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69 Serumdiagnostische Zusammensetzung.

6 Die Zusammensetzung enthalt neutrale, inerte Teil-

chen, z.B. aus Polystyrol-Latex, an welchen ¥-Glo-
bulin adsorbiert ist. Das y-Globulin ist seinerseits an ein
bifunktionelles Kupplungsmittel gekuppelt, dessen an-
dere funktionelle Gruppe an HCG gekuppelt ist. Die Zu-
sammensetzung wird erhalten durch Umsetzung des
Kupplungsmittels mit dem HCG bei niederer Temperatur
und niederem pH. Das erhaltene Konjugat wird sodann
bei hoherer Temperatur und héherem pH mit dem an die
neutralen, inerten Teilchen adsorbierten y-Globulin um-
gesetzt.

Die Zusammensetzung dient zum Schwangerschafts-
nachweis, indem sie mit einem Anti-HCG-Serum und ei-
ner Korperfliissigkeit einer vermutlich schwangeren Frau
zusammengebracht wird. Das Resultat kann nach 3 Minu-
ten ohne Hilfsmittel festgestellt werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Serumdiagnostische Zusammensetzung fiir die
Schwangerschaftsbestimmung, gekennzeichnet durch neutrale,
inerte Teilchen, an denen y-Globulin adsorbiert ist, wobei das
¥-Globulin an ein bifunktionelles Kupplungsmittel gekuppelt
ist, dessen andere funktionelle Gruppe an HCG gekuppelt ist.

2. Zusammensetzung nach Patentanspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass die neutralen, inerten Teilchen ein Poly-
styrol-Latex darstellen.

3. Zusammensetzung nach Patentanspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass das Kupplungsmittel Toluylen-
1,2-diisocyanat darstelit.

4. Verfahren zur Herstellung der serumdiagnostischen
Zusammensetzung nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man das Kupplungsmittel bei einer niedrigen
Temperatur und einem niedrigen pH-Wert an das HCG bindet
und das erhaltene Kupplungsmittel- HCG-Konjugat bei einer
hoheren Temperatur und einem héheren pH-Wert mit dem an
den neutralen, inerten Teilchen adsorbierten y-Globulin ver-
kniipft.

5. Verfahren nach Patentanspruch 4, dadurch gekennzeich-
net, dass man als Kupplungsmittel Toluylen-1,2-diisocyanat ver-
wendet.

6. Verfahren nach Patentanspruch 4 oder 5, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Bindung des Kupplungsmittels
an das HCG bei 0 bis 10 °C, vorzugsweise bei 4 °C, durchfiihrt.

7. Verfahren nach Patentanspruch 4 oder 6, dadurch
gekennzeichnet, dass man die Bindung des Kupplungsmittels
an das HCG bei einem pH-Wert zwischen 54 und 7,4, vorzugs-
weise bei etwa 7,2, durchfiihrt.

8. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 4 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass man das Kupplungsmittel- HCG
bei 30 bis 60 °C, vorzugsweise bei 40 °C, mit dem y-Globulin
verkniipft.

9. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 4 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass man das Kupplungsmitte- HCG
bei einem pH-Wert zwischen 7,6 und 9,2, vorzugsweise zwi-
schen 8,2 und 8,3, mit dem y-Globulin verkniipft.

10. Verfahren zur Schwangerschaftsbestimmung unter Ver-
wendung einer serumdiagnostischen Zusammensetzung nach
Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass diese Zusam-
mensetzung mit einem Anti-HCG-Serum und einer Kérperfliis-
sigkeit einer vermutlich schwangeren Frau vermischt wird.

Die Erfindung betrifft eine serumdiagnostische Zusammen-
setzung fiir die Schwangerschaftsbestimmung.

Es sind verschiedene Verfahren zur Schwangerschaftsbe-
stimmung bekannt. Bei einigen Verfahren, namlich den biologi-
schen Verfahren, miissen bestimmte Tiere, z.B. Kaninchen,
Maéuse, Frosche usw. verwendet werden. Diese biologischen
Tests haben schwerwiegende Nachteile, d.h,, es miissen viele
Tiere mit bestimmten Anforderungen zur Verfiigung stehen
und untergebracht werden, wodurch das Verfahren kompli-
ziert und aufwendig wird. Weiterhin ist bei diesen Verfahren
ein besonderer Laboraufwand erforderlich, und sie sind
gewdhnlich zeitraubend, d.h. die Ergebnisse konnen erst nach
einigen Tagen erhalten werden.

Es war daher erwiinscht, Verfahren zur Schwangerschafts-
bestimmung zu entwickeln, mit deren Hilfe die vorstehend
angegebenen Nachteile vermieden werden, d. h. solche Verfah-
ren, bei denen keine Tiere bzw. spezielle Labormethoden erfor-
derlich sind und die in einer Arztpraxis ausgefiihrt werden kon-
nen und die Ergebnisse in einer verhiltnisméssig kurzen Zeit
liefern.
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Es wurde erkannt, dass der beste Weg die Auffindung eines
chemischen Reagens ist, mit dessen Hilfe der Test durchge-
fiihrt werden kann.

In der israelischen Patentschrift 16425 sind bestimmte
serumdiagnostische Zusammensetzungen fiir die Schwanger-
schaftsdiagnose beschrieben. Es ist jedoch nur eine bestimmte
Zusammensetzung aus Choriongonadotropin-Hormon
(CGTH) beschrieben, das iiber bis-Diazobenzidin (BDD) mit
roten Blutzellen vom Schaf kombiniert ist und das gegebenen-
falls auch den CGTH-Antikérper enthilt.

Diese bekannte Zusammensetzung ist jedoch wegen ihrer
Instabilitat unbefriedigend. Es wurde versucht, diesen Nachteil
durch Zusatz von Formalin als Stabilisierungsmittel zu iiber-
winden. Obgleich die Stabilitét der Zusammensetzung hier-
durch verbessert wird, reicht sie trotzdem noch nicht aus, da
die Aufbewahrungsdauer der erhaltenen Zusammensetzung
sehr kurz ist, wenn sie wieder in Fliissigkeit suspendiert wird,
was offensichtlich unerwiinscht ist.

Aus der israelischen Patentschrift 19301, der deutschen
Patentschrift 18 08 435 und der hollindischen Patentschrift
66-03909 sind serumdiagnostische Zusammensetzungen
bekannt, in welchen menschliches Choriongonadotropin
(HCG) iiber bestimmte Aldehyde und andere Substanzen, z.B.
Stabilisierungsmittel, an Erythrocyten gebunden ist. Die Ver-
wendung derartiger Stabilisierungsmittel ist sehr unerwiinscht.
Weiterhin wurde gefunden, dass die nach diesen Vorversffent-
lichungen erhaltenen Zusammensetzungen nicht sehr stabil
sind.

Aus der israelischen Patentschrift 34960 ist eine Zusam-
mensetzung bekannt, die im wesentlichen aus menschlichen
Choriongonadotropin (HCG) besteht, das mit Hilfe von Gluta-
raldehyd als Kupplungsmittel an rote Blutzellen gebunden ist.
Diese Zusammensetzung stellt eine grosse Verbesserung
gegeniiber den anderen bekannten Zusammensetzungen dar.
Thr Nachteil liegt jedoch darin, dass noch eine ziemlich lange
Zeit zur Durchfiihrung des Tests erforderlich ist. Dieser Nach-
teil kann durch gewisse Massnahmen iiberwunden werden.
Auch in diesem Fall sind aber noch etwa 20 Minuten zur Durch-
fihrung des Tests erforderlich. Weiterhin ist die Lagerbestin-
digkeit dieser Zusammensetzung noch nicht ganz befriedigend
und kann nur durch Zusatz von weiteren Substanzen, z.B. Gela-
tine, verbessert werden.

Es sind einige Zusammensetzungen auf der Grundlage von
bestimmten Latexteilchen bekannt, wobei die genaue Zusam-
mensetzung vom Hersteller geheimgehalten wird. Obgleich -
mit diesen Zusammensetzungen gewisse Nachteile der dlteren
Zusammensetzungen iiberwunden werden, bestehen noch
einige Nachteile. So sind die als Folge der Agglutinierung erhal-
tenen Agglomerate nicht sehr klar, so dass die Durchfithrung
des Verfahrens nicht immer sicher ist. Weiterhin erscheinen
diese Agglomerate nicht immer sofort.

Es war deshalb erwiinscht, eine Zusammensetzung zu fin-
den, mit deren Hilfe diese Nachteile iiberwunden werden, d.h.
die die Durchfiihrung des Tests in einer sehr kurzen Zeit gestat-
tet, wobei der mit dieser Zusammensetzung durchgefiihrte Test
klare Ergebnisse liefert, die leicht und sicher auszuwerten sind.
Weiterhin soll die Zusammensetzung eine gute Lagerbestin-
digkeit haben.

Es wurde nun iiberraschenderweise gefunden, dass, wenn
v-Globulin an neutralen, inerten Teilchen adsorbiert ist, es mit
bestimmten Kupplungsmitteln an HCG gebunden werden
kann, wobei der Test mit der erhaltenen Zusammensetzung
innerhalb von etwa 3 Minuten durchgefiihrt werden kann, und
gute und eindeutige Ergebnisse erhalten werden.

Gegenstand der Erfindung ist somit eine serumdiagnosti-
sche Zusammensetzung zur Bestimmung der Schwangerschaft
bei Frauen, die im wesentlichen aus neutralen, inerten Teilchen
besteht, an denen y-Globulin adsorbiert ist, wobei das v-Globu-



lin an ein bifunktionelles Kupplungsmittel gebunden ist, dessen
andere funktionelle Gruppe an HCG gekuppelt ist.

Diese Zusammensetzung ist nachstehend als «tHCG-sensibi-
lisierte Teilchen» bezeichnet.

Unter dem Ausdruck «neutral-inerte Teilchen» versteht 5
man hier Teilchen, die gegeniiber den anderen Bestandteilen
der Zusammensetzung neutral und inert sind und die in der
Lage sind, y-Globulin irreversibel zu adsorbieren. Bei diesen
Verbindungen handelt es sich beispielsweise um Polybutadien,
Polystyrol, polymerisiertes Butadien-Styrol usw. Als bevor-
zugte Teilchen sind Polystyrol-Latexteilchen zu erwéhnen.

Das bevorzugte bifunktionelle Kupplungsmittel ist Toluy-
len-24-diisocyanat (TDIC).

Das y-Globulin kann aus einem beliebigen, zur Verfiigung
stehenden Siugetier- oder Vogelserum erhalten werden.

Die Erfindung betrifft ferner die Herstellung der Zusam-
mensetzung gemiss der Erfindung, wobei das Kupplungsmittel
bei einem niedrigen pH-Wert und bei einer niedrigen Tempera-
tur an das HCG gebunden wird und das erhaltene Kupplungs-
mittel HCG-Konjugat bei erh6htem pH-Wert und erh6hter
Temperatur mit dem am neutralen, inerten Teilchen adsorbier-
ten y-Globulin verkniipft wird.

Wenn das Kupplungsmittel TDIC ist, so wird dessen Kupp-
lung an HCG bevorzugt bei etwa 0-10, vorzugsweise 4 °C
durchgefiihrt (alle Temperaturen sind hier in °C angegeben).
Der bevorzugte pH-Wert fiir diese Reaktion liegt zwischen
etwa 5,4 und 7,4, vorzugsweise bei etwa 7,2. Das TDIC-HCG-
Konjugat wird im allgemeinen bei etwa 30 bis 60 °, vorzugs-
weise bei etwa 40 °, an das y-Globulin gekuppelt. Der pH-Wert
fiir diese Reaktion liegt im allgemeinen zwischen etwa 7,6 und 30
9,2, vorzugsweise zwischen etwa 8,2 und 8,3.

Die Konzentration des TDIC-Konjugats wird so ausge-
wihlt, dass die erforderliche Empfindlichkeit des Tests gewahr-
leistet ist.

Wird ein Polystyrol-Latex verwendet, so betragt die bevor- 35
zugte Konzentration des TDTC-Konjugates etwa 2,5 bis 5 mg/g
Polystyrol (10 ml einer 10%igen Suspension).

Die Zusammensetzung gemiss der Erfindung ist sehr stabil
und zersetzt sich bei der Lagerung nicht, und das Konjugat
wird wihrend der Durchfiihrung des Tests nicht freigesetzt.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Schwanger-
schaftsbestimmung unter Verwendung der vorstehend
beschriebenen serumdiagnostischen Zusammensetzung, das
dadurch gekennzeichnet ist, dass diese Zusammensetzung mit
einem Anti-HCG-Serum und einer Korperfliissigkeit einer ver- 45
mutlich schwangeren Frau vermischt wird. Ist die Frau schwan-
ger, so reagiert das Anti-HCG-Serum mit dem freien HCG, und
es findet keine Reaktion zwischen den sensibilisierten HCG-
Teilchen und dem Antiserum statt. Ist andererseits die Frau
nicht schwanger, so verursacht das Antiserum nach etwa 3
Minuten eine Agglutination. Man erhilt sehr gute grosse Ag-
glomerate, und die Agglutination setzt fast sofort ein.

Die Erfindung ist anhand der nachstehenden Beispiele
erldutert.
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Beispiel 1
Herstellung von HCG-sensibilisierten Latexteilchen
a) Herstellung von y-Globulin aus normalem Kaninchenserum
(NRS)

10 ml Serum werden in ein 50 ml Becherglas gegeben, das
auf eine Magnetriihrvorrichtung gestellt wird. Unter konstan-
tem Riihren des Serums werden 6 ml gesittigte (NH4),SO,-
Losung sehr langsam zugesetzt. Der pH-Wert wird dann durch
Zusatz einer 1n-NaOH-Lésung auf 7,4 eingestellt. Es wird dann
noch 30 Minuten bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Der
Inhalt wird in ein oder mehrere Zentrifugengliser gebracht
und bei Raumtemperatur 30 Minuten bei 1000 g zentrifugiert.
Die iiberstehende Fliissigkeit wird verworfen. Der Nieder-

60

65

621876

schlag wird in Kochsalzlosung aufgel6st, und das Volumen wird
auf 10 ml aufgefiillt.

Dann wird die Losung in ein 50-ml-Becherglas iibergefiihrt.
Unter konstantem Riihren werden wie vorher 5 ml gesittigte
(NH,)SO,-Losung langsam zugesetzt, und der pH-Wert wird
auf 7,4 eingestellt. Der Niederschlag wird in Kochsalzlésung
erneut gelost und nochmals auf dieselbe Weise ausgefillt.

Der derart erhaltene Niederschlag wird dann in 10 ml
Kochsalzlosung geldst und in der Kilte unter Rithren gegen
destilliertes H,O dialysiert. Am nichsten Tag wird die dussere
Fliissigkeit gegen PBS (0,15 M NaCl, 0,01 M Phosphatpuffer,
pH=172)

KH,PO, 0,1M132ml
Na,HPO, 0,1 M 289 ml
NaCl 34,785 g bis zu 4210 ml

ausgetauscht und die Dialyse wird noch 48 Stunden bei zwei-
maligem Austausch von PBS fortgesetzt. Die dussere Fliissig-
keit (Dialysat) wird auf Anwesenheit von SO, gepriift (zu 3 ml
Dialysat wird ein gleiches Volumen einer 1%igen BaCl,-Losung
und einige Tropfen 1n-HCl-L6sung gegeben).

Wenn der Test fiir SO,.= negativ ist, wird der Inhalt des Dia-
lysegefisses 20 Minuten in der Kélte bei 10 000 U/min zentrifu-
giert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird aufbewahrt. Die Kon-
zentration an y-Globulin wird durch Bestimmung der optischen
Dichte bei 280 nm zur Berechnung auf E; .,!” = 14,6 einge-
stellt.

b) Herstellung des TDIC-Konjugats

85,2 mg HCG (Hersteller Roussel-Uclaf, 3580 Einhei-
ten/mg) werden in 3,9 ml Kochsalzlosung geldst. 35,1 ml Phos-
phatpuffer (0,15 m, pH = 7,2) werden der Losung zugesetzt, die
dann in einem Eis-Wasser-Gemisch abgekiihlt wird. (Die Puffer-
16sung enthilt 140 ml NaH,PO,, 0,15 M und 360 ml Na,HPO,,
0,15 M). Dann werden 0,78 ml (0,955 g) Toluylen-2,4-Diisocyanat
zugesetzt. Die Losung wird 30 Minuten in eiskaltem Wasser
unter Magnetriihrung inkubiert und dann 20 Minuten bei
10 000 U/min in einer gekiihlten Zentrifuge (0-4°) zentrifugiert.

Die iiberstehende Fliissigkeit wird eine Stunde in Eis gehal-
ten und dann in der Kilte durch ein Whatman-Glasfaserpapier
GFLC filtriert. Das Filtrat wird in aliquote Teile von 2,5 ml auf-
geteilt und sofort eingefroren. Bei Bedarf wird der Inhalt des
Glases geschmolzen und bis zum Gebrauch in Eis aufbewahrt.
Die zuriickbleibende Lésung wird verworfen. Das TDIC-Kon-
jugat wird bei -18° eingefroren.

c) Herstellung der sensibilisierten Teilchen

Zu 10 ml einer Latex-Suspension (Dow-Latex, 0481 1,
Serwa Feinbiochemica, Heidelberg) mit einem Trockensub-
stanzgehalt von 10% werden 107,3 ml einer Glycin-NaOH-Puf-
ferlosung gegeben. Die Pufferlosung, die einen pH-Wert von
8,28 hat, enthalt 7,3 g Glycin, 109 g NaClund 1 g NaOH je
Liter. (Der pH-Wert wird durch Zusatz von 1n-NaOH-Losung
auf 8,28 eingestellt.) Der Suspension werden 178,8 ml y-Globu-
lin aus NRS (hergestellt wie in Stufe a beschrieben), das vorher
mit Glycin-NaOH-Pufferlésung bis auf eine Konzentration von
80 bis 85 pg/ml verdiinnt wurde, zugesetzt (optische Dichte bei
280 nm = 0,117 bis 0,124).

Die Losung wird bei Raumtemperatur (20 bis 25°) unter
gelegentlichem Riihren 30 Minuten inkubiert. Dann wird sie in
der Kilte (4-8°) etwa 5 Minuten bei 10 000 U/min zentrifugiert.
Der Niederschlag wird zweimal mit Borat-Kochsalzlésung
gewaschen, wovon jeweils 300 ml verwendet werden.

Das Sediment wird in 111,5 ml Boratpufferlosung mit einem
pH-Wert von 8 suspendiert. Die Suspension wird in einem Was-
serbad auf 40 ° erwirmt.

Die Borat-Pufferlésung wird durch Vermischen von
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12-37 g HsBO:s und 8 g NaCl hergestellt. Diesem Gemisch wer-
den etwa 250 ml bidestilliertes Wasser zugesetzt.

Dann werden 0,52 g NaOH zugesetzt, und der pH-Wert
wird auf 8 eingestellt. Dann wird das Volumen auf 300 ml aufge-
fillt. 5

* Die Borat-Kochsalzlésung wird durch Vermischen von
30 ml der vorstehenden Borat-Pufferlosung mit 970 ml Koch-
salzlosung (NaCl = 0,85%) hergestellt.

Zu der Suspension werden 2,1 ml des in Stufe b hergestell-
ten TDIC-Konjugats gegeben. Die Lsung wird eine Stunde beito
40° unter gelegentlichem Riihren inkubiert und in der vorste-
hend angegebenen Weise zentrifugiert. Der Niederschlag wird
zweimal mit Borat-Kochsalzlosung gewaschen, wobei jeweils
300 ml der L6sung verwendet werden.

Der Niederschlag wird wiederum in 71,4 ml Borat-Koch-
salzlosung suspendiert, die 0,1% NaNs und 0,1 % RSA enthiilt,
wobei 100 mg NaN; und 100 mg RSA in 100 mi Borat-Kochsalz-
16sung geldst werden (nachstehend als «Reagens I» bezeich-
net) (RSA ist die Bezeichnung fiir kristallisiertes Rinder-
serumalbumin der Firma Pentex Biochemicals).
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Beispiel 2
Herstellung des Anti-HCG-Serums

5 ml einer HCG-L6sung mit einer Konzentration von
250 wml, hergestellt in einer Phosphat-Pufferlosung mit einem 2
pH-Wert von 7,2 (Aktivitat des HCG 18 000 wmg) werden mit
5 ml vollstindigem Freundschem Adjuvans (Difco) vermischt.
Das Gemisch wird gut emulgiert.

Jedes Kaninchen wird mit 2 ml dieser Emulsion intradermal
in den rasierten Riicken und die Gliedmassen injiziert, und
zwar an 40 Stellen mit jeweils 0,05 ml. An einer getrennten
Stelle werden 0,5 ml eines rohen Bordetella-Pertussis-Vakzins
(32 Md Organismen/ml) intradermal injiziert.

Nach 3 Wochen werden in Abstinden von 10 Tagen 3 oder
mehr Blutproben (je nach dem Agglutinationstiter des Serums) s
entnommen. Nach etwa 7 Wochen werden die Kaninchen
geblutet, und das Serum wird durch Zentrifugieren getrennt
und in einem Kiihlschrank aufbewahrt.

Die unspezifischen Antikorper werden dadurch aus dem
Serum adsorbiert, dass gleiche Volumina des Serums und von 40
gewaschenem Polymer aus normalem Humanserum (ohne
HCG) miteinander vermischt werden. Das erhaltene Gemisch
wird «adsorbiertes Anti-HCG» genannt.

Das erhaltene Serum wird mit Borat-Kochsalzlosung ver-
diinnt, die 0,1% NaN;, 0,1% RSA und 1% Ficol enthilt (Ficol ist 45
Poly-Epichlorhydrin 400 000 der Firma Pharmacia Fine Chemi-
cals AB, Uppsala). Die Endpunkt-Agglutination wird unter Ver-
wendung einer «Latex-sensibilisierten Suspension», hergestellt
nach Beispiel 1, gepriift. '

Die Hemmung der Agglutination wird mit HCG-Standard- so
Tabletten der Firma Wellcome Reagents Ltd,, gel6st in Rea-
gens [ getestet. R

Die héchste Antiserum-Verdiinnung, die eine 4+-Agglutina-
tion in Anwesenheit von 50 ul des Reagens I und eine vollstan-
dige Hemmung durch 50 pul der vorstehend angegebenen HCG-s5
Standard-Tabletten mit einem Gehalt von 1,5 w/ml ergibt, wird
ausgewdhlt.
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Beispiel 3

1. Ein Tropfen Urin der Frau wird in einem Kreis einer
Glasplatte ausgebreitet.

2. Dann wird ein Tropfen Antiserum zugegeben.

3. Die beiden Tropfen werden mit einem Glasstab ver-
mischt, und die Platte wird eine Minute geschwenkt.

4, Dann wird ein Tropfen der sensibilisierten Latexteilchen
zugesetzt.

5. Die Suspension wird erneut mit einem sauberen Glasstab
vermischt. Die Fliissigkeit wird soweit ausgebreitet, dass die
Fliche innerhalb des auf die Platte aufgedruckten Kreises aus-
gefiillt wird.

6. Die Platte wird genau zwei Minuten lang langsam und
sorgfiltig geschwenkt. Die Ergebnisse kénnen sofort abgelesen
werden.

Eine Agglutination weist auf ein negatives Ergebnis hin, d.h.
die Frau ist nicht schwanger. Ein ebenmissiges Muster weist
auf die Anwesenheit von mindestens 1500 Einheiten HCG/lim
Urin hin.

Beispiel 4

Um die Empfindlichkeit des Tests zu zeigen, wurde eine
Zusammensetzung gemiss der Erfindung (Zusammensetzung
D) mit handelsiiblichen Zusammensetzungen verglichen. Es
wurden folgende Zusammensetzungen verwendet:

a) Zusammensetzung der Patentinhaberin (Handelsbe-
zeichnung «Pregnography») nach der israelischen Patentschrift
34960 (Zusammensetzung A);

b) Eine Latex-Zusammensetzung der Wellcome Foundation
Ltd. mit der Handelsbezeichnung «Prepurex» (Zusammenset-
zung B). .

c) Eine Latex-Zusammensetzung der Firma Organon N.V.
mit der Handelsbezeichnung «Planotest» (Zusammensetzung
Q).

Die Ergebnisse sind in Tabelle I angegeben.

Tabelle I

Versuch Anzahl A D B C

Nr. Versuche Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg. Pos. Neg.
1 20 8 12 8 12 8 12 8 12
2 47 28 19 28 19 28 19 27 20
3 34 14 20 14 20 14 20 14 20
4 46 26 20 26 20 26 20 26 20
5 57 30 27 30 27 30 27 30 27
6 28 22 6 22 6 22 6 22 6
7 59 29 30 29 30 29 30 29 30
8 67 30 37 30 37 30 37 30 37
9 82 50 32 50 32 50 32 50 32

Die Empfindlichkeit aller Versuche war im wesentlichen
die gleiche. Die Zusammensetzung gemiss der Erfindung hat
jedoch die vorstehend angegebenen Vorteile.
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