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Bestimmung von AFP im Serum 
Dr. med. C. Bachmann, dipl. Chem. R. Kretschmer, Dr. med. H. P. KOchli 
Chemisches Zentrallabor der Universitfitskliniken, Inselspital Bern, 3010 Bern 

Einfiihrung 
Zur Erfassung jener Schwangeren, bei denen ein 
erh6htes Risiko ffir einen Neuralleistendefekt des 
Fetus besteht, wird in der 16. bis 18. Schwanger- 
schaftswoehe das Alpha-Fetoprotein (AFP) im Serum 
bestimmt. Der Test hilft die Indikation zu einer 
Amniozentese zu stellen. 
Eine Laborsubkommission, bestehend aus P. Grob 
(Zfirich), D. Weihs (Lausanne), C. Bachmann (Bern) 
und P. I-Iuber (Basel), befasste sich zuerst mit der 
Wahl der Testkits und dann mit der Qualit/itssiche- 
rung. Das Ziel liegt darin, in der Schweiz ein zuverl/is- 
siges Screening zu garantieren. 

Wahl des Tests 
Die AFP-Konzentration im Serum der Mutter liegt 
etwa 500mal tiefer als im Fruchtwasser. Zur Bestim- 
mung im Serum muss deshalb eine sehr empfindliche 
und zuverl/issige Technik angewandt werden. 
Prinzip der Bestimmung: 
Die Analyse basiert auf den Prinzipien der S/ittigungs- 
analyse [1] und wird mit Radioimmunoassay durchge- 
ftthrt. 
Zusammengegeben werden 
1. eine beschr/inkte Menge Antik6rper (AK) gegen 

AFP, 
2. eine fixe Menge markiertes (radioaktiv) AFP, 
3. Serum (mit unbekanntem AFP-Gehalt) oder Stan- 

dards. 
Die markierten Molekfile und das AFP des Serums 
kompetieren um die limitierte Menge von Antik6rper. 
Je h6her die AFP-Konzentration im Serum ist, desto 
tiefer ist die Zahl der radioaktiv markierten AFP- 
Molekfile, welche an Antik6rper gebunden sind. Nach 
Inkubation werden die Antik6rper abgetrennt und die 
daran gebundenen, markierten AFP-Molekfile quanti- 
fiziert (Bestimmung der Radioaktivit/it). Durch Ver- 
gleich mit Standards, welche unter gleichen Bedingun- 
gen mitgeffihrt werden, kann so die Menge AFP im 
Serum bestimmt werden. 
Da die Beziehung zwischen dem Anteil an AK- 
gebundenen markierten Molekfilen und der eingesetz- 
ten unmarkierten AFP-Molekfile nicht linear verl/iuft, 
wird fiir jede Analysenserie eine Reihe von Standards 
mitgeffihrt. 
Alle Bestimmungen erfolgen im Doppel. 
Bei jeder Bestimmungsserie mfissen also allein ffir 
Standards und Qualit/itskontrolle 22 R6hrchen einge- 
setzt werden. 
Es wurden Kits sechs verschiedener Hersteller geprfift. 
Mit allen wurde eine Serie yon 300 Schwangerenseren 
(panel), welche von den Labors in Lausanne und 
Zfirich gesammelt worden waren, in mindestens zwei 

Labors untersucht. Neben dem Vergleich der Resul- 
tate wurde dabei auch der  Zeitbedaff gemessen 
(Arbeitsaufwand und gesamter Zeitbedarf zum Erhalt 
eines Resultats). Das Protokoll umfasste weiterhin 
sonstige Fragen fiber Praktikabilit/it sowie technische 
Kontrollen, welche Aussagen fiber Pr~ision in der 
Serie, von Tag zu Tag und Stabilit/it der Proben 
erlaubten. 
Aufgrund dieser Kriterien wurden die Kits zweier 
Hersteller 1 gew/ihlt. Sie zeigten gute 121bereinstim- 
mung untereinander und wiesen die beste Prfizision im 
Entscheidungsbereich auf. Auch wenn gesamtschwei- 
zerisch die Vergleichbarkeit zwischen den Labors 
theoretisch bei Benfitzung eines einzigen Kits besser 
w/ire, so scheuten wir aus Sicherheitsgrfinden davor 
zurfick, von einem einzigen Hersteller abh/ingig zu 
sein. Die Daten fiber die Pr/izision wurden durch den 
ersten Ringversuch best/itigt. Von Interesse ist beson- 
ders, wie gross der Prozentsatz der Werte fiber 2,5 

Clinical Assays  und Behring.  

Labor  A B C D 

Hersteller  1 - - 3,4 2,0 
2 2 - 3,3 3,0 11,4 
3 1,8 - - 0,3 
4 - - 2,7 1,0 
5 - - 2,0 2,0 
6 2 - 3,3 2,8 - 

i Zusammenges te l l t  von H. R.  Roth ,  Inst i tut  ffir Tierprodukt ion,  
E T H  Ztirich. 

2 Schliesslich ftir Screening verwendete  Kits. 

Tab. 1. Prozentzahlen der Werte, welche bei der Eva- 
luation von sechs verschiedenen Fertigpackungen zur 
AFP-Bestimmung im Serum aber 2,5 x Median lagen 1. 

1. Fixe Kosten:  
1.1 Abschre ibung  yon Appa ra t en  
1.2 Verwal tung,  Da tenausgabe  
1.3 Repara tu ren ,  Service 

2. Fixe Kos ten  pro Serie: 
2.1 Verbrauchsmater ia l  
2.1.1 Qualit / i tskontrollseren 
2.1.2 Kit-Material  (A = Preis R6hrchen /Reagenz ien  pro R6hr-  

chen) 
Behring: 22 x A,  Clinical Assays:  24x  A 

2.1.3 121briges Material  
2.2 Arbe i t saufwand fix 

Behring:  43 min,  Clinical Assays:  29 min 

3. Variable Kosten  pro Serum: 
3.1 Reagenz ien  2 x A  
3.2 121briges Material  
3.3 Arbei t saufwand 

Behring: 2,4 min,  Clinical Assays:  2,1 min 

nab. 2. Kostenberechnung 
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Abb. 1. Histogramm yon 238 AFP-Werten der 17. SSW bei linearer Aufzeichnung (Klassenbereite 3.68 U/l). Die 
asymmetrische Verteilung wird auch durch den konkaven Verlauf der Summenhiiufigkeitskurve auf Wahrschein- 
lichkeitspapier illustriert ( Einschub ). 

Median (s. u.) bei den einzelnen Kits ausf/illt (Tab. 1). 
Aufgrund der e rhobenen Daten  f~hrten wir eine 
Kostenerfassung durch (Tab. 2). Bei Bestimmung von 
30-40 Seren pro Woche errechneten wir 1979 einen 
Selbstkostenpreis von Fr. 13.50. 

Qualitiitssieherung 
Die zweite Aufgabe,  welche sich die Subkommission 
for Laborfragen gesteUt hat, betrifft die Qualit/itssi- 
cherung. 
Es gilt dabei sicherzustellen, dass erh6hte AFP-Werte  
im Serum als solche erkannt werden und nicht zuviel 
positive zu unn6tigen Amniozentesen f(ihren. Vier 
Sicherungsmechanismen sind in das bestehende Pro- 
gramm eingebaut: 
1. Die Fixierung der Grenzen basiert auf der Etablie- 
rung yon eigenen Referenzwerten:  
Die Verteilung der Referenzwerte  ist nicht symme- 
trisch (Abb. 1 und 2). Es kann also for die Etablierung 
der Grenzen nicht mit einer Gaussschen Verteilung 
(z. B. x + 2 SD) gerechnet werden. Entsprechend den 
Erfahrungen aus England wird mit Vielfachen des 
Medianwertes (=  50er Perzen t i l e )gerechne t ,  wobei 
2,5 x Median als Grenze angenommen wurde [2]. 

Die Labors haben deshalb erste Referenzwerte  dutch 
Bestimmung des Panels von Ziirich und Lausanne 

aufgestellt. Jedes Labor  hat dann eigene Referenz- 
werte mit Berechnung der Grenzen aufgestellt 
(Tab. 3). Aus dem Verlauf der Kurven ist ersichtlich, 
wie wichtig die richtige Angabe der Schwangerschafts- 
woche zur Beurteilung ist. Diese Kurven werden 
jeweils nach 500 Werten yon Basel aus f(ir die einzel- 
nen Labors neu berechnet  (Erfassung von Langzeit- 
ver/inderungen). 
2. Zur  internen Qualit/itssicherung werden mit jeder 
Serie Kontrollseren (drei Konzentrat ionen) mitge- 
fiihrt. Diese miissen in den etablierten Sollbereich 

Labor BaseP Bern ~ Lausanne: Ziirich 2 

14. SSW 59 39 58 52,5 
15. SSW 46 50 67 73,5 
16. SSW 67 65 79 77,5 
17. SSW 77 73 92 82,5 
18. SSW 80 80 107 91,5 
19. SSW - 113 126 110 
20. SSW - 125 147 150 

1 IU/ml, Clinical Assays Kit 2 IU/ml, Behring Kit 

Tab. 3. Grenzwerte (2,5>(Median) der AFP-Bestim- 
mung im Serum yon Schwangeren (Stand Februar 
1981) 
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H/STETGRAMM 
H e e u f l g k e l t  
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Abb. 2. Wie Abbildung 1, aber mit den ]eweiligen Logarithmen der Werte. Die Verteilung erscheint symmetrisch, 
die Summenhiiufigkeit geradlinig. 

A. Priizision in der Serie (n = 10) 
Labor A B C 

S e r u l r l  

1 ~t 12,6 14,3 11,9 
VK 2 9,2 6,1 10,9 

2 ~ 14,4 16,5 15,1 
VK 10,6 4,9 14,0 

3 ~ 39,7 43,7 47,5 
VK 5,0 2,2 13,9 

4 ~ 45,3 50,7 69,1 
VK 2,6 3,1 14,8 

5 ~ 88,4 102 126 
VK 4,1 2,4 18,6 

B. Priizision von Tag zu Tag 
Labor A B C D 

Serum n = 7 9 9 7 
1 .~ 11,7 13,1 11,3 12,1 

VK 22 32 17 15 
2 2 13,3 15,6 17,2 15,9 

VK 14 36 27 24 
3 2 39,7 40,0 44,3 39,2 

VK 8,0 4,0 9,4 6,2 

4 ~ 45,5 47,0 55,4 49,1 
VK 5,2 5,2 13,8 7,7 

5 .~ 85,7 89,7 112,1 90,1 
VK 8,5 4,0 8,3 11,8 

�9 Mittelwert (IU/ml), Labors A, B, Clinical Assays, Labors C, D, 
Behring. 

2 Variationskoeffizient in Prozenten. 

Tab. 4. Ringversuch 

fallen, sonst  wird die Serie wiederhol t  (Er fassung 
D gest6r ter  Assaybed ingungen ,  kurzfrist ige Schwankun-  

gen) (Abb. 3). 
13,6 3. Zwei  externe  Ringversuche  wurden  bisher durchge-  
14,3 ffihrt, wobei  der  zweite noch  nicht  abgeschlossen ist. 

_ Die Resul ta te  des ers ten f inden sich in Tabelle 4. 
- Offensicht l ich bes tanden  bei e inem L a b o r  noch  

43,6 gewisse Schwier igkei ten in der  Reproduz ie rba rke i t  der  
18,4 Resul ta te  (Labo r  C). S/imtliche Einzelwer te ,  sei es in 
51,9 der  Serie oder  yon  Tag  zu Tag,  lagen beim Serum m i t  

6,0 e r h 6 h t e m  Geha l t  fiber dem Wer t  von 2 , 5 x M e d i a n  ffir 
102 die 16. SSW. Die  13bereinst immung zwischen den 
6,6 Labors  ist erstaunlich gut.  

4. Als  wei tere  Sicherung wird bei s/imtlichen W e r t e n  
fiber 2 •  also schon unter  der  Schwelle,  bei  der  
eine Wiede rho lung  der  B lu t en tnahme  verlangt  wird,  
das fragliche Serum an ein anderes  Schweizer  L a b o r  
(das nicht  den gleichen Kit benfitzt)  gesandt ,  um eine 
Best~itigung zu erhal ten.  Dies erfolgt  selbstverst/ind- 
lich auch bei e rh6h ten  Wer ten .  

Zusammenfassung 
Zur AFP-Bestimmung im Serum wurden Fertigpa.c.kungen von sechs 
Herstellern geprfift und aufgrund der Priizision, Ubereinstimmung, 
Praktikabilitiit und des Kostenaufwandes zwei ffir das Screening in 
der Schweiz gew~ihlt. Die Qualitlitssicherung beruht auf der Etablie- 
rung eigener Referenzwerte, welche periodisch tiberprtift werden, 
auf interner Qualitiitskontrolle, Ringversuchen unter den Labors 
und jeweiliger I3berpriifung der Seren, deren Werte fiber 2 x Median 
liegen, in einem Labor mit anderen Reagenzien. 
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Abb. 3. Beispiel far interne Qualiti~tskontrolle mit 
Kontrollseren in 3 Konzentrationen (yon oben nach 
unten: 24, 65, 183 IU/I). Die Priizision yon Tag zu Tag 
(VariationskoeffizienO betriigt 15,8 bzw. 8,3 bzw. 
6,7%. In der mittleren Kurve fiillt ein Punkt auf, 
welcher aber ~ + 2 S D  l iegt .  

Summary 
Determinltion of AFP in serum 
Six different kits for the determination of AFP in serum were tested 
in view of using them for a Swiss screening program. Two of them 
were chosen based on eriterias of precision at the decision level, 
congruence, practicability and costs. The quality assurance of the 
ongoing program is based on reference values established by each 
laboratory, which are periodically revised, on internal and external 
quality control and crosscheeks of sera with values above twice the 
median by another laboratory using a different kit. 

R~sum6 
D~termtnatinn de I'AFP s6rique 
Les ~kits,~ de six [abricants ont 6t6 test~s pour la d6termination de 
I'AFP et pour le screening en Suisse. Deux d'entre eux ont 6t6 

retenus r6pondant le mieux aux aspirations sur le plan de la 
pr6cision, de la conformit6, de la pratieabilit6 et du coflt. La 
garantie de la qualit6 repose sur l'6tablissement de nos propres 
valeurs de r6f6rence qui sont v6rifi6es p6riodiquement, sur le 
contr61e de qualit6 interne et externe et sur le recours pour 
confirmation ~t un laboratoire utilisant d'autres mat6riels pour les 
s6rums qui d6passent deux fois la m6diane. 
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