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Proteiniiride Esbach Yontemi ile Turbidimetrik

Yontemin Kargsilastirtlmasi®
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OZET

Amag: Klinisyenlerin ESBACH yontemiyle idrarda protein Glgiimiinii bazi
durumiarda tercih etmesiyle ilgili olarak, ESBACH ve tirbidimetrik otomas-
yon yontemi ile elde edilen sonuglar karsilastrmay: amagladik.

Gereg ve Yontem: 24 saatlik idrar Orneginde (n=51) protein ol¢iimii Esbach
yontemi ile yapildi ve Abbott Aeroset (Abbott Park, ABD) analizériyle ben-
zethonium kloridli turbidimetrik yontem ile kargilastirilds.

Bulgular: Pairedsample T testi ile iki yontem arasindaki fark ileri diizeyde
anlamh bulundu (sirastyla 2,95 * 193 glgiin ve 499 + 3,70 glgiin,
p<0,0001). Korelasyon analizinde r= 0,84; p<0,0001 olarak bulundu. Blan-
dAltman analizinde protein konsantrasyonu artnkca her ikt yontem arasin-
daki farkin artngi gézlendi Farklarin ortalamast (2,04 g/gin) ve SD (2,31
glgiin)'sinden hesaplanan uyum simir1 2,58 ile 6,66 g/giin arasindayd: Blan-
dAltman analizinden yola ¢ikilarak hastalar 2 alt grupta toplands; drar pro-
tein ortalama diizeyi < 3 g/gin olanlar (Grup I, n = 24) ve > 3 glgiin olan-
lar (Grup I, n = 27} MannWhitney U testi ile Grup II' nin mutlak fark orta-
lamast, Grup I'in mutlak fark ortalamasindan istatistiksel olarak ¢ok iler:
diizeyde anlamly yiiksek bulundu (mutlak fark ortalamalar: sirastyla 331 +
2,38 glgiin ve 0,96 £ 0,76 g/giin, p<0,0001)

Tartisma: Idrarda protein konsantrasyonu artikca iki yontem arasinda fark art-
mug ve bu fark bir profil sergileyerek turbidimetrik yonteme dogru kaymgtir.

Anabhtar Kelimeler: Esbhach, Proteiniiri, Tarbidimetrik metot.

SUMMARY

Comparing Esbach Method with Turbidimetric Method in Proteinuria

Aim: Since climicians especially 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 collected urine samples
were compared with benzethonium chloride turbidimetric method by using
Abbott Aeroset analyzer (Abbott Park, USA).

Results: There was an extremely significant difference between the two met-
hods using pairedsample T test (2.95 + 193 giday and 4.99 * 3.70 glday;
p<0 0001, respectively). The results were r=0.84 p<0.0001 in correlation a-
nalysis It was determined that when the protein concentration increased, the
differences between the two methods increased in BlandAltman analysts. The
mean of differences (2.04 g/day) and SD (231 glday) were used in calcula-
ting to accord level (2.58 and 6 66 giday). After BlandAltman analysis was
computed the patients were separated into two subgroups one with urine pro-
tein mean level < 3 glday (Group I, n = 24) and the other 2 3 glday (Group
11, n = 27). It was found that the absolute difference mean of Group Il was
more significant than Group I using MannWhitney U test (absolute differen-
ce means were 331 * 2.38 glday and 0.96 * 076 giday, respectively;
p<0.0001).

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

Idrarda bulunan protein miktarinda artig olarak tanimlanan protei-
niirinin saptanmasi ve bu protein miktaninin 6lgiilmesi, bobrek hasa-
rimn derecesini yansitabildigi gibi tedaviye verilen cevabin izlenme-
sinde de kullanilir. Bobrek fonksiyonun incelenmesinde noninvaziv
ve 6nemli bir belirte¢ oldugundan siklikla bagvurulan biyokimyasal
tahliller arasindadur.

Calistlacak Ornek tipinin dogru segimi 've uygulanmasinin takibi
(24 saatlik 6rnegin gerektigi gibi toplanmasi) preanalitik hatalari 6n-
lemede, dolayisiyla giivenilir laboratuvar sonuglan elde etmede &
nemli bir etkendir. Proteiniiri miktarinin belirlenmesinde 24 saatlik
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idrar numunesinin toplanamamasi durumlarinda spot idrar meginde
protein / kreatinin (miligram/gram) orani hesaplanabilir ve bu oramin
giinliik protein atimim yansittifi yaptlan ¢aligmalarda gésterilmigtir
(1). Ancak kas kiitlesi fazla olan veya kagektik veya diyabetik birey-
lerde (1,2), preeklampsi siiphesiyle izlenen gebe kadinlarda yapilan
calismalarda 300 mg/g ve lizerindeki diizeylerde (3,4), proteiniirinin
artt1f1 olgularda protein / kreatinin orantyla hasta takibinin yapilama-
yacag1 ve 24 saatlik idrar proteini degerleri kadar dogru sonug alna-
madi1 belirtilmektedir (5-7).

Cahigsmamizda idrar proteini diizeyi > 0,5 g/giin bulunan hastalar-
da 24 saatlik idrar proteini 6l¢iimiinde manuel olarak ESBACH ve
biyokimya analizoriinde tiirbidimetrik yontemle elde edilen protein
degerlerini kargilagtirmay1 amacladik.
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GEREC VE YONTEM

Saglik Bakanhg: Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez
Polikiiniginde Idrar Analizi Laboratuvar’nda Esbach yontemiyle
protein diizeyi > 0,5 g/giin bulunan farkh tanilan olan hastalarin
(n=51) 24 saatlik idrar 5rneklerinde ¢alisma yapildi. Oncelikle 24 sa-
atlik idrar 6reginden bir tiipe aktarilip 3 dakika siireyle yaklagik
1.800 devir/dakika (450 g) santrifiij edildi, olast hiicreler ¢oktiiriildii.
Elde edilen siipernatanda iki farkli yontemle idrarda protein tayini
yapildi.

Esbach yontemi: Cift asitle (%1 pikrik asit, % 2 sitrik asit karigi-
mi) proteini ¢oktiirtip ¢okiintiiniin verdigi yiiksekligi okuma prensi-
bine dayanmaktadir. ‘U’ igaretine kadar idrar ve ‘R’ isaretine kadar
ESBACH ayiraci (% 1 pikrik asit, % 2 sitrik asit kanigimu, Giil Biyo-
loji, Tiirkiye) ile dolduruldu. Tipas: kapanip, kopiirtmemek igin 5 —
10 kez bas asag1 getirip dogrultmakla kanstirildi, ayakligina yerlesti-
rildi, diiz bir yere kapal bir sekilde birakildi, 24 saat sonra degerlen-
dirildi. Esbach tiipiiniin ¢izgileri deneysel olarak elde edilmistir. C3-
kiinttiniin vardi1 yiikseklik hizasindaki say: gr / L olarak protein de-
gerini gostermektedir. Lineeritesi 0,5 12 gr/L’dir. Ozgiil agirhg1 10-
10 tistiinde olan idrarlar 6nce diliie edilip; sonug seyreltim katsayisty-
Ia carpildi (Ormnegin, 6zgiil agirligi 1006-1008’e getirecek sekilde 10-
16 ise X 2, 1024 ise X 3) (4). Bu yontemte proteinden bagka madde-
ler de ¢oktiiriiliir (6regin, kreatinin, iirik asit, kinin, iirotropin gibi).

Tiirbidimetrik yontem: Protein denatiirasyonuyla olugan bulanikli-
g gosterdigi abzorbans degisikliginin degerlendirilmesi prensibine
dayanmaktadir. Proteinin benzethonium klorid ile denatiire edilip o-
lusan bulamkligin gosterdigi abzorbans degisikligi turbidimetrik ola-
rak 404 nm’de, Abbott Aeroset analizoriinde (Abbott Park, USA)
mg/dL olarak degerlendirildi. Lineeritesi 6,8 200 mg/dL olup; 200
mg/dL iizerinde 1:2, 1: 10 sulandirmalarla caligiidi. Uretici firma ta-
rafindan kit prospektiisiinde 6l¢tim simn (Limit of QuantitationLOQ)
degeri 6,75 mg/dL olarak verilmistir; ayrica askorbik asit (>200
mg/dL), glukoz (>1.000 mg/dL diizeylerinde interferans saptandig1
bildirilmektedir.
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Sekil 1. Esbach ve turbidimetrik yontemler arasindaki lineer regresyon grafigi.
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Sekil 2. Esbach ve turbidimetrik yontemleriyle elde edilen idrar proteini
sonuglarimin ortalama konsantrasyon degerlerine karg: fark degerlerinin
sagithm grafigi (BlandAltman grafigi). Ortalama fark (2,04 glgiin) ve *
28D (£ 4,62 glgiin) kesikli cizgilerle gosterilmigtir.

Istatistiksel analizler; SPSS 11.5 (SPSS, USA) ve Excel (Micro-
soft Corp., USA) programlariyla yapildi. Yontemler arasindaki fark-
hhgin anlamlthig: icin pairedsample T testi; metotlar arasindaki iligki
icin lineer regresyon ve Pearson korelasyon analizi; yontemler ara-
sindaki uyum i¢in BlandAltman analizi yapildi.

BULGULAR

1. Pairedsample T testi ile iki yontem arasindaki fark ileri diizeyde
anlamli bulundu (sirastyla 2,95 + 1,93 g/giin ve 4,99 + 3,70 g/giin;
p<0,0001). Her iki yontemin sonuglan arasinda pozitif giiclii bir ko-
relasyon vardi (r=0,84; p<0,0001). Esbach yontemi ve tiirbidimetrik
yontemle Slgiilen protein sonuglarimin lineer regresyon grafigi sekil
1’de gosterilmistir.

2. BlandAltman analizinde protein konsantrasyonu arttik¢a her iki
yontem arasindaki farkin arttigy gézlendi (Sekil 2). Farklann ortala-
masi (2,04 g/giin) ve SD (2,31 g/giin)’sinden hesaplanan uyum sinur
2,58 ile 6,66 gfgiin arasindayd.

3. BlandAltman analizinden yola ¢ikilarak hastalar 2 altgrupta top-
land; idrar protein ortalama diizeyi < 3 g/giin olanlar (Grup I, n = 24)
ve 2 3 g/giin olanlar (Grup II, n = 27) seklinde. MannWhitney U tes-
ti ile Grup II'nin mutlak fark ortalamasi, Grup I'in mutlak fark orta-
lamasindan istatistiksel olarak cok ileri diizeyde anlamli yiiksek bu-
lundu (mutlak fark ortalamalan siwrasiyla 3,3142,38 g/giin ve
0,9610,76 g/giin; p<0,0001).
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4. Elli bir idrar numunesinden 8’inde Esbach yontemiyle elde edi-
len sonuglar daha yiiksek iken; 43’iinde turbidimetrik yontemle elde
edilen sonuglar daha yiiksek idi. Tiirbidimetrik yontemle yiiksek bu-
lunan sonuglarm ytizdesi Grup I'de % 70,8 iken; Grup II’de % 96,3
idi (p = 0,019; Fisher exact test ile elde edilmigtir).

TARTISMA

Idrarda protein miktarmn belirlenmesinde ¢esitli kalitatif ve kan-
titatif yontemler bulunmaktadir (8-10). Bunlardan semikantitatif
dipstick yontemi idrarda sadece albiimine duyarlidir; globulin,
myoglobin, hemoglobin, Bence Jones, mukoproteinler bu yoniemle
saptanamaz. Giiniimiizde tiirbidimetrik (Sulfosalisilik asit, Triklora-
setik asit, Benzethonium klorid) ve boya baglayici yontemler (Coo-
massie brillant mavisi, Panceau S, Molibdatpyrogallol kirmizis) id-
rarda albiimin digindaki proteinlerin de saptanmasim saglar; bu yon-
temler rutin biyokimya laboratuvarlarinda otomasyona uygun olma-
s1 agisindan en ¢ok tercih edilen yontemlerdir. Dort farkh otomasyon
yontemiyle (boya baglama ve tiirbidimetrik) manuel yontemin (Pon-
ceu S/TCA) kargilastirildigs bir calismada; idrar numunesinin icerigi-
nin otomasyon yontemlerinde interferansa yol actig1, normal aralik-
larda (<100 mg/L) idrar proteini Slgiimiinde tekrarlanabilirligin za-
yifladiga (imprecision), dogruluktan sapmanin arttifi (inaccuracy)
sonucuna vanimistir. Ayni calismada su veya salin soliisyonu ile ya-
pilan sulandirmanin, hasta idrar 6rneginin iyonik kompozisyonunu
bozdugu ve bir otomasyon yonteminin bundan olumsuz y6nde etki-
lendigi goriilmigtiir (11). lijima ve arkadaslan gelistirdikleri acid vi-
olet 6B (AV6B) ile boyama yonteminin diisiik protein diizeylerinde
diger otomasyon yontemlerine gore daha giivenilir oldugunu savun-
maktadir (12). Diger bir aragtirmada 150 mg/giin iizerinde siireklilik
gosteren proteiniirilerde idrar bulunan tiim proteinlerin aynigtirnlarak
miktarlarmin belirlenmesi ve aym hastalarin serum icerigiyle birlik-
te degerlendirilmesinin 6nemi vurgulanmaktadir (13).

Yaptigimiz bu ¢alismada, Esbach yontemiyle 6lgiilen 24 saatlik id-
rar proteini sonuglarinin turbidimetrik yontemle 6lgiilen 24 saatlik id-
rar proteini sonuglarina gore istatistiksel olarak diigiik oldugu goste-
rildi. iki yontem arasmdaki uyumu aragtirmak icin yapilan BlandAlt-
man analiziyle idrarda protein konsantrasyonu arttik¢a her iki yon-
tem arasindaki farkin da arttif1 saptanmistit. Bu durum ortalama id-
rar proteini ile idrar proteini farki arasinda acik bir iligki oldugunu
gostermektedir. Idrarda protein konsantrasyonu arttikca iki yontem a-
rasinda fark artmuig ve bu fark bir profil sergileyerek turbidimetrik
yonteme dogru kaymugtir. Nefrotik sendrom agisindan kritik deger o-
lan 3 gfgiin’iin iizerindeki degerlerde iki yontem arasindaki farkin
arttigim saptadik. Tiirbidimetrik yontemde cihaz sadece 9,6 mikrolit-
re idrar 6megi alirken Esbachla yaklagik 12 ml 6mek kullaniiyor o-
lusunun, bu iki yontem arasinda farklihia yol agabilecek diger nem-
1i bir etken olabilecegini diisiiniiyoruz.
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Esbach yontemiyle testin sonuclanmasi icin 24 saatlik siire gerek-
sinimi, 0,5 g/giin altinda kullamlamamas, 12 g/giin iistiinii 5lgmeme-
si, proteinden bagka diger maddeleri de ¢oktiirmesi gibi bilinen deza-
vantajlari vardir. Birim fiyatimin oldukga diistik olusu ise avantajidir.
Tim parametrelerde oldugu gibi idrar proteini test isteminin artma-
siyla hem kigisel hatalardan arindirmak hem de daha hizh ve kolay
sonu¢ vermek icin otomasyon yontemleri tercih edilmektedir. Labo-
ratuvanmizda kullanmakta oldugumuz bu iki farkh yontem, klinik
bulgularla ve diger taru yontemleriyle beraber ele alinarak giivenilir-
likleri agisindan uzun siireli ¢alismalarla degerlendirilmelidir.



Murat USTA ve ark. Proteiniiride Esbach Y ontemi ile Tarbidimetsih ¥ ontennn Rarsdastirdmac

KAYNAKLAR

1. Price CP, Newall RG, Boyd JC. Use of protein: Creatinine ratio me-
asurements on random urine samples for prediction of significant
proteinuria: A systematic review. Clin Chem 2005; 51: 1577-86.

2. Lemann J, Doumas BT. Proteinuria in health and disease asses-
sed by measuring the urinary protein/creatinine ratio. Clin Chem
1987; 33: 297-9.

3. Papanna R, Mann LK, Kouides RW, Glantz JC. Protein/creati-
nine ratio in preeclampsia: a systematic review. Obstet Gynecol
2008; 112: 35-44.

4, Aggarwal N, Suri V, Soni S, Chopra V, Kohli HS. A prospective
comparison of random urine proteincreatinine ratio vs 24hour u-
rine protein in women with preeclampsia. Medscape J Med.
2008; 10: 98-100

5. Antunes VYV, Veronese FJ, Morales JV. Diagnostic accuracy of the
protein/creatinine ratio in urine samples to estimate 24 h proteinuria
in patients with primary glomerulopathies: a longitudinal study. Nep-
hrol Dial Transplant. 2008; 23: 22426. Urine proteintocreatinine ra-
tio in an untimed urine collection is a reliable measure of proteinuri-
a in lupus nephritis. Rheumatology (Oxford). 2007; 46: 64-52.

7. Lane C, Brown M, Dunsmuir W, Kelly J, Mangos G. Can spot
urine protein/creatinine ratio replace 24 h urine protein in usual
clinical nephrology? Nephrology (Carlton). 2006; 11: 245-9.

8. Yenson M. Klinik biyokimya laboratuvar ¢alismalan. I.U. Istanbul
Tip Fakiiltesi yayinlari, Rektorliik No: 2950. 1982; 162.

9. Tietz NW. A model for comprehensive measurement system in cli-
nical chemistry .Clin Chem 1979; 25: 833-9.

10. Koch DD, Peters T. Selection and evaluation of methods. Tietz
textbook of clinical chemistry. (Editors:) Burtis CA, Ashwood
ER. 3 rd edition, Elsevier Inc, Missouri. 1999: 320-4.

11. Dube J, Girouard J, Leclerc P, Douville P. Problems with the
estimation of urine protein by automated assays. Clin Biochem.
2005; 38: 479-85.

12. Iijima S, Cho H, Sakai N, Shiba K, Toyoshima Y, Nishida K,
Kobayashi S. Development of a new method for measuring total
urinary protein using acid violet 6 B pigment. J Clin Lab Anal.
2003; 17: 147-54.

13. Le Bricon T. Laboratory identification and measurement of uri-
nary proteins (abstract) Ann Biol Clin (Paris). 2002; 60: 525-40.

15



