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ΠΡΩΤΟΤΥΠΗ ΕΡΓΑΣΙΑ 

Η ανεπάρκεια του ενζύμου αφυδρογονάση της 
6-φωσφορικής γλυκόζης (G6PD) εντοπίζεται με 
αυξημένη συχνότητα στη Ελλάδα. Το υπεύθυνο 
γονίδιο είναι φυλοσύνδετο, και ένα αλληλόμορφο 
του πολυμορφισμού rs5030868 συσχετίζεται με 
την ανεπάρκεια κατηγορίας ΙΙ του G6PD που ενέ-
χει κίνδυνο αιμολυτικής αναιμίας κατά τη λήψη 
των φαρμάκων χλωροκίνη και ρασμπουρικάση 
με φαρμακογονιδιωματικές συσχετίσεις επίπεδου 
3 και 1Α αντίστοιχα. Μια γρήγορη, εύκολη, αξιό-
πιστη και οικονομική μέθοδος γονοτύπησης του 

πολυμορφικού τόπου rs5030868 με φαινολική 
εκχύλιση DNA και αλληλοειδική γονοτύπηση τεσ-
σάρων εκκινητών με PCR σε φορητό εργαστήριο 
μοριακής βιολογίας αναπτύχθηκε για να επιτρέπει 
τη βελτιστοποίηση χορήγησης της χλωροκίνης και 
της ρασμπουρικάσης ειδικά σε ασθενείς με νόσο 
CoViD-19 σε περιόδους κρίσης. Η μέθοδος συγκρί-
θηκε με γονοτύπηση μέσω αλληλούχισης κατά 
Sanger και με ταυτόσημες PCR σε εδραίο θερμικό 
κυκλοποιητή και αποδείχθηκε  αξιόπιστη με τιμή p 
>.5 στη δοκιμή κατά Fisher.

ΠΕΡΙΛΗΨΗ
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Εισαγωγή
Η πανδημία του κορωνοϊού ξεκίνησε το 2019 από το 
στέλεχος κορονοϊού οξέος αναπνευστικού συνδρόμου 
2 (SARS-CoV-2/2019 nCoV) και συνεχίζει να αποτελεί 
σοβαρή απειλή για την δημόσια υγεία [1]. Από τις 3 
Μαρτίου 2020 ως τις 18 Σεπτεμβρίου 2020 έχουν επι-
βεβαιωθεί πάνω από 90.000 περιπτώσεις στην Κίνα και 
πάνω από 6,6 εκατομμύρια στις Ηνωμένες Πολιτείες, 
ενώ οι θάνατοι έχουν φτάσει τους 946.685 παγκοσμίως. 
Πιο συγκεκριμένα, στην Ελλάδα έχουν σημειωθεί πάνω 
από 14.000 κρούσματα του ιού και 325 θάνατοι [2]. 

Σύμφωνα με τον Εθνικό Οργανισμό Δημόσιας Υγεί-
ας και τη Διεύθυνση Επιδημιολογικής Επιτήρησης 
και Παρέμβασης για λοιμώδη νοσήματα τονίζεται ότι 
δεν υπάρχει αποδεδειγμένη θεραπεία για τη λοίμωξη 
COVID-19. Μεταξύ των προτεινόμενων φαρμάκων είναι 
η φωσφορική χλωροκίνη και η θειική υδροξυχλωροκί-
νη [3][4][5][6][7]. Πρόσφατα, αξιολογήθηκαν in vitro πέ-
ντε φάρμακα εγκεκριμένα από τον FDA και δύο αντιικά 
φάρμακα ευρέως φάσματος έναντι του SARS-CoV-2 και 
προέκυψε ότι «η χλωροκίνη είναι πολύ αποτελεσματι-
κή για τον έλεγχο της μόλυνσης από τον 2019-nCoV in 
vitro και φαίνεται ότι πρέπει να αξιολογηθεί σε ανθρώ-
πους που πάσχουν από τη νέα νόσο του κορωνοϊού» 
[8-9]. Σύμφωνα με μία συστηματική ανασκόπηση επί 
της αποτελεσματικότητας και της ασφάλειας της χλω-
ροκίνης για τη θεραπεία της COVID-19, η χλωροκίνη 
φαίνεται να είναι αποτελεσματική στον περιορισμό της 
αντιγραφής του SARS-CoV-2 in vitro [10].

Η φωσφορική χλωροκίνη και η θειική υδροξυχλω-
ροκίνη χρειάζονται προσοχή στην χορήγησή τους σε 
άτομα με ανεπάρκεια του ενζύμου αφυδρογονάσης 
της 6-φωσφορικής γλυκόζης (Glucose-6-Phosphate 
Dehydrogenase, G6PD). Το ένζυμο G6PD εξασφαλίζει 
την παραγωγή NADPH στα ερυθροκύτταρα διατηρώ-
ντας τα επίπεδα της γλουταθειόνης μειωμένα. Το ένζυ-
μο δρα στα ερυθροκύτταρα ως πηγή ηλεκτρονίων σε 
αντιδράσεις εξουδετέρωσης ελεύθερων οξειδωτικών 
ριζών. Για το λόγο αυτό, κύτταρα στα οποία απουσιά-
ζει το G6PD είναι ευαίσθητα στο οξειδωτικό στρες [11]. 
Αλλαγές στο γονίδιο G6PD μειώνουν την ικανότητα του 
ερυθροκυττάρου να ανθίσταται στο οξειδωτικό στρες, 
επιφέροντας  αιμόλυση δυνητικά θανατηφόρα [12-13]. 
Ο κίνδυνος αιμολυτικών διαταραχών επηρεάζει κυρίως 
τα άτομα με ανεπάρκεια G6PD των κατηγοριών II και III, 
που ορίζονται αντίστοιχα ως σοβαρή ενζυμική ανεπάρ-
κεια και μέτρια έως ήπια ενζυμική ανεπάρκεια με κίνδυ-
νο εμφάνισης οξείας αιμόλυσης, βάσει του Παγκόσμιου 
Οργανισμού Υγείας (WHO)[11].  

Για το G6PD έχουν χαρακτηριστεί πάνω από 100 δι-

αφορετικές σημειακές μεταλλάξεις υποδηλώνοντας τη 
μεγάλη γενετική του ετερογένεια. Το παραλλαγμένο 
αλληλόμορφο του τόπου rs5030868 επί του γονιδίου 
G6PD βρέθηκε στην Ελλάδα σε ποσοστό 77% μεταξύ 
των εξετασθένυων ασθενών με ανεπάρκεια G6PD [14]. 
Επιπλέον, η ίδια γενετική παραλλαγή βρέθηκε σε συ-
χνότητα 80% μεταξύ ατόμων με σοβαρή ανεπάρκεια 
G6PD (δραστικότητα του G6PD μικρότερη από το 10% 
της φυσιολογικής) και εμφάνιση οξείας αιμολυτικής 
αναιμίας. Η παραπάνω γενετική παραλλαγή φαίνεται 
να συσχετίζεται από τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας 
με ανεπάρκεια κατηγορίας  ΙΙ του G6PD σε πληθυσμούς 
της Μεσογείου και της Μέσης Ανατολής [4, 15].

Ο τόπος rs5030868 έχει φαρμακογονιδιωματική συ-
σχέτιση επιπέδου 1A με την ρασμπουρικάση και επιπέ-
δου 3 με την χλωροκίνη [16]. Η ρασμπουρικάση είναι 
ισχυρός ουρικολυτικός παράγοντας που καταλύει την 
ενζυματική οξείδωση του ουρικού οξέος σε αλλαντο-
ΐνη και χορηγείται κατά της ουρικής αρθρίτιδας και 
της υπερουριαιμίας. Άτομα παραλλαγμένα ως προς το 
rs5030868 και λαμβάνουν ρασμπουρικάση έχουν αυξη-
μένη πιθανότητα εμφάνισης αιμόλυσης [17]. Σύμφωνα 
με τον FDA, στα άτομα τα οποία πάσχουν από ανεπάρ-
κεια G6PD, ιδιαίτερα στους ασθενείς Αφρικανικής ή Με-
σογειακής καταγωγής, θα πρέπει να διακόπτεται άμεσα 
η χορήγηση του συγκεκριμένου φαρμάκου.

Στα πλαίσια της παρούσας μελέτης, περιγράφεται, 
με τη βοήθεια ενός φορητού εργαστηρίου Μοριακής 
Βιολογίας (2MoBiL), η ανάπτυξη ενός γρήγορου, αξιό-
πιστου και αποτελεσματικού τρόπου γονοτύπησης του 
τόπου rs5030868 για τη διευκόλυνση του εξορθολογι-
σμού της χορήγησης της χλωροκίνης και της ρασμπου-
ρικάσης στον ελληνικό πληθυσμό, προς αποφυγή της 
εμφάνισης ανεπιθύμητων ενεργειών σε ασθενείς με 
ανεπάρκεια του ενζύμου G6PD, ειδικά εκείνων που νο-
σούν από CoViD-19.

Υλικά και μέθοδοι
Απομόνωση DNA και γονοτύπηση
Λαμβάνοντας γραπτή συναίνεση από ασθενείς ελλη-
νικής καταγωγής και με την παράλληλη έγκριση της 
μελέτης από την Επιτροπή Δεοντολογίας του Πανεπι-
στημιακού Γενικού Νοσοκομείου Πατρών, απομονώθη-
κε DNA από περιφερικό αίμα εθελοντών με τη μέθοδο 
φαινολικής εκχύλισης το οποίο γονοτυπήθηκε ως προς 
τον πολυμορφισμό rs5030868 του G6PD.

Ο πολυμορφισμός rs5030868 (G>A) εντοπίζεται στο 
χρωμόσωμα Χ [3-18] με μέγιστη συχνότητα εμφάνισης 
του υπολειπόμενου αλληλομόρφου 0,02 και οδηγεί σε 
αντικατάσταση της σερίνης στη θέση 218 της πολυπε-
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πτιδικής αλυσίδας από φαινυλαλανίνη (p.Ser218Phe). Η 
αλλαγή αυτή έχει ως αποτέλεσμα την μειωμένη καταλυ-
τική δραστικότητα και σταθερότητα του ενζύμου G6PD 
[19] αλλά και αυξημένη αντοχή έναντι του πλασμωδίου 
της Ελονοσίας η οποία έχει υψηλά ποσοστά εμφάνισης 
στους πληθυσμούς της Μεσογείου και της Μέσης Ανα-
τολής [11- 20].

H μέθοδος γονοτύπησης που εφαρμόστηκε ήταν η αλ-
ληλοειδική γονοτύπηση τεσσάρων εκκινητών (T-ARMS-
PCR, tetra-primer  amplification refractory mutation 
system-polymerase chain reaction). Οι εκκινητές συντέ-
θηκαν σχεδιάζοντας έναν εσωτερικό αριστερό και έναν 
εσωτερικό δεξί εκκινητή που υβριδοποιούνται αποκλει-
στικά είτε στο G είτε στο A αλληλόμορφο αντίστοιχα. Ο 
αριστερός εσωτερικός εκκινητής σε συνδυασμό με τον 
δεξί εξωτερικό προάγουν τον πολλαπλασιασμό ενός 
τμήματος DNA που πιστοποιεί το αρχέγονο αλληλό-
μορφο G ενώ ο εσωτερικός δεξής εκκινητής σε συνδυ-
ασμό με τον εξωτερικό αριστερό εκκινητή πιστοποιούν 
το παραλλαγμένο αλληλόμορφο Α.

Οι αντιδράσεις έγιναν συγκριτικά σε συμβατικό 
εδραίο θερμικό κυκλοποιητή (Kyratec) και στις αντί-
στοιχες μονάδες φορητού εργαστηρίου μοριακής βιο-
λογίας 2MoBiL (BentoLab). To 2MoBiL ζυγίζει 3,5kg και 
φέρει θερμικό κυκλοποιητή χωρητικότητας 32 δειγμά-
των, μικροφυγόκεντρο χωρητικότητας 6 δειγμάτων και 
δυνατότητα περιστροφής 500-8.000g, συσκευή ηλε-

κτροφόρησης 50-120V και τράπεζα παρατήρησης LED. 
Η συσκευή ηλεκτροφόρησης είναι αποσπώμενη, και 
όταν αποσυνδεθεί μπορεί να απομακρυνθεί από την 
ενιαία μονάδα του 2ΜοBiL. 

Χρησιμοποιήθηκε Taq πολυμεράση (enzyQUEST) με 
θερμικό πρωτόκολλο προθέρμανσης στους 95°C για 
5min, ακολουθούμενη από 38 κύκλους (αποδιάταξη 
στους 95°C για 30s, υβριδοποίηση στους 60°C για 80s 
και επέκτασης στους 72°C για 60s), και από ένα τελικό 
βήμα επέκτασης στους 72°C για 5 λεπτά. Ακολούθησε 
ηλεκτροφόρηση των προϊόντων ενίσχυσης σε πήκτωμα 
αγαρόζης 1,5%. Οι γονότυποι διακρίνονται ελέγχοντας 
τα μεγέθη των ζωνών σε σχέση με τον μάρτυρα μορι-
ακών  μεγεθών βήματος 100bp (Nippon Genetics) (Ει-
κόνα 1). 

Στατιστική ανάλυση
Πραγματοποιήθηκε σύγκριση των αποτελεσμάτων που 
προέκυψαν με το 2MoBiL και των αποτελεσμάτων που 
προέκυψαν με τον συμβατικό εργαστηριακό εδραίο 
εξοπλισμό, χρησιμοποιώντας ως πρότυπο αποτέλεσμα 
το αποτέλεσμα γονοτύπησης με αλληλούχιση κατά 
Sanger. Η σύγκριση και η αναγνώριση των γονοτύπων 
έγινε ορίζοντας το γονότυπο για το κάθε αναλυθέν δείγ-
μα ως «Σωστό» ή «Λάθος» (Ν =50 δείγματα), ανάλογα με 
την εμφάνιση των αντίστοιχων ζωνών σε όλα τα παρα-
γόμενα πηκτώματα αγαρόζης. Για τη σύγκριση μεταξύ 

Εικόνα 1: Απεικόνιση των γονοτύπων 6 δειγμάτων κατόπιν αλληλο-ειδικής ενίσχυσης τεσσάρων εκκινητών σε πήκτωμα 
αγαρόζης 1,5%. Στην διαδρομή 1 αντιστοιχεί ο μάρτυρας μοριακών μεγεθών (100bp DNA ladder). Τα δείγματα στις δια-
δρομές  2,4,5,6,7,8,9 φέρουν μόνο το αλληλόμορφο G (ζώνη στα 538bp και 238bp), ενώ το δείγμα στη διαδρομή 3 φέρει 
και το αλληλόμορφο A (ζώνη στα 538bp, 338bp και 238bp).
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των δύο μεθόδων, πραγματοποιήθηκε η δοκιμή κατά 
Fisher δημιουργώντας έναν πίνακα 2x2 στο λογισμικό 
GraphPad και υπολογίστηκε επίσης η αντίστοιχη τιμή p. 

Αποτελέσματα
Πραγματοποιήθηκε η ίδια μέθοδος γονοτύπησης για 
50 δείγματα χρησιμοποιώντας τον εδραίο συμβατικό 
εργαστηριακό εξοπλισμό και το φορητό εργαστήριο 
μοριακής βιολογίας 2MoBiL. Η γραφική αναπαράσταση 
της σύγκρισης φαίνεται στο γράφημα που απεικονίζει 
με τη μορφή ραβδογραμμάτων τις επιτυχημένες προ-
σπάθειες γονοτύπησης και την ανάγκη των επαναληπτι-
κών προσπαθειών γονοτύπησης (Εικόνα 2).

Για να εκτιμηθεί η σημασία αυτής της διαφοράς, 
πραγματοποιήθηκε η ακριβής δοκιμή του Fisher. Όπως 
περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι» για 
την αξιολόγηση της γονοτύπησης από τους ερευνητές 
χρησιμοποιήθηκε η βαθμολόγηση των γονοτυπικών 
αποτελεσμάτων με τους όρους «Σωστό» ή «Λάθος». 
Υποθέσαμε ότι η ικανότητα γονοτύπησης του 2MoBiL 
και της συμβατικής επιτραπέζιας στο φαινόμενο Peltier. 
Η τιμή p είναι υψηλότερη από το 0,05, οπότε η μηδενική 
υπόθεσή μας δεν απορρίπτεται και η σχέση μεταξύ των 
δύο εξεταζόμενων μεθόδων δεν είναι στατιστικά σημα-
ντική. Επομένως, η προτεινόμενη μέθοδος που βασίζε-
ται σε 2MoBiL μπορεί να πραγματοποιήσει με επιτυχία 
μια ακριβή ανάλυση γονότυπου, παράγοντας αποτελέ-
σματα συγκρίσιμα με μια συμβατική επιτραπέζια εργα-
στηριακή μέθοδο και την μέθοδο αλληλούχισης κατά 
Sanger. Η σύγκριση μεταξύ του 2MoBiL και του τυπικού 

εδραίου εργαστηριακού εξοπλισμού παρουσιάζεται 
στην Εικόνα 3.

Συζήτηση
Στα Πλαίσια της προτεινόμενης χορήγησης χλωροκί-
νης για την αντιμετώπιση της νόσου που προκαλεί ο 
SARS-CoV2 [21], κρίνεται απαραίτητη η εξατομίκευση 
της πιθανής θεραπείας για τα άτομα που εμφανίζουν 
ανεπάρκεια του ενζύμου G6PD, γεγονός που δύναται 
να προκαλέσει αιμολυτικό επεισόδιο.  Ταυτόχρονα, 
αιμολυτικό επεισόδιο προκαλείται από την χορήγηση 
ρασμπουρικάσης σε άτομα με αυξημένα επίπεδα ουρι-
κού οξέος και παράλληλη ανεπάρκεια του ενζύμου. Με 
άξονα την προσβασιμότητα όλων των ατόμων σε έγκυ-
ρες διαγνωστικές μεθόδους, οργανώθηκε συγκριτική 
μελέτη μεταξύ εδραίου συμβατικού εργαστηριακού 
εξοπλισμού και 2MoBiL. Μέσω του 2MoBiL, χρησιμο-
ποιώντας την τεχνική της αλληλο-ειδικής γονοτύπησης 
τεσσάρων εκκινητών, είναι δυνατή η ταχεία, ακριβής 
και οικονομική γονοτύπηση του rs5030868. 

Η εφαρμογή των φορητών εργαστηρίων έχει ήδη 
επεκταθεί στους διαγνωστικούς και φαρμακογονιδιω-
ματικούς τομείς [22]. Η αποτελεσματικότητα και η ακρί-
βεια στην ανίχνευση μεταλλάξεων με τη χρήση αυτών 
των συσκευών έχει συμβάλλει στη διάγνωση της νόσου 
της αιμοχρωμάτωσης και των μυελοπολλαπλασιαστι-
κών νεοπλασμάτων [23, 24]. 

Στα πλαίσια προηγούμενων μελετών προτυποποιή-
θηκαν μεθοδολογίες ανίχνευσης μολυσματικών παρα-
γόντων δυνητικώς επικίνδυνων για τους ανθρώπους, τα 

αλληλόμορφο G (ζώνη στα 538bp και 238bp), ενώ το δείγμα στη διαδρομή 3 φέρει και το αλληλόμορφο A (ζώνη στα 538bp, 338bp και 

238bp). 

 

ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ 

Πραγματοποιήθηκε σύγκριση των αποτελεσμάτων που προέκυψαν με το 2MoBiL και των αποτελεσμάτων 

που προέκυψαν με τον συμβατικό εργαστηριακό εδραίο εξοπλισμό, χρησιμοποιώντας ως πρότυπο 

αποτέλεσμα το αποτέλεσμα γονοτύπησης με αλληλούχιση κατά Sanger. Η σύγκριση και η αναγνώριση 

των γονοτύπων έγινε ορίζοντας το γονότυπο για το κάθε αναλυθέν δείγμα ως «Σωστό» ή «Λάθος» (Ν =50 

δείγματα), ανάλογα με την εμφάνιση των αντίστοιχων ζωνών σε όλα τα παραγόμενα πηκτώματα 

αγαρόζης. Για τη σύγκριση μεταξύ των δύο μεθόδων, πραγματοποιήθηκε η δοκιμή κατά Fisher 

δημιουργώντας έναν πίνακα 2x2 στο λογισμικό GraphPad και υπολογίστηκε επίσης η αντίστοιχη τιμή p-

value.  

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Πραγματοποιήθηκε η ίδια μέθοδος γονοτύπησης για 50 δείγματα χρησιμοποιώντας τον εδραίο συμβατικό 

εργαστηριακό εξοπλισμό και το φορητό εργαστήριο μοριακής βιολογίας 2MoBiL. Η γραφική 

αναπαράσταση της σύγκρισης των προσπαθειών γονοτύπησης με τον εδραίο συμβατικό εργαστηριακό 

εξοπλισμό και το 2MoBiL φαίνεται στο παρακάτω γράφημα που απεικονίζει με τη μορφή 

ραβδογραμμάτων τις επιτυχημένες προσπάθειες γονοτύπησης και την ανάγκη των επαναληπτικών 

προσπαθειών γονοτύπησης (Εικόνα 2). 

 

 

Εικόνα 2: Απεικόνιση των ποσοστών των επιτυχημένων γονοτυπήσεων με τον συμβατικό εργαστηριακό εξοπλισμό 
(μπλέ) και με το 2MoBiL (γκρί). Το ποσοστό των ορθών γονοτυπικών αποτελεσμάτων στο σύνολο των 50 αναλυθέντων 
δειγμάτων, εφαρμόζοντας την ίδια μέθοδο γονοτύπησης στον συμβατικό εργαστηριακό εξοπλισμό και στο 2MoBiL, είναι 
98% και 96% αντιστοίχως.
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ζώα, τις αγροτικές καλλιέργειες ή το περιβάλλον γενι-
κότερα βασισμένες σε χρήση συστήματος 2MoBiL [25]. 
Επιπλέον, σε πρόσφατη μελέτη πραγματοποιήθηκε η 
προτυποποίηση μεθοδολογίας βασισμένης σε 2MoBiL 
για ταχεία και αποτελεσματική εξατομίκευση της θερα-
πείας καρδιαγγειακών νοσημάτων με συνταγογράφηση 
στατινών [26].

Στην παρούσα μελέτη, αποδείχθηκε πως ένα φορη-
τό εργαστήριο μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως αξιόπιστη 
διαγνωστική προσέγγιση για τη χορήγηση χλωροκίνης 
και ρασμπουρικάσης, οδηγώντας έτσι στην εξατομίκευ-
ση αυτών των θεραπευτικών προσεγγίσεων βάση την 
ανεπάρκεια ενζύμου G6PD.

Η real-time PCR χαρακτηρίζεται ως η βέλτιστη μέθο-
δος γονοτύπησης, εφόσον σε πραγματικό χρόνο πραγ-
ματοποιεί ταχεία, και ακριβή ανίχνευση αλληλουχιών 
[27-29]. Πρέπει να αναφερθεί ότι η παραπάνω μέθο-
δος χρησιμοποιείται ευρύτατα και για την ανίχνευση 
φαρμακογονιδιωματικών δεικτών που αντιστοιχούν σε 
διάφορες ασθένειες, όπως στεφανιαία νοσήματα, γα-
στρικό έλκος, χρόνια ηπατίτιδα C, ψυχικές διαταραχές 
και άλλες [27, 30-32]. Βέβαια, η τεχνική αυτή,  παρά την 
υψηλή πιστότητα των αποτελεσμάτων παρουσιάζει δυ-
σκολία στην εφαρμογή της, καθώς απαιτεί ένα κεντρικό 
κλινικό εργαστήριο με εξοπλισμό υψηλής απόδοσης 
και καλά εκπαιδευμένο προσωπικό [28]. Υποστηρίζεται 

ότι η ARMS-PCR μπορεί να δώσει εξίσου αξιόπιστα απο-
τελέσματα με την RT-PCR κατά τον εντοπισμό φαρμα-
κογονιδιωματικών δεικτών, λαμβάνοντας ταυτόχρονα 
υπόψιν ότι αποτελεί μια πιο φθηνή και γρήγορη μέθο-
δος γονοτύπησης [33]. 

Με την παρούσα μέθοδο γονοτύπησης με το 2ΜοΒiL 
αποφεύγεται η μετακίνηση των βιολογικών δειγμάτων 
σε κεντρικό διαγνωστικό εργαστήριο. Ταυτόχρονα, 
εγκαθιστώντας ένα φορητό διαγνωστικό εργαστήριο 
στην περιοχή ενδιαφέροντος, η οποία ενδέχεται να 
είναι απομακρυσμένη και δύσκολα προσβάσιμη, όχι 
μόνο εκμηδενίζεται ο χρόνος μεταφοράς δειγμάτων και 
κατ’ επέκταση ο χρόνος που απαιτείται για να εξαχθούν 
τα αποτελέσματα, ιδίως σε ανάγκη επανεξέτασης/επα-
ναληπτικής δειγματοληψίας, αλλά ευνοούνται οι προ-
βλέψεις και η συμβατότητα με διαδικασίες βιοασφα-
λείας. Συγκεκριμένα,  εξαλείφεται ο βιοκίνδυνος κατά 
τη μεταφορά δυνητικώς μολυσματικών δειγμάτων σε 
μεγάλες αποστάσεις, και συρρικνώνονται τα εκτελεστά 
πρωτόκολλα σε περίπτωση lockdown της περιοχής. 

Συνεπώς προτείνεται η ενσωμάτωση του 2MoBiL 
στην κλινική πράξη προς έγκαιρη διευθέτηση της χορη-
γούμενης δοσολογίας των φαρμακευτικών ουσιών χλω-
ροκίνης και ρασμπουρικάσης σε άτομα με ανεπάρκεια 
του ενζύμου G6PD ανεξαρτήτως χιλιομετρικής απόστα-
σης του ενδιαφερόμενου από διαγνωστικά εργαστήρια 

Εικόνα 2: Απεικόνιση των ποσοστών των επιτυχημένων γονοτυπήσεων με τον συμβατικό εργαστηριακό εξοπλισμό (μπλέ) και με το 2MoBiL 

(γκρί). Το ποσοστό των ορθών γονοτυπικών αποτελεσμάτων στο σύνολο των 50 αναλυθέντων δειγμάτων, εφαρμόζοντας την ίδια μέθοδο 

γονοτύπησης στον συμβατικό εργαστηριακό εξοπλισμό και στο 2MoBiL, είναι 98% και 96% αντιστοίχως. 

 

 Αν και τα ίδια δείγματα δοκιμάστηκαν και στις δύο μεθόδους, υπάρχει μια διαφορά στα αποτελέσματα 

σχετικά με την ανάλυση γονότυπου μεταξύ τους. Για να εκτιμηθεί η σημασία αυτής της διαφοράς, 

πραγματοποιήθηκε η ακριβής δοκιμή του Fisher. Όπως περιγράφεται στην ενότητα «Υλικά και Μέθοδοι» 

για την αξιολόγηση της γονοτύπησης από τους ερευνητές χρησιμοποιήθηκε η βαθμολόγηση των 

γονοτυπικών αποτελεσμάτων με τους όρους «Σωστό» ή «Λάθος». Υποθέσαμε ότι η ικανότητα 

γονοτύπησης του 2MoBiL και της συμβατικής επιτραπέζιας μεθόδου δεν διαφέρει, όπως αναμενόταν, 

καθώς και οι δύο εξοπλισμοί διαθέτουν θερμοκυκλοποιητές με λειτουργία βασισμένη στο φαινόμενο 

Peltier. Η τιμή p-value είναι υψηλότερη από το 0,05, οπότε η μηδενική υπόθεσή μας δεν απορρίπτεται και 

η σχέση μεταξύ των δύο εξεταζόμενων μεθόδων δεν είναι στατιστικά σημαντική. Επομένως, η 

προτεινόμενη μέθοδος που βασίζεται σε 2MoBiL μπορεί να πραγματοποιήσει με επιτυχία μια ακριβή 

ανάλυση γονότυπου, παράγοντας αποτελέσματα συγκρίσιμα με μια συμβατική επιτραπέζια εργαστηριακή 

μέθοδο και την μέθοδο αλληλούχισης κατά Sanger. Η σύγκριση μεταξύ του 2MoBiL και του τυπικού 

εδραίου εργαστηριακού εξοπλισμού παρουσιάζεται στην Εικόνα 3. 

 

Εικόνα 3: Απεικόνιση των συγκρινόμενων πειραματικών προσπαθειών ανάλυσης των ίδιων δειγμάτων και με την ίδια μέθοδο γονοτύπησης με 

το 2MoBiL και σε συμβατικό εργαστηριακό εξοπλισμό. Οι μπλε κουκίδες που είναι στο κέντρο του στόχου δείχνουν τις επιτυχημένες 

προσπάθειες ανάλυσης που χαρακτηρίζονται με τη λήψη ίδιου γονοτυπικού αποτελέσματος τόσο με το 2MoBiL όσο και με τον συμβατικό 

εργαστηριακό εξοπλισμό. Ένα δείγμα έδωσε αποκλινόμενο γονοτυπικό αποτέλεσμα και δύο δείγματα έδωσαν αποκλινόμενο αποτέλσμα 

γονοτύπησης συγκρίνοντας τα αποτελέσματα κατόπιν αλληλούχισης κατά Sanger  με τον εδραίο επιτραπέζιο εργαστηριακό εξοπλισμό και το 

2MoBiL αντίστοιχα. 
 

Εικόνα 3: Απεικόνιση των συγκρινόμενων πειραματικών προσπαθειών ανάλυσης των ίδιων δειγμάτων και με την ίδια μέ-
θοδο γονοτύπησης με το 2MoBiL και σε συμβατικό εργαστηριακό εξοπλισμό. Οι μπλε κουκίδες που είναι στο κέντρο του 
στόχου δείχνουν τις επιτυχημένες προσπάθειες ανάλυσης που χαρακτηρίζονται με τη λήψη ίδιου γονοτυπικού αποτελέ-
σματος τόσο με το 2MoBiL όσο και με τον εδραίο θερμοκυκλοποιητή. Μόλις δύο γονοτυπήσεις με το 2Mobil απέκλιναν 
από αυτές της αλληλούχισης, έναντι μίας με τον εδραίο θερμοκυκλοποιητή

Εξορθολογισμός της φαρμακευτικής χορήγησης χλωροκίνης και της ρασμπουρικάσης σε ασθενείς  
με ανεπάρκεια του ενζύμου G6PD, σελ. 65-72



ΕΞΑΤΟΜΙΚΕΥΜΕΝΗ ΙΑΤΡΙΚΗ

70

Τεύχος 2 • Μάιος - Αύγουστος 2020

μεγάλων αστικών κέντρων.
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The prevalence of cases deficient for the enzyme glu-
cose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is large-
ly increased in Greece. The gene encoding the G6PD 
enzyme is X-linked and therefore G6PD deficiency is 
more common amongst the males. One locus correlat-
ed with G6PD deficiency class II is rs5030868 with lev-
el 1A pharmacogenomic association with rasburicase 
and level 3 with chloroquine. To  develop  a fast, relia-
ble and affordable genotyping method for rs5030868 

a tetra-primer Amplification Refractory Mutation Sys-
tem PCR was performed with a Mobile Molecular Bi-
ology Laboratory following phenol-chloroform  ex-
traction and compared with identical reactions with a 
benchtop instrument and with Sanger sequencing of 
all the same 50 samples. The Fisher’s test proved (p>.5) 
the method reliable and thus eligible  to use to inform 
chloroquine and rasburicase administration to CoV-
iD-19 patients based on G6PD deficiency risk.

Rationalizing chloroquine and raspuricase treatment 
in patients with G6PD enzyme deficiency
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