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Proteinüride Esbach Yöntemi ile Turbidimetrik 
Yöntemin Karşılaştırılması* 
Murat USTA, Osman OGUZ, Sinem HOCAOGLU, Berrin Berçik İNAL, Hale ARAL, Güzin YILMAZ, 
Güvenç GÜVENEN. 

ÖZET 

Amaç: Klinisyenlerin ESBACH yontemıyle idrarda protein ölçümünü bazı 

durumlarda tercih etmesiyle ilgili olarak, ESBACH ve turbidimetrik otomas

yon yöntemi ile elde edilen sonuçları karşılaştırmayı amaçladık. 

Gereç ve Yöntem: 24 saatlik idrar örneğınde (n=51) protein ölçümü Esbach 

yöntemi ile yapıldı ve Abbott Aeroset (Abbott Park, ABD) analizörnyle ben

zethonium klorid/i turbidimetrik ydntem ıle karşılaştırıldı. 

Bulgular: Pairedsample T testi ile iki yöntem arasındaki fark ileri dü:eyde 

anlamlı bulundu (sırasıyla 2,95 ± 1,93 gl gün ve 4,99 ± 3,70 gl gün, 

p<0,0001 ). Korelasyon analızınde r= 0,84; p<0,0001 olarak bulundu. Blan

dAltman analizinde proteın kansantrasyonu arttıkça her ıkı yöntem arasın

dakifarkın arttığı gözlendi Farkların ortalaması (2,04 glgün) ve SD (2.31 

glgün)'sinden hesaplanan uyum sınırı 2,58ıle 6,66 gl gün arasındaydı B/an

dA/ıman analizinden yola çıkılarak hastalar 2 alt grupta toplandı; ıdrar pro

tein ortalama düzeyi< 3 gl gün olanlar (Grup/, n= 24) ve;:: 3 gl gün olan

lar (Grup II, n= 27) MannWhitney U testi ile Grup I/'nin mutlakfark orta

laması, Grup /'in mutlak fark ortalamasından ıstatistiksel olarak çok ı/en 

düzeyde anlamlı yüksek bulundu (mutlak fark ortalamaları sırasıyla 3.31 ± 
2.38 glgun ve 0.96 ± 0,76 gl gün, p<0,0001) 

Tartışma: idrarda proteın konsantrasyonu artıkça iki yöntem arasında fark art

mış ve bu fark bir profil sergi/eyerek turbıdımetrik yönteme doğru kaymıştır. 

Anahtar Kelime/er: Esbach, Proteinüri, Türbıdimetrik metot. 

GİRİŞ 

idrarda bulunan protein miktannda artış olarak tanımlanan protei

nürinin saptanması ve bu protein miktarının ölçülmesi, böbrek hasa

nnın derecesini yansıtabildiği gibi tedaviye verilen cevabın izlenme

sinde de kullanılır. Böbrek fonksiyonun incelenmesinde noninvaziv 

ve önemli bir belirteç olduğundan sıklıkla başvurulan biyokimyasal 

tahliller arasındadır. 

Çalışılacak örnek tipinin doğru seçimi ·ve uygulanmasının takibi 

(24 saatlik örneğin gerektiği gibi toplanması) preanalitik hataları ön

lemede, dplayısıyla güvenilir laboratuvar sonuçları elde etmede ö

nemli bir etkendir. Proteinüri miktannın belirlenmesinde 24 saatlik 
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SUMMARY 

Comparing Esbach Method with Turbidimetric Method in Proteinuria 

Aim: Since climcians especia/ly preferred daily urine protein analysis with 
ESBACH method in many occasions we aimed to compare results of ES
BACH with turbidimetric automation method. 

Materials and Methods: Esbach results of 24 hour co/lected urine sarnp/es 
were compared with ben:ethonium chlorıde turbıdimetric method by using 
Abbott Aeroset analyzer (Abbott Park, USA). 

Results: There was an extremely significant dijference between the two met
hodsusing pairedsample T test (2.95 ± 1 93 g!day and 4.99 ± 3.70 g!day; 
p<O 0001, respectively ). The results were r=0.84 p<0.0001 in correlation a
nalysıs lt was determined that when the protein concentratıon increased, the 
dijferences between the two methods increased in BlandAltman analysıs. The 
mean ofdijferences (2.04 g!day) and SD (2.31 glday) were usedin calcu/a
tıng to accord /eve/ (2.58 and 6 66 g!day). After BlandAltman analysıs was 
comput ed the patients w ere separated int o two subgroups one with urine pro
tein mean /eve/< 3 gl day (Group/, n= 24) and the other;:: 3 gl day (Group 
II, n = 27). It was found that the absolute dijference mean of Group II was 
more significant than Group 1 using MannWhitney U test ( absolute dıfferen
ce means were 3 31 ± 2.38 g!day and 0.96 ± O 76 g!day, respectively; 
p<0.0001). 

Discussion: When urine proteın concentration increased, the dijference bet
ween the two methods increased and this dijference was in favor of turbidi
metric method by performing a profile. 

Key Wonis: Esbach, Proteinuria, Turbidometric method 

idrar numunesinin toplanamaması dummlarında spot idrar örneğinde 

protein 1 kreatinin (rniligrarn/gram) oranı hesaplanabilir ve bu oranın 

günlük protein atımını yarısıttığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir 

(1). Ancak kas kütlesi fazla olan veya kaşektik veya diyabetik birey

lerde (1,2), preeklampsi şüphesiyle izlenen gebe kadınlarda yapılan 

çalışmalarda 300 mg/g ve üzerindeki düzeylerde (3,4), proteinürinin 

arttığı olgularda protein 1 kreatinin oranıyla hasta takibinin yapılama

yacağı ve 24 saatlik idrar proteini değerleri kadar doğru sonuç alına

madığı belirtilmektedir (5-7). 

Çalışmamızda idrar proteini düzeyi > 0,5 g/gün bulunan hastalar

da 24 saatlik idrar proteini ölçümünde manuel olarak ESBACH ve 

biyokimya analizöründe türbidimetrik yöntemle elde edilen protein 

değerlerini karşılaştırmayı amaçladık. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 

Sağlık Bakanlığı İstanbul Eğitim ve Araştırma Hastanesi Merkez 

Polikliniğinde İdrar Analizi Laboratuvarı'nda Esbach yöntemiyle 

protein düzeyi > 0,5 glgün bulunan farklı tanıları olan hastaların 

(n=5 ı) 24 saatlik idrar örneklerinde çalışma yapıldı. öncelikle 24 sa

atlik idrar örneğinden bir tüpe aktarılıp 3 dakika süreyle yaklaşık 
1.800 devir/dakika (450 g) santrifüj edildi, olası hücreler çöktürüldü. 

Elde edilen süpematanda iki farklı yöntemle idrarda protein tayini 

yapıldı. 

Esbach yöntemi: Çift asitle (%ı pikrik asit, % 2 sitrik asit karışı

mı) proteini çöktürüp çöküntünün verdiği yüksekliği okuma prensi

bine dayanmaktadır. 'U' işaretine kadar idrar ve 'R' işaretine kadar 

ESBACH ayıracı (% ı pikrik asit, % 2 sitrik asit karışımı, Gül Biyo

loji, Türkiye) ile dolduruldu. Tıpası kapanıp, köpürtmemek için 5-

10 kez baş aşağı getirip doğrultınakla karıştınldı, ayaklığına yerleşti

rildi, düz bir yere kapalı bir şekilde bırakıldı, 24 saat sonra değerlen

dirildi. Esbach tüpünün çizgileri deneysel olarak elde edilmiştir. Çö

küntünün vardığı yükseklik bizasındaki sayı gr 1 L olarak protein de

ğerini göstermektedir. Lineeritesi 0,5 12 gr/L'dir. Özgül ağırlığı 10-
10 üstünde olan idrarlar önce dilüe edilip; sonuç seyreltim katsayısıy

la çarpıldı (Örneğin, özgül ağırlığı ı 006-1008 'e getirecek şekilde ı O

ı6 ise X 2, 1024 ise X 3) (4). Bu yöntemle proteinden başka madde
ler de çöktürülür (örneğin, kreatinin, ürik asit, kinin, ürotropin gibi). 

Türbidirnetrik yöntem: Protein denatürasyonuyla oluşan bulanıklı

ğın gösterdiği abzorbans değişikliğinin değerlendirilınesi prensibine 

dayanmaktadır. Proteinin benzetlıonium klorid ile denatüre edilip o

luşan bulanıklığın gösterdiği abzorbans değişikliği turbidimetrik ola

rak 404 nm'de, Abbott Aeroset analizöründe (Abbott Park, USA) 

ıngldL olarak değerlendirildi. Lineeritesi 6,8 200 ıngldL olup; 200 

ıngldL üzerinde ı:2, ı: 10 sulandırmalarla çalışıldı. Üretici fırma ta

rafından kit prospektüsünde ölçüm sının (Limit of QuantitationLOQ) 

değeri 6,75 ıngldL olarak verilıniştir; aynca askorbik asit (>200 

mgldL), glukoz (>1.000 ıngldL düzeylerinde interferans saptandığı 

bildirilmektedir. 
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Şekil]. Esbach ve turbıdımetrık yöntemler arasındaki lineer regresyon grafiği. 
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Şekil 2. Esbach ve turbidimetrik yöntemleriyle elde edilen idrar proteini 

sonuçlannın ortalama konsantrasyon değerlerine karşı fark değerlerinin 
saçılım grafiği (BlandAltman grafiği). Ortalama fark (2,04 g/gün) ve ± 
2SD (± 4,62 g/gün) kesikli çizgilerle gösterilmiştir. 

İstatistiksel analizler; SPSS ıı.5 (SPSS, USA) ve Excel (Micro

soft Corp., USA) programlarıyla yapıldı. Yönteniler arasındaki fark

lılığın anlamlılığı için pairedsample T testi; metotlar arasındaki ilişki 

için lineer regresyon ve Pearson korelasyon analizi; yöntemler ara

sındaki uyum için BlandAltman analizi yapıldı. 

BULGULAR 

ı. Pairedsample T testi ile iki yöntem arasındaki fark ileri düzeyde 

anlamlı bulundu (sırasıyla 2,95 ± ı,93 glgün ve 4,99 ± 3,70 g/gün; 

p<O,OOOı). Her iki yöntemin sonuçlan arasında pozitif güçlü bir ko

relasyon vardı (r=0,84; p<O,OOOI). Esbach yöntemi ve türbidirnetrik 

yöntemle ölçülen protein sonuçlarının lineer regresyon grafiği şekil 

ı 'de gösterilıniştir. 

2. BlandAltrnan analizinde protein konsantrasyonu arttıkça her iki 

yöntem arasındaki farkın arttığı gözlendi (Şekil 2). Farkların ortala

ması (2,04 gl gün) ve SD (2,3 ı g/gün)'sinden hesaplanan uyum sının 

2,58 ile 6,66 g/gün arasındaydı. 

3. BlandAltrnan analizinden yola çıkılarak hastalar 2 altgrupta top

landı; idrar protein ortalama düzeyi< 3 gl gün olanlar (Grup I, n= 24) 

ve~ 3 glgün olanlar (Grup II, n= 27) şeklinde. MannWhitney U tes

ti ile Grup II'nin mutlak fark ortalaması, Grup I' in mutlak fark orta

lamasından istatistiksel olarak çok ileri düzeyde anlamlı yüksek bu

lundu (mutlak fark ortalamalan sırasıyla 3,3 ı±2,38 g/gün ve 

0,96±0,76 g/gün; p<O,OOOı). 
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4. Elli bir idrar numunesinden 8'inde Esbach yöntemiyle elde edi

len sonuçlar daha yüksek iken; 43'ünde turbidimetrik yöntemle elde 

edilen sonuçlar daha yüksek idi. Türbidimetrik yöntemle yüksek bu
lunan sonuçlann yüzdesi Grup I' de% 70,8 iken; Grup II'de% 96,3 

idi (p = 0,019; Fisher exact test ile elde edilmiştir). 

TARTIŞMA 

idrarda protein miktannın belirlenmesinde çeşitli kalitatif ve kan

titatif yöntemler bulunmaktadır (8-1 0). Bunlardan semikantitatif 

dipstick yöntemi idrarda sadece albümine duyarlıdır; globulin, 

myoglobin, hemoglobin, Bence Jones, mukoproteinler bu yöntemle 

saptanamaz. Günümüzde türbidimetrik (Sulfosalisilik asit, Triklora

setik asit, Benzetlıonium klorid) ve boya bağlayıcı yöntemler (Coo

massie brillant mavisi, Panceau S, Molibdatpyrogallol kırmızısı) id

rarda albümin dışındaki proteinlerin de sapıanmasını sağlar; bu yön

temler rutin bi yokimya laboratuvarlannda otomasyona uygun olma

sı açısından en çok tercih edilen yöntemlerdir. Dört farklı otomasyon 

yöntemiyle (boya bağlama ve türbidirnetrik) manuel yönternin (Pon
ceu S(fCA) karşılaştınldığı bir çalışmada; idrar numunesinin içeriği

nin otomasyon yöntemlerinde interferansa yol açtığı, normal aralık

larda (<100 mg/L) idrar proteini ölçümünde tekrarlanabilirliğin za

yıfladığı (imprecision), doğruluktan sapmanın arttığı (inaccuracy) 

sonucuna vanlmıştır. Aynı çalışmada su veya salin solüsyonu ile ya

pılan sulandırmanın, hasta idrar örneğinin iyonik kompozisyonunu 

bozduğu ve bir otomasyon yönteminin bundan olumsuz yönde etki

lendiği görülmüştür (ll). Iijima ve arkadaşlan geliştirdikleri acid vi

olet 6B (AV6B) ile boyama yönteminin düşük protein düzeylerinde 

diğer otomasyon yöntemlerine göre daha güvenilir olduğunu savun

maktadır (12). Diğer bir araştırmada 150 mg/gün üzerinde süreklilik 

gösteren proteinürilerde idrar bulunan tüm proteinlerin aynştınlarak 

miktarlannın belirlenmesi ve aynı hastalann serum içeriğiyle birlik

te değerlendirilmesinin önemi vurguianmaktadır (13). 

Yaptığımız bu çalışmada, Esbach yöntemiyle ölçülen 24 saatlik id
rar proteini sonuçlannın turbidimetrik yöntemle ölçülen 24 saatlik id

rar proteini sonuçlanna göre istatistiksel olarak düşük olduğu göste
rildi. İki yöntem arasındaki uyumu araştırmak için yapılan B landAlt

man analiziyle idrarda protein konsantrasyonu arttıkça her iki yön

tem arasındaki farkın da arttığı saptanmıştır. Bu durum ortalama id

rar proteini ile idrar proteini farkı arasında açık bir ilişki olduğunu 

göstermektedir. idrarda protein konsantrasyonu arttıkça iki yöntem a
rasında fark artmış ve bu fark bir profil sergileyerek turbidimetrik 

yönteme doğru kaymıştır. Nefrotik sendrom açısından kritik değer o

lan 3 g/gün'ün üzerindeki değerlerde iki yöntem arasındaki farkın 

arttığını saptadık. Türbidimetrik yöntemde cihaz sadece 9,6 mikrolit

re idrar örneği alırken Esbachla yaklaşık 12 ml örnek kullanılıyor o

luşunun, bu iki yöntem arasında farklılığa yol açabilecek diğer önem

li bir etken olabileceğini düşünüyoruz. 

14 

Esbach yöntemiyle testin sonuçlanması için 24 saatlik süre gerek

sinimi, 0,5 g/gün altında kullanılamaması, 12 g/gün üstünü ölçmeme

si, proteinden başka diğer maddeleri de çöktürmesi gibi bilinen deza

vantajlan vardır. Birim fiyatının oldukça düşük oluşu ise avantajıdır. 

Tüm parametrelerde olduğu gibi idrar proteini test isteminin artrna

sıyla hem kişisel hatalardan anndırmak hem de daha hızlı ve kolay 

sonuç vermek için otomasyon yöntemleri tercih edilmektedir. Labo

ratuvanmızda kullanmakta olduğumuz bu iki farklı yöntem, klinik 

bulgularla ve diğer tanı yöntemleriyle beraber ele alınarak güvenilir

likleri açısından uzun süreli çalışmalarla değerlendirilmelidir. 
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