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« Application of the Piomelli Method and the Hematofluorometer (ZnPP) for
the Determination of Erythroprotoporphyrin in Adult Males ». - Three different
methods for EPP determination are compared: the Grinstein and Wintrobe
method, the Piomelli « FEP test », and ZnPP determined with Hematofluoro-
meter; 200 adult males were examined. The comparison between « FEP test » and
the Grinstein and Wintrobe method (110 samples) showed significantly more elevated
values with the first method, difference statistically significant (p < 0.02); the
difference was more evident in the high values. The comparison between « FEP
test » and automatic determination of ZnPP (70 samples) showed a good cor-
respondence (difference not significant). The correlation between « FEP test »
and PbB on 134 normal and lead poisoned subjects was very good (r = 0.833).
The mean FEP concentration in normal subjects (70 unexposed subjects with
normal PbB values) was 54.5 - 13.8 pg = 100 ml of RBC (m + 2SD = 82,

range 27-84).

In questi ultimi anni — e stanno trovando
larga applicazione nello studio dell’esposizio-
ne a piombo — sono stati elaborati alcuni
metodi che consentono di determinare in mo-
do semplice e rapido la concentrazione eritro-
citaria di protoporfirina nen legata al ferro,
metodi che risulterebbero quindi assai van-
taggiosi rispetto alle classiche metodiche spet-
trofotometriche (1, 7) fino ad oggi impiegate,
indubbiamente complesse e laboriose.

Dei metodi proposti due, in particolare,

Abbreviazioni:
FEP: Free Erythrocyte Porphyrin, la porfirina li-
bera eritrocitaria & stata dosata col metodo
di Piomelli.

PPE: Protoporfirina eritrocitaria dosata col meto-
todo di Grinstein e Wintrobe.

ZnPP: Zincoprotoporfirina determinata col fluori-
metro ad ottica frontale.

PbB: piombemia.
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appaiono avviati ad applicazione estensiva sia
per 'attendibilitd dei risultati che per estre-
ma maneggevolezza: il « FEP test » di Pio-
melli (6) che si fonda sulla determinazione
fotofluorimetrica della porfirina in HCI dopo
una singola estrazione in miscela di acetato
di etile/acido acetico e il metodo di fluori-
metria diretta sul sangue in toto che, basan-
dosi sull’individuazione della Zincoprotopor-
firina (ZnPP) (5), utilizza appositi emato-
Auorimetri ad ottica frontale tarati per la
determinazione automatica di questo solo
parametro.

Intendiamo qui riferire i risultati che ab-
biamo ottenuto con questi due metodi, nel-
lintento di indicarne la validita e di facili-
tarne la valutazione a chi, come noi stessi, ha
formato la sua esperienza al riguardo soprat-
tutto utilizzando le classiche metodiche di de-
terminazione spettrofotometrica della Proto-
porfirina eritrocitaria,
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CasisTica = MEeTODI

La casistica indagata era composta da soggetti di
sesso maschile: tale casistica & stata suddivisa in tre
gruppi.

Il primo comprendeva 134 soggetti, di cui 70
professionalmente nen esposti a piombo e non af-
fetti da malattie ematologiche od epatiche che seno
stati valutatl come normali e sui quali & stato valu-
tato il valore medio ed indicato un limite normale
della Protoporfirina IX determinata col « FEP test »
di Piomelli; i rimanenti 64 soggetti erano tutti va-
riamente esposti a rischio saturnino al momento del-
la determinazione e non erano stati sottoposti a
terapia depiombizzante, In questi 134 soggetti 2
stato determinato il valore di piombemia secondo il
metodo di Hessel (2). Tra i valori di piombemia e
quelli della FEP & stata valutata la correlazione sta-
tistica r.

Nel secondo gruppo, comprendente 110 soggetti,
sono statl messi a confronto i valori ottenuti con 'a
determinazione della PPE secondo il metodo di
Grinstein e Wintrobe (1) e quelli ottenuti col
metodo di Piomelli. 11 confronto tra le medie &
stato valutato statisticamente con lo Student t test.
E stato inoltre determinato il coefficiente di corre-
lazione r.

Nel terzo gruppo, 70 soggetti, abbiamo confrontato
i valori ottenuti col metodo di Piomelli e quelli ot-
tenuti con la determinazione diretta della ZnPP.
Tale determinazione & stata eseguita su sangue venoso
oppertunamente ossigenato. 1 wvalori trovati col vari
metodi di dosaggio della Protoporfirina sono stati
tutti corretti per 'ematocrito. Anche in questo caso,
la differenza tra le medie & stata valutata statistica-
mente con lo Student t test ed & stato caleolato il
coefficiente di correlazione r.

Le determinazioni sono state eseguite con spettro-
rotometro ad atomico Perkin-Elmer
modello 305 (la piombemia), con spettrofotofluorime-
tro Perkin-Elmer modello 204-A (il « FEP test »),
con spettrofotometro  Gilford Instruments model-
lo 300 N (la PPE) e con ematofluorimetro ad ottiza
frontale ESA 4000 (la ZnPP).

Le variazioni dei valori di Protoporfirina deter-
minata sullo stesso campione col « FEP test» non
superavano il 5%, mentre quella determinata col
metodo tradizionale era attorno al 10 %. Il con-
trollo di qualita per la PbB era inferiore al 10 %e.

assorbimento

Rrsurrart

Nei 70 soggetti considerati normali, il va-
lore medio di FEP da noi risconttato € stato
di 54,5 + 138 meg/100 ml di GR. con
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valori estremi compresi tra 27 e 84 mcg/
100 ml di G.R. Il valore di PbB determinato
nello stesso gruppo di soggetti & risultato di
29,99 = 6,87 mcg/100 ml di sangue intero.

Ottima & risultata la correlazione (r =
= (,833) tra la PbB e la FEP nei 134 sog-
getti indagati con p < 0,001 (fig. 1).
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Fig. 1 - Correlazione tra piombemia e Protoporfiri-
na IX determinata col « FEP test» di Piomelli.
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Fig. 2 - Correlazione tra valori di Protoporfirina
IX ottenuti col metodo tradizionale di Grinstein

e Wintrobe ed col «FEP test» di Piomell.
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Nel secondo gruppo di 110 soggetti, dal-
la comparazione grafica dei risultati (fig. 2)
risulta evidente che col « FEP test » si ot-
tengono valori pitt elevati (m = 170,0 *
+ 1914 mcg/100 ml di G.R.) di Proto-
porfirina IX rispetto a quelli ottenuti col
metode di Grinstein e Wintrobe (m =
= 119,97 = 109,17 mcg/100 ml di G.R.),
la differenza risultando piti evidente e costan-
te quando siano esaminati campioni con te-
nore di Protoporfirina IX piu elevato. La
differenza tra le medie & risultata statistica-
mente significativa (p < 0,02), nonostante la
correlazione sia buona (r = 0,845).

In 70 soggetti sono stati determinati con-
temporaneamente i valori di Protoporfirina IX
col « FEP test» e la ZnPP.I due metodi
offrono una soddisfacente corrispondenza di
risultati (fig. 3): i valori di ZnPP (m =
= 151,4 + 168 mcg/100 ml di G.R.) ri-
sultano leggermente superiori a quelli otte-
nuti con FEP test (m = 126,6 + 148 mcg/
100 ml di G.R.), ma alla analisi statistica la
differenza tra le medie dei due gruppi non
& significativa. Inoltre buona & la correlazione

(r = 0,844).
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Fig. 3 - Correlazione tra valori di Protoporfirina
IX ottenuti col « FEP test» di Piomelli ¢ con la
fluorimetria diretta (ZnPP).
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Discussione

Il metodo tradizionale di dosaggio della
Protoporfirina IX (1) soffre di alcuni difetti
che ne hanno limitato I'impiego estensivo
nella pratica e tra i quali ricordiamo: note-
vole tempo di esecuzione, gran numero di
passaggi, notevole consumo di materiali e di
vetreria, necessita di prelievo venoso. La re-
lativa complessita del metodo comporta inol-
tre: che spesso mal comparabili siano i ri-
sultati dei vari laboratori per la frequente in-
troduzione di accorgimenti particolari; che
maggiore sia la possibilita di errore; che nel-
la pratica ci si accontenti di un dato sotto-
stimato (con perdite in assoluto particolar-
mente sensibili sui valori alti) pur di non
appesantire in modo inaccettabile la manua-
lita (& noto dalla letteratura che solo con
nove estrazioni in luogo delle tre abituali si
ottiene il recupero completo della Protopor-
firina).

Evidenti sono i vantaggi che offre il
« FEP test » di Piomelli. La quantita di
sangue necessaria & modesta, tanto da con-
sentire di effettuare il prelievo con puntura
di un polpastrello. La manualita & cosi sem-
plice da rendere improbabili errori dovuti al-
l'operatore. La rapidita del metodo, aggiun-
ta alla facilitd di impostare operazioni in se-
rie, consente 'esame di un numero elevato
di campioni, Infine, l'estrazione della Proto-
porfirina dagli eritrociti risulta pressoché com-
pleta (circa 95 %) con una sola estrazione
di breve durata, verosimilmente in rapporto
al fatto che il volume di reattivo & assai ele-
vato (anche se in assoluto modesto) rispetto
al volume di sangue in esame: tale maggior
efficienza di estrazione si rende evidente so-
prattutto all’esame di campioni con tasso di
porfirina elevato, il che spiega la differenza
tra i valori di PPE e di FEP evidenziati nel-
la figura 2.

L’ematofluorimetro (o zincoprotoporfirino-
metro) automatico ci ha fornito risultati so-
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stanzialmente comparabili a quelli ottenuti
col metodo di Piomelli (fig. 3); la semplicita
del metodo & analoga se non maggiore, trat-
tandosi di lettura diretta, ma la manualitad ci
& parsa leggermente pitt delicata per la ne-
cessita di ottenere una buona omogeneita del
film di sangue steso sul vetrino. Da segna-
lare inoltre qualche perplessita sugli standard
di riferimento, soprattutto sulla stabilita e il
tipo, che emerge dai dati fin qui consegnati
alla letteratura (3, 4).

La cortelazione tra PhB e valori di FEP,
mostrata in figura 1, mostra una bucna cot-
rispondenza tra i due valori (r = 0,833), a
conferma di quanto noto dalla letteratura.
Tuttavia a questo proposito riteniamo op-
portuno sottolineare che una corrispondenza
assoluta non va ricercata né & proponibile
perché PbB e tasso etitrocitario di Protopor-
firina IX sono dati di diverso significato bio-
logico. La PbB rispecchia infatti I'assorbi-
mento in atto di piombo, I'aumento della
porfitina eritrocitaria & un effetto biologico
relativamente persistente, cosicché se in certe
situazioni ¢ fasi di intossicazione la correla-
zione pud e deve essere stretta, in certe altre
situazioni e fasi il divario tra i due parametri
pud risultare anche notevole.

Il metodo di Piomelli (o « FEP test »)
per la determinazione fotofluorimetrica della
Protoporfirina libera eritrocitaria merita sen-
z’altro, a nostro avviso, di sostituire le tra-
dizionali e pili indaginose metodiche di va-
lutazione della Protoporfirina. La notevole
semplicitd del metodo si riflette infatti posi-
tivamente, oltre che sulla possibilita di una
applicazione estensiva, anche sulla costanza
e ripetibilita dei risultati. Nel valutare i dati
ottenuti con questo metodo va tenuto pre-
sente che il tasso eritrocitario di potfirina ri-
sulta pitt elevato che col metodo tradizionale,
verosimilmente in rapporto ad una pit com-
pleta estrazione; la differenza tra i risultati
ottenuti coi due metodi & pill evidente ¢ di

riscontro piti regolare nei casi con tasso pit
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elevato di porfirina. I livelli di questa, deter-
minata col « FEP test » nella popolazione
« normale » (e cioé non esposta ad abnorme
assorbimento di piombo in occasione di la-
voro), si situa attorno a 50 mcg/100 ml di
G.R. ed il limite superiore dell’ambito nor-
male (considerando come tale il limite indi-
viduato dalla media pili due deviazioni stan-
dard) si situa attorno a 80 mcg/100 ml di
G.R.

L’impiego di una valutazione diretta me-
diante zincoprotopotfirinometro automatico
(oggi fornito dal commercio) che utilizza un
sistema ottico per fluorimetria di supetficie
frontale (invece che ottiche ad angolo retto
come nei comuni fluorimetri) per evitare la
interferenza dell’emoglobina, risulta pure me-
todo valido e soddisfacente. Nella nostra espe-
rienza (70 casi controllati con questo stru-
mento ¢ metodo di Piomelli) la corrispon-
denza dei risultati risulta buona. A suo svan-
taggio va notato il fatto che il metodo ri-
chiede la disponibilita di uno strumento, di
costo non indifferente, utilizzabile a questo
scopo esclusivo, mentre la metodica di Pio-
melli, che pure consente con grande esattezza
e semplicita di effettuare un elevato numero
di analisi, utilizza una attrezzatura laborato-
tistica di base.

RTASSUNTO

In 200 soggetti maschi adulti (normali ed
esposti a piombo), & stato effettuato un con-
fronto tra diversi metodi di determinazione
della Protoporfirina IX eritrocitaria, e preci-
samente: metodo tradizionale di Grinstein e
Wintrobe; « FEP test » secondo Piomelli;
determinazione della ZnPP con lettura di-
retta allematofluorimetro. I1 confronto tra
« FEP test » e metodo di Grinstein ¢ Win-
trobe (110 casi), ha documentato che il pri-
mo metodo da valori significativamente pilt
clevati (la differenza tra le medie & statisti-
camente significativa per p << 0,02), con scarti
pit evidenti soprattutto nei valori alti. Il con-
fronto tra « FEP test » e lettura diretta della

ZnPP (70 casi) ha dimostrato sostanziale con-
cordanza di valoti (differenza tra le medie non
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signfiicativa). Per quanto riguarda il « FEP
test », & stata pure valutata in 134 normali ed
esposti a piombo, la sua correlazione con la
piombemia, che & risultata buona (r = 0,833);
inoltre, su 70 soggetti non esposti a piombo
e con piombemia normale & stato calcolato
un valore medio normale pari a 54,5 + 13,8
mcg/100 ml di G.R. (media + 2 SD = 82
mcg/100 ml di G.R., range osservato tra 27
e 84 mcg/100 ml di G.R.).
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