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Summary
Steigstra H, Cobbaert C, Baadenhuijsen H. Statistics and sco-
ringsystem SKML round robins. Introduction of audit levels. 
Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2008; 33: 98-104.

This article introduces the concept of ‘audit level’ to achieve 
a standardized way in the determination of the accuracy of an 
analytical test. Also the calculation procedure for the consensus 
values and the scores is described.
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Diagnostiek van glucose-6-fosfaatdehydrogenasedeficiëntie in 
 ontwikkelingslanden

A.L. PETERS en C.J.F. van NOORDEN

Wereldwijd lijden 400 miljoen mensen aan glucose-6-
fosfaatdehydrogenase (G6PD)-deficiëntie, een aandoe-
ning die X-chromosomaal wordt overgedragen. Door 
lyonisatie komen bij heterozygoot-deficiënte vrouwen 
een normale en een G6PD-deficiënte populatie ery-
trocyten voor. Dit maakt diagnostiek bij vrouwen ge-
compliceerd. Malariageneesmiddelen veroorzaken bij 
G6PD-deficiëntie (ernstige) hemolyse. Om hemolyse 
te voorkomen bij de behandeling van malaria, is een 
test nodig voor goedkope en betrouwbare diagnostiek 
van G6PD-deficiëntie. Op basis van een kritische ana-
lyse van de literatuur wordt voorgesteld om voor de 
diagnostiek van mannen en vrouwen twee verschil-
lende testen te gebruiken. De fluorescentiespottest is 
goedkoop en gemakkelijk uit te voeren maar alleen 
betrouwbaar voor de diagnostiek bij mannen. Voor 
de diagnostiek bij vrouwen is alleen de cytochemische 
 assay betrouwbaar. Deze test is echter lastiger uit te 
voeren, maar kan bij heterozygoten de G6PD-deficiën-
te populatie erytrocyten betrouwbaar detecteren.

Trefwoorden: glucose-6-fosfaatdehydrogenase; defi-
ciëntie; diagnostiek; ontwikkelingslanden; malaria

Halverwege de vorige eeuw werd het antimalariamid-
del primaquine geïntroduceerd. Dit middel bleek bij 
sommige patiënten een hemolytische anemie te ver-
oorzaken. Deze patiënten bleken deficiënt te zijn voor 

het enzym glucose-6-fosfaatdehydrogenase (G6PD). 
Dit enzym, sleutelenzym in de oxidatieve pentose-
fosfaatroute, zet nicotinamide-adeninedinucleotidefos-
faat (NADP+) om in zijn gereduceerde vorm NADPH. 
NADPH is voor de erytrocyt met name noodzakelijk 
voor de bescherming tegen oxidatieve stress. Defici-
entie van G6PD veroorzaakt verhoogde gevoeligheid 
van de erytrocyt voor superoxides, wat zich kan uiten 
in een hemolytische anemie, favisme of een chroni-
sche niet-sferocytische hemolyse (1). Een aantal medi-
cijnen en chemicaliën (tabel 1), waaronder primaquine 
(2, 3) en (het eten van) tuinbonen, kunnen hemolyse 
bij G6PD-deficiënte individuen induceren. 
Deficiëntie van G6PD wordt X-chromosomaal over-
gedragen. De detectie van G6PD-deficiëntie kan bij 
homozygote vrouwen en hemizygote mannen met een 
aantal testen betrouwbaar uitgevoerd worden. De di-
agnose G6PD-deficiëntie bij heterozygote vrouwen 
levert echter problemen op en de aandoening wordt in 
een groot deel van deze groep patiënten gemist (4, 5). 
G6PD-deficiëntie geeft met name bij de behandeling 
van malaria problemen. In ontwikkelingslanden waar 
malaria endemisch is, is standaard gebruik van niet-
hemolytische medicijnen (te) duur en zijn er weinig 
mogelijkheden om G6PD-deficiëntie op te sporen (6). 
Hierdoor kunnen er bij de behandeling van malaria met 
het standaardmiddel primaquine bij G6PD-defi ciënte 
individuen problemen ontstaan. Het is noodzakelijk 
dat er in deze landen een eenduidige en goedkope test 
wordt gebruikt, waarmee ook heterozygote vrouwen 
opgespoord kunnen worden. Er is echter geen test die 
én geschikt is voor screening, én ook heterozygote 
vrouwen betrouwbaar diagnosticeert. De drie meest 
gangbare testen voor diagnostiek van G6PD-deficiën-
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tie zijn de fluorescentiespottest (7), de spectrofotome-
trische assay (8) en de cytochemische assay (9, 10). 
De fluorescentiespottest en de spectrofotometrische 
assay zijn goedkoop en makkelijk uit te voeren, maar 
ook matig betrouwbaar voor heterozygote vrouwen. 
De cytochemische assay is wel betrouwbaar voor 
diagnostiek van heterozygote vrouwen (tabel 2) (11, 
12), maar deze test duurt lang en is een stuk ingewik-
kelder. In dit overzicht wordt geanalyseerd welke van 
deze testen het meest geschikt is voor diagnostiek van 
G6PD-deficiëntie in ontwikkelingslanden.

Genetica van glucose-6-fosfaatdehydrogenase
Het gen dat voor G6PD codeert ligt op de lange arm van 
het X-chromosoom (q28) waar ondermeer ook de ge-
nen liggen die kleurenblindheid (13), hemofilie A (14) 

en het fragiele X-syndroom (15) veroorzaken. Het gen 
is 18kb lang, het bevat 13 exons en 12 introns waarvan 
de lengtes tussen de 12 bp en 236 bp liggen (16). Er 
zijn 150 verschillende varianten van het gen bekend 
(1). Doordat G6PD-deficiëntie X-chromosomaal over-
gedragen wordt, zijn mannen hemizygoot aangedaan 
voor de deficiëntie en kunnen vrouwen homozygoot of 
heterozygoot aangedaan zijn. Heterozygote vrouwen 
hebben door de willekeurige uitschakeling van een 
van de twee X-chromosomen een gemengde populatie 
van erytrocyten met een goed functionerend enzym en 
erytrocyten met een slecht functionerend enzym (17, 
18). 
Er zijn inmiddels ongeveer 450 verschillende muta-
ties bekend, 299 hiervan zijn door de WHO erkend 
(19). Van 140 mutaties is de DNA-volgorde bekend 
(20). De meeste zijn puntmutaties en kleine deleties, 
die structuurdefecten veroorzaken. Op één mutatie na, 
waarbij een frameshift is opgetreden, zijn er geen grote 
deleties of andere expressiedefecten bekend, inclusief 
mutaties in de promotorregio. Dit doet vermoeden dat 
totale uitschakeling van G6PD niet verenigbaar is met 
het leven. De mutaties zorgen in de meeste gevallen 

voor instabiliteit van het eiwit maar ook het katalyse-
rende vermogen van het eiwit kan aangedaan zijn (21). 
Over het algemeen worden de mutaties van ouder op 
kind doorgegeven maar ook nieuwe mutaties zijn in de 
literatuur beschreven (22).

Enzymologie van glucose-6-fosfaatdehydrogenase
In inactieve vorm is G6PD een monomeer van 515 
aminozuren lang met een molecuulgewicht van ruim 
59 kd (23). Het actieve enzym bestaat uit een dimeer 
en bevat stevig gebonden NADP+ (24). De aanwezig-
heid van NADP+ is een voorwaarde voor het vormen 
van actief enzym. NADP+ is hiermee zowel substraat 
van het actieve enzym als onderdeel hiervan.
G6PD katalyseert de eerste stap in de oxidatieve 
 pentosefosfaatroute. In deze route wordt glucose-6-
fosfaat omgezet in ribose-5-fosfaat, precursor van 
ondermeer DNA, RNA en ATP, en wordt NADP+ 
omgezet in NADPH. NADPH is het belangrijkste re-
ducerende agens in het cytoplasma en is nodig voor 
de biosynthese en detoxificatie. Wanneer de oxida-
tieve pentosefosfaatroute slechter functioneert door 
G6PD-deficiëntie, zullen lichaamscellen meer G6PD 
gaan produceren om de deficiëntie te compenseren. 
Trombocyten en erytrocyten hebben echter geen kern 
meer, waardoor in deze cellen geen transcriptie voor 
nieuwe eiwitten kan plaatsvinden. Deze cellen zullen 
de deficiëntie niet kunnen compenseren en naarmate 
de cel ouder wordt, neemt de hoeveelheid G6PD in de 
erytrocyt af en worden de cellen kwetsbaarder voor 
oxidatieve stress (25). 

Glucose-6-fosfaatdehydrogenase in de erytrocyt
Hemolyse van de erytrocyt bij G6PD-deficiëntie wordt 
veroorzaakt doordat de cel bij gebrek aan NADPH 
geen superoxides meer kan reduceren. Glutathion-
peroxidase reduceert peroxides in cellen. Dit enzym 
gebruikt gereduceerd glutathion als substraat dat over 
het algemeen in geoxideerde vorm in de cel voorkomt. 

Tabel 1. Een aantal medicijnen en chemicaliën die bij G6PD-deficiënte personen (ernstige) hemolyse kunnen veroorzaken (1, 2). Een 
volledige lijst is in te zien op (41)

Acetanilide Isobutylnitriet Phenazopyridine Sulfanilamide
Chloramfenicol Methyleenblauw Phenylhydrazine Sulfapyridine
Ciprofloxacine Naftaleen Primaquine Sulfasalazine
Dapson Nalidixinezuur Quinacrine Thiazolesulfon
Doxorubicine Niridazol Sulfacetamide Trinitrotolueen
Furazolidon Nitrofurantoine Sulfadimidine Uraatoxidase
Glibenclamide Pamaquine Sulfamethoxazol

Tabel 2. Testeigenschappen van de fluorescentiespottest, de spectrofotometrische assay en de cytochemische assay van G6PD-activiteit 
bij hemizygote mannen, homozygote vrouwen en heterozygote vrouwen (11, 12)

  Sensitiviteit (%)  Specificiteit (%)

 homo-/ heterozygoot homo-/ heterozygoot
 hemizygoot  hemizygoot

Fluorescentiespottest 100 32 99  99

Spectrofotometrische assay 100 11 99  99

Cytochemische assay ? 85 ? 100
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NADPH is nodig voor de reductie van geoxideerd 
glutathion (GSSG) door glutathionreductase waarbij 
gereduceerd glutathion (GSH) en NADP+ ontstaan. 
Naast glutathionperoxidase kan ook catalase peroxi-
des reduceren maar dit enzym is niet zo efficiënt als 
glutathionperoxidase. Voor de activatie van catalase 
is eveneens NADPH nodig. Bij G6PD-deficiëntie kan 
er niet voldoende NADPH geproduceerd worden in 
de erytrocyt en komt de cel onder oxidatieve stress te 
staan waardoor deze kan hemolyseren.
De ernst van G6PD-deficiëntie wordt over het alge-
meen in vier klassen ingedeeld (1, 26). Deze worden 
als volgt omschreven: klasse I (ernstige mutaties), 
klasse II (intermediair), klasse III (mild) en klasse IV 
(asymptomatisch). Klasse-I-defecten worden waar-
schijnlijk veroorzaakt door mutaties in de regio van 
het enzym waar NADP+ of G6P bindt. Van de overige 
klassen is nog niet bekend welke mutaties aan de de-
ficiëntie ten grondslag liggen. Klasse-I-mutaties zijn 
zeldzaam en kunnen zodanig ernstig zijn dat de pati-
ent transfusie-afhankelijk is. Klasse-III-defecten heb-
ben de hoogste prevalentie. Hemolyse is in deze klasse 
self-limiting, doordat alleen de oudere erytrocyten 
door de oxidatieve stress te gronde gaan (27). 

Prevalentie van glucose-6-fosfaatdehydrogenase-
deficiëntie
Wereldwijd zijn 400 miljoen mensen drager van een 
deficiënt G6PD-gen (26). De frequentie van mutatie 
verschilt sterk per bevolkingsgroep. G6PD A- is de 
meest voorkomende mutatie bij Afrikanen en Afro-
Amerikanen. Deze mutatie heeft een frequentie van 
11% en valt onder de klasse-III-mutaties. G6PD B- 
(Mediterranea) is een ernstiger vorm van deficiëntie 
uit de klasse-II-mutaties waarbij tijdens hemolyse 
niet alleen oudere maar ook jongere cellen te gronde 
gaan. Deze variant wordt vooral rond de Middellandse 
Zee gevonden. De prevalentie van G6PD Mediterra-
nea varieert sterk, frequenties van 2 tot 20% worden 

in Griekenland, Turkije en Italië gevonden. De hoog-
ste prevalentie van G6PD-deficiëntie (70%) wordt bij 
Koerdische joden gevonden (28).
G6PD-deficiëntie komt voornamelijk voor in bevol-
kingsgroepen waar malaria endemisch is, of in het 
verleden endemisch is geweest (Afrika, Azië, medi-
terraan Europa) (29). Dit doet vermoeden dat de de-
ficiëntie bescherming biedt tegen malaria. Onderzoek 
lijkt deze hypothese te ondersteunen. Hemizygote 
mannen en homozygote vrouwen die geïnfecteerd zijn 
met Plasmodium falciparum zijn minder ernstig ziek 
en de infectie is, in tegenstelling tot bij niet-G6PD-de-
ficiënte individuen, meestal niet letaal (30). Mogelijk 
komt dit doordat erytrocyten die niet G6PD-deficiënt 
zijn, meer Plasmodium falciparum parasieten bevatten 
dan erytrocyten die wel G6PD-deficiënt zijn (31). Dit 
voordeel is alleen bij hemizygote mannen en homozy-
gote vrouwen herkend, heterozygote vrouwen lijken 
dit voordeel niet te hebben (32). 

Detectie van glucose-6-fosfaatdehydrogenase-
deficiëntie
Er zijn verschillende testen die gebruikt kunnen wor-
den voor de detectie van G6PD-deficiëntie, slechts 
een aantal hiervan zijn betrouwbaar voor diagnostiek 
van heterozygote vrouwen. Momenteel wordt er veel 
onderzoek gedaan naar DNA-testen waarbij er met 
behulp van primers nagegaan wordt of het G6PD-gen 
een afwijking bevat (33, 34). Dit soort testen zijn voor 
zowel homo-, hemi- en heterozygoten uiterst betrouw-
baar maar kennen wel de grote beperking dat slechts 
één mutatie met één primer geanalyseerd kan worden. 
Zeldzame of nieuwe mutaties zullen met een DNA-
test niet snel opgespoord worden. DNA-testen zijn 
(momenteel) alleen geschikt voor het screenen naar 
veel voorkomende en bekende varianten van G6PD-
mutaties (bijvoorbeeld G6PD A-)(35). Deze testen 
zijn bovendien duur en ingewikkeld en daarmee on-
geschikt voor diagnostiek op grote schaal. Testen die 

Figuur 1. Erytrocyten na cytochemische kleuring voor G6PD-activiteit. De erytrocyten bij de pijlpunten zijn G6PD-deficiënt, de 
erytrocyten bij de pijlen zijn normaal. A. Erytrocyten van een persoon zonder G6PD-deficiëntie. De ongekleurde erytrocyten zijn oud 
en bevatten onvoldoende actief G6PD om NADP+ in NADPH om te zetten. B. Erytrocyten van een persoon met homozygote G6PD-
deficiëntie. De gekleurde erytrocyt is zeer jong en bevat nog actief G6PD. C. Erytrocyten van een persoon met heterozygote G6PD-
deficiëntie. 
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in principe wel geschikt zijn om alle soorten mutaties 
op te sporen zijn testen voor de NADPH-productieca-
paciteit van G6PD. De meest gangbare testen op dit 
gebied zijn de fluorescentiespottest, de spectrofotome-
trische assay en de cytochemische test.

Fluorescentiespottest
Bij de diagnostiek van G6PD-deficiëntie door middel 
van de fluorescentiespottest, maakt men gebruik van 
de fluorescentie van NADPH dat door G6PD is gepro-
duceerd als het bij 340 nm geëxciteerd wordt terwijl 
NADP+ niet fluoresceert (7, 36). 
De fluorescentiespottest is betrouwbaar voor diagnos-
tiek bij hemizygote mannen en homozygote vrouwen, 
maar niet geschikt voor diagnostiek bij heterozygote 
vrouwen. Bij deze laatste groep zal G6PD in de nor-
male populatie erytrocyten voldoende NADP+ in 
NADPH omzetten om de spots te laten fluoresceren. 
Voor de detectie van heterozygote vrouwen is in eer-
dere studies een sensitiviteit van 32% en een specifici-
teit van 99% gevonden (tabel 2).

Spectrofotometrische assay
Bij de diagnostiek van G6PD-deficiëntie door middel 
van de spectrofotometrische assay, maakt men ook ge-
bruik van het feit dat het door G6PD geproduceerde 
NADPH bij 340 nm absorbeert en NADP+ niet. 
De spectrofotometrische test is voor hemizygote man-
nen en homozygote vrouwen betrouwbaar. Voor hetero-
zygote vrouwen is de test echter niet geschikt aangezien 
hier hetzelfde probleem speelt als bij de fluorescentie-
spottest: het G6PD in de populatie erytrocyten, die niet 
aangedaan is, zorgt ervoor dat er voldoende NADPH 
geproduceerd wordt (37). De test heeft voor de detectie 
van heterozygote vrouwen slechts een sensitiviteit van 
11%, terwijl de specificiteit 99% is (tabel 2).

Cytochemische assay
De eerste cytochemische test is in 1968 ontwikkeld 

door Fairbanks en Lampe (38), waarbij G6PD-activi-
teit voor kleuring van de individuele erytrocyt zorgt. 
Ongekleurde erytrocyten hebben geen of te weinig 
G6PD-activiteit, hetgeen met een microscoop vastge-
steld kan worden. De test bleek niet geheel betrouw-
baar te zijn, omdat het kleurproduct voor een deel 
weglekte uit G6PD-positieve cellen, maar optimalise-
ring van de kleurprocedure door Van Noorden et al. (7) 
verbeterde de betrouwbaarheid omdat het weg lekken 
voorkomen werd. De test is gebaseerd op de reduc-
tie van wateroplosbaar ongekleurd tetranitroblauw-
tetrazolium (TNBT), via de elektronencarrier 1-me-
thoxyfenazinemethosulfaat, in zijn wateronoplosbare 
donkergekleurde formazan door NADPH zodat don-
kerpaarse granules in de erytrocyt ontstaan (7, 8). Bij 
G6PD-deficiëntie wordt er onvoldoende NADPH in 
de cel geproduceerd om TNBT te reduceren en zul-
len er in de erytrocyt weinig of geen paarse granules 
ontstaan (figuur 1).
Het voordeel van de cytochemische test is dat vastge-
steld kan worden of de individuele erytrocyt G6PD-
deficiënt is. Hierdoor kunnen ook heterozygote vrou-
wen gediagnosticeerd worden. Onder de microscoop 
zullen twee populaties erytrocyten te herkennen zijn: 
een met paarse granules en een met weinig of geen 
paarse granules (figuur 1). De test is daarmee betrouw-
baar voor de diagnose van hemi-, homo- en hetero-
zygote deficiëntie (39). Omdat handmatig tellen van 
positieve en negatieve cellen veel tijd kost en niet 
 altijd objectief gebeurt, hebben Van Noorden et al. in 
1989 (40) een nieuwe procedure voor het aflezen van 
de cytochemische assay ontwikkeld. Bij deze proce-
dure wordt gebruik gemaakt van het feit dat de for-
mazankristallen die ontstaan in niet-G6PD-deficiënte 
cellen, autofluorescentie van erytrocyten uitdoven, 
hetgeen door flowcytometrie snel en betrouwbaar kan 
worden vastgesteld (figuur 2). 
Een groot nadeel van de cytochemische assay is dat 
deze aanzienlijk langer duurt dan de fluorescentiespot-

Figuur 2. Erytrocyten van een heterozygoot G6PD-deficiënte patiënt na cytochemische kleuring. De erytrocyten bij de pijlen zijn nor-
maal, de erytrocyten bij de pijlpunten zijn G6PD-deficiënt. A. Lichtmicroscopische opname. B. Fluorescentieopname. Fluorescentie 
wordt gedoofd door formazan, waardoor een omgekeerde relatie is ontstaan tussen G6PD-activiteit en fluorescentie.
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test en de spectrofotometrische assay en technisch in-
gewikkelder is. De assay neemt bijna drie uur in beslag 
en er moeten veel verschillende handelingen verricht 
worden. Het verdient aanbeveling deze test te vereen-
voudigen voor commercieel gebruik.

Conclusie
G6PD-deficiëntie in ontwikkelingslanden geeft voor-
namelijk bij de behandeling van malaria problemen. De 
standaardbehandeling met primaquine veroorzaakt bij 
deze mensen immers (ernstige) hemolyse. Het is zaak 
patiënten, wanneer malaria-infectie vermoed wordt, 
vóór behandeling op G6PD-deficiëntie te  testen. Deze 
test moet derhalve goedkoop, snel en eenvoudig uit te 
voeren zijn, maar moet ook voor vrouwen betrouw-
baar zijn. 
De fluorescentiespottest, de spectrofotometrische test 
en de cytochemische assay doen in kosten niet veel 
voor elkaar onder. De kosten van alle drie de testen 
zijn hooguit 5 dollar per assay waarbij de fluorescentie-
spottest de goedkoopste is en de cytochemische assay 
de duurste. Van de drie testen is de fluorescentiespot-
test het makkelijkst en snelst uit te voeren, maar deze 
is niet betrouwbaar voor de diagnostiek bij vrouwen. 
De cytochemische assay is dat wel, maar deze test 
duurt lang. 
Om de kosten zo laag mogelijk te houden maar ook 
vrouwen betrouwbaar te kunnen diagnosticeren, raden 
de auteurs aan twee testen te gebruiken voor diagnos-
tiek van G6PD-deficiëntie: een voor mannen en een 
voor vrouwen. De goedkoopste en eenvoudigste test, 
de fluorescentiespottest, voldoet uitstekend voor be-
trouwbare diagnostiek bij mannen. Vanwege de nor-
male populatie erytrocyten bij heterozygote vrouwen, 
raden wij aan de cytochemische assay te gebruiken bij 
vrouwen. Deze test is duurder dan de fluorescentie-
spottest en is lastiger uit te voeren, maar alleen deze 
test is betrouwbaar voor de diagnostiek bij heterozy-
gote vrouwen. 
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Summary
Peters AL, Van Noorden CJF. Diagnosis of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase deficiency in developing countries. Ned Tijdschr 
Klin Chem Labgeneesk 2008; 33: 104-109.

Worldwide, 400 million people suffer from glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD) deficiency, a disorder that is transmit-
ted X-chromosomally. As a result of lyonization,  women that 
are heterozygously deficient have a normal and a G6PD de-
ficient population of erythrocytes, which complicates diag-
nosis. Antimalaria drugs cause (severe) haemolysis in G6PD 
deficient individuals. In order to prevent haemolytic disorders 
when treating malaria, a cheap and reliable test is necessary 
for diagnosing G6PD deficiency. The authors recommend the 
use of two different tests for diagnosing men and women. The 
fluorescent spot test is cheap and easy to perform but only re-
liable when used for detecting G6PD deficiency in men. The 
cytochemical assay is more expensive and difficult to perform, 
but this is the only test that can detect G6PD deficiency reliably 
in heterozygote women. 
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