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(57) Resumo: CIRCUITO DE CORTE POR BAIXA TENSAO DA
BATERIA. A presente invengdo refere-se a um dispositivo eletrénico
que inclui um componente elétrico (16) alimentado por uma bateria
(12) e um compartimento para receber a bateria. Um circuito de corte
por baixa tenséo (10) € configurado para acoplar-se a bateria. (12). O
circuito de corte por baixa tensdo (10) inclui um dispositivo de
chaveamento (14) com um terminal de controle (14a), um terminal de
fonte de corrente (14c) e um terminal de drenagem de corrente (14b),
e um resistor (20) acoplado entre o terminal de controle (14a) e um
primeiro terminal da bateria (12). O circuito tem um primeiro (I0a) e um
segundo terminais de saida (IOb). O primeiro terminal de saida (1 Qa)
é acoplado ao primeiro terminal da bateria e o segundo terminal de
saida (IOb) é acoplado ao terminal de fonte de corrente (14c) do
transistor.(14) O primeiro e o segundo terminais de saida (IOa, I0b)
sdo configurados para aceitar conexdes com os terminais positivo e
negativo do componente elétrico (16).
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Relatorio Descritivo d.a Patente de Invengédo para "METODOS
APERFEICOADOS DE PRODUGAO DE OVOS DE AVES E PASSAROS
DE STATUS LIVRE DE GERME ESPECIFICADO". ‘

Campo da Invencao

A presente invengdo refere-se a um meétodo aperfeicoado de
criar um passaro de status livre de germe especificado. Especificamente, a

presente invengdo esta direcionada a um método para aumentar a capaci-

- dade de incubagéo e a viabilidade de ovos removidos de maneira estéril do

abdémen de uma mae passaro € 0 ovo sejé status livre de germe. A inven-
¢ao também se refere'a produgédo de ovos de ave de status livre de germe
especificado. |

" Nesse relatério, os termos "livre de contaminagdo" e ‘livre de
germe" séo usados intercambiavelmente. Esses termos sdo amplamente
usados e se referem a patdgenos e de infecgdes que podem ser portados
por passaros, particularmente éves domésticas, como frangos, perus, € ou-
tras espécies de aves, que séo amplamente uéadas para produzir bandos de
aves para reprodugdo para produzir ovos férteis para produ'géo comercial e
para produzir ovos e carne para consumo humano. Além disso, tais ovos e
passaros sao usados na fabricacdo de uma grande variedade de substan-
cias biolégicas incluindo vacinas, anticorpos, anticorpos monoclonais, fibro-
blastos e proteinas, ambos para uso terapéutico e profilatico em pessoas e
animais}. Os mesmos sdo também usados extensivamente para testes diag-
nosticos e para produgdo de ovos e de passaros transgénicos. Muitos des-
Ses usos requerem que ovos e/ou 0s passaros produzidos a partir dos mes-
mos sejam livres de todos os contaminantes especificados como, por exem-
plo, infecgoes, incluindo uma variedade de espécies de parasito, bactéria, -
micoplasma, virus, retrovirus, prions, fragmentos de DNA e RNA. Algumas
vezes, 0s virus podem ser pequenos virus incluindo 'o picornavirus e o par-
vovirus. Algumas das bactérias provenientes de ovos sao freqlientemente
contaminados incluem Clostridia e Enterobacteria. HA muitos organismos

ndo patogénicos que deveriam ser controladas. Similarmente, sao indeseja-

_veis muitos dos microorganismos que incluem parasitos, bactéria aerébica e
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anaerdbica, espécies comensais e espécies associadas ao intestino e cloa-
ca. Similarmente, também sdo indesejaveis micoplasma, os virus incluindo |
retrovirus, prions, fungos, levedura e mofos.

Portanto, o termo "livre de contaminagéo especificada" ou “de
status livie de germe" poderiam incluir algum ou todos e € muito mais amplo
do que apenas patégenos especificos. Por exemplo, os patégenos livres es-
pecificos convencionais (SPF) ndo séo especificados livres de alguns virus e
na verdade podem ser contaminados com bactéria e virus. Portanto, para
determinados usos, esses podem ser suficiente. O uso para o qual 0s ovos e
bs passaros sdo destinados ird determinar os contaminantes que 0 OVO OuU 0
passaro deve estar livre. Os ovos convencionais livres de germe e alguns
ovos SPF s&o obtidos por tratamento de ovos. postos naturalmente frescos
com prddutos quimicos, incluindo desinfetantes e antibiéticos, e colocando
os mesmos em isoladores. Tais ovos postos naturaimente séo tomados de
passaros reprodutores mée selecionados. Ao mesmo tempo em que esses
métodos foram relativamente bem sucedidos na produgédo de ovos SPF, os
mesmos nio foram verdadeiramente bem sucedidos na produgdo de ovos
livres de contaminantes. Contudo, os produtbs quimicos nao sao capazes de
eliminar os contaminantes de, por exemplo, bactérias que entram nos poros
da casca do ovo imediatamente antes da e/ou apds a postura e antes de
desinfecgdo. A contaminag&o dos ovos sejam SPF, livre de germe ou gnoto-
biéticos, resulta na perda de aquiescéncia com especificagdes e, em muitos
exemplos, perda de valor e utilidade comercial. | |

Antecedentes da Invencao

A Patente Européia No. 0 295 964 descreve uma técnica de cul-
tura de embrido de ave in vitro que descreve em alguns detalhes o desen-
volvimento embrionério de ovos. Esse relatério esta direcionado a incubagao
de um embrido em um recipiente fechado apés o embrido ter sido removido
de sua casca. Na verdade, nesse relatorio, o recipiente usado é preferivel-
mente parte de uma casca de ovo que tenha sido escolhida da mesma es-
pécie como esta sendo cultivada ou, em termos da presente invengao, de
uma galinha similar. Esta invengdo esta direcionada a engenharia genética
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ou aves domeésticas, mas tambémv a investigacdo de mecanismos fundamen-
tais de desenvolvimento de aves. Similarmente, A Patente Européia No. O
511 431 descreve um método de cultura in vitro para um Ovo fertilizado de
uma galinha na qual um embrido que acaba de ser fertilizado é retirado de
uma parte superior do magno do oviduto de uma galinha dentro de uma hora
aproximadamente ap6s a oviposi¢do e entdo subsequentemente cultivado.
Contudo, ambos os relatérios descrevem meramente a cultura artificial de

~ ovos e nao lidam com o propésito da presente invengao.

O Pedido de Patente Europeu No. 01650109 é direcionado a um
método de criagdo de um passaro status livre de contaminagao especificada.
O 'métbd_o geral descrito nessa aplicagdo compreende al'ojar um passaro
como um passaro mae, remogéo estéril de um ovo do passaro mae para
transferir o ovo para a cloaca no passaro mae, chocar o ovo e incubar o ovo
para produzir um passaro de postura. O pedido também se refere a produ-
cédo de ovos de passaro de status livre de contaminagao especificada.

Contudo, é sempre necessario o aperfeigoamento de tais méto-
dos E desejavel aumentar as taxas de capacidade de mcubagao e diminuir
a mortalidade dos frangos vivos. E comercialmente muito desejavel a obten-
¢do tanto de resu_ltados consistentes quando de resultados que incluam alta
capacidade de incubagdo (idealmente, as variagoes de aproximagao comer-
cial de >85%, mas certamente consistentemente >50%). Isso é de particular
e vital importéncia ao se trabalhar com populagdes pequenas, raras e alta-
mente valiosas, como, por exemplo, passaros transgénicbs. |

" A presente invengao, ao contrario da aplicagao anterior, propor-
ciona métodos apen‘ei'goados para se obter consistentemente alta capacida-
de de incubagéo de ovos livres de germe. Portanto, a presente invengéo es- .
t4 direcionada a um refinamento e aperfeicoamento do processo, conforme
reivindicado no Pedido de Patente Europeu No. 01650109.

Descricdo da Invencéo
A presente inven¢éo esta direcionada-a um método aperfeicoado

de criacdo de um passaro de status livre de germe especificado. Especifica-

- mente, a invengao se refere a aplicagdo de técnicas especificas que podem
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ser usadas para assegurar que o ovo prematuro seja removido de sua casca
antes de entrar na cloaca e permanecer estéril de acordo com a invengao.

De acordo com uma modalidade mais generalizada da presente
invengao, é proporcionado um método para determinar quando devera ocor-
rer a remogao do ovo prematuro de sua casca do passaro mae.

De acordo com um primeiro aspecto da invengéo, € proporcio-
nado um método para aumentar a capacidade de incubacgao e a viabilidade
de ovos obtidos cirurgicamente de status livre de germe quando obtidos de
um passaro mde onde o método é realizado em um ambiente estéril antes
da remogdo de um ovo prematuro de um passaro mae e que inclui as se-
guintes etapas: A

a) alojar um passaro como um passaro mae;

b) determinar a cronometragem de quando remover o Ovo pre-
maturo do passaro mae por:

i. Determinar a posigéao do ovo prematuro no trato reprodutivo do
passaro mae antes da transferéncia do ovo prematuro para a cloaca do pas-
saro mae; e

ii. Estabelecer quando o nivel de requisito da formagéo da casca
do ovo e a calcificagdo ocorreu pela determinagéo do estagio de desenvol-
vimento do ovo prematuro em termos de formacao de casca e de calcifica-
¢ao.

De acordo com um segundo aspecto da. invengdo, € proporcio-
nado um método de criagdo de um passaro de status livre de germe com-
preendendo, em um ambiente estéril

a) alojar um passaro como um passaro mae;

b) determinar a cronometragem de quando remover o0 ovo pre-
maturo de sua casca do passaro mée por:

i. determinar a posigdo do ovo prematuro no trato reprodutivo do
passaro mae antes de transferir o ovo prematuro para a cloaca do passaro
mae; e “

ii. estabelecer quando o nivel de réquisito de formacgao de casca

de ovo e calcificagdo ocorreu pela determinacdo do estagio de desenvolvi-
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mento do ovo prematuro em termos de formacéo de casca e de calcificagao.

A c) remover 0 ovo prematuro em sua casca do passaro mae
quando o nivel de requisito de formacao e de calcificacao de casca de ovo
tiver ocorrido e a‘ntes de transferir o ovo prematuro para a cloaca no passaro
mae; e |

d) incubar o ovo prematuro em sua casca e incubar o ovo pre-
maturo para produzur um passaro de postura

, De acordo com um terceiro aspecto da invengdo, é proporciona-
do um método para a remogdo de microorganismos que possam infectar o
ovo prematuro enquahto o mesmo estiver do trato reprodutivo, incluindo o
ovério, antes que o ovo entre na cloaca.

De acordo com um quarto aspecto da invengao, 0s ovos produ-
zidos de acordo com esta invengao sao usados na produg:ao de substanmas
biolégicas para fins terapéuticos e profilaticos.

De acordo. com um quinto aspecto da invengéo, o metodo da
invengdo é usado para proporcionar passaros estérios para reabastecimento
de reproducdes de passaro.

Descricdo Detalhada da Invengéo
A cloaca é a principal area de contaminag@o em um passaro. A

cloaca é uma camara ligada tanto ao sistema digestivo quanto ao reproduti-
vo de um passaro, portanto, podem estar presentes na cloaca a0 mesmo
tempo um ovo e fezes. Em geral, como uma casca de ovo é porosa por um
curto periodo de tempo, a contaminagao externa quand'o entra na cloaca é
um grande problema. Portanto, a invengdo reconheceu que sao requeridos
métodos especificos para remover o ovo prematuro do passaro mae ao
mesmo tempo em que matem o mesmo estéril e com status livre e germe.
Especificamente, a presente inven¢éo reconheceu a necessida-
de de aperfeicoar e refinar o método para determinar quando deve ocorrer a
remogéo do ovo prematuro de sua casca do passaro mae. Portanto, a pre-
sente invengdo proporciona um método para aumentar a capacidade de in-
cubagdo e a viabilidade de ovos obtidos de stétUs livre de germe quando

_ obtidos de um passaro mae. Qualquer aumento na capacidade de incubagao
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e /ou viabilidade do ovo de status livre de germe sera de significativa impor-
tancia comercial, mesmo que o aumento percentual seja modesto.

A presente invengdo também reconheceu que a remogao de mi-
croorganismos, bactérias, micoplasma, virus, retrovirus, prions, parasitos,
que sdo capazes de infectar o ovo enquanto no trato reprodutivo e antes do
ovo entrar na cloaca é importante na geragdo de um ovo livre de germe.

Especificamente, a invengdo reconhece a necessidade de de-
terminar precisamente a posi¢do e o estagio de desenvolvimento do ovo
prematuro no trato reprodutivo antes de completar o seu desenvolvimento no
vpéssaro mae e antes de ser removido do passaro mae. Isso assegura que o
ovo prematuro seja removido do passaro mae no tempo correto para asse-
gurar um ovo viavel e que sejam produzidbs passaros de postura. Se 0 ovo
prematUro for removido cedo demais, poderia ser dotado de uma casca mole
e descalcificada que iria requerer condigdes de cultura mais especiali.zadas e
poderia ndo resultar em um ovo viavel. A remogado do ovo prematuro do trato
reprodutivo antes de entrar na cIoaCa impede a contaminagao do ovo e do
passaro produzido do mesmo. Esta invengéo proporciona métodos para es-
tabelecer quando remover o'ovo do pésséro mae e assegura que O OvVO
prematuro seja removido do passaro mae no tempo correto em termos de
formagao de casca e calcificagdo para resultar em um ovo e em um passaro
de postura viaveis.

Geralmente, antes de remover o ovo, o padrdo de postura do
passaro mae é regiétrado varias vezes para produzir um tempo de transfe-
réncia estimado do ovo para o trato reprodutivo distal e cloaca. Nesse esta-
gio, 0 ovo e sua casca estao preferivelmente totalmente formados. Isso pro-
porciona um guia de maneira que a remogao estéril do ovo do abdémen
possa ser realizada o mais préximo possivel, mas antes do tempo de trans-
feréncia estimado.

Idealmente, a casca do ovo deve estar calcificada para um esta-
gio avangado que pd_de ser quantificado usando métodos diagnosticos como,
por exemplo, radiografias ou mesmo presséo digital suave, palpacédo, e ob-
servagdo da distor¢do da casca. As cascas parcialmente calcificadas e em
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cascas especificas que sdo dotadas de niveis de calcificagdo baixos usual-
mente serdo macias e frageis e, portanto, dotadas de baixos niveis de capa-
cidade de inbubagéo. A presente invencdo reconhece que 0S OVOS prematu-
ros nao devem sér removidos nesse estagio se forem desejadas uma capa-
cidade de incubagao 6tima e a viabilidade do ovo e de passaros resultantes. -

De acordo com uma modalidade da invengdo, o método para

definir o estagio de desenvolvimento, particularmente com relagao a posigao

- da casca e a posigdo no trato reprodutivo antes da remogao do ovo do pas-

saro mie pode compreender observagdo, seja observagao continua ou gra-
vacdo de video do lapso de tempo da freqiéncia normal (por exemplo, dia-

ria) e 0 tempo de postura do ciclo de postura normal ou mbdificado, confor-

me aplicavel para espécies e passaro individual. A observagdo de guando e
do tempo que cada ovo reside em secdes diferentes do trato reprodutivo in-
cluindo o utero com relagdo ou tempo de ovulagéo e de postura de ovo. A
correlagao desses conjuntos diferentes de as observagbes permitem prog-
nosticar ndo apenas, por exemplo, quando o préximo ovo ira permanecer no
Gtero, como também o seu estéagio de desenvolvimento, por 'exemplo, ograu
de formacao e de calcificagéo da casca. | |
O método pode em determinadas espécies maiores (por exem-
plo, galinhas) ser refinado pela localizag&o fisica do ovo no abdémen. Essa
abordagem é particularment'e atil para uso de rotina apods estabelecer a cor-
relagao necessdaria entre observagdes palpadas, estagio de desenvolvimento
do ovo e posigao no trato reprodutivo. |
A confirmagéo da posigdo do ovo no trato reprodutivo, e a pre-
senga de uma casca por métodos fisicos incluindo palpagdo abdominal e
pélvica, as técnicas de'visualizagéo, como, por exemplo, ultra-som, raios-X -
ou MRI, e/ou observagao direta por anestesia geral e ciru'rgia ou exame pos-
morte podem também ser usados na combinagao com as técnicas de obser-
vacdo ou em suas proprias. |
" As técnicas de observacdo normalmente requerem anestesia

geral de um passaro usando, por exemplo, halotano e oxigénio. O equipa-

_mento veterinario usado para visualizagdo de gatos e de cachorros é fre-
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quentemente adequada para passaros ap6s ajustes sistematicos para expo-
sicao de fixagdes. O ultra-som é apenas possivel em passaros com poucas
ou nenhuma pena abdominal.

A palpagao deveria usualmente ser realizada com o passaro

‘ preso aproximadamente na posi¢éo de pé normal. A palpagdo do abdémen é

feita entre o polegar e os dedos do operador. Deve ser realizada gentilmente
para ewtar qualquer dano ao passaro ou aos ovos dentro do abdémen.

Os ovos nao devem ser removidos do passaro antes da calcifi- .
cacdo da casca se o chocamento amplamente conve_ncuonal e as condigcoes
de incubagdo deverem ser usadas subsequentemente. Os ovos mais prema-
turos, como, por exemplo, aqueles macios, cascas nao calcificadas ou pre-
maturos requerem condicdes de cultura especializadas e/ou recipientes de
cascas de ovo. Em caso de duvida para um passaro ou ovo especifico, a
remogao do ovo deve ser retardada até que o ovo observado tenha sido pos-
to. Um ovo subseqliente pode entao ser removido.

Essas técnicas envolvem uma avaliagdo subjetiva por uma pes-
soa conduzindo o procedimento. A palpa¢éo determina se 0 ovo esta ou nao
macio e ndo calcificado. Essa técnica pode ser combinada com técnicas pa-
ra determinar a posigdo do ovo dentro do abdémen. O ovo deve estar situa-
do antes da saida pélvica. Preferivelmente, o ovo deve estar substancial-
mente a meio caminho entre o aspecto caudal do externo e o osso iliaco. A
distancia varia de passaro para passaro. Preferivelmente, a palpagao é usa-
da em combinacédo com rio-X, MRI ou técnicas de visualizagcdo de ultra-som.

De acordo com uma modalidade da invengdo, o método com-
preende uma combinagdo de observagdo e/ou métodos fisicos. Idealmente,
os ditos métodos fisicos incluem palpagao abdominal ou pélvica, ultra-som,
raios-X e/ou varredura MRI. Idealmente, os métodos de observagao incluem
as etapas de monitorar e registrar o padréo de postura do passaro mae va-
rias vezes para produzir um tempo de transferéncia estimado. A sele¢do do
método mais apropri_ado irA depender da destreza manual e conhecimento
do operador em palpag&o, bem como de outros fatores, como, por exemplo,

o tamanho do passaro. O refinamento adicional pode ser obtido pela obser-
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vagdo cuidadosa do péssaro individual para determinar 0 tempo durante o
dia que um passaro usualmente pde um ovo; um alvo é remover 0 OVO pro-
ximoae Iige'iramente antecipado antes da postura do ovo.

De abordo com oﬁtra modalidade da invengéo, é proporcionado
um método para impedir infecgdo de um ovo prematuro por micrdorganismos
que possam infectar o ovo enquanto no trato reprodutivo (incluido o ovario),
mas antes que o ovo entre na cloaca. Esse tipo de infecgé@o pode ser por via

~da rota transovariana. Os microorganismos podem ser impedidos de obter

entrada parav 0 ovo em desenvolvimento ou serem removidos do ovo nao
posto pela administrag;éo, para cada passaro mée e/ou o ovo, de antimicro-
bianos como apropriado para o microorganismo alvo. Essa modalidade pro-
porciona um método para a remogéo de contaminagao do ovo prematuro
néo posto pela selegao de antimicrobianos conhecidos como ativos contra o
microorganismo alvo na ova e sua administracdo para o passaro mae ou
para 0 ovo n&ao posto.

A selegao do antimicrobiano corréto e sua dose, regime e rota
da administracdo sdo baseados em concentragdes na ova e o tempo obtido
em ova especifica para o estagio particular de desenvolvimento do ovo. Es-
ses regimes e rotas de dosagem podem diferir daqueles mais tipicamente
usados no tratamento de rotina de doengas comuns.

O método geralmente compreende a identificagdo dos microor-
ganismos alvos pelo uso de técnicas de laboratdrio de identificagao microbi-
ana padrdo e entdo a sele¢do dos antimicrobianos aprbpriados para matar
0S microorganismos.

A selegdo dos antimicrobianos, o regime de dosagem e a rota de
administragdo podem ser determinados pelos resultados de sensibilidade in -
vitro padrao conforme usados rotineiramente laboratérios microbiolégicos
clinicos que operam em padrdes internacionais corho, por exemplo, CLS.
Para resultados 6timos, deveriam ser usados a determinagao na ova de
concentragdes antimicrobianas e o tempo relativo ao tempo de dosagem € 0
estagio de desenvolvimento especifico do ovo. As concentragdes na ova de

. antimicrobianos individuais requerem dados farmacocinéticos para concen-
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tragées de ovo determinadas em amostras em série de ovos em estagios
diferentes de desenvolvimento. Isso pode ser determinado pela administra-
cdo de dose conhecida de antimicrobiano para galinha poedeira que sao
entdo sacrificadas nos ponfos de tempo serial apropriado (dependendo da
administragdo do antimicrobiano, por exemplo, 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 20 e 24
horas apds a administragdo) e as amostras apropriadas dos ovos coletados
ap6s a morte. As concentragdes antimicrobianas nos ovos devem ser deter-
minadas usando métodos convencionais adaptados e especificamente vali- .
dados para uso com material de ovo. |

‘ Podem ser usados os antimicrobianos ﬂuoroqumolona cefalos-
porina, macrolida, para diminuir ou eliminar bactérias e "mycoplamsas”, de-
pendendo da sensibilidade antimicrobiana e da seguranga nas espécies de
péssard. Devem éer administrados os antimicrobianos fluoroquinolona como
enrofloxacina para alcangar matanga bactericida ou "mycoplamsal" depen-
dente de concentragéo, e regimes de dosagem de uso de pelo menos aque-
les recomendados para uso terapéutico rotineiro. Por exemplo, enrofloxacina
de 10 a 30 mg/kg/ administrados por dia em agua durante um periodode 2 a
5 horas. Os antimicrobianos Cefalosporina e macrolida devem usar regimes
de dosagem para assegurar exposi¢do méaxima com base na matanga bacte-
ricida dependente do tempo. Podem ser usadas outras classes de antimicro-
bianos. '

Tais microorganismos podem ser impedidos de obter acesso ao -
ovo em desenvolvimento a partir do ovo ndo posto pela administracdo de
antimicrobianos ao passaro mée e/ou ao ovo, conforme apropriado para 0s
microorganismos alvo. Os antimicrobianos sado usualmente administrados
oralmente (por gavagem ou na alimentagdo ou na agua) ou parentalmente
por vias subcutaneas, intramusculares ou intravenosas. O ultra-som guiado
ou injegao direta de laparoscdpica no ovo em desenvolvimento é entao tam-
bém possivel.

O ideal e que 0 ovo seja removido cirurgicamente em uma ma-
neira estéril do abddmen do passaro mae. '

A invengdo proporciona adicionalmente um metodo no qual a
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remogéo cirurgica compreende:

realizar uma incisdo de laparotomia e atando o oviduto no pas-
saro em ambas as extremidades com suturas;

transéccionar o oviduto distal para cada sutura;

remover o ovo encerrado no oviduto;

esterilizar o oviduto;

remover o ovo; €

eSteriIizar 0 ovO.

Alternativamente, o método de femogéo cirurgica pode compre-
ender: _

fazer urha incisdo na pele do passaro;

manipular o Utero para a superficie; e

fazer uma incisdo no-Utero para remover o ovo e o Utero ou
prender o Utero e remover 0 0OVO. ' |

Quando o Utero é preso e o ovo é removido, o Utero pode ser
reparado de maneira que o passaro seja capaz de por mais ovos. Esse as-
pecto é importante na situagdo em que o passaro mée € valioso e nao deva
ser sacrificado. Nessa situacdo o passaro é anestesiado. Alternativamente, o
passaro pode'ser sacrifiéado antes da remogéo estéril do ovo.

E aconselhavel que a remogao cirdrgica estéril do ovo seja com-
pletada rapidamente, em torno de menos de 30 minutos do tempo da euta-
nasia ou da anestesia, para evitar deterioragdo da viabilidade do embriao. O
uso prolongado de anestésicos ou de demoras excessivas entre a eutanasia
do passaro mae e a remogdo do ovo ira afetar adversamente a viabilidade
do embrido.

 Uma vez que o ovo tenha sido removido o passaro mée-é entao -
chocado em um ambiente estéril e incubado para prodUzir um péassaro de
postura. |

Essencialmente, o que a presente invengéo faz € proporcionar o
uso de ovos obtidos artificialmente de passaros mae na produgéo de ovds e

passaros obtidos para proporcionar passaros de postura para o controle de

~microorganismos. Os ditos ovos e passaros sao apropriados para sua utili-
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dade subseqlentemente incubados, criados, mantidos e reproduzidos, ou
convencionalmente, ou em alguma forma de ambiente isolador ou estéril.

Idealmente, cria-se 0 passaro cOmo um passaro mae em um
ambiente estéril, alimentado o passaro com comida estéril. Entéo, o ovo €
removido do passaro mae artificialmente antes de transferir o ovo para uma
area de contaminagao potencial no passaro mae e entdo o ovo é chocado e
incubado para produzir um passaro de postura que é mantido nesse ambien-
te estéril.

Em uma modalidade da invengéo, o passaro mée é escolhido de
um bando de passaros similares todos criados sob as mesmas condigdes.

Em outra modalidade da invengdo, o passaro mao é incubado
naturalmente em um ambiente estéril a partir de um bando de passaros de
status livre de contaminagéo similar existente. '

Em uma modalidade adicional da invengdo, o passaro méae é um
de um bando de passaros que sédo de outro status livre de contaminantes
tendo sido produzidos por sele¢ao eidequada e métodos de criagéo natural
sob condigbes controladas e o método é usado para proporcionar passaros -
de diferentes status livres de contaminantes.'

Preferivelmente, um passaro de postura é parte de um bando e
apds os passaros de postura terem sido incubados, uma amostra dos passa-
ros de postura é removida e testada para contaminantes especificos para
proporcionar uma medigdo do status. livre de contaminantes do bando. lde-
almente, quando o status livre de contaminante especificado nao é alcanga-
do no passaro de postura, o passaro de postura € usado como um passaro
mae no método. Por meio de um processo iterativo, sera possivel produzir
eventualmente um bando de passaros que serd virtualmente estéril e de sta-
tus livre de germe. ,

Em uma modalidade, o passaro de postura é removido do ambi-
ente estéril para por ovos que sdo, em sequéncia, incubados para produzir
passaros de postura'adicionais.

Em outra modalidade, o passaro de postura é removido do am-

biente estéril e alimentado com comida contendo flora intestinal normal nao
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patogénica. Os passaros produzidos por esse método, sendo dotados de
flora intestinal normal, podem ser mantidos em baixo custo e sdo adequados
para consumo ou uso na industria alimenticia.

Em uma modalidade adicional, os ovos livres de germe de fran-
gos ou de passaros adultos podem ser infectados com organismos nao pa-
togénicos selecionados (incluindo bactérias ou parasitos probidticos em po-
tencial), ou patogenos ou combin,ac;é'es de n&o patogénicos e patégenos. Os

. ovos e passaros assim produzidos podem ser usados, por exemplo, para

investigagao cientifica de interagdes de héspede patégeno, interagdes hos-
pede comensal e descoberta e desenvolvimento de tratamento de novas
doengas e métodos e produtos de prevengao para aplicagéd ou em passaros
ou em mamiferos.

‘ Tipicamente, o0 passaro é um frango. Apesar desse método po-
der ser realizado em todos os passaros. ' _

Enquanto a descricdo acima estava inteiramente relacionada a
aves domesticas e especificamente a galinhas, deve ser observado que a
presente invengao pode ser realizada em outros passaros. |

Preferivelmente, quando um passaro é incubado de um péssaro'
de postura sendo dotado de status livre de contaminante especificado e nao
é um passaro de postura, o passaro posto dessa forma € criado em um am-
biente estéril para subseqﬁénte fertilizagdo de passaros de postura do mes-
mo status mais baixo livre de contaminante.

A invengdo também proporciona um ovo e um passaro produZi- |
dos por quaisquer dos métodos da invengao.

De acordo com um aspecto adicional da invengéo, a invengao
proporcion'ar adicionalmente um método para proporcionar um ovo de um .
status livre de contaminante especificado compreendend'o um ambiente es-
téril: |

alojar um passaro de postura sendo dotado do mesmo ou de
melhor status livre de contaminagéo conforme proporcionado de acordo com
o método da invengao; |

| usar o passaro de postura para por o ovo; €
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remover o ovo para outro ambiente estéril.

Idealmente, o ovo é, ao ser posto, imediatamente removido e a
casca do ovo é esterilizada.

O passaro de pbstura pode entdo ser usado para por um ovo,
que pode ser o proprio produto final, ou que pode incubar em um passaro
que poderia formar um bando de péssaros de status livre de germe ou se
nao for um passaro de postura, ser usado para fertilizar um passaro de pos-
tura.

Preferivelmente, o passaro é anestesiado ou sacrificado por eu-
tanasia ou matancga antes da remogdo do ovo de sua casca. Os passaros
méae fémea podem ser vivos ou recém mortos. Os péssaros vivos podem, de
acordo com a ética, legal e consideragdes do bem-estar animal, estar total-
mente consciente, sedado ou anestesiado. Os ovos e a ova podem ser ferti-
lizados ou né&o fertilizados.

Os organismos infecciosos que podem ser controlados pela in-
vengao incluem organismos que podém ser patogénicos ou néo‘patogénicos
para as espécies relevantes. Esses incluem espécies de passaros (tipica-
mente frangos, aves comestiveis e perus), seres humanos ou outros mami-
feros (tipicamente cachorros, gatos, cavalos, gado, porcos, carneiro, cabras,
ratos e camundongos). Para a finalidade da invengao, os microorganismos
incluem parasitos, bactérias (incluinderspécies aerdbicas e anaerobicas,
espécies comensais e espécies associadas ao intestino), micoplasma, virus
(incluindo retrovirus); prions, fungos, leveduras, mofos e fragmentos de DNA
e RNA.

Se 0s ovos férteis forem usados para produzir cria ou péssaros
obtidos, entdo os ovos podem ser incubados, criados, mantidos e reproduzi-
dos ou em sistemas de cultivo agricola convencional, sistemas SPF ou em
isoladores para controlar a entrada de microorganismos e manter o status
livre de germe.

De acordo com a invengéo, para liberdade méaxima dos ovos de
microorganismos é preferivel ser derivado assepticamente de maes (a me-

nos que 0s mesmos sejam também-livies de germe ou gnotobidticos) e o



10

15

20

25

30

15

ciclo de vida deve ser completado em isoladores. O ciclo de vida pode ser
completado fora dos isoladores quando sdo produzidos os ovos SPF e o0s
passaros. | »

De acordo com a presente invengdo, a derivacdo asséptica de
ovos e, se incubacdo, criagdo, manutengdo e reprodugédo de passaros apro-
priada pode ser usada em combinagao com outro método de controle de

contaminagdo microbiana. Tais métodos incluem desinfetantes, antimicrobi-

. anos, antibidticos, agentes antivirus, antiparasiticos, antibidticos, agentes

antivirais, antiparasiticos, imunomuduladores e vacinas.

Deve ser observado que em determinadas circunstancias, ao
tomar 'os passaros selecionados como passaros pais, 0s péssaros de postu-
ra produzidos podem n&o estar suficientemente livres de contaminantes para
produzirem passaros de postura de qualidade correta. Pode entdo ser ne-
cessario realizar lnovamente as mesmas etapas produzidas dos tais passa-
ros de postura e remover artificialmente os ovos desses passaros de postura
para proporcionar passaros de postura adiciAonais que esperangosamente
estardo livres de contaminantes. o

Deve ser observado que os quando sdo incubados passaros que‘
nao sao péss'aros de postura, os mesmos serdo entdo retidos para subse-
quente fertilizagdo dos passaros de postura. Dessa maneira, todo o0 bando
pode ser estéril. | |

| E possivel, na presente invengdo, produzir simplesmente 0s o-
vos para uso subsequente. Quando s&o exigidos ovos livres de status livre
de germe, a primeira coisa a fazer é incubar os ovos obtidos cirurgicamente
dos passaros pais.

A criacdo e a reprodugdo de um passaro em um estado sauda- -
vel e produtivo e ao mesmo tempo mantido em um ambiente livre de conta-
minacdo especificada e estéril requerem dietas especializadas para com-
pensar a falta de determinados nutrientes normalmente produzidos, por' e-
xemplo, pelos contaminantes encontrados no intestino ou na pele de um
passaro em um ambiente convencional. |

| Ainda de acordo com uma modalidade adicional da invengéo, €
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proporcionado um método para obter produtos bioldgicos terapéuticos e pro-
filaticos obtidos de ovos estéreis produzidos de acordo com a inveng@o. Tais
produtos incluem vacinas (vivas e mortas), anticorpos, anticorpos monoclo-
nais como, por exemplo, interferon, proteinas terapéuticas e profilaticas e
outros produtos biolégicos similares que séo todas produzidas por técnicas
bem conhecidas. Podem também ser produzidos os antigenos para teste
serolégico ou outros testes diagnésticos. Os ovos podem ser usados para
cultura de tecido / célula e meio de produgdo e em uso de pesquisa. O uso .
de ovos para a produgéo de, por exemplo, anticorpos monoclonais, tém a
vantagem de que os anticorpos ou outras proteinas produzidos sdo dotados
de alta atividade, sdo da mesma forma que os anticorpos humanos em ter--
mos de, por exemplo, glicolizagao. Além disso, os custos relacionados a pu-
rificagéd do produto de proteina resultante / anticorpo monoclonal podem ser
reduzidos uma vez que a remogé'o dos organismos vivos, e produtos toxicos
ou de contaminagéo obtidos dos mesmos'requerem processamento adicio-
nal, e freqlientemente caros, que também freqientemente provdcam produ-
¢oes inferiores e/ou poténcia de proteina alvo.

Opcionalmente, o passaro mae 'pode ser um passaro transgéni-
co (isto é, um passaro transgenicamente modificado para conduzir DNA e-
x6geno) que dard origem a um ovo que produz uma proteina exégena ou
outras substancias.

Ha um risco de vacinas .de contaminagdo com patégenos que
s&0 transmitidos através de ovos embrionados. No passado, para que a pro-
ducdo da vacina fosse bem sucedida, usando embrides de bandos livres de
patégeno especifico (SPF) minimizado o risco e alternativa ou adicionalmen-
te os bandos foram mantidos em ambiente muito limpo. Esse novo método
de producéo de ovos de status livie de germe assegura que 0S OV0S usados .
na produgdo de vacina sdo estéreis e superam a contaminagdo e os proble-
mas estéreis que podem resultar em vacinas consideradas inseguras para
uso humano ou animal. Esse novo método proporciona uma fonte alternativa

de ovos. estéreis que ndo estdo contaminados por microorganismos. Isso

tem a vantagem de superar os problemas anteriormente encontrados com
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relagdo a contaminagao.

Os ovos produzidos de acordo com a invengdo podem ser usa-
dos para isolar um microorganismo patogénico, produzir uma vacina, anti-
Corpos, anticorpd monoclonal e outras moléculas terapéuticas e profilaticas,
como, por exemplo, peptideos e proteinas e produzir antigenos para uso em

testes seroldgicos.
A producdo de ovo de uma vacina contra um microorganismo

- como, por exemplo, um virus geralmente ocorre por via do método seguinte.

A cepa de virus apropriada é selecionada e entédo adaptada para crescer nos
ovos. Essas cepas de Virus adaptada séo injetadas em ovos fertilizados, que
sdo substancialmente chocados para possibilitar o crescimento do - virus.
Grandes quantidades do virus podem entdo ser coletadas do ovo antes que
0 mesmo alcance o estagio de incubagdo. O virus coletado pode entao ser
misturado e procéssado através de varias etapas para eventualmente pro-
duzir uma vacina totalmente formulada tanto para humano quanto vacinagao
animal, conforme apropriado. Grandes grupos de até varios milhdes de ovos
ééo coletados, processados e combinados para formar.um produto de vaci-
na. Os numeros substanciais dos ovos s&o usados para a criagao de semen-
tes de virus pafa iniciar é infecgdo dos ovos com o virus alvo e também para
avaliar a seguranga da vacina, por exemplo, para confirmar a auséncia de
agentes estranhos ou proceSsamento inapropriado do virus alvo na vacina.

_ Deve ser compreendido que a vacina pode ser pode ser com-
posta de microorganismos patogénicos mortos, cepas vivas de microorga-
nismo, cepas recombinantes, subunidades e/ou antigenos especificos isola-
dos.

Ainda de acordo com um aspecto adicional da invengéo, € pro- .
porcionado um método para a produgao de péésaros semi-estéreis microbio-
l6gicos ou passaros livres especificados de patdgenos especificos para rea-
bastecimento de bandos de passaro. Isso é particularmente valioso onde a
criagdo convencional e/ou os bandos de SPF quebraram e se tornaram in-

fectados com patégenos especificados. Nessas circunstancias um dos mé-

_todos mais rapidos e eficazes para recriar bandos SPF € derivar um novo
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bando de bandos infectados existentes, pelo uso dos mesmos produzir ovos
livre de germe obtidos de uma maneira estéril de passaros resguardados e
selecionados do bando infectado. Essa abordagem é particularmente valiosa
quando 0s passaros infectados sdo de genética especial ou mérito transgé-
nico. Isso é particularmente aplicavel para bandos de passaros que foram
infectados com, por exemplo, virus de gripe avidria ou algumas espécies
bacterlanas como, por exemplo, salmonela. '

A gripe aviaria € uma doenga contagiosa de aves comestlvel
Enquanto todas as espécies de passaros sd0 sujeitos a serem suscetiveis,
os bandos de aves domésticas sdo especialmente vulneraveis as infecgdes
que podem rapidamente atingir proporgdes epidémicas. As medidas de con-
trole mais importantes incluem a réapida destruicdo de passaros expostos,
remog:éb apropriada das carcagas e a quarentena e rigorosa desinfecgdo
dos bandos de passaros remanescentes. O método da presente invengao
para a produgdo de passaros livres de gérme é aplicavel a situagdo onde
tenha havido uma epidemia de tal virus e os bandos de passaro precisem
ser reabastecidos. Esse método proporciona um método seguro e confiavel
para o reabastecimento de bandos de péassaros que sao estéreis ou pelo
menos semi-estéreis ou de status especificado incluindo liberdade de micro-
organismos especificos incluindo virus da gripe aviaria.

O método para a produgdo de ovos livres de germe, semi-
estéreis ou livres de patégeno especifico para reabastecimento de bandos
de passaros compreende o método de quaisquer reivindicacdes precedentes
onde o passaro mae é obtido ou do bando de péassaros a ser reabastecido
ou de uma alternativa adequada, o passaro de postura produzidbs dos
mesmos e de acordo com o método da invengdo é testado para proporcionar
uma medida de status livre de germe uma vez que o status livie de germe
desejado tenha sido obtido o passaro de postura é usado para produzir u-
sando o método reivindicado, prole para formar um bando de passaros de
status livre de germevv apropriado.

Alternativamente, o passaro e os ovos podem ser proporciona-

dos para alimento e uso de consumo humano, ou uso animal como, por e-
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xemplo, em uma situagéo especificada para pacientes particularmente fra-
geis com suscetibilidade maior do que a usual & infecgdo ou para qualquer
animal ou ser humano onde seja desejavel evitar uma infecgao.

Devé ser compreendido que essa invengdo se aplica a todas as
espécies aviarias e reptilianas, incluindo, mas ndo se limitando a, frangos,
perus, codorna, patos, gansos, galinha-d'angola, faisao, perdiz, papagaio e
galo silvestre. _ ,
| A invengao sera mais claramente compreehdida a partir da des-
cricao que se segue do método de acordo cbm a presente invencao.

Exemplo 1 |
Método

Um bando de cinguienta frangos fémeas adultas e cinco macho
adultos do status SPF conhecido foi mantido em dietas selecionadas e per-
mitidos a reproduzir naturalmente. A cronometragem da postura do ovo (ovi-
posi¢do) foi registrada individualmente para cada fémea durante um periodo
de duas semanas. O tempo médio do dia (tempo, L) quando um ovo foi pos-
tb foi calculado para cada fémea. O tempo do dia para L-3h foi_ calculado e o
periodo de L-3 para L foi indicado como o intervalo de derivagéo. O intervalo
era o tempo no qual foi realizada a laparotomia cirurgica asséptica dos ovos
mais desenvolvidos em cada passaro.

Para o procedimento, 0S passaros foram sacrificados pelo des-
locamento cervical e preparados logo em seguida. Os passaros foram sub-
mersos em uma solugdo desinfetante por 5 minutos. Foram removidas as
penas do térax ventral e do abdémen e a pele exposta esterilizada usando
uma solugéo de 50% de iodina em éalcool aquecido a 37°C. Cada passaro foi
entdo colocado sob um isolador cirdrgico especialmente adaptado esteriliza- -
do com uma solug@o de 5% de &cido peracético e contendo instrumentos
estéreis e um frasco de 500 ml contendo iodina em alcool. O passaro foi co-
berto com um cortinado estéril e um orificio de entrada estéril do isolador foi
entdo colocado sobre o cortinado. A incisdo de laparotomia foi feita € o ovi-

duto (tipicamente o Utero) foi amarrado em ambos os lados do ovo usando

material de sutura. O oviduto foi entdo transeccionado distal para cada das
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suturas do ovo e o oviduto contendo o ovo foi removido do abdémen da fé-
mea. O ovo encerrado no Utero foi entdo colocado na solugéo iodina / alcool
por cinco minutos apés os quais o ovo encerrado no oviduto foi transferido
por via de um orificio de entrada do isolador cirdrgico para um isolador re-
ceptor. No isolador receptor, o oviduto foi aberto, 0 ovo removido, esfregado
com uma solucdo desinfetante e transferido para um isolador adaptado co-
mo um incubador de chocadeira. '

"~ Em um dia de chocamento, os frangos vivos foram removidos do
isolador de chocadeira e transferidos para dois isoladores de criagdo em
grande escala para criar grupos de crias de frangos. Os frangos foram cria-
dos em dietas comerciais esterilizadas por radiagédo. Com 18 dias de idade
cihco frangos foram removidos de cada isolador de criagao, sacrificados e
amostrados bacteriologia por cultura aerdbica e anaerdbica. As amostras
incluiam figado, bago, sangue cardiaco, vagina / cloaca, cecal, e pequenas
digesta intestinal e fezes.

Resultados
Os frangos vidveis foram incubados com sucesso a partir dos

ovos obtidos artificialmente (capacidade de 'incubagéo> 50%, mais frequen-
temente > 90%). Nenhuma bactéria anaerdbica ou aerobica foi isolada dos
frangos amostrados.
Concluséo

Foi estabelecido um método seguro para produgdo artificial de
ovos férteis livres de' germe em frangos. Os ovos foram produzidos de fran-
gos viaveis Ii\}res de germe que foram mantidos com sucesso em isoladores.
O método acima, descrito no Pedido de patente Europeu No. 01650109,
possibilita claramente a produgéo de frangos livres de germe. Contudo, 0
uso repetido do método indicado cujos resultados foram altamente cariaveis
e freqlientemente forneceram capacidade de incubagao baixa (por exemplo,
<30%) que geralmente n&do é aceitavel comercialmente.
Exemplo 2 | '

Uma série de estudos adicionais, realizados por cerca de um
periodo de 2 anos, foram conduzidos de acordo com o protocolo do Exemplo
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1 a fim de aperfeicoar e refinar o método do Exemplo 1.

Um total de 100 péssaros, em seis bandos de idades e gendti-
pos variados, foram usados em uma série de pequenos estudos (cada um
usando de 9 a 20 passaros) para derivar ovos livres de germe. Durante esse
tempo os resultados tanto da capacidade de incubagdo quanto do status li-
vre de germe microbiolégico dos frangos foram muito variaveis com a capa-
cidade de incubagéo variando de zero a 40%. Isso foi marcadamente inferior
ao resultado anteriormente encontrado. Outro fator de frustragdo foi a falha
em alguns estudos para obter um status Iivré de germe devido a contamina-
¢ao microbiologica durante os procedimentos para derivar o ovo. Em conse-
qU’éncia disso, o tempo despendido para derivar um ovo apés a indugéo da
anestesia ou da eutanasia aumentou freqlientemente em um esforgo para
assegurar a esterilidade.

Portanto, foram feitas varias investigagoes (Exemplo de 2A a
2D) para avaliar os efeitos de vérias diferengas no procedimento de remogao
do ovo, na capacidade de incubagéo e no staius microbiolégico dos frangos
dos ovos obtidos. Essas variaveis incluem o tempo a partif da indugao de
eutanasia ou anestésica para remogdo do ovo do abdémen da mio, e da
cronometragém da remogdo do ovo com relagdo ao tempo antecipado da
postura do ovo e o estagio de desenvolvimento / maturidade do ovo no trato
reprodutivo. As ava_liag:ées i‘ncluiam imaturidade do ovo (por exemplo, cas-
cas macias ou ovo imaturo demais para ser removido intacto), capacidade
de incubagéo, esterilidade e facilidade de manipulagao dos tecidos (o Gltimo
provocando um aumento substancial no tempo a partir da eutanasia / anes-
tesia para a remogdo de um ovo). As varidveis foram avaliadas individual-
mente.

Foram avaliadas nesse exemplo as variaveis que afetam a este-
rilidade e a viabilidade de ovos férteis obtidos por laparotomia estéril. As
avaliagdes feitas nos estudos e os resultados obtidos estao proporcionados
abaixo.

Exemplo 2A
Os efeitos de diferenga no tempo entre a posi¢cao do ovo espe-
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rada e a remogao cirurgica estéril do ovo do passaro mae na viabilidade e
esterilidade do ovo e facilidade de manipulagéo cirurgica.
Resultados

Capacidade de Incubagéo: |
controle (ovos postos naturalmente) de 85 a 100% de incubagao,

de 80 a 100% de esterilizag¢ao;

ovos removidos do Utero dentro de 30 minutos de anestesia ou
eutanasia, de 13 a 40% de incubag&o, de 80 a 100% de esterilizagao;

ovos removidos do Gtero 60 minutos apds a eutanasia, 14% de
incubacéo, de 80 a 92 % de esterilizagao.

Esses resultados estabelecem a viabilidade de ovos prematuros
em galinhas diminuir com o tempo apés a eutanasia.

Facilidade de Manipulacao Cirurgica:

Controle nao aplicavel,

30 minutos conforme acima, bom, tecidos facilmente levantados;

60 minutos como acima; dificil, tecidos dificeis pafa levantar /
rigidez causada por morte prematura.

Esses resultados estabelecem qUe a remogao cirdrgica estéril de
ovos em um isolador cirdrgico livre de germe é facilitada pelo termino da ci-

rurgia em 30 minutos.

Exemplo 2B
Os efeitos da posigdo de ovos cronometrada versus palpagao

versus a combinagdo dessas técnicas na proporgoes de ovos com cascas
completas versus cascas moles, a viabilidade (usualmente os frangos: vivos
no tempo de incubagdo) e em facilidade de manipulagao cirurgica. |
Resultados A
Apenas cronometragem, cascas moles e nenhum ovo adequado
para remogéo de 8 a 71%, viabilidade de 13 a 50%, esterilidade de 75 a
100%, facilidade de manipulagao cirurgica, variavel;

Apenas palpagéo, cascas moles e nenhum ovo adéquado para
remocdo de 13 a 71%, viabilidade de 13 a 54%, esterilidade de 89 a 100%,

facilidade de manipulagdo cirdrgica, bom;
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Cronometragem combinada com palpagao, cascas moles e ne-
nhum ovo adequado para remogéo de 10 a 23%, viabilidade de 14 a 57%,
esterilidade de 92 a 100%, facilidade de manipulacao cirargica, bom.

Essés resultados sugerem que a palpagéo ou a palpagao com-
binada com cronometragem pode ter algumas vantagens sobre apenas a
cronometragem, especialmente em termos de facilidade de manipulagao na
ocasido da remogao do ovo do abdomen Analises adumonals dos dados in-

- dicaram que a cronometragem mais a palpagao tendem a ser associadas em

periodos mais curtos para remogdo de ovo e que a apenas a cronometra-
gem foi associada com os periodos mais longos refletindo um numero menor
de cascas moles no grupo de cronometragem mais a palpa(;éo., O numero
menor de cascas moles facilita a manipulagdo mais facil e mais rapida du-

rante a remogao do ovo.

Exemplo 2C .
Os efeitos de antibidticos (por exemplo, fluoroquilonas adminis-

tradas oralmente) na eliminagéo de bactérias transovarianas e infecgoes mi-

coplasmal e na viabilidade e esterilidade de embries e frangos subsequen-

tes.
Resultados _
Sem antibiéticos, viabilidade de 22 a 60%, e esterilidade de 66 a
92%; | -
| Com antibiéticos, viabilidade de 13'a 57%, e esterilidade de 89 a
100%.

Esses resultados estabelecem o beneficio do uso de antibiéticos
para remover infecgdo transovariana (por exemplo, salmonela) e auséncia

de efeitos adversos na viabilidade de ovos obtidos livres de germe.

Exemplo 2D
Os efeitos do tempo (zero a 180 minutos) entre a eutanasia e a

remogdo do ovo na viabilidade de na facilidade de manipulagao, capacidade
de incubagéo e esterilidade.
Resultados

 Esterilidade 100%,



10

156.

20

25

30

24

Manipulagdo muito mais dificil apds 30 minutos,

A capacidade de incubagéo foi de 20, 40 e 80%, para 0s OvOS
removidos 60, 40 e 20 minutos apds a eutanasia (n= 10 por hora).

Esses resultados estabelecem que a remogao estéril de ovos do
abdémen de passaros em um isolador cirlrgico livre de germe € facilitada
pelo término da cirurgia em aproximadamente 30 minutos.

Exemplo 3

~ Uma revisdo dos resultados das investigagdes nos Exemplos de
2A a 2D sugere que a maior capacidade de incubagao e esterilidade micro-
rbiolégica de ovos obtidos foi mais provavelmente obtida com os passaros
nos quais foi praticada a eutandasia (os passaros anestesiados sendo mais
dificil de serem manipulados), nos quais o ovo foi removido o mais rapido
possivei apés a eutanasia (dentro de 15 a 30 minutos) e nos quais a casca
do ovo estava firmemente e bem formada (maturagédo de ovo bem avangada,
nenhuma casca mole) com base em uma combinagdo de ovo cronometrado
e palpagdo manual. Com base em outros dados usados para definir condi-
¢des de incubagéo étimas para ovos obtidos prematuros, uma umidade rela-
tivamente baixa (aproximadamente 25%) foi selecionada para .os primeiros
18 dias de incubagdo. Esse método descrito acima foi uma investigagéo con-
firmatéria onde todas as variaveis identificadas no Exemplo 2 foram coloca-
das juntas em uma maneira 6tima para estimar as interagées entre essas
variaveis.
Método e Materiais:

Um total de 180 frangos de reprodugdo fémeas adultas do status
SPF conhecido em 7 grupos sucessivos (de idades e genotipos variados)
foram mantidos em dietas selecionadas e permitidas para reproduzir natu-
ralmente. Foi usada uma combinag¢do de cronometragem e palpagao para

determinar o tempo 6timo para remogado do ovo do abdémen dos passaros.

Para o procedimento, foi praticada eutanasia em passaros por
deslocamento cervical e 0s mesmos preparados para a remog¢édo dos ovos.
Foram removidas as penas do térax ventral e do abdémen e a pele exposta
esterilizada usando uma solugéo de 50% de iodina em &lcool. Cada passaro
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foi entdo colocado sob um isolador cirtrgico especiaimente adaptado esteri-
lizado com uma solugdo de 50% de acido peracético e contendo instrumen-
tos estéreis. O péassaro foi coberto com um cortinado adesivo estéril e um -
orificio de entrada estéril do isolador foi entdo colocado sobre o cortinado.
Foi feita uma incisdo de laparotomia e seguindo dissecagao cuidadosa o ovo
foi removido do utero / aspecto distal do trato reprodutivo e proximal da cloa-

ca. O ovo foi entédo transferido sob condi¢bes livres de germe para um isola-

~ dor adaptado como um incubador chocadeira. Foi recuperado com sucesso

um total de 153 oVos com cascas boas de 13 a 32 minutos apds a eutanasia,
e foram considerados adequados para incubagao.

~ Apdso armazenamento por aproximadamente de 6 a 24 horas,
em uma bandeja de ovo plastica ventilada, livre de vibragéo, a 18 a 20°C, os
ovos foram pesados e entdo colocados em pequenos incubadores de balan-
¢o. Os incubadores foram mantidos em um RH de aproximadamente 25%
RH e a 37,6°C. Os ovos eram célula de ar presa no ponto mais alto e foram
peados individualmente no primeiro, no sétimo e no décimo oitavo dia de
incubacdo. No décimo oitavo dia, todos os incubadores forarh ajustados para
proporcionar um RH de aproximadamente 65%. O nimero de ovos que fu-
ram a casca de frangos vidveis vivos foi recorde.

Dentro de sete dias de incubacéo, os frangos vivos foram remo-
vidos do isolador de chocadeira e transferidos para isoladores de criagdo em
grande escala adequados para criar grupos de crias de frango. Os frangos
foram criados com dietas comerciais suplementadas esterilizadas por radia-
¢d0. Quando os frangos estavam entre 14 e 21 dias de idade, foram removi-
das amostras fecais e mechas de cada isolador de criagdo e amostrados

para bacteriologia p6 cultura enriquecida por aerobica e anaerébica.

Resultados:

Foram incubados com sucesso frangos viaveis dos ovos prema-
turos obtidos artificialmente. N&o foi isolada das amostras nenhuma bactéria
aerdbica ou anaerdbica. (Os ovos postos naturalmente pelos passaro de
postura dentro de 9 dias antes da eutanasia erém dotados de uma capaci-

“dade de incubacdo de frango viavel de 86%. Isso confirma que um nivel
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normal ou alto de fertilidade natural nos ovos produzidos pelas fémeas).

A capacidade de incubag@o dos 7 grupos de ovos livres de ger-
me variou de 60% (9 de 15) a 77% (17 de 22), com uma média de 74%.

Foi estabelecido um método seguro e altamente eficaz para pro-
ducdo artificial de ovos livres de germe. Os ovos eram férteis e produzidos
de frangos viaveis livres de germe que foram mantidos com sucesso em iso-
ladores. O estudo confirmou o uso de um grande nimero de ovos atraves de .
7 bandos sucessivos de frangos que, comparado com 0s métodos anterior-
fnente descritos para a produgdo de ovos férteis livres de germe, pode ser
obtida menor variabilidade na capacidade de incubagdo de ovos obtidos e
100% de status microbiolégico consistente livre de ger'me‘ pela sele¢éo de
péssaro's com um ovo que é bem maturado (proximo ao tempo de postura
natural; selegdo baseada na combinagdo de cronometragem de postura de
ovo e palpagdo), removendo rapidamente o ovo do passaro mae (de 15a 30
minutos do inicio da eutanasia ou ahestesia) e entdo incubados em RH de
aproximadamente 25% (mais inferior do que para ovos postos naturalmen-
te). | _ |
Usando as técnicas descritas na presente'aplicagéio, é possivel
alcangar indices de incubag&o alta mais consistente, que é indice de capaci-
dade de incubagdo consistentemente maior do que 60%. Isso néo foi possi-

vel antes de tal consisténcia de base..
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REIVINDICAGOES
1. Método para aumentar a capacidade de incubag&o e viabili-
dade de ovos de status livre de germe quando obtidos de um passaro mae
que é realizado ém um ambiente estéril antes da remogé@o de um ovo prema-
turo em sua casca de um passaro mae e que inclui as seguintes‘etapas:
a) alojar um passaro como um passaro mae;

b) determinar a cronometragem de quando remover 0 OvVO pre-

~ maturo do passaro mae por:

(i') determinar a posigao do ovo prematuro no trato reprodutivo
do passaro mae antes. da transferéncia do ovo prematuro para a cloaca do
passaro mée; e |

(i) estabelecer quando o nivel de requisito da formagao da cas-
cadoovoea calcificagéo ocorreu pela determinagdo do estagio de desen-
volvimento do ovo prematuro em termos de formag&o de casca e de calcifi-
cagao.

2. Método, de acordo com a reivin'dica(;éo 1, em que a etapa (b)
ocorre por uma combinagao métodos de observagéo e/ou fisicos.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2 em que 0s métodos
fisicos incluem palpacdo abdominal e pélvica, ultra-som e raios-X e/ou var-
redura MRIL.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, em que O método possibilita, antes da remogao do ovo prematuro
do passaro méae, a determinagéo da localizagao do ovo prematuro antes da
saida pélvica do passaro maée.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, que possibilita de-
terminar se 0 ovo prematuro esta substancialmente a meio caminho entre o .
aspecto caudal do externo e o osso iliaco do passaro mae.

6. Método, de acordo com qualquer uma das retvnndlcagoes pre-
cedentes, em que os métodos de observagao incluem as etapas de monito-
rar e registrar o padrédo de postura do passaro mée varias vezes para produ-
zir um tempo de transferéncia estimado do ovo par'a o trato reprodutivo distal

. e para a cloaca.
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7. Método de criagdo de um passaro de status livre de germe,
compreendendo, em um ambiente esteril

a) alojar um passaro cComo um passaro mae;

b) determinar a‘cronometragem de quando remover 0 OvO pre-
maturo em sua casca do passaro mae por:

i. determinar a posigao do ovo prematuro no trato reprodutivo do
passaro mae antes de transferir o ovo prematuro para a cloaca do passaro
mae; e |

ii. estabelecer quando o nivel de requisito de formagdo de casca
de ovo e de calcificagdo ocorreu pela determinagéo do estagio de desenvol-
vimento do ovo prematuro em termos de formagéo de casca e de calcifica--
¢ao. '

c) remover o ovo prematuro em sua casca do passaro mae
quando o nivel de requisito de fdrmagéo e de calcificagdo de casca de ovo
tiver ocorrido e antes de transferir o ovo prematuro para a cloaca no passaro
mae; e | |

| d) chocar o ovo prematuro em sua casca € incubar o ovo prema-
turo para produzir um passaro de postura.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 7, em que a etapa (b)
ocorre pela combinagdo de métodos de observagao e/ou fisicos.

'9. Método, de acordo com a reivindicagdo 8, em que os ditos
métodos fisicos incluem palpagdo abdominal e pélvica, ultra-som, raios-X
e/ou varredura MRI. | |

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes de
7 a 9, em que o método possibilita a determinagéo do local do ovo prematuro
antes da saida pélvica do passaro mae antes da remogao do ovo prematuro
do passaro mae.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, em que 0 OvVO
prematuro é removido quando o ovo prematuro estd substancialmente a
meio do caminho entre o aspecto caudal do externo e 0 0ss0 iliaco do péas-

saro mae.
12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
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7 a 11, em que os métodos de observagao incluem as etapas de monitorar e
registrar o padrdo de postura do passaro mae varias vezes para produzir um
tempo de transferéncia estimado do ovo para o trato reprodutivo distal e para
a cloaca. | .

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica¢des de
7 a 12, no qual a remog&o do ovo prematuro ocorre antes € 0 mais préximo

possivel do tempo de transferéncia quando o ovo seria transferido natural-

“mente para a cloaca no passaro mae.

14. Método, de acordo com quaiquer uma das reivindicagdes de
7 a 13, ‘compreendendo adicionalmente a etapa de remover microorganis-
mos que infectam o ovo prematuro enquanto no trato reprodutivo..

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 14, compreendendo
as seguintes etapas: |

I. ide'ntificagéo de microorganismos alvo que infectam o ovo
prematuro enquanto no trato reprodutivo;

ii. selecdo do antimicrobianos aprbpriados para combater os mi-
croorganismos alvo, como, por exemplo, fluoroquinolona, cefalosporina e
antimicrobianos macrolida; e | |

ii. administracdo do antimicrobiano para passaro mae e/ou para
0 ovo prematuro na ova.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 14
a 15, em que a infec¢do do ovo prematuro no trato reprodutivo ocorre por via
da rota transovariana. | |

~17. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
14 a 16, em que o nivel de dosagem do antimicrobiano é determinado na
ova. | |

18. Método, de acordo com qualqu'er uma das reivindicagdes de
7 a 17, em que o passaro mae é sacrificado, submetido & eutanasia, ou a-
nestesiado e a remogao do ovo prematuro na etapa (c) é realizada em me-
nos de aproximadamente 30 minutos do tempo do sacrificio, eutanasia ou
anestesia do passaro mae. |

" 19. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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precedentes, no qual o passaro mée é escolhido de um bando de passaros
similares, todos criados sob as mesmas condigoes.

20. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
precedentes, no qual o péséaro mae é incubado naturalmente em um ambi-
ente estéril a partir de um bando de passaros de existéncia similar do status
livre de contaminagdo.

21. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precede'ntes, no qual o passaro mae é um de um bando de passaros que .
s&0 de outro status livre de contaminagdo tendo sido produ'zidos por selegao
Vadequada e métodos de criagdo naturais sob condigdes controladas e 0 mé-
todo é usado para proporcionar passaros de um status livre de contamina-
¢éo diferente. | ‘
- 22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
7 a21,noqualo passaro de postura forma parte de um bando e apds os
passaros de postura serem incubados, uma amostra dos passaros de postu-
ra é removida e testada para contaminantes especificos para proporcionar
uma medida do status livre de contaminante do bando.

23. Método, de acordo com quaiquer uma das reivindicacdes de
7 a 22, no qual quando o status livre de contaminante especificado nao é
alcangado no passaro de postura, o passaro de postura € usado como um
passaro mae no método. |

24. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
7 a 23, no qual o ovo é removido cirurgicamente do‘abdc‘)men do passaro
mae.

25. Método, de acordo com a reivindicagéo 24, compreehdendo
as etapas de:

i. fazer uma incisdo na pele do passaro;

ii. manipular o utero para a superficie; e

iii. fazer uma incisdo no Utero e remover o0 ovo ou prender o Ute-
ro € remover 0 ovo. " '

26. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagGes de
7 a 25, em que a remogao do ovo prematuro de um passaro mae anestesia-
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do, submetido a eutanésia ou sacrificado ocorre em um ambiente estéril e a
esterilidade do procedimento é verificada durante todo o procedimento.

27. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de
7 a 26, no qual o- passaro de postura é removido do ambiente estéril para por
ovos que sdo, em sequéncia, incubados para produzir passaros de postura
adicionais.

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagOes de
7 a 27, no qual o passaro de postura é removido do ambiente estéril e ali-
mentado com alimento contendo flora intestihal normal. ,

29. Métodb, de-acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, no qual o passaro € um frango. |

30. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
7 a 29, no qual quando um passaro € incubado a partir de um passaro de
postura sendo dotado de status livre de contaminante especificado e nao é
um passaro de postura, 0 passaro assim posto é criado em um ambiente
estéril para subseqiiente fertilizagdo de passaros de postura do mesmo ou
de status livre de contaminante inferior.

31. Método de provimento de um ovo de status livre de germe‘
em um ambiente estéril compreendendo:

i. alojar um passaro de postura sendo dotado do mesmo ou de
melhor status livre de germe, conforme provido como definido no método de
qualquer uma das reivindicagdes de 7 a 30;

ii. usar o passaro de postura para por 0 ovo; e

_iii. remover o ovo para outro ambiente esteril.

32. Méiodo, de acordo com a reivindicagdo 31, no qual o ovo é,
ao ser posto, imediatamente removido e a casca do ovo é esterilizada.

33. Ovo produzido de acordo com o método da reivindicacdo 31
ou 32.

34. Passaro incubado de um ovo, como definido na reivindica¢éo

33.
35. Péassaro incubado como definidb no método das reivindica-

. ¢bes de 7 a 30.
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36. Passaro incubado de um ovo posto por um passaro de pos-
tura criado comb definido no método de qualquer das reivindicagoes de 7 a
30. |

37. Uso de ovoé produzidos de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 31 a 33 na produgéo de substancias biologicas terapéuti-
cas e profilaticas, como, por exemplo, vacinas, anticorpos, anticorpos mono-
clonais, fibroblasto, proteina e/ou antigenos para teste seroldgico ou outros
produtos de proteina similares.

38. Uso, de acordo com a reivihdica(;éo 37, na produgdo de uma
Vacina- onde o ovo é injetado com uma cepa de virus selecionada, o ovo e
entéo incubado para produzir um virus e o virus produzido a partir do mesmo
forma uma vacina.

~39. Uso, de acordo com a reivindicagdo 37, em que o ovo produz
uma proteina exoégena. - |

40. Produtos biolégicos para uso em métodos terapéuticos e
profilaticos, preparados usando um ovo conforme produzido pe'los métodos
de acordo com as reivindica¢des de qualquer das reivindicagdes preceden-
tes. _

41. Produto bioldgico, de acordo com a reivindicagéo 40, que €
uma vacina, um anticorpo, um anticorpo monoclonal, um fibroblasto, uma
proteina e/ou um antigeno para teste serolégico ou outro produto de proteina
similar. o

42. Produto bioldgico, de acordo com a reivindicagdo 41, em que
o produto é uma vacina, preferivelmente uma vacina para um virus de gripe.

43. Método para a produgdo de ovos semi-estéreis para reabas-
tecimento de bandos de passaro, de acordo com o método de qualquer das
reivindicagbes de 7 a 30, em que o passaro mée é obtido do bando de pas-
saros a ser reabastecido, o passaro de postura produzido a partir do mesmo
é testado para proporcionar uma medida de status livre de germe e uma vez
que tenha sido obtidb o status livre de germe desejado o passaro de postura
e sua prole forma um bando de passaros de status livre de germe apropria-

do.
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RESUMO
Patente de Inveng&o: "METODOS APERFEICOADOS DE PRODUQI\O DE

‘OVOS DE AVES E PASSAROS DE STATUS LIVRE DE GERME ESPECI-

FICADO". ,
A presente invencgdo refere-se a um método aperfeigoado de

criagdo de um passaro de status livre de germe especificado. Especifica-
mente, a presente mvengao esta direcionada a um método para aumentar a

- capacidade de incubagéo e a viabilidade de ovos obtidos cirurgicamente de

status livre de germe quando obtidos de um passaro mae. O método com-
preende alojar um passaro cOmo um passaro mae, determinando a posi¢ao
de um ovo prematuro no trato reprodutivo e o estagio de desenvolvimento do
ovo prematuro em termos de formacgédo de casca e calcificacao, remover ci-
rurgicamente um ovo em sua casca de um passaro mée antes de transferir o
ovo para a cloaca no passaro mae, chocar 0 ovo e incubar o ovo para pro-
duzir um passaro de postura. A invengao também esta relacionada a produ-
¢do de ovos de ave de status livre de germe especificado e usos do mesmo.
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