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Resumé

Introduktion: Forméalet med studiet var at sammenligne antallet
og typen af kromosomfejl pavist med henholdsvis subtelomer-
fluorescens in situ-hybridisering (FISH) og hgjoplgsnings kompa-
rativ genomisk hybridisering (HR-CGH) hos mentalt retarderede og
dysmorfe patienter med normal karyotype.

Materiale og metode: | alt 94 patienter blev undersggt med begge
metoder, mens yderligere 330 patienter blev undersggt med HR-
CGH alene. Paviste kromosomfejl blev bekraeftet med en anden
teknik og deres oprindelse blev undersggt.

Resultater: Der blev fundet i alt ni kromosomfejl med béde HR-
CGH og subtelomer FISH. Otte blev fundet med HR-CGH, tre med
subtelomer FISH og to med begge teknikker. Hos i alt 424 patien-
ter blev der med HR-CGH fundet 51 kromosomfejl (12%). De fle-
ste kromosomfejl var sma interstitielle deletioner, som ikke kan
pavises ved screening med andre cytogenetiske teknikker.
Diskussion: HR-CGH-analyse anbefales til undersggelse af men-
talt retarderede og dysmorfe patienter med normal karyotype og
ber anvendes fer subtelomer-FISH-undersggelse, idet det diagno-
stiske udbytte er starst ved fgrstnaevnte metode. | familieere til-
feelde, hvor risikoen for translokationer er stor, bagr subtelomer-
FISH derimod anvendes far HR-CGH, da farstnzaevnte teknik har
den starste falsomhed for undersggelse af kromosomernes termi-
nale regioner.

Mental retardering er en hyppig lidelse, og arsagen er ukendt i
ca. halvdelen af tilfzeldene.

Imidlertid har de senere ars anvendelse af molekylzr cyto-
genetik vist, at submikroskopiske kromosomfejl kan vere for-
bundet med mental retardering [1]. I de fleste undersogelser
har man anvendt teknikker, hvor kromosomernes subtelo-
meromrader screenes for kromosomfejl, idet disse omrader
indeholder mange gener og ofte er involverede i kromosom-
rearrangementer [2-10]. Det er imidlertid ogsa velkendt, at in-
terstitielle kromosomfejl kan vzre drsag til mental retarde-
ring.

Hojoplesningskomparativ genomisk hybridisering (HR-
CGH) er en teknik til screening af hele genomet. Vi har tidli-
gere anvendt metoden til undersogelse af mentalt retarderede

og dysmorfe patienter med normal konventionel karyotype
[11, 12]. Ved hjzlp af dynamiske standardreferenceintervaller
i stedet for faste greenser [13] giver HR-CGH en tre gange
hojere folsomhed end konventionel CGH [14]. Den forbed-
rede CGH-teknik viste sig at vaere velegnet til undersogelse af
denne type patienter, idet kromosomfejl blev péavist hos 11%
[12]. De fleste af disse kromosomfejl var interstitielle.

Det har tvivlsom veerdi at sammenligne disse resultater
med resultater fra tilsvarende subtelomerundersogelser, idet
detektionsraten er steerkt athaengig af den strategi, der anven-
des ved udvelgelse af patienter. Screening af subtelomerom-
rader med FISH-prober kan foretages med stor felsomhed,
men er begrenset til kromosomernes terminale dele. I mod-
sztning hertil opnds med HR-CGH en screening af hele
genomet, om end med ringere folsomhed. Med henblik pa at
afgore, 1 hvilken grad de to teknikker kan bidrage til at afslere
submikroskopiske kromosomfejl hos mentalt retarderede og
dysmorfe patienter med normal konventionel karyotype,
gennemforte vi en prospektiv undersogelse af 94 patienter.
Alle patienter fik foretaget bade subtelomer-FISH og HR-
CGH-analyse i en blindet undersogelse. Resultaterne viste, at
der med HR-CGH kunne afslores flest kromosomfejl, og at de
fleste kromosomfejl var interstitielle. I denne artikel fremlaeg-
ges der endvidere resultater af endnu 330 HR-CGH-analyser
foretaget pa samme indikation som i den prospektive under-
sogelse. Resultaterne viser, at HR-CGH-undersogelse ber til-
bydes for subtelomer-FISH-undersogelse, idet anvendelse af
den forstnzevnte teknik giver storst diagnostisk udbytte. Und-
taget herfra kunne vere patienter, hvor der er andre berorte
familiemedlemmer. Sandsynligheden for, at en translokation
er involveret i sdidanne tilfzelde er stor, og med subtelomer-
FISH undersoges kromosomernes terminale dele med storre
folsomhed, end de gor med HR-CGH.

Materiale og metoder

I alt 94 patienter blev undersogt med bide HR-CGH (Rigs-
hospitalet) og subtelomer-FISH (Arhus Universitetshospital)

i en prospektiv undersogelse. Indgangskriterier: 1) alder: 0-10
ar, 2) normal graviditet og fodsel, 3) klinisk billede: psykomo-
torisk retardering og kromosomstigmata defineret som et eller
flere af folgende: vaekstretardering, dysmorfe treek, indre mis-
dannelser, eksempelvis af hjerte, nyrer eller CNS, 4) normale
forhold ved kromosomundersogelse, 5) skriftligt tilsagn fra
foreldre om deltagelse efter information. Udelukkelseskrite-
rier: fastsldet ikkekromosomal diagnose. Alle patienter var
henvist fra berneafdelinger i Danmark. Prover blev modtaget
som blodprever eller oprenset DNA. Der blev ikke udvekslet
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Tabel 1. Kromosomfejl pavist
hos 94 mentalt retarderede og
dysmorfe patienter ved anven-

Efterfglgende bekraeftet med

delse af HR-CGH og subtelo- HﬂijlﬂSn.ingS- . ey

mer-FISH. komparativ genomisk  Subtelomerer fluorescens polymerase- Parental
Patient nr. hybridisering in situ-hybridisering (FISH) G-band FISH  keedereaktion oprindelse
Duplikationer
1 enh(1921g21) Ja De novo
2 enh(5q13q15) Ja De novo
Deletioner
3 dim(3923923) Ja De novo
4 dim(3925926) Ja De novo
5 dim(10925q25) Ja De novo
6 dim(17p11p12) Ja Ja De novo
7 dim(22gq13—qte) del(22)(gtel)(D22S1726x1) Ja De novo
8 del(22)(qtel)(D22S1726x1) ja De novo
Translokationer
9 enh(7p22—pter) del(4)(ptel)(D4S3360x1) Ja De novo

dup(7)(ptel)(G3141x3)

Dim: reduceret fluorescensratiointensitet ~ deletion. Enh: forgget fluorescensratiointensitet ~ duplikation.

resultater mellem laboratorierne i Kebenhavn og Arhus, for
alle resultater forela.

De ovrige 330 mentalt retarderede og dysmorfe patienter,
der er beskrevet i denne oversigt, blev henvist til Rigshospita-
let til rutine HR-CGH-analyse.

HR-CGH
Princippet for HR-CGH har veret beskrevet tidligere [15].

Fremgangsmade

CGH blev udfert som tidligere beskrevet [13]. Kort fortalt
blev patient-DNA og normalt reference-DNA maerket med
henholdsvis FITC-2-dUTP og Texas Red-5-dUTP (Dupont,
Boston, MA, USA). I alt 400-800 ng af hvert merket DNA og
20-30 pg Cotl-DNA blev hybridiseret til normale metafase-
kromosomer. Preparaterne blev hybridiseret i 3-4 dage, va-
sket og farvet med 4,6-diamidino-2-phenylindol. CGH-bille-
der blev optaget via en CytoVision-computer (Applied Imag-
ing Corporation, Newcastle, UK) forbundet med et DM RBE-
fluorescensmikroskop (Leica, Heerbrugg, Schweiz) og siden
overfort til og analyseret pd et Magiscan billedanalysesystem
(Applied Imaging Corporation, Newcastle, UK) eller direkte
pa CytoVision®. For hver patient blev ti metafaser analyseret.
Ratioprofiler blev evalueret pa grundlag af 99,5% dynamiske
standardreferenceintervaller [13]. Reference-DNA til CGH-
analyse stammede fra perifert blod fra karyotypisk normale
mend og kvinder. Hojmolekylzrt genomisk DNA blev op-
renset pa Qiagen Genomic Tip Sejle (Qiagen, Hilden, Tysk-
land) eller med Puregene DNA-isolationskit (Puregene, Gen-
tra Systems; Minneapolis, USA).

Subtelomer-fluorescens in situ-hybridisering

Fluorescens in situ-hybridisering-undersegelse af alle 41 subte-
lomerregioner blev udfert i et trin ved anvendelse af Chromo-
probe Multiprobe T-system ifelge fabrikantens instruktion

(Cytocell, Oxford, UK). Billeder af hybridiserede metafaser
blev optaget med et Photometrics Sensus CCD kamera og
analyseret med IPLab Spectrum software (Scanalytics Inc.,
Fairfax, USA). Mindst tre metafaser blev undersogt for hvert
kromosom. I praver med positivt resultat blev der lavet sepa-
rat FISH-analyse for den mistzenkte region med samme probe
enten pa et nyt Multiprobe-T-system przparat eller med
Aquarius telomer-specifikke prober (Cytocell, Oxford, UK).

Resultater
I den prospektive undersegelse blev 94 mentalt retarderede
og/eller dysmorfe patienter med normal konventionel karyo-
type undersogt med bade subtelomer-FISH og HR-CGH.
Som det fremgér af Tabel 1, blev der fundet ni kromosomfejl;
tre med subtelomer FISH, otte med HR-CGH og to med
begge teknikker. Figur 1 viser kromosomfejl fundet ved HR-
CGH i den prospektive undersogelse samt i yderligere 330 ru-
tine-HR-CGH-analyser foretaget pa samme indikation. [ alt
blev der fundet kromosomfejl hos 51 ud af 424 patienter
(12%). Halvtreds kromosomfejl var strukturelle. Af disse var ni
duplikationer, 34 deletioner og syv translokationer. Fireog-
tredive kromosomofejl var interstitielle, mens 16 var terminale.
P4 ner et enkelt tilfzelde hvor yderligere provemateriale
ikke var tilgeengeligt, kunne alle kromosomfejl bekreftes med
en anden teknik. Forzldre til patienter med kromosomfejl
blev undersogt med HR-CGH, FISH eller kvantitiativ polyme-
rasekadereaktion, hvis prevemateriale var tilgeengeligt.
I fire tilfzelde havde en forzlder en balanceret translokation,
og i seks tilfzelde havde en forelder en kromosomfejl svarende
til barnets. For fire patienter var provemateriale fra den ene
eller begge foreldre ikke tilgzengeligt, mens kromosomfejlene
for resten af patienternes vedkommende var nyopstaede.

Diskussion
I de senere ar har forbedringer af molekylar-cytogenetiske
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Figur 1. Enoghalvtreds kromosomfejl pavist hos 424 mentalt retarderede og
dysmorfe patienter ved anvendelse af hgjoplgsningskomparativ genomisk hybridi-
sering (HR-CGH). Duplikationer og deletioner er vist som sorte streger pa hen-
holdsvis hgjre og venstre side af de 4,6-diamidino-2-phenylindol-farvede kromo-
somer. Af tekniske arsager er stregernes leengde sterre end den reelle storrelse af
kromosomfejlene.

teknikker tilvejebragt bevis for, at submikroskopiske kromo-
somfejl er en vaesentligt arsag til mental retardering. Eftersom
man ikke med nogen af de teknikker, der er til radighed til at
pavise sidanne kromosomfejl, kan screene hele genomet med
meget hoj felsomhed, er det vigtigt at opklare, hvilke under-
sogelser der vil vaere mest udbytterige for en bestemt type
patienter.

I nzervaerende undersogelse har vi derfor sammenlignet an-
vendelse af subtelomer-FISH og HR-CGH til udredning af
mentalt retarderede og dysmorfe patienter med normal kon-
ventionel karyotype. Ved anvendelse af begge teknikker blev
der i alt fundet ni kromosomfejl blandt 94 patienter. Kun en
kromosomfejl blev udelukkende pavist ved subtelomer-FISH,
mens seks blev pavist ved HR-CGH alene. De to teknikker
komplementerede sdledes hinanden, men resultaterne peger
pa, at HR-CGH ber tilbydes for subtelomer-FISH. Undtaget
herfra kunne vere patienter, der har andre mentalt retarde-
rede i familien. Translokationer indgar ofte i sidanne tilfzlde,
og med FISH-metoden vil man kunne pavise flere af disse end
med HR-CGH pga. forstnevnte metodes storre folsomhed.

Vi har med HR-CGH undersogt yderligere 330 mentalt re-
tarderede og dysmorfe patienter med normal konventionel
karyotype. Hos de i alt 424 patienter blev der fundet 51 kro-
mosomfejl (12%). En detektionsrate pa 12% synes at vaere gan-
ske hoj, specielt i betragtning af, at nogle af patienterne kun
var retarderede i mild grad, og nogle havde ingen eller meget
lette dysmorfe traek. Detektionsraten er dog ogsa i nogen grad
atheengig af kvaliteten af de forudgadende G-bandsanalyser.
Tilsvarende resultater er fundet i et mindre studie [16], hvor
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der med HR-CGH blev fundet fem kromosomfejl hos 50 pa-
tienter med tilsvarende klinisk billede.

For nogle af de kromosomfejl, der blev pavist, er det uvist,
om de er patogene. Dette kan forst afklares, nir de pagel-
dende kromosomregioner er blevet karakteriseret neermere,
eller flere patienter med samme kromosomfejl er identificeret.
For at kunne vurdere den kliniske betydning af HR-CGH-fun-
dene anvendte vi en followupstrategi med hurtig verificering
med en anden teknik samt undersogelse af forzldre. Vi an-
vender molekylare teknikker for yderligere at karakterisere
kromosomfejlene med hensyn til pracis placering, hvilket er
yderst vigtigt, nir man ensker at sammenligne individuelle til-
fzelde, og nedvendigt nar man vil kortleegge de gener, der kan
have betydning for det kliniske billede. Endelig forseger vi via
litteratur, databaser og samarbejdspartnere pa andre cytoge-
netiske laboratorier at identificere andre patienter med lig-
nende feenotyper og/eller kromosomfejl i samme kromosom-
regioner som vores patienter.

Det er afgorende for familien, bernelzegen og den kliniske
genetiker, at et mentalt retarderet barn bliver diagnosticeret.
Mange bern gennemgar et stort antal kostbare undersogelser,
uden at der opnds en diagnose, og skent der ikke findes hel-
bredelse, har kendskab til drsagen betydning for prognose,
behandling og ridgivning af familien med henblik pa gen-
tagelsesrisiko. Ifelge vores resultater vil omkring 12% af disse
bern fi en diagnose ved HR-CGH-undersogelse, og med me-
toden vil man utvivlsomt kunne bidrage til at definere nye mi-
krodeletionssyndromer. Oplesningen ved HR-CGH er ca. tre
megabasepar, og man kan siledes ikke pavise alle mikrodele-
tioner med metoden. Ikke desto mindre anbefaler vi, at alle
dysmorfe og mentalt retarderede bern med en normal karyo-
type bliver undersogt med HR-CGH.
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*) Analyse udfares nu udelukkende pa CytoVision, ved anvendelse af egen proto-
type-version af software hvor automatisk tilpasning af akser og subtraktion af bag-
grund er blevet optimeret til HR-CGH.
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Streptococcus pyogenes

som arsag til primaer peritonitis

Reserveleege Nina la Cour Freiesleben &
overlaege Jens Jorgen Kjer

Amtssygehuset i Glostrup, Gynaekologisk-Obstetrisk Afdeling

Primeer peritonitis (PP) defineres som en infektion i perito-
nealcaviteten uden identificeret intraabdominal kilde.

PP forarsaget af gruppe A-streptokokker (GAS) er en sjzl-
den tilstand, der hos voksne oftest ses i forbindelse med et un-
derliggende medicinsk problem som f.eks. levercirrose med
ascites, nefrotisk syndrom eller i forbindelse med immuno-
suppresiv behandling. Pneumokokker, colibakterier og stafy-
lokokker er hyppige fund ved PP [1].

Vi beskriver et tilfelde af GAS PP hos en yngre rask
kvinde.

Sygehistorie

En 33-drig, tidligere rask kvinde blev indlagt med fire dage va-
rende smerter i nedre abdomen. Pa indleeggelsesdagen var der
tynd affering. Patienten havde regelmzssige menstruationer,
og der var intet uszedvanligt udflad.

Objektivt var patienten smertepavirket, blodtrykket var pa
104/65, pulsen var 116 og temperaturen 39,4°C.

Der var direkte og indirekte emhed af nedre abdomen, og
tarmlydene var naturlige, men sparsomme. Ved rektal eksplo-
ration var der emhed mod hejre samt fortil ved portio. En gy-
nzkologisk undersagelse (GU) afslorede let emhed af portio.
Der var ingen dislokationsemhed af uterus eller emhed over
adnekserne.

Urinstiks viste 1+ for leukocytter, og urin-choriongonado-

tropin var negativ. Der var let leukocytose (10,7 mia. pr. 1) og
C-reaktivt protein pa 358 mg pr. L. Blod og urin blev sendt til
dyrkning, og der blev givet gentamicin og metronidazol intra-
veneost.

P& mistanke om appendicitis acuta blev der foretaget lapa-
roskopi med appendektomi. Man fandt blodtilblandet, blak-
ket vaske i hojre fossa. Appendix var fortykket og inflamme-
ret, men perforation kunne ikke pévises. Genitalia interna,
galdebleren, leveren og 1 m tyndtarm oralt for ileocekalste-
det var normale.

Nzste dag forvaerredes patientens tilstand 1 form af darli-
gere almen tilstand, hejfebrilia, kulderystelser samt peritoneal
reaktion.

P4 mistanke om tarmperforation blev der foretaget laparo-
skopi, hvor man fandt purulent peritonealvaeske og spredte
fibrinbelaegninger. Tubae uterina, overvejende den venstre,
fandtes edematese og injicerede, ovarierne normale og tar-
men praeget af paralyse. @vrige abdomen var upéfaldende. Pa
mistanke om salpingitis blev patienten flyttet til gynakologisk
afdeling, og den antibiotiske behandling blev suppleret med
cefuroxim.

P43 grund af vedvarende mavesmerter de naste syv dage
samt svingende temperatur, blev der foretaget ultralydunder-
sogelse og CT af abdomen pa mistanke om absces. Der blev
pavist lidt fri veeske intraabdominalt, men i evrigt intet pato-
logisk. Pga. tynde afforinger blev faeces undersogt for tarm-
patogene bakterier, og venyler gentaget.

Ved en ny GU var der normalt sekret. Ved ultralydunder-
sogelse blev der ved punktur udhentet veske fra en 4 X 4 cm
ekkofattig udfyldning i hejre fossa samt fri vaeske fra fossa
vesicouterina.



