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POVZETEK

Laboratorijska medicina v pediatriji pokriva zelo široko 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 številne izzive. Pri pediatričnih 
pacientih spremembe v rezultatih laboratorijskih testov ne od-
ražajo samo bolezenskega stanja, ampak tudi spremembe v 
rasti in razvoju preiskovanca. V preglednem članku navaja-
mo najpogostejše izzive, s katerimi se srečujejo laboratorijski 
delavci in zdravniki pri laboratorijski diagnostiki v pediatri-
ji, od predanaliznih in analiznih dejavnikov do referenčnih 
vrednosti in preiskav, ki se izvajajo večinoma le v pediatrični 
diagnostiki. Pri laboratorijski diagnostiki v pediatriji je zato 
potreben poseben pristop, ki upošteva razlike pri odvzemu 
vzorcev, izvedbi laboratorijskih testov, interpretaciji le-teh in 
drugačno pojavnost nekaterih bolezni v primerjavi z odra-
slo populacijo. Kljub številnim izzivom laboratorijska medi-
cina v pediatriji pomembno prispeva k postavitvi diagnoze 
in s tem boljši obravnavi dojenčkov, otrok in mladostnikov. 
Za čim bolj kakovostno klinično obravnavo otrok pa je nujno 
tesno sodelovanje med laboratorijskim osebjem in zdravniki.

Ključne besede: laboratorijska medicina, pediatrija

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. 
It is 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. 

Key words: laboratory medicine, pediatrics
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UVOD
Laboratorijska diagnostika v pediatriji je postavljena pred 
številne izzive, saj obsega široko obdobje vse od rojstva do 
adolescence (1). Takoj po rojstvu se začne prilagajanje no-
vorojenčka na življenje izven maternice, kar vodi v spre-
membe številnih laboratorijskih parametrov. Večina or-
ganskih sistemov ob rojstvu je še v razvoju, kar lahko vodi v 
dihalno stisko (nerazvitost pljuč), motnje v ravnotežju vode 
in elektrolitov (nerazvitost ledvic) ter zlatenico (nerazvitost 
jeter). Zaradi krajše življenjske dobe eritrocitov, manjšega 
izločanja bilirubina v črevo in nepopolne jetrne funkcije 
(2) je pogost pojav v prvih dneh po rojstvu zlatenica zara-
di hiperbilirubinemije (3). Hitra rast v prvih letih življe-
nja in med puberteto se odraža v cikličnih spremembah 
označevalcev rasti skeletnega sistema, spolno dozoreva-
nje pa v velikih spremembah izločanja spolnih hormonov, 
kar vodi v razvoj sekundarnih spolnih znakov in nenaza-
dnje v odraslost (3). Spremembe v rezultatih laboratorij-

skih preiskav, za razliko od odrasle populacije, torej niso 
le posledica patoloških procesov, ampak tudi intenzivne-
ga razvoja in rasti. Zato je interpretacija rezultatov obi-
čajno zahtevnejša in terja določeno mero izkušenj. Poleg 
tega poseben izziv predstavljajo bolezni, ki se pojavljajo 
večinoma ali izključno samo v pediatrični populaciji, npr. 
genetske, imunske, infekcijske in endokrinološke bolezni 
(1). Laboratorijska diagnostika teh bolezni zahteva neka-
tere specifične metodološke pristope, ki se zato bolj pogos-
to uporabljajo v pediatričnih laboratorijih. Nič manj zah-
tevni nista tudi predanalizna in analizna faza, v katerih 
se pojavljajo nekatere unikatne težave, ki pri odraslih niso 
prisotne (1, 4). Pregled nekaterih najpomembnejših izzivov 
pediatrične laboratorijske diagnostike je zbran v Tabeli 1. 
Podrobneje so opisani v nadaljevanju, skupaj s pristopi za 
učinkovito soočanje z njimi.

Tabela 1: Izzivi v laboratorijski medicini v pediatriji
Table 1: Challenges in pediatrics laboratory medicine

Odvzem vzorca Postavitev meril za odvzem najmanjšega možnega volumna vzorca in uporaba ustreznih 
vsebnikov/zbirnikov. Ustrezno usposobljeno osebje za čim manj boleč in stresen odvzem.

Majhen volumen vzorca Uporaba analizatorjev, ki potrebujejo za analizo čim manjši volumen vzorca in imajo 
majhen mrtvi volumen.

Referenčne vrednosti
Kjer je le mogoče, uporaba referenčnih vrednosti glede na starost. Uporaba podatkovnih 
baz za postavitev referenčnih vrednosti. Predvsem pri nedonošenčkih je interpretacija 
rezultatov še posebno zahtevna, zato so potrebne ustrezne izkušnje.

Specifične in redke bolezni  
v pediatriji

Vpeljava metod za diagnosticiranje bolezenskih stanj, ki se pojavljajo predvsem v 
pediatrični populaciji in postavitev diagnostičnih algoritmov.

Sodelovanje Komunikacija med laboratorijskim osebjem in zdravniki je ključna za identifikacijo možnih 
dejavnikov, ki vplivajo na rezultat laboratorijskega testa in pravilno interpretacijo rezultatov.

angle-double-right
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PREDANALIZNI DEJAVNIKI
Dva od najpomembnejših predanaliznih dejavnikov v pe-
diatrični laboratorijski diagnostiki sta starost pacienta in 
odvzem vzorca (1). V primerjavi z odraslo populacijo je 
odvzem vzorcev običajno zahtevnejši. Izbira mesta odvze-
ma krvi je odvisna od starosti pacienta, potrebnega volu-
mna vzorca ter vrste laboratorijskega testa. Za odvzeme 
krvi pri dojenčkih in otrocih je potrebna posebna usposo-
bljenost, da je odvzem čim manj boleč in se tako prepreči 
morebitne poškodbe (5). 

Kapilarna kri je primeren vzorec le za omejeno število pre-
iskav zaradi majhnega volumna ter možne kontaminaci-
je s celično in medcelično tekočino (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, povprečnega volumna eritrocitov (MCV), 
povprečnega volumna trombocitov (MPV), parcialnega 
tlaka kisika (pO2) in nasičenosti krvi s kisikom (sO2) viš-
je, vrednosti kalcija, kalija, natrija, celokupnih proteinov, 
parcialnega tlaka ogljikovega dioksida (pCO2), trombo-
citov in povprečne koncentracije hemoglobina v eritroci-
tih (MCHC) pa nižje v kapilarni krvi v primerjavi z ven-
sko (6). Čeprav se omenjene vrednosti značilno razlikujejo 
med vensko in kapilarno krvjo, običajno niso klinično po-
membne, saj so manjše od 5 %. Vseeno je pri podajanju 
rezultatov iz kapilarne krvi potrebna pazljivost, saj so re-
ferenčne vrednosti večinoma podane za meritve v venski 
krvi. Na izvidu je zato treba označiti, da gre za meritve 
v kapilarni krvi. Če 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 teže pacienta. Pri dojenčkih do šestega me-
seca starosti in teže od 3 do 10 kg je najprimernejše mes-
to odvzema kapilarne krvi medialni oz. lateralni del pete, 
pri dojenčkih, starih več kot šest mesecev in s težo nad 10 
kg pa je mesto odvzema prst na roki (sredinec ali prstanec) 
(5). V Sloveniji so ta priporočila zbrana v knjižici Priporo-
čeni postopek za odvzem kapilarne krvi, ki jo je izdalo Slo-
vensko združenje za klinično 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 namreč zgodi, da 
je celotni odvzeti volumen krvi glede na naročeno število 
preiskav večji od potrebnega (7). Oblikovanje priporočil 

za odvzem optimalnega volumna krvi, v katerih je poleg 
starosti in teže pacienta upoštevano tudi število naročenih 
testov ter morebitne ponovitve meritev in redčitve, je zato 
izjemno pomembno (4). Pri dojenčkih in majhnih otrocih, 
še posebej kritično bolnih, lahko prevelik volumen odvze-
te krvi namreč vodi do iatrogene anemije (8), zaradi česar 
je lahko potrebna tudi transfuzija krvi (3). Največji dovo-
ljeni volumen odvzete krvi je odvisen od celotnega volu-
mna krvi preiskovanca. Pri dojenčkih do dveh mesecev je 
največji dovoljeni odvzeti volumen na dan do 3 % celot-
nega volumna krvi, pri dojenčkih, starejših od dveh me-
secev pa ne več kot 10 % (9). Priporočila veljajo za zdrave 
otroke, pri bolnih je največji dovoljeni volumen še manjši. 
Za odvzem manjših volumnov krvi se običajno uporablja-
jo mikroepruvete namesto standardnih za odvzem pri od-
raslih. S tem se izognemo nepopolnemu polnjenju in ne-
ustreznemu razmerju med krvjo in antikoagulantom, kar 
lahko vodi v napačne rezultate analiz (npr. pri testih str-
jevanja krvi), hemolizo ali spremenjeno morfologijo ce-
lic (4). Ker imajo dojenčki in otroci manjši premer ven, za 
odvzem uporabljamo tanjše igle, kar lahko vodi v hemo-
lizo in  lažno hiperkaliemijo (3). Zaradi majhnega volu-
mna odvzetega vzorca je zelo pomembno, da preprečimo 
izhlapevanje pred samo analizo, saj lahko že majhne ko-
ličine izhlapele tekočine vodijo v velike spremembe v kon-
centraciji analita. Pri volumnu seruma 2 mL se koncen-
tracija v štirih urah zaradi izhlapevanja poveča za 10 %, 
medtem ko je pri volumnu 0,5 mL povečanje koncentra-
cije kar 50 % (10). 

Pri dojenčkih in majhnih otrocih, ki še ne morejo nadzoro-
vano urinirati, je težaven tudi odvzem urina. Za odvzem 
uporabljamo posebne plastične vrečke s hipoalergenim ad-
hezivnim sredstvom, ki naj jih, če je le mogoče, namesti 
zdravstveni delavec, in sicer na dobro očiščeno in osuše-
no področje presredka okoli izvodil. Pri deklicah moramo 
biti previdni, da območje rektuma ostane zunaj odprtine, 
pri fantkih pa vrečko nataknemo na penis ter prilepimo 
na presredek. Sterilne plastične vrečke naj bodo prileplje-
ne največ eno uro, ker se po tem času močno poveča mož-
nost kontaminacije. Morebitno uriniranje preverjamo na 
15 minut, po uriniranju vrečko čim prej odstranimo in 
vzorec prelijemo v urinski lonček (11).
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ANALIZNI DEJAVNIKI
Največjo omejitev pri analiziranju pediatričnih vzorcev 
pogosto predstavlja majhen volumen razpoložljivega vzor-
ca (4). To zahteva uporabo prilagojenih instrumentov, ki 
za izvedbo analize potrebujejo majhen volumen vzorca in 
imajo čim manjši mrtvi volumen. Prvo zahtevo analiza-
torji dandanes večinoma izpolnjujejo, saj so potrebni vo-
lumni za analizo običajno zelo majhni. Večji potrebni vo-
lumen in s tem težavo predstavlja mrtvi volumen. Mrtvi 
volumen je volumen, ki je potreben za normalno delovanje 
instrumenta oz. volumen, pod katerim pipetiranje ni mo-
goče. Zavedati se je treba, da je velikost mrtvega volum-
na odvisna tudi od uporabljenih epruvet. Zaželeno je tudi, 
da je metoda, ki se uporablja za analizo pediatričnih vzor-
cev, čim manj občutljiva na hemolizo in hiperbilirubine-
mijo, ki sta pogosti interferenci pri pediatričnih vzorcih (1).

Če je le mogoče, je v pediatriji bolj priporočljiva upora-
ba polne krvi kot seruma ali plazme. Hematokrit namreč 
vpliva na količino seruma v vzorcu. Večji kot je hematokrit, 

večji volumen vzorca je potreben za pridobitev zadostne-
ga volumna seruma. To je še posebej pomembno pri nedo-
nošenčkih in novorojenčkih, ki imajo tudi do 70 % hema-
tokrita, medtem ko je vrednost hematokrita pri starejših 
otrocih in odraslih pod 50 %. Tudi plazma predstavlja le 
okoli 40–60 % polne krvi (3, 4).

Zaradi majhnega razpoložljivega volumna vzorca v pedi-
atrični laboratorijski diagnostiki vedno večjo veljavo pri-
dobiva tudi testiranje ob preiskovancu (POCT, angl. Po-
int of Care Testing) (1). Poleg tega je prednost POCT tudi, 
da predpriprava vzorcev običajno ni potrebna, in da so re-
zultati analiz hitro dostopni, kar je še posebej pomembno 
pri kritično bolnih pediatričnih pacientih (4, 12). Takoj-
šen rezultat pri uporabi testov POCT, ki vpliva na potek 
zdravljenja, je tudi glavni razlog za njihovo uporabo. Ker 
POCT testiranje izvaja večinoma nelaboratorijsko osebje, 
morajo biti testi enostavni za uporabo in robustni, da na 
rezultat vpliva čim manj zunanjih motenj in vplivov (12). 

REFERENČNE VREDNOSTI
Interpretacija rezultatov, skladna s starostjo pacienta, je pri 
pediatrični populaciji ključnega pomena, saj uporaba na-
pačnih referenčnih intervalov vodi v napačno ali poznejšo 
postavitev diagnoze, neoptimalno zdravljenje in povečanje 
stroškov zaradi nepotrebnih dodatnih preiskav. Za večino 
analitov referenčne vrednosti za odrasle niso primerne za 
uporabo v pediatrični populaciji (13). Referenčne vrednos-
ti morajo namreč upoštevati rast in razvoj organizma, vse-
eno pa sama kronološka starost ni vedno najboljša osnova 
za interpretacijo rezultatov (1, 14), saj na interpretacijo vpli-
vajo tudi številni dejavniki, kot so prezgodnje dozorevanje, 
spremembe v puberteti in nedonošenost (1), ki jih je treba 
upoštevati. Poleg tega je določitev posameznih podskupin 
referenčnih intervalov pogosto težavna, zato so skupine (npr. 
glede na starost) pogosto arbitrarno določene (4, 14). Tako 
se lahko zgodi, da po rojstnem dnevu pacient pade v dru-
go referenčno skupino in vrednosti, ki so bile prej patološke, 
postanejo normalne ali obratno. Najbolj težavno skupino pri 
postavitvi referenčnih vrednosti predstavljajo nedonošenč-
ki, pri katerih za postavitev referenčnih vrednosti še vedno 
največkrat uporabljamo obstoječe podatke iz laboratorijske-
ga informacijskega sistema (13). Sodelovanje z zdravniki in 

opredelitev skladnosti interpretacije rezultatov s klinično 
sliko sta zato ključnega pomena.

Poseben izziv predstavlja tudi sama postavitev referenčnih 
intervalov za pediatrično populacijo, saj je odvzem vzor-
cev zdravim nedonošenčkom, dojenčkom in otrokom etič-
no sporen (1). Kljub temu je bil v zadnjem desetletju nare-
jen velik napredek pri postavitvi referenčnih vrednosti za 
pediatrično populacijo, saj je bilo izpeljanih več prospek-
tivnih in retrospektivnih študij. Med največje spadajo ka-
nadski projekt CALIPER (Canadian Laboratory Initiative 
on Pediatric Reference Intervals) (15), skandinavski pro-
jekt NORICHILD (16), nemški projekt KiGGS (the Ger-
man Health Interview and Examination Survey for Chil-
dren and Adolescents) (17) in ameriški projekt NCS (the 
National Children’s Study) (18). Te študije so izjemnega 
pomena, saj omogočajo laboratorijem, da pridobljene re-
ferenčne vrednosti prenesejo v svoj laboratorij. Postavitev 
referenčnih vrednosti je namreč drag in dolgotrajen po-
stopek. Pri prenosu referenčnih vrednosti predpostavlja-
mo, da so bile prvotne referenčne vrednosti pridobljene z 
ustrezno izvedeno preiskavo, pri samem prenosu pa je tre- angle-double-right
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ba upoštevati, katera metoda je bila uporabljena za dolo-
čitev referenčnih vrednosti, in da sta populaciji pacientov 
primerljivi. Če ta dva pogoja nista izpolnjena, prenos ni 
smiseln. Pomembno je, da laboratorij prenesene referenč-
ne vrednosti testira na manjši skupini referenčnih posame-

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

BOLEZNI V PEDIATRIČNI POPULACIJI
Pri zdravih novorojencih laboratorijska diagnostika obi-
čajno ni potrebna, velik pomen ima le presejala diagno-
stika, s katero prepoznamo bolezenska stanja, ki bi lahko 
negativno vplivala na nadaljnji razvoj ali celo povzroči-
la prezgodnjo smrt. Presejalna testiranja uporabljamo za 
bolezni, pri katerih lahko z zgodnjo diagnostiko njihov 
razvoj preprečimo ali upočasnimo, v nekaterih primerih 
le z uvedbo ustrezne diete (3). Za presejalna testiranja se 
uporabljajo visoko občutljivi testi, s tem pa je zagotovljeno, 
da je število lažno negativnih rezultatov čim manjše. Vse 
pozitivne rezultate namreč nato potrdimo z bolj specifič-
nimi testi, da izločimo lažno pozitivne (21). V Sloveniji se 
je leta 2018, poleg fenilketonurije in kongenitalnega hipo-
tiroidizma, testiranje razširilo na dodatnih 17 prirojenih 
presnovnih bolezni (22). 

Številna bolezenska stanja se pojavljajo pretežno oz. iz-
ključno v pediatrični populaciji. Mednje sodijo genetske, 
endokrinološke, imunske in nalezljive bolezni (1, 3, 4). Zato 
se številne laboratorijske preiskave, ki so usmerjene v dia-
gnostiko teh bolezni, pri pediatričnih pacientih pogosteje 
izvajajo kot pri ostalih preiskovancih. Ustrezna izbira te-
stov, ki jih izvaja laboratorij, je ključnega pomena za od-
krivanje teh bolezni, skupaj s postavitvijo diagnostičnih 
algoritmov. Izbira analizne metode je večstopenjski pro-
ces, ki je med drugim odvisen od namena analize, klinič-
ne slike preiskovanca, molekularnih mehanizmov ter raz-
položljivega časa in finančnih sredstev (23, 24). V zadnjih 
letih je prišlo do velikega napredka biokemičnih in genet-
skih metod za diagnostiko bolezni. Pri biokemični anali-
zi sta postali ključni tehniki tandemske masne spektrome-
trije in plinske kromatografije, medtem ko sta pri genetski 
analizi pomembni predvsem molekularna kariotipizacija 
in sekvenciranje naslednje generacije (NGS) (25). 

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 
sodelujočih molekul presnovnih poti, predvsem encimov. 
To vodi v kopičenje presnovkov in njihovih stranskih pro-
duktov, ki lahko zaradi svoje toksičnosti vplivajo na nor-
malno delovanje celic (26). Medtem ko se nekatere izmed 
njih izrazijo že kmalu po rojstvu, se predvsem pri pacien-
tih z višjo preostalo encimsko aktivnostjo lahko izrazijo 
tudi kasneje v otroštvu ali adolescenci, največkrat zaradi 
prisotnosti različnih sprožilnih dejavnikov, kot so okužbe, 
povišana 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 maščobnih ki-
slin, diagnosticiramo z določanjem acilkarnitinov, amino-
kislin in organskih kislin v različnih bioloških tekočinah 
in tkivih (28). V nekaterih primerih je za postavitev dia-
gnoze potreben odvzem med akutno fazo bolezni, saj je le 
takrat raven presnovkov značilno zvišana (29).

Tandemska masna spektrometrija (MS/MS) omogoča hit-
ro ter tako kvalitativno kot kvantitativno določanje acil-
karnitinov in aminokislin (25). Priporočeni vzorec je plaz-
ma, saj v primerjavi s serumom omogoča hitrejšo obdelavo, 
možno pa je tudi določanje presnovkov iz krvnih madežev, 
izluženih (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 čimer se odstranijo intaktni pro-
teini, in derivatizacija, ki izboljša ionizacijo in analitsko 
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specifičnost. Pri bolj občutljivih analizatorjih derivatiza-
cija ni potrebna (26, 28). Sledi ločitev presnovkov in nji-
hovih stabilnih izotopsko označenih internih standardov 
s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). Pri 
presejalnem testiranju novorojencev se ločba s HPLC ne 
izvaja, kar pripomore h krajšemu času analize. Pred vsto-
pom v masni spektrometer v ionizatorju poteče ionizaci-
ja. V prvem masnem analizatorju se ioni ločijo na osnovi 
njihovega razmerja med maso in nabojem (m/z). Po fra-
gmentaciji z inertnim plinom v kolizijski celici sledi po-
novna ločitev glede na m/z v drugem masnem analizator-
ju, ki ji sledi detekcija (29). 

Organske kisline se določajo s plinsko kromatografijo, sklo-
pljeno z masnim detektorjem (GS-MS), ki omogoča robu-
stno in ponovljivo analizo v kratkem času (26). Najprimer-
nejši vzorec je običajno 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). Ločevanje temelji na 
osnovi njihove velikosti in hlapnosti z uporabo kolone, ki 
vsebuje plinsko mobilno in tekočo stacionarno fazo. Mo-
bilna faza omogoča premikanje hlapnih komponent, ki 
se zadržujejo v stacionarni fazi, skozi kolono. Po ionizaci-
ji v ionskem izvoru masni detektor posname masni spek-
ter posamezne komponente. Za identifikacijo je potrebna 
primerjava masnih spektrov s spektri, dostopnimi v knji-
žnicah (29). GC-MS ni primeren za analizo termolabilnih 
aminokislin, kot so cistein, citrulin in tavrin, omogoča pa 
določitev velikega števila analitov z visoko resolucijo, ob-
čutljivostjo in specifičnostjo, kot tudi identifikacijo nezna-
nih presnovkov s pomočjo obsežnih knjižnic (26). 

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

Obseg genetskega testiranja je izjemno širok, saj lahko dolo-
čamo spremembe v številu 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 številu kopij (angl. 
copy number variations, CNV), ki vključujejo tako spre-
membe v številu kopij posameznega gena kot tudi kratke 
insercije, delecije in duplikacije) (24, 30). V preteklosti so za 

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 
mikromreže ali komparativna hibridizacija z uporabo mi-
kromrež) in sekvenciranju naslednje generacije (NGS) (24), 
ki so pomembno prispevale k izboljšani diagnostiki kom-
pleksnih genetskih bolezni tudi pri pediatričnih pacientih. 

Molekularna kariotipizacija temelji na metodi primerjal-
ne genomske hibridizacije z uporabo mikromrež (aCGH) 
in molekul DNA, označenih z različnimi barvili. Po veza-
vi na kratka zaporedja DNA, imobilizirana na stekelcu, se 
zazna razliko v jakosti signala med preiskovančevo in refe-
renčno DNA (31). Metoda ima v primerjavi s kariotipizacijo 
kar nekaj prednosti: ni potrebe po delečih se celicah, omo-
goča objektivnejšo interpretacijo rezultatov in predvsem ima 
boljšo občutljivost, saj lahko zazna CNV v velikosti 10–20 
kb. Njene slabosti pa so, da ne zazna uravnoteženih translo-
kacij, ki ne spremenijo CNV, in točkovnih genetskih spre-
memb, delecij ali duplikacij na ravni posameznega gena. Ve-
liko težavo predstavljajo tudi CNV neznanega pomena, saj 
vse CNV in njihova patogenost še niso znane (31, 32). Mo-
lekularna kariotipizacija se uporablja predvsem za prepo-
znavanje prirojenih kompleksnejših večorganskih 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 klinične laboratorije zaradi možnosti ana-
liziranja več genov ali genskih regij hkrati (33). Po obsegu 
delimo NGS na tri skupine (32). Najbolj usmerjeno sekven-
ciranje je z analizo izbranega panela genov. To so geni, ki 
so nedvoumno povezani z določenim kliničnim fenotipom. 
Število genov na panelih se zelo razlikuje glede na specifi-
čen fenotip, ki ga opredeljujemo. Tako so pri panelu za ugo-
tavljanje družinske hiperholesterolemije običajno prisotni le 
4 geni, pri zmanjšani intelektualni sposobnosti brez pridru-
ženih patognomoničnih značilnosti pa več kot 1000 genov 
(32). Bolj obsežna 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-
čamo vse gene v kodirajočih regijah, pri tem je lahko ana-
liza omejena na gene, ki so znano povezani z boleznimi pri 
človeku (klinični eksom ali Mendeliom). Sekvenciranje ce-
lotnega genoma pa ni usmerjeno in vsebuje tako kodirajo-
če regije, kot tudi intronska in intergenska področja. Pred- angle-double-right
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nosti in slabosti posameznega sekvenciranja so povezane z 
obsegom preiskave. Tarčno sekvenciranje omogoča globlje 
sekvenciranje tarčnih regij, poleg tega je povezano z nižjimi 
stroški, v primeru, da so tarčni geni maloštevilni. Na drugi 
strani pa s tarčnim sekvenciranjem ne moremo odkriti no-
vih genov, povezanih s fenotipom, kar je prednost sekven-
ciranja eksonov in celotnega genoma. Sekvenciranje ekso-
nov in celotnega genoma je povezano z višjimi stroški (32). 
NGS ima še nekaj pomanjkljivosti. Analitska občutljivost 
NGS za detekcijo SNP je 5–10 %, kar je dovolj visoka ob-
čutljivost za zaznavanje večino podedovanih bolezni, razen 
nizke ravni mozaicizma. Sekvenciranje nekaterih regij, kot 
so homologne, ponavljajoče in GC-bogate regije je težavno, 
saj zaradi podobnosti med njimi razlikovanje ni možno, še 
predvsem pri sekvenciranju krajših odsekov. Interpretaci-
ja je zaradi ogromnega števila podatkov izjemno zahtevna, 
saj pomen variant v intronskih in regijah, ki se ne prepisuje-
jo, pogosto ni znan. Zahtevna pa je tudi interpretacija red-

kih oz. novih genetskih sprememb. Izjemnega pomena so 
zato podatkovne baze in tudi članki, ki opisujejo posame-
zne variante in njihovo povezavo s fenotipom. Kljub vsemu 
se še vedno zgodi, da varianti ni mogoče pripisati pomena. 
Nenazadnje, NGS ni vedno najprimernejši pristop za de-
tekcijo strukturnih preureditev in CNV-jev (34). Trenutno 
se NGS uporablja za genetsko opredelitev vzroka različ-
nih genetskih bolezni in je ključen del diagnostične obrav-
nave, ki pogosto omogoča opustitev bolj invazivnih metod, 
kot sta biopsija jeter in lumbalna punkcija, ki sta bili včasih 
ključni za diagnozo bolezni, pri katerih so prisotne nepra-
vilnosti jetrnih encimov ali nevrotransmiterjev. Na podro-
čju presejanja novorojencev za prirojene bolezni presnove 
se NGS večinoma uporablja kot potrditvena tehnika (22). 
Razvoj je usmerjen proti možnostim uporabe NGS kot pri-
marnega metodološkega pristopa v presejanju novorojencev, 
za kar pa trenutno obstajajo še nekateri etični in metodo-
loški zadržki (35, 36). 

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

tov ter oblikovanju protokolov diagnostike bolezenskega 
stanja in spremljanja zdravljenja. Tehnološki razvoj je v 
zadnjih letih omogočil velik napredek pri lažjem analizi-
ranju vzorcev predvsem z vidika majhnih volumnov. Kljub 
temu veliko izzivov ostaja, predvsem na področju preda-
nalitike in interpretacije rezultatov (4).
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