
centracije nekaterih analitov razlikujejo med kapilarno in
vensko krvjo. Tako so na primer vrednosti glukoze, laktat
dehidrogenaze (LDH), aspartat aminotransferaze (AST),
hemoglobina, povprecnega volumna eritrocitov (MCV),
povprecnega volumna trombocitov (MPV), parcialnega
tlaka kisika (pO,) in nasicenosti krvi s kisikom (sO,) vis-
je, vrednosti kalcija, kalija, natrija, celokupnih proteinov,
parcialnega tlaka ogljikovega dioksida (pCOy), trombo-
citov in povprecne koncentracije hemoglobina v eritroci-
tih (MCHC) pa nizje v kapilarni krvi v primerjavi z ven-
sko (6). Ceprav se omenjene vrednosti znacilno razlikujejo
med vensko in kapilarno krvjo, obic¢ajno niso klini¢no po-
membne, saj so manjse od 5 %. Vseeno je pri podajanju
rezultatov iz kapilarne krvi potrebna pazljivost, saj so re-
feren¢ne vrednosti vecinoma podane za meritve v venski
krvi. Na izvidu je zato treba oznaciti, da gre za meritve
v kapilarni krvi. Ce bi lahko to vplivalo na interpretaci-
jo, je svetovan posvet z zdravnikom in po potrebi odvzem
venske krvi (6). Mesto odvzema kapilarne krvi je odvisno
od starosti in teze pacienta. Pri dojenckih do Sestega me-
seca starosti in teze od 3 do 10 kg je najprimernejse mes-
to odvzema kapilarne krvi medialni oz. lateralni del pete,
pri dojenckih, starih vec kot Sest mesecev in s tezo nad 10
kg paje mesto odvzema prst na roki (sredinec ali prstanec)
(5). V Sloveniji so ta priporocila zbrana v knjizici Priporo-
c¢eni postopek za odvzem kapilarne krvi, ki jo je izdalo Slo-
vensko zdruzenje za klinicno kemijo in laboratorijsko me-
dicino, in je bila pred kratkim revidirana (6).

Pri odvzemu venske krvi je treba posebno pozornost na-
meniti volumnu odvzete krvi. Pogosto se namrec zgodi, da
je celotni odvzeti volumen krvi glede na naroceno stevilo
preiskav vecji od potrebnega (7). Oblikovanje priporocil
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za odvzem optimalnega volumna krvi, v katerih je poleg
starosti in teze pacienta upostevano tudi stevilo narocenih
testov ter morebitne ponovitve meritev in redcitve, je zato
1zjemno pomembno (4). Pri dojenckih in majhnih otrocih,
$e posebej kriticno bolnih, lahko prevelik volumen odvze-
te krvi namrec vodi do iatrogene anemije (8), zaradi cesar
je lahko potrebna tudi transfuzija krvi (3). Najvecji dovo-
Jjeni volumen odvzete krvi je odvisen od celotnega volu-
mna krvi preiskovanca. Pri dojenckih do dveh mesecev je
najvecji dovoljeni odvzeti volumen na dan do 3 % celot-
nega volumna krvi, pri dojenckih, starejsih od dveh me-
secev pa ne vec kot 10 % (9). Priporocila veljajo za zdrave
otroke, pri bolnih je najvecji dovoljeni volumen $e manjsi.
Za odvzem manjsih volumnov krvi se obicajno uporablja-
jo mikroepruvete namesto standardnih za odvzem pri1 od-
raslih. S tem se 1zognemo nepopolnemu polnjenju in ne-
ustreznemu razmerju med krvjo in antikoagulantom, kar
lahko vodi v napacne rezultate analiz (npr. pri testih str-
jevanja krvi), hemolizo ali spremenjeno morfologijo ce-
lic (4). Ker imajo dojencki in otroci manjsi premer ven, za
odvzem uporabljamo tanjse igle, kar lahko vodi v hemo-
lizo in lazno hiperkaliemijo (3). Zaradi majhnega volu-
mna odvzetega vzorca je zelo pomembno, da preprecimo
izhlapevanje pred samo analizo, saj lahko Ze majhne ko-
licine izhlapele tekocine vodijo v velike spremembe v kon-
centraciji analita. Pri volumnu seruma 2 mL se koncen-
tracija v Stirth urah zaradi izhlapevanja poveca za 10 %,
medtem ko je pri volumnu 0,5 mL povecanje koncentra-
cije kar 50 % (10).

Pri dojenckih in majhnih otrocih, ki $e ne morejo nadzoro-
vano urinirati, je tezaven tudi odvzem urina. Za odvzem
uporabljamo posebne plasti¢ne vrecke s hipoalergenim ad-
hezivnim sredstvom, ki naj jih, ¢e je le mogoce, namesti
zdravstveni delavec, in sicer na dobro oc¢is¢eno in osuse-
no podrocje presredka okoli izvodil. Pri deklicah moramo
biti previdni, da obmocje rektuma ostane zunaj odprtine,
pri fantkih pa vrecko nataknemo na penis ter prilepimo
na presredek. Sterilne plasticne vrecke naj bodo prileplje-
ne najvec eno uro, ker se po tem ¢asu moc¢no poveca moz-
nost kontaminacije. Morebitno uriniranje preverjamo na
15 minut, po uriniranju vrecko ¢im prej odstranimo in
vzorec prelijjemo v urinski loncek (11).



ANALIZNI DEJAVNIKI

Najvecjo omejitev pri analiziranju pediatri¢nih vzorcev
pogosto predstavlja majhen volumen razpolozljivega vzor-
ca (4). To zahteva uporabo prilagojenih instrumentov, ki
zaizvedbo analize potrebujejo majhen volumen vzorca in
imajo ¢im manjsi mrtvi volumen. Prvo zahtevo analiza-
torji dandanes vec¢inoma izpolnjujejo, saj so potrebni vo-
lumni za analizo obic¢ajno zelo majhni. Vedji potrebni vo-
lumen in s tem tezavo predstavlja mrtvi volumen. Mrtvi
volumen je volumen, ki je potreben za normalno delovanje
instrumenta oz. volumen, pod katerim pipetiranje ni mo-
goce. Zavedati se je treba, da je velikost mrtvega volum-
na odvisna tudi od uporabljenih epruvet. Zazeleno je tudi,
da je metoda, ki se uporablja za analizo pediatri¢nih vzor-
cev, ¢im manj obcutljiva na hemolizo in hiperbilirubine-
mijo, ki sta pogosti interferenci pri pediatri¢nih vzorcih (1).

Ce je le mogoce, je v pediatriji bolj priporoc¢ljiva upora-
ba polne krvi kot seruma ali plazme. Hematokrit namrec
vpliva na koli¢ino seruma v vzorcu. Vecji kot je hematokrit,

REFERENCNE VREDNOSTI

Interpretacija rezultatov, skladna s starostjo pacienta, je pri
pediatri¢ni populaciji kljuc¢nega pomena, saj uporaba na-
pacnih referenc¢nih intervalov vodi v napacno ali poznejso
postavitev diagnoze, neoptimalno zdravljenje in povecanje
stroskov zaradi nepotrebnih dodatnih preiskav. Za vecino
analitov referencne vrednosti za odrasle niso primerne za
uporabo v pediatri¢ni populaciji (13). Referenc¢ne vrednos-
ti morajo namre¢ upostevati rast in razvoj organizma, vse-
eno pa sama kronoloska starost ni vedno najboljsa osnova
za interpretacijo rezultatov (1, 14), saj na interpretacijo vpli-
vajo tudi stevilni dejavniki, kot so prezgodnje dozorevanje,
spremembe v puberteti in nedonosenost (1), ki jih je treba
upostevati. Poleg tega je dolocitev posameznih podskupin
referencnih intervalov pogosto tezavna, zato so skupine (npr.
glede na starost) pogosto arbitrarno dolocene (4, 14). Tako
se lahko zgodi, da po rojstnem dnevu pacient pade v dru-
go referencno skupino in vrednosti, ki so bile prej patoloske,
postanejo normalne ali obratno. Najbolj tezavno skupino pri
postavitvi referenc¢nih vrednosti predstavljajo nedonosenc-
ki, pri katerih za postavitev referenc¢nih vrednosti se vedno
najveckrat uporabljamo obstojece podatke iz laboratorijske-
ga informacijskega sistema (13). Sodelovanje z zdravniki in
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vecji volumen vzorca je potreben za pridobitev zadostne-
ga volumna seruma. To je $e posebej pomembno pri nedo-
nosenckih in novorojenckih, ki imajo tudi do 70 % hema-
tokrita, medtem ko je vrednost hematokrita pri starejsih
otrocih in odraslih pod 50 %. Tudi plazma predstavlja le
okoli 4060 % polne krvi (3, 4).

Zaradi majhnega razpolozljivega volumna vzorca v pedi-
atri¢ni laboratorijski diagnostiki vedno vecjo veljavo pri-
dobiva tudi testiranje ob preiskovancu (POCT, angl. Po-
int of Care Testing) (1). Poleg tega je prednost POCT tudi,
da predpriprava vzorcev obic¢ajno ni potrebna, in da so re-
zultati analiz hitro dostopni, kar je $e posebej pomembno

pri kriti¢no bolnih pediatri¢nih pacientih (4, 12). Takoj-
sen rezultat pri uporabi testov POCT, ki vpliva na potek
zdravljenja, je tudi glavni razlog za njihovo uporabo. Ker
POCT testiranje izvaja vecinoma nelaboratorijsko osebje,
morajo biti testi enostavni za uporabo in robustni, da na

rezultat vpliva ¢im manj zunanjih motenj in vplivov (12).

opredelitev skladnosti interpretacije rezultatov s klini¢no
sliko sta zato klju¢nega pomena.

Poseben 1zziv predstavlja tudi sama postavitev referencnih
intervalov za pediatri¢no populacijo, saj je odvzem vzor-
cev zdravim nedonosenckom, dojenckom in otrokom etic-
no sporen (1). Kljub temu je bil v zadnjem desetletju nare-
jen velik napredek pri postavitvi referencnih vrednosti za
pediatricno populacijo, saj je bilo izpeljanih ve¢ prospek-
tivnih in retrospektivnih $tudij. Med najvecje spadajo ka-
nadski projekt CALIPER (Canadian Laboratory Initiative
on Pediatric Reference Intervals) (15), skandinavski pro-
jekt NORICHILD (16), nemski projekt KiGGS (the Ger-
man Health Interview and Examination Survey for Chil-
dren and Adolescents) (17) in ameriski projekt NCS (the
National Children’s Study) (18). Te studije so izjemnega
pomena, saj omogocajo laboratorijem, da pridobljene re-
feren¢ne vrednosti prenesejo v svoj laboratorij. Postavitev
referen¢nih vrednosti je namrec drag in dolgotrajen po-
stopek. Pri prenosu referen¢nih vrednosti predpostavlja-
mo, da so bile prvotne referencne vrednosti pridobljene z

ustrezno izvedeno preiskavo, pri samem prenosu pa je tre-  »
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ba upostevati, katera metoda je bila uporabljena za dolo-
citev referencnih vrednosti, in da sta populaciji pacientov
primerljivi. Ce ta dva pogoja nista izpolnjena, prenos ni
smiseln. Pomembno je, da laboratorij prenesene referenc-
ne vrednosti testira na manjsi skupini referenc¢nih posame-

znikov in s tem preveri uporabnost referencnih intervalov
na svoji populaciji (19). Referen¢ne vrednosti presnovkov
pri presejalnih testih so pogosto odvisne od genetske struk-
ture populacije, kar je zelo pomembno tudi pri prilagodi-
tvi referen¢nih vrednosti pri neonatalnem presejanju (20).

BOLEZNI V PEDIATRICNI POPULACUI

Pri zdravih novorojencih laboratorijska diagnostika obi-
cajno ni potrebna, velik pomen ima le presejala diagno-
stika, s katero prepoznamo bolezenska stanja, ki bi lahko
negativno vplivala na nadaljnji razvoj ali celo povzroci-
la prezgodnjo smrt. Presejalna testiranja uporabljamo za
bolezni, pri katerih lahko z zgodnjo diagnostiko njihov
razvoj preprecimo ali upocasnimo, v nekaterih primerih
le z uvedbo ustrezne diete (3). Za presejalna testiranja se
uporabljajo visoko obcutljivi testi, s tem pa je zagotovljeno,
da je Stevilo lazno negativnih rezultatov ¢im manjse. Vse
pozitivne rezultate namre¢ nato potrdimo z bolj specific-
nimi testi, da izlocimo lazno pozitivne (21). V Sloveniji se
je leta 2018, poleg fenilketonurije in kongenitalnega hipo-
tiroidizma, testiranje razsirilo na dodatnih 17 prirojenih
presnovnih bolezni (22).

Stevilna bolezenska stanja se pojavljajo pretezno oz. iz-
klju¢no v pediatri¢ni populaciji. Mednje sodijo genetske,
endokrinoloske, imunske in nalezljive bolezni (1, 3, 4). Zato
se Stevilne laboratorijske preiskave, ki so usmerjene v dia-
gnostiko teh bolezni, pri pediatri¢cnih pacientih pogosteje
izvajajo kot pri ostalih preiskovancih. Ustrezna izbira te-
stov, ki jih izvaja laboratorij, je klju¢nega pomena za od-
krivanje teh bolezni, skupaj s postavitvijo diagnosticnih
algoritmov. Izbira analizne metode je vecstopenjski pro-
ces, ki je med drugim odvisen od namena analize, klinic-
ne slike preiskovanca, molekularnith mehanizmov ter raz-
polozljivega Casa in financnih sredstev (23, 24). V zadnjih
letih je prislo do velikega napredka biokemicnih in genet-
skih metod za diagnostiko bolezni. Pri biokemic¢ni anali-
zi sta postali klju¢ni tehniki tandemske masne spektrome-
trije in plinske kromatografije, medtem ko sta pri genetski
analizi pomembni predvsem molekularna kariotipizacija
in sekvenciranje naslednje generacije (NGS) (25).

LABORATORIJSKA MEDICINA

Kromatografske metode za
diagnostiko prirojenih bolezni
presnove pri otrocih

Prirojene bolezni presnove so velika skupina genetskih bo-
lezni, ki so posledica okvare ali odsotnosti genskih zapisov
sodelujocih molekul presnovnih poti, predvsem encimov.
To vodi v kopicenje presnovkov in njihovih stranskih pro-
duktov, ki lahko zaradi svoje toksicnosti vplivajo na nor-
malno delovanje celic (26). Medtem ko se nekatere izmed
njih izrazijo ze kmalu po rojstvu, se predvsem pri pacien-
tih z visjo preostalo encimsko aktivnostjo lahko izrazijo
tudi kasneje v otrostvu ali adolescenci, najveckrat zaradi
prisotnosti razli¢nih sprozilnih dejavnikov, kot so okuzbe,
povisana telesna temperatura, visok proteinski vnos, stra-
danje, velik telesni napor in nekatera zdravila (27). Priro-
jene bolezni intermediarne presnove, ki jih predstavljajo
predvsem motnje presnove aminokislin in mascobnih ki-
slin, diagnosticiramo z dolocanjem acilkarnitinov, amino-
kislin in organskih kislin v razli¢nih bioloskih tekoc¢inah
in tkivih (28). V nekaterih primerih je za postavitev dia-
gnoze potreben odvzem med akutno fazo bolezni, saj je le
takrat raven presnovkov znacilno zvisana (29).

Tandemska masna spektrometrija (MS/MS) omogoca hit-
ro ter tako kvalitativno kot kvantitativno dolocanje acil-
karnitinov in aminokislin (25). Priporoceni vzorec je plaz-
ma, saj v primerjavi s serumom omogoca hitrejso obdelavo,
mozno pa je tudi dolo¢anje presnovkov iz krvnih madezev,
izluzenih (ekstrahiranih) iz filtrskega papirja, ki se upo-
rablja predvsem pri presejalnem testiranju novorojencev
(26, 29). Pred samo analizo je potrebna izolacija presnov-
kov, deproteinizacija, s ¢cimer se odstranijo intaktni pro-
teini, in derivatizacija, ki izbolj$a ionizacijo in analitsko



specificnost. Pri bolj obcutljivih analizatorjih derivatiza-
cija ni potrebna (26, 28). Sledi lo¢itev presnovkov in nji-
hovih stabilnih izotopsko oznacenih internih standardov
s tekocinsko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC). Pri
presejalnem testiranju novorojencev se locba s HPLC ne
izvaja, kar pripomore h krajsemu casu analize. Pred vsto-
pom v masni spektrometer v ionizatorju potece ionizaci-
ja. V prvem masnem analizatorju se ioni lo¢ijo na osnovi
njihovega razmerja med maso in nabojem (m/z). Po fra-
gmentaciji z inertnim plinom v kolizijski celici sledi po-
novna locitev glede na m/z v drugem masnem analizator-

ju, ki ji sledi detekeyja (29).

Organske kisline se dolocajo s plinsko kromatografijo, sklo-
pljeno z masnim detektorjem (GS-MS), ki omogoca robu-
stno in ponovljivo analizo v kratkem casu (26). Najprimer-
nejst vzorec je obi¢ajno urin, saj organske kisline zaradi
majhne molekulske mase prehajajo glomerulno membra-
no. Pred samo analizo je potrebna izolacija organskih ki-
slin iz urina in derivatizacija (26). LoCevanje temelji na
osnovi njihove velikosti in hlapnosti z uporabo kolone, ki
vsebuje plinsko mobilno in tekoco stacionarno fazo. Mo-
bilna faza omogoca premikanje hlapnih komponent, ki
se zadrzujejo v stacionarni fazi, skozi kolono. Po ionizaci-
Jji v ionskem izvoru masni detektor posname masni spek-
ter posamezne komponente. Za identifikacijo je potrebna
primerjava masnih spektrov s spektri, dostopnimi v knji-
znicah (29). GC-MS ni primeren za analizo termolabilnih
aminokislin, kot so cistein, citrulin in tavrin, omogoca pa
dolocitev velikega Stevila analitov z visoko resolucijo, ob-
cutljivostjo in specificnostjo, kot tudi identifikacijo nezna-
nih presnovkov s pomocjo obseznih knjiznic (26).

Molekularna kariotipizacija in
sekvenciranje naslednje generacije
v diagnostiki genetskih bolezni pri
otrocih

Obseg genetskega testiranja je izjemno $irok, saj lahko dolo-
¢amo spremembe v Stevilu posameznih genomskih lokusov,
kot so pridobitev ali izguba celotnih kromosomov (anevplo-
dije), kot tudi spremembe v strukturi (translokacije, inserci-
je, inverzije) in zaporedju genoma (polimorfizmi posame-
znih nukleotidov (SNP) ter spremembe v $tevilu kopij (angl.
copy number variations, CNV), ki vkljucujejo tako spre-
membe v Stevilu kopij posameznega gena kot tudi kratke
nsercije, delecije in duplikacije) (24, 30). V preteklosti so za
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ugotavljanje genetskih bolezni uporabljali predvsem anali-
zo kariotipa z G-proganjem kromosomov in sekvenciranje
po Sangerju, danes pa prevladujejo metode, ki temeljijo na
molekularni kariotipizaciji (imenovane tudi kromosomske
mikromreze ali komparativna hibridizacija z uporabo mi-
kromrez) in sekvenciranju naslednje generacije (NGS) (24),
ki so pomembno prispevale k izboljsani diagnostiki kom-
pleksnih genetskih bolezni tudi pri pediatricnih pacientih.

Molekularna kariotipizacija temelji na metodi primerjal-
ne genomske hibridizacije z uporabo mikromrez (@CGH)
in molekul DNA, oznacenih z razli¢nimi barvili. Po veza-
vi na kratka zaporedja DNA, imobilizirana na stekelcu, se
zazna razliko v jakosti signala med preiskovancevo in refe-
rencno DNA (31). Metoda ima v primerjavi s kariotipizacijo
kar nekaj prednosti: ni potrebe po delecih se celicah, omo-
goca objektivnejso interpretacijo rezultatov in predvsem ima
boljso obcutljivost, saj lahko zazna CNV v velikosti 10-20
kb. Njene slabosti pa so, da ne zazna uravnotezenih translo-
kacij, ki ne spremenijo CNV, in tockovnih genetskih spre-
memb, delecij ali duplikacij na ravni posameznega gena. Ve-
liko tezavo predstavljajo tudi CN'V neznanega pomena, saj
vse CNV in njihova patogenost $e niso znane (31, 32). Mo-
lekularna kariotipizacija se uporablja predvsem za prepo-
znavanje prirojenih kompleksnejsih vecorganskih nepravil-
nosti ali prizadetosti in kognitivnih manjrazvitosti (31, 32).

NGS ali masivno paralelno sekvenciranje je metoda hkra-
tnega sekvenciranja milijonov fragmentov DNA, ki je bila
hitro vpeljana v klini¢ne laboratorije zaradi moznosti ana-
liziranja vec¢ genov ali genskih regij hkrati (33). Po obsegu
delimo NGS na tr1 skupine (32). Najbolj usmerjeno sekven-
ciranje je z analizo izbranega panela genov. To so geni, ki
so nedvoumno povezani z doloc¢enim klini¢nim fenotipom.
Stevilo genov na panelih se zelo razlikuje glede na specifi-
¢en fenotip, ki ga opredeljujemo. Tako so pri panelu za ugo-
tavljanje druzinske hiperholesterolemije obic¢ajno prisotni le
4 geni, pri zmanjsani intelektualni sposobnosti brez pridru-
zenih patognomonic¢nih znacilnosti pa vec¢ kot 1000 genov
(32). Bolj obsezna sta sekvenciranje eksonov in sekvenciranje
celotnega genoma, ki se pogosto uporabljata po predhodno
negativnem rezultatu sekvenciranja izbranega panela genov
in pri kompleksih fenotipih. Pri sekvenciranju eksonov dolo-
camo vse gene v kodirajocih regijah, pri tem je lahko ana-
liza omejena na gene, ki so znano povezani z boleznimi pri
cloveku (klini¢ni eksom ali Mendeliom). Sekvenciranje ce-
lotnega genoma pa ni usmerjeno in vsebuje tako kodirajo-
e regije, kot tudi intronska in intergenska podrocja. Pred-
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nosti in slabosti posameznega sekvenciranja so povezane z
obsegom preiskave. Tarc¢no sekvenciranje omogoca globlje
sckvenciranje tar¢nih regij, poleg tega je povezano z nizjimi
stroski, v primeru, da so tar¢ni geni malostevilni. Na drugi
strani pa s tar¢nim sekvenciranjem ne moremo odkriti no-
vih genov, povezanih s fenotipom, kar je prednost sekven-
ciranja cksonov in celotnega genoma. Sekvenciranje ekso-
nov in celotnega genoma je povezano z visjimi stroski (32).
NGS ima s$e nekaj pomanjkljivosti. Analitska obcutljivost
NGS za deteketjo SNP je 5-10 %, kar je dovolj visoka ob-
cutljivost za zaznavanje vecino podedovanih bolezni, razen
nizke ravni mozaicizma. Sekvenciranje nekaterih regij, kot
so homologne, ponavljajoce in GC-bogate regije je tezavno,
saj zaradi podobnosti med njimi razlikovanje ni mozno, se
predvsem pri sekvenciranju krajsih odsekov. Interpretaci-
jaje zaradi ogromnega stevila podatkov izjemno zahtevna,
saj pomen variant v intronskih in regijah, ki se ne prepisuje-
jo, pogosto ni znan. Zahtevna pa je tudi interpretacija red-

ZAKLJUCEK

Laboratorijska diagnostika v pediatriji je zahtevnejsa kot
laboratorijska diagnostika pri odrasli populaciji, saj zara-
di rasti in razvoja prihaja do Stevilnih sprememb, ki se od-
razajo tudi v spremembah koncentracij analitov. Izredne-
ga pomena je tesno sodelovanje laboratorijskega osebja z
zdravniki pri narocanju preiskav in interpretaciji rezulta-

LITERATURA

1. Cothn CM, Hamilton MS, Pysher TJ, Bach P, Ashwood E, Schweiger
J, et al. Pediatric laboratory medicine: current challenges and future
opportunities. Am J Clin Pathol. 2002;117(5):683-90.

2. Krzisnik C, Brecelj Anderluh M, Omersel Vuji¢ E, Derganc M, Cizman
M, Konjajev Z, et al. Pediatrija. 1. izd. DZS; 2014.

3. Bishop ML, Schoeff LE, Fody EP. Clinical chemistry: Principles, teh-
niques, correlations. 7th ed. Wolters Kluwer | Lippincott Williams &
Wilkins; 2013.720 p.

4. Jones PM, Dietzen DJ, Haymond S, Bennett M]J. Pediatric laborotory
medicine. Ist ed. McGraw Hill; 2017.

5. WHO guidelines on drawing blood: best practices in phlebotomy [Internet].
Dostopno na: https://www.curo.who.int/__data/assets/pdf_file/0005/268790/
WHO-guidelines-on-drawing-blood-best-practices-in-phlebotomy-Eng.
pdfiua-1

LABORATORIJSKA MEDICINA

kih oz. novih genetskih sprememb. Izjemnega pomena so
zato podatkovne baze in tudi ¢lanki, ki opisujejo posame-
zne variante in njihovo povezavo s fenotipom. Kljub vsemu
se Se vedno zgodi, da varianti ni mogoce pripisati pomena.
Nenazadnje, NGS ni vedno najprimernejsi pristop za de-
tekegjo strukturnih preureditev in CNV-jev (34). Trenutno
se NGS uporablja za genetsko opredelitev vzroka razlic-
nih genetskih bolezni in je kljucen del diagnosticne obrav-
nave, ki pogosto omogoca opustitev bolj invazivnih metod,
kot sta biopsija jeter in lumbalna punkcija, ki sta bili véasth
klju¢ni za diagnozo bolezni, pri katerih so prisotne nepra-
vilnosti jetrnih encimov ali nevrotransmiterjev. Na podro-
¢ju presejanja novorojencev za prirojene bolezni presnove
se NGS vec¢inoma uporablja kot potrditvena tehnika (22).
Razvoj je usmerjen proti moznostim uporabe NGS kot pri-
marnega metodoloskega pristopa v presejanju novorojencev,
za kar pa trenutno obstajajo $e nekateri eti¢ni in metodo-

loski zadrzki (35, 36).

tov ter oblikovanju protokolov diagnostike bolezenskega
stanja in spremljanja zdravljenja. Tehnoloski razvoj je v
zadnjih letih omogocil velik napredek pri lazjem analizi-
ranju vzorcev predvsem z vidika majhnih volumnov. Kljub
temu veliko 1zzivov ostaja, predvsem na podroc¢ju preda-
nalitike in interpretacije rezultatov (4).

6. Boznar Ali¢ E, Trampu$ Bakija A. Priporoceni postopek za odvzem
kapilarne krvi. 2. izd. Slovensko zdruZenje za klini¢no kemijo in labo-
ratorijsko medicino (SZKKLM); 2020.

7. Sztefko K, Beba J, Mamica K, Tomasik P. Blood loss from laboratory
diagnostic tests in children. Clin Chem Lab Med. 2013;51(8):1623-6.

8. Jakacka N, Snarski E, Mekuria S. Prevention of iatrogenic anemia in
critical and neonatal care. Adv Clin Exp Med. 2016;25(1):191-7

9. Howie SRC. Blood sample volumes in child health research: review of

safe limits. Bull World Health Organ. 2011;89(1):46-53.

10. Burtis C. Sample evaporation and its impact on the operating perfor-
mance of an automated selective-access analytical system. Clin Chem.
1990;36(3):544-6.

11. Diviney], Jaswon MS. Urine collection methods and dipstick testing in
non-toilet-trained children. Pediatr Nephrol. 2020.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Prezelj M, Bratoz S. Priporo¢ila za organiziranje in izvajanje laboratorij-
skih testov ob pacientu. 1. izd. Slovensko zdruZzenje za klini¢no kemijo
in laboratorijsko medicino (SZKKLM); 2014.

Kohse KP. National and international initiatives and approaches for the
establishment of reference intervals in pediatric laboratory medicine. J

Lab Med. 2015;39(4):197-212

Hay W, Levin M, Abzug M, Bunik M, editors. Current Diagnosis &
Treatment: Pediatrics. 25th ed. McGraw Hill; 2020.

Adeli K, Higgins V, Trajcevski K, White-Al Habeeb N. The Canadian
laboratory initiative on pediatric reference intervals: A CALIPER white

paper. Crit Rev Clin Lab Sci. 2017;54(6):358-413.

Ridefelt P. NORICHILD - nordiske projekt for referensintervall for
barn. Klinisk Biokemi i Norden. 2006;18:42.

Kohse KP. KiGGS - The German survey on children’s health as data base
for reference intervals and beyond. Clin Biochem. 2014;47(9):742-3.

National Children’s Study (NCS) Vanguard Data Repository [Internet].
Dostopno na: https://dash.nichd.nih.gov/study/228954

Horowitz GL, Altaie S, Boyd JC, Ceriotti F, Garg U, Horn P, et al. De-
fining, establishingand verifying reference intervals in the clinical labo-
ratory: approved guideline. 3rd ed. Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI); 2010.

Lisyové ], ChandogaJ, Jungova P, Repisky M, Knapkové M, Machkové
M, et al. An unusually high frequency of SCAD deficiency caused by
two pathogenic variants in the ACADS gene and its relationship to the
ethnic structure in Slovakia. BMC Med Genet. 2018;19(1):64.

Fernandez-Lainez C, Aguilar-Lemus JJ, Vela-Amieva M, Ibarra-Gonzalez
I. Tandem mass spectrometry newborn screening for inborn errors of
intermediary metabolism: abnormal profile interpretation. Curr Med
Chem. 2012;19(26):4511-22.

Repi¢ Lampret B, Remec ZI, Drole Torkar A, Zerjav Tansek M, Smon A,
Kora¢inV, etal. Expanded newborn screening program in Slovenia using
tandem mass spectrometry and confirmatory next generation sequencing
genetic testing. Zdr Varst. 2020;59(4):256-63.

Wright CF, FitzPatrick DR, Firth HV. Paediatric genomics: diagnosing
rare disease in children. Nat Rev Genet. 2018;19(5):253-68.

Lalonde E, Rentas S, Lin F, Dulik MC, Skraban CM, Spinner NB. Ge-

nomic diagnosis for pediatric disorders: revolution and evolution. Front
Pediatr. 2020;8:373.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

LABORATORIJSKA MEDICINA

Ezgu F. Inborn errors of metabolism. Adv Clin Chem. 2016;73:195-250.

Phipps WS, Jones PM, Patel K. Amino and organic acid analysis: essential

tools in the diagnosis of inborn errors of metabolism. Adv Clin Chem.

2019;92:59-103.

Valayannopoulos V, Poll-The BT. Diagnostic work-up in acute conditions

ofinborn errors of metabolism and storage diseases. Handb Clin Neurol.

2013;113:1553-62.
Dietzen DJ, Rinaldo P, Whitley R], Rhead W], Hannon WH, Garg UC

et al. National academy of clinical biochemistry laboratory medicine
practice guidelines: follow-up testing for metabolic disease identified
by expanded newborn screening using tandem mass spectrometry. Clin

Chem. 2009;55(9):1615-26.

Repi¢ Lampret B. Personalizirana stopenjska laboratorijska diagnostika
vrojenih bolezni presnove. Laboratorijska medicina. 2019;1:14-16.
Slavec L, Gersak K, Karas Kuzelicki N, TrebuSak Podkraj$ek K. Humane
genetske spremembe in njihovo dolo¢anje: trenutno stanje in obeti za

prihodnost. Slov Pediatr. 2020;27(4):163-71.

Lovrecic L, Peterlin B. Uporaba molekularne kariotipizacije v klini¢ni

genetiki. Zdrav Vestn. 2013;82(10):669-76.

Narayanan DL, Girisha KM. Genomic testing for diagnosis of genetic
disorders in children: chromosomal microarray and next-generation

sequencing. Indian Pediatr. 2020;57(6):549-54.

Adams DR, Eng CM. Next-generation sequencing to diagnose suspected
genetic disorders. N Engl ] Med. 2018;379(14):1353-62.

5

Yohe S, Thyagarajan B. Review of clinical next-generation sequencing.

Arch Pathol Lab Med. 2017;141(11):1544-57.

Lantos]D. Ethical and psychosocial issues in whole genome sequencing

(WGS) for newborns. Pediatrics. 2019;143(Suppl 1):S1-S5.

Trier C, Fournous G, Strand JM, Stray-Pedersen A, Pettersen RD, Rowe
AD. Next-generation sequencing of newborn screening genes: the accuracy

of short-read mapping. NPJ Genom Med. 2020;5:36.

33



