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"Processo para a determinacéo de
gonadotrofina corionica humana®

para que

QUIDEL, pretende obter privilg
gio de invengdo em Portugal.

RESUKDO

~ ’
Processo para a detecglo de gonadotrofina corlonica humana

(GCH) atravées de lmunoensalos enzimaticos ligando anticorpo blo-
tinilado a um disco de papel ligado a avidina, reagindo o anti-
corpo no disco com a solugdo que se suspelta conter GCH, e deter
minando a guantldade de GCH no disco através de teécnicas de detec

¢8o de ensaio enzimatico.
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i, 1.
DESCRIGCAO DO INVENTO

Este invento diz respelto de uma manelira geral a tecnicas de
imunoensalo enzimatico (IEE) e em particular & determinacdo de go
nadotrofina coriodnica humana (GCH).

0s métodos de imunoensaio enzimatico (IEE) foram jé descritos,
Gueadon J., Ternynck, T., Avrameas, S., "The Tse of Avidin-Blotin
Interaction in Immunoenzymatlc Technlques", J. Hlstochem Cytochem
27:1131-1139, 1979. Guesdon et al testaram os efeltos da marcacéo
de antlcorpos, antigénios e enzlmas com bilotina em processos IEE.
A interacgdo biotina-avidina é bem conhecida e tem sido estudada
bastante exaustivamente, e tem sldo utllizada na purilficacgéo de
reagentes ligando a avidina a uma coluna cromatografica de Sepha-
rose, conjugando a bilotina a uma protefna a ser purificada, ligan
do a protefna biotinilada & coluna, lavando a coluna, e depois
eluindo o conjugado protefco purificado proteina-biotina da colu-
na. Liu, Fsy Zinnecker, ¥. Hamaoka, T» e Katz, DeHey, J. Blochemlstry
18:690, 1979,

A medigdo de GCH no soro ou urina é de interesse dlagnostico
do infcio da gravidez, detecgdio de gravidez ectoplca, e no controlo
de diversoa tumores. Walsh, P.R., Wang M., Glttermann, ¥.L., CLI-
NICAL IMMUNOCHEMISTRY, Amerlican Association for Clinical Chemiatry,
1978, Natelson, S, et al, Eda., pp. 306-328.

A utilizaglo de papéis de filtro, geralmente sob a forma de

pequenos discos, em diversos processos de ensalo ¢ bem conhecida..
Contudo, esforgos para desenvolver um metodo de ensalo para GCH
utilizando dlscos de papel de filtro ndo tém sido bem sucedidos.
Apés um trabalho considerdvel, descobriu-se que os metodos basea—
dos na ligaglo anticorpo GCH a um disco e reagindo o disco com mwma
solugdo de que se suspelta conter GCH, pee., urina, eram de balxa
seguranga e confianca. Alem disso, dispositivos de discos e papel
de filtro ndo podem ser fabricados através de técnicas conhecidas
de ume forma satlsfatoria. O presente invento ultrapassa estas
desvantagens e torna possivel um imunoensaio enzimatico rapido,
seguro e simpes para GCH na urina, ou outra solugfo.
Desenvolveu-se um método para a determlnacfo de gonadotrofina
corionica (GCH) que é altamente sens{vel, extremamente simples de
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efectuar, e pode ser adaptado para equipamento caseiro. O invento
compreende o metodo e um equlipamento ou sistema para efectuar esta
detecgdo. O concelto deste invento tem wma aplicagfo mals larga
para determinagdes de antigénio especificas, e pode tambem Ser
adaptado para a determlnagf8o de anticorpos utilizando o mesmo con
celto, invertendo simplesmente o papel do antigénio e anticorpo.

0 metodo deste invento, exemplificado pela determinacdo de
gonadotrofina corionica humana (GCH) compreende, na sua forma mals
preferida: revestindo toda ou parte de um suporte de fase solida
com avidina, atraves de ligagéo qu{mica, absorgéo risica ou qual-
quer outra tecnica adequada, ligando anticorpo anti-GCH biotinila
do ao suporte através da ligacdo avidina-biotina, expondo o supor
te assim preparado a uma amostra, D.e., uma solugfo, que se sus-—
pelta conter GCH e a antlcorpo anti-GCH marcado. O resultado e
um suporte de fase sdlida tendo ligado a ele GCH e um marcador
detectavel que esta presente em propor¢do & guantidade substrato
GCH ou revelados para o marcador, ou contado se o marcador & ra-
dioactivo, como uma medida da concentragdo de GCH na amostra.
Alternativamente, a espécie marcada pode ser removida do suporte
e detectada de qualguer forma convenclonal. A marcagéo enzimati-
Ca, PeBsy COM e ~galactosidase, e uma abordagem preferlda, mas po
dem—se utilizar outros enzimas e radiomarcadores.

0 invento pode também ser utilizado na técnica para determi-
nar a presenca ou auséncia, e medindo a quantidade de antlcorpos.
Neste caso, um antigénio para o anticorpo especifico é blotinilado
e ligado atraves da avidina a umm suporte, e como antigénio é marca
do e a reacgéo é efectuada da mesma forma, excepto que o anticorpo
é a especle a ser determinada.

A Figura 1 representa um suporte de fase s6lido, o qual estd
revestido total ou parclalmente com avidina, e sobre o qual o anti-
corpo blotinilado ¢ revestido em areas seleccionadas, representando
alguns padrdes exemplares que podem ser formados Imprimindo ou apli
cando o anticorpo blotinilado em areas predeterminadag.

Os suportes de fase solida no ensaio sdo, neste exemplo, dis-
cos de papel de aproximadamente C,7 cm de dlidmetro, Whatman (Trade-
mark) grau 541l. Cs dlsccs de papel =80 activados em primelro lugar
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com CNBr de acordo com o processo descrito por R. Axen et al.
(Nature, 214:1302, 1967). Os discos activados sf@o delxados reagir
com avidina a 49C durante a noite. Apos a reacgdo, a soluglo fol
removida e os discos foram blogueados com 50 mi de etanolamina,
pH=8,0 & temperatura amblente durante 2 horas. 0s dlscos foram
entdo lavados extensivamente com 0,1 ¥ de NaOAC, 0,5 M NaCl tampéo,
pH=4,0 e 0,1¥ de NaHCOB, 0,5% NaCl tampédo, pH=8,3, alternativamen-
te, 3 Vvezea.

A biotinileg8o de anticorpe anti-GCH de coelho purificado por
afinidade foi consegulda por incubag@o do anticorpo com N~hidrexi-
suceinimidilo-tiotina em borato tamponado salino (BTS) a pH=8,% a
temperatura embiente durante 2 horas. O excessc de N-hidroxlsuvcci
nimidilo~biotina fol entfo removido por dislise ou filtracdo gel.

Anticorpo ligado a Q ~galactosidase fol preparado reagindo
anticorpo monoclonal anti-GCH de rato purlficado por afinidade com
@ ~galactosldase através de um reagente de ligacdo cruzada M-la-
leimidobenzol-N~-Hldroxisuccinimida (¥BS) de acordo com © DProcesso
publicado por F.T. Iiu et al., J. Biochemistry 18:690 (1979).

0 imunoensalo é conseguldo atraves das interacgSes dcs compo-

nentes de ensaio como abaixo descritas:

Num exemprlo Disco-Avidina Blotina-Ab-GCH-Ab- (3 -Galactosidase
(GcH-B14A) tipice, o discc reside numa cdmara com mma bolinha liofl
lizada de Anti-CCH- @ ~Galactosldare, e utilizam—se 250/(1 de amog
tra de urina para dissolver a bolinha e re~hidratar o disco. 0
disco-avidina-biotina-Anti-GCH (BAD), a anti-GCH—e ~Calactosidase,
e a amostra de urina sfo incubados simulténeamente & temperatura
ambiente durante 10 minutos. O disco é entdo removido e lavado
extensivamente com mma sclugfo tampfo ou sob um fluxo de égua te~
pida. O disco é firalmente incubado com O-nitrofenilo-galactopi~
ranosido (ONPG), um substrato sintético para FB—Galactosidase.

A actividade enzimatica esta relacionada com a guantidade de GCH
presente na amostra de urlna.

A curva dose-~regposta foi demonstrada utlilizando o protocolo
acima. Para ensalos qualitativos, uma amostra de urina com 400
mIU/ml GCH pode ser faclilmente detectada a olho nu. Este nfvel

de GCH corresponde a aproximadamente a 3 dlas apocs o perfodo em
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falta.

Tm aspecto do invento é a aplicacéo do método e protocolo a
um equipamento que pode ser utilizado por um individvuo n&o treinado
na privacldade da sua prépria casa para detectar a presengad ou au-
adncla de GCH como um indicador de gravidez possivel. Como indica
o protocolo acima, esta detecgl@io pode ser felita tfo precocemente
como trés dias apés faltar o periodo menstrval. Um per{odo que fal
ta pode indicar gravidez, e pode também indicar uma complicagéo pos
afvel, e nalguns individvos uma indicacBio precoce da gravidez é im-
portante. A muito que & necessdrio um equipamento gque possa ser
utilizado sem a necessidade de um laboratorio ou téenicos habilido-
sos. Oa equlpamentos podem.t&mbém ser utlilizados dentro ou fora da
clinica ou laboratorio para controlar diversos tumores.

08 equipamentos incluem todos os reagentes necessarios para
completar wma determinacgfo qualitativa ou semi-quantitativa da GCH
na urina. 08 constituintes basicos de um equipamento sfo:

(L) Suporte de fase solida, tiplcamente dlscos de papel de
filtro, tratados com avidina, sendo a avidina ligada ao papel para
fornecer locals que reagem com anticorpo anti~CCH biotinilado;

(2) anticorpo anti~GCH marcados;

(3) reagentes de lavagem; e

(4) reagente revelador. No caso dado como uma concretizacédo
preferida, a qual é exemplo e ndo limitativa, c reagente revelador
& O-nitrofenil-galactopiranosido (ONPG). A revelaglo de uma espé—
cle antlecorpo~GCH ﬁ-galactosidc marcado deu uma mudanga de cor vi-
sfvel a olho nu. Podem-se aplicar outras combinac¢des de revelador
ou marcador produzindo efelto visfvel ou de cor; contudo, o aistema
descrito 6 presentemente preferido.Tampdes, reagentes salinos, etc,
podem tambem ser inclufdos mas é preferivel incorporar estes nos
dlversos reagentes acima descritos. Equlpamentos de acordo com
este invento incluiriam tiplicemente um recipiente possuindo uma in
dicagfo de volume predeterminada, instrugSes para uso, e acessori-
08 que possam ser convenientes para o utilizador.

A Figura 1 representa um exemplo de um artigo de fabrico, tal
como componente de um equipamento, que Incorpora wm principio deste
invento. O dispositivo representado na Figura 1 compreende o su-
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porte de fase solida, uma camada de avidina, e uma camada anti-
corpo biotinilado (ou antigénio se for para detectar um anticorpo).
£ claro, estas camadas n&o precisam de ser perfeitamente congruen
tes umas sobre as outras e, se o substrato fosse poroso, nao seri-
am camadas filsicamente discretas mas teriam a estrutura descrlta.
0 substrato pode ser poroso ou ndo-poroso. Por exemplo, papel de
filtro e polistireno podem ambos servir muito bem.

Qualquer material de fase solida que seja lnerte nhas reacgdes,
e a0 qual se possa ligar a avidina, quer por reacgéo qu{mica quer
por ligacéo fisica, pode ser utilizado. Discos ou folhas de papel
de filtro sdo um materlal de suporte de fase solide comum, como
880 o8 discos ou placas de polistireno.

0 componente seguinte é anticorpo biotinilado (ou antigenio)
o qual 6 revestido sobre toda a superficie, como fol o caso nos
exemplos anteriormente descritos. De preferéncia o anticorpo bio-
tinilado (ou antigeénio) & "impresso" somente em &reas selecciona-
das da superf{cie revestida por avidina, em qualquer padr&o dese-
jado. 0O termo M"impresso" € vtilizado para descrever a tecnica me
lhor conheclda para fabricar o substrato Indicador mﬁltiplo deste
invento, e a capacidade de "imprimir" o anticorpo em dreas selec-
cionadas, constitul wm facto muito importante deste invento. Tem
sido extremamente diffcil fornecer qualquer padrdo segurc em pa—
pel de filtro ou outros substratos porque o reagente migra atraves
ou ao longo do substrato. O presente lnvento obvla todo este pro-
blema. O anticorpo biotinilado liga-se Imediatamente & avidina,
fixando assim & drea no suporte revestido com avldina onde se en-
contra um antibidtico particular. Este ligacdo impede a migragdo
durante ou depols da impressfo, e durante a reaccéo, do anticorpo
(ou antigénio). Assim, aquando da revelagl@o do substrato indica-
dor miltiplo, o anticorpo, e qualguer antigénio ao qual estd 1i-
gado, seré encontrado exactamente no local em que fol Impresso.
A impressfio pode ser conseguida da mesma forma que & tinta 6 im-
presse em papel, por exemplo, atraves da aplicagéo de modelos
ou outros meios padronizados revestidos com o antlcorpo blotinl-
lado, no suporte revestido de avidira. Isto permite uma produgdo
multo eficlente de elevado volume de suportes Indlicadores multiplos,
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os quais podem ter neles dlversos anticorpos diferentes. O subs-
trato pode inclulr indica¢des formadas por tinta ou outro materi-
al bem como as indica¢des formadas de anticorpo (ou antigénio).
Na Figura 1, por exemplo, as linhas superlor e central indlcam
respectivamente areas quadradas ou redondas possuindo nelas ou-
tra indicagfo sobre a qual o anticorpo bilotinilado 6 impresso,
enquanto a linha inferior indica anticorpo blotinilado impresso
sob a forma de letras. Obvliamente, pode~se utilizar qualquer
sfmbolo, forma ou indicag¢fo alfanumeria.

Estes substratos indicadores multiplos podem ser utilizados
no laboratdrio clinico ou de investigacdo, ou podem ser inclufdos
num equipamento para utilizagfo do consumidor. Diversos anticor-
pos diferentes (ou antigénios), e anticorpos de actividade dife~
rente podem ser impressos no substrato, permitindo assim, com wm
tal substrato indicador multiplo, diversos testes de dlagndstico
para serem efectuados ao mesmo tempo, ou dar resultados semi-~
~quantlitativos respeitando mwm ahtigénio ou anticorpo particular.

Esforgos para fornecer um processo e equipamento no qual a
GCH era ligada a um substrato filbroso sélido, tal como papel de
filtro (o qual se pode adquirir com elevada pureza e tamanhos
convencionais) nfo foram bem sucedidos. Dols problemas afligism
o método ao ponto da abordagem estar a ser conslilderada impraticé
vel. Em primeiro lugar, a balxa senslbilidade era uma preocups-
¢éo séria. @m segundo lugar, e ainda mais sério, era a fraca re-
produtibilidede. Apos esforgo consideravel e consideracfc do
problema, os Inventores determinaram que os problemas estavam de
algum modo envolvidos na ligacfo dos reagentes ao papel de filtro.
N&o se sabe ao certo qual é fundamentalmente o problema e nenhum
problema semelhante fol considerado visto que e relativamente fa-
cil ligar antigenio ao papel de filtro, ou membros porosos equiva
lentes. Estda postulado, somente como uma explicacgdo possivel,
que ndo fol alnda provada com dados firmes, que ocorre algum tipo
de obstdculo estérico, quando o anticorpo é ligado ao papel, que
impede uma reacgfo completa, quantitativa e reprodutivel do papel
de filtro tratado com o anticorpo. Em qualquer caso, & parte do
fenomeno moleanlar actual que ocorria, o resultado era de balxa
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sensibilidade e uma estreita variagdo de ensalo. Esta variacfo
de imunoensalo n&o parecen vantajosa de continuar. BEn adigfo,
as necessldades de ligagdo individuwal, manuseamento e armazena-
mento de antibidticos de fase solida para diferentes imunoensal-
os fol considerada proiblitivamente demorada e dispendiosa.

Apés conzideragfo do problema, e dlversas avallagSes de
abordagens alternatlivas, apés experimentagio, a técnica acima
indicada foi desenvolvida pelos 1nventores, e mostrou ser um mé
todo vidvel, simples, seguro e reprodutivel de elevada sensibi-
lidade que encontra aplicagdo directa na determinacfo de GCH na
urina, e tem uma malor aplicabilidade para outras reacgdes do
tipo anticorpo—antigénio. Como acima indicado, o mesmo processo,
invertido para ligar o antigénio ao papel atraves da ligagdo blo-
tina-avidina, em vez da ligagdo de antlcorpo acilma descrita, pode
ser utilizado para detectar a presenga de um anticorpo. Assim,
os termos antigénio e anticorpo podem ser substancialmente inver
tidos na especificagdo e relvindicagdes para dar o inverso com-
pletamente equivalente dos termos especfficos utilizados acima
e dagul para a frente.

A aplicabllidade geral do presente invento fol jé estabelecl
da. Por exemplo, um substrato coberto de avidina, fol revestido
com IgG~ anti-DNP -~ biotinilada. Este substrato coberto de avi-
dina -IgG-AntiDNP~biotinilado fol entfo reagldo com DNP49-BSA e
finalmente com Anti-DNP- P ~galactosidase. A presenga de DNP49—
-BSA foi determinada na reaccdo final, atraves da produgdo de
cor na area revestida do substrato. Os resultados podem ser
quantitativemente determinados tendo a absor¢do da cor a 420 nm
da forma convencilonal. Noutro exemplo, a porglo de substrato re
vestida de avidina fol revestida com alergeno de Ambrosia biloti-
nilado, depois incubado simultdneamente com soro humano contendo
IgE-Anti-Alergeno de Ambrdsia e com ﬁ ~galactosidase~Anti-IgE
humana~de cabra. A presencga de IgE Anti-Ambrosia 6 detorminada
através da cor produzida na drea revestida como descrito, e pode
ser medida fotometricamente da forma acima descrita.
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Entender—se~a que ao dar a concretizacdo preferida e aplica-

gdo do invento, o conceito e objectivo do invento sdo exemplifi-
cados através dele sem ser limitado aos reagentes especfficos,

marcas, reveladores ou aplicagdes.

~-REIVINDICAGCOES-

1¢, - Processo para a determinacfo de gonadotrofina corioni-
ca humana (GCH) o gual compreende reagir uma solugdo que se sus-
peita conter GCH com anticorpo anti-GCH marcado e determinando a
presenga de GCH ligada ao anticorpo, compreendendo:

(a) ecobertura de suporte de fase solida com avidina para
fornecer na sua superficie locals de ligagfio para a bilotinaj

(b) bilotinilando o anticorpo anti-GCH;

(¢} reagindo o anticorpo anti-GCH blotinilado com o =supor
te revestido de avidilna;

(d) reagindo anticorpo anti-GCH com a porgdo indicadora
que pode ser detectadaj;

(e) reagindo o anticorpo biotinilado da etapa (¢) e o anti-
corpo ligado da etapa (d) com uma solugldo de teate que se suspel-
ta conter GCH; e

(f) medindo o indicador de anticorpo ligado unido através
de GCH ao suporte para mostrar a presenga ou auséncla de gonado-
trofina coridnica humana na Solugdo de teste.

2, - Processo para a determinac¢do de GCH, gonadotrofina
coridnica humana, o qual compreende tratar o suporte de fase séli
da com avidina para fornecer no dito membro poroso com avidina,
locals de ligagfo capazes de ligar a bilotina ao dito membro poro-
803

biotinilar o anticorpo anti-GCH;

reagir uma solugfo de gue se suspelte conter GCH com um rea-
gente indicador o qual se ligard & GCH e com o dito anticorpo an-
t1~-GCH biotinilado;

reagir o anticorpo antli-GCH biotinilado com o dito suporte
para ligar a GCH ao membro poroso atraves da unifo avidina-bioti-
na, e medindo através da porgdo indicadora do reagente indicador
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a presenca ou augéncla de GCH no dito membro poroso.

3¢, = Processo para detectar a presenga ou auséncia de um
antigénio espec{fico numa solugfo de teate que se suspelta conter
tal antigénio especifico, compreendendo as etapas de:

(a) reagir um suporte de fase s0lida com avidina para ligar
a avidina ao suporte para fornecer locals no dito membro de filtro
capazes de se ligarem com a blotina para ligar moléculas biotinila
das ao dito membro de filtroj

(b) biotinilar anticorpo para o antigénio especi{fico para
fornecer uma molécula capaz de se ligar aos locals avidina no mem-
bro de flltro; ’

(¢) reagir a especie da etapa (b) com o suporte tratado com
avidina da etapa (a) para assim ligar a dita espécle ao dito mem-
bro de filtro;

(d) mavcar o anticorpo para o antigénio espec{fico com uma
porg8o capaz de ser detectadas

(e) reagir a soluglo de teste gue se suspelta conter o antl
génio espec{fico com o suporte tratado resultante de etapa (c) e
o reagente da etapa (d) para formar uma espécle que inclui antigé
nio espec{fico, o antlcorpo blotinilado no suporte, e o anticorpo
marcado; e

(f) detectar a porgfio marcada do anticorpo para determinar
assim a presenga ou auséncia do antigénio especifico na solugéo
de teste.

48, -~ Processo de acordo com a relvindicacdo 3 caracterizado
pelo facto do antigénio especifico a ser determinado e gonadotro-
fina corionlca humana.

5%, — Processo de acordo com a relvindicagdo 3, caracterizado
pelo facto da porc¢do capaz de ser detectada ser ﬁ —-galactosidase.

62. - Equlpamento para utilizagfo na determinagéio da presenga
ou ausénecla de GCH, gonadotrofina corionica humana, na urina, com—-
preendendo:

(a) anticorpo anti-GCH blotinilado ligado & um suporte tra-
tado com avidina tendo hele locals de ligacdo avidina capazes de
se ligarem com anticorpo anti-GCH biotinllado;
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(v) anticorpo anti-GCH marcado; e

(¢c) reagente revelador capaz de reaglr com o anticorpo anti-
~GCH marcado para dar uma indicagfio visual da presenga ou anséncia
de GCH.

78, - Equipamento de acordo com a relvindicagfio 6 caracterl-
zado pelo facto do anticorpo antl-GCH marcado conter p -galactosl
dase como mf etiqueta detectavel.

88, - Processo de produzlr um suporte indicador mﬁltiplo
compreendendo as etapas de:

(a) prevestir pelo menos uma porgdo de um suporte de fase 80—
l1ido com avidina; e

(b) revestir somente por¢des predeterminadas de suporte co-—
berto de avidina da etapa (a) com anticorpo ou antigénio blotini-
lado, deixando assim porgdes do substrato sem cobertura, formando
asaim wm padrio predeterminado de dreas de suporte revestido com
anticorpo ou antigenio biotinilado.

9e¢, - Processo de acordo com a relvindicacdo 8, no qual:

a etapa (a) compreende revestir substancialmente uma auperfi
cle de um suporte geralmente plano com avidina,e

a etapa (b) compreende a impressdo de um padrio predetermina
do de anticorpo ou antigenio biotinilado na dita superficie.

102+ - Processo de acordo com a reivindicag@o 9 no qual:
a etapa (a) compreende revestir um papel de filtro com avidina.

112, ~ Processo para a obtengdo de um artigo de fabrico com

‘um auporte de fasse solida pogsulndo uma superficie, uma. cobertura

de avidina em pelo menos porgdes substancials na dita superf{cie,
e anticorpo ou antigénio biotinilado impresso so no padrdo prede-
terminado na superficie revestida de avidina.

122, - Processo de acordo com a reivindicagfo 11, no qual a
superficie de suporte é subatancialmente toda revestida de avidi-
na, ¢ na qual o padrfo de antigénio ou anticorpo biotinilado ocu~
pa substancialmente menos que a superffcie total.
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138, - Processo de acordo com & reivindicagfo 11 ou 12, no
qual o padrdo de antigénio ou anticorpo bilotinilado estd sob a
forma de simbolos, nimeros ou letras 1eg£veis, ou uma sua combl
nagéo.

14&, - Processo para a determlnagfo de espécies antigenica-
mente activas, utilizando-se as etapas de:

(a) revestir uma superfioie de um suporte de fase solida
com avidinag

(b) imprimir um antigénio ou anticorpo biotinilado no dito
suyporte de avidina num padrfio predeterminado;

(¢) reagir a auperf{cie revestida com antigenio ou anticor
po biotinilado com uma solug@o que se suspeita conter a espécie
antigenlcamente activa e com uma porgdo marcadora, e

(d) reagir a porgdo marcadora com um reagente revelador.

158, - Equipamento para utilizagfo na detecgdo de antigenio,
compreendendo:

(a) um suporte de fass 86l1da possuindo revestido nele uma
camada de avidina, e reagldo sobre easa camada de avidina, anti-
corpo biotinilado para o antigénio a ser detectado, e

(b) anticorpo para o antigénio a ser detectado marcado com
uma porgdo capaz de ser detectada.

168, -~ Equipamento da reivindicagfio 15, no qual o anticorpo
marcado inclui uma porgfo enzimatica e na gual o equipamento in-
clui alnda:

(a) um substrato revelador que revela uma cor quando reagido
com O enzima marcador.
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