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REGULAMENTO (UE) N.° 51/2013 DA COMISSAO
de 16 de janeiro de 2013

que altera o Regulamento (CE) n.° 152/2009 no que respeita aos métodos de andlise para a
determina¢io dos constituintes de origem animal no quadro do controlo oficial dos alimentos

para animais

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,

Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido
Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n.° 882/2004 do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 29 de abril de 2004, relativo
aos controlos oficiais realizados para assegurar a verificagio do
cumprimento da legislacdo relativa aos alimentos para animais e
aos géneros alimenticios e das normas relativas a saide e ao
bem-estar dos animais (!), nomeadamente o artigo 11.%, n.° 4,

Considerando o seguinte:

(1) O artigo 7.° n.° 1, do Regulamento (CE) n.° 999/2001
do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de maio de
2001, que estabelece regras para a prevencdo, o controlo
e a erradicacdo de determinadas encefalopatias espongi-
formes transmissiveis (%), determina a proibi¢do de ali-
mentar ruminantes com proteinas de origem animal.
Esta proibi¢gdo é tornada extensiva a outros animais
ndo ruminantes e restringida, no que diz respeito a ali-
mentagdo desses animais com produtos de origem ani-
mal, em conformidade com o anexo IV daquele regula-
mento.

(2)  Oartigo 11.°, n.° 1, do Regulamento (CE) n.° 1069/2009
do Parlamento Europeu e do Conselho, de 21 de outubro
de 2009, que define regras sanitdrias relativas a subpro-
dutos animais e produtos derivados ndo destinados ao
consumo humano e que revoga o Regulamento (CE)
n.° 17742002 (}), proibe a alimentagdo de animais ter-
restres de uma determinada espécie, com exce¢do dos
animais destinados a producdo de peles com pelo, com
proteinas animais transformadas derivadas dos corpos, ou
partes de corpos, de animais da mesma espécie, bem
como a alimentagdo de peixes de criagdo com proteinas
animais transformadas, derivadas de corpos, ou partes de
corpos, de peixes de criacio da mesma espécie.

() O Regulamento (CE) n.° 152/2009 da Comissdo, de
27 de janeiro de 2009, que estabelece os métodos de
amostragem e andlise para o controlo oficial dos alimen-
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tos para animais (4), define, no anexo VI, os métodos de
andlise para a determina¢do dos constituintes de origem
animal para o controlo oficial dos alimentos para ani-
mais. O método de exame microscopico, atualmente o
tinico método validado para detetar a presenca de pro-
teinas animais nos alimentos para animais, permite dis-
tinguir a presenga de constituintes derivados de animais
terrestres da presenca de constituintes derivados de peixe,
mas ndo permite avaliar com exatiddo suficiente a quan-
tidade de constituintes animais presentes nos alimentos
para animais e, por conseguinte, nio deve ser usado para
este efeito.

Um novo método de dete¢do de constituintes animais
com base na reagdo de polimerizagio em cadeia (PCR)
foi validado pelo laboratério de referéncia da UE no
dominio das proteinas animais em alimentos para ani-
mais. Um estudo de aplicacio, organizado conjuntamente
com os laboratdrios nacionais de referéncia dos Estados-
-Membros, comprovou que o novo método ¢ suficiente-
mente robusto para ser usado como método de controlo
oficial na Unido. Este novo método permite detetar a
presenga de constituintes animais em alimentos para ani-
mais, mas também identificar a espécie de origem desses
constituintes. A utilizagdo deste novo método em com-
binacdo ou em substitui¢do, como se afigurar mais ade-
quado, do método de exame microscdpico seria bastante
atil para efeitos de controlo da aplicacio correta das
proibi¢des de alimentacdo estabelecidas nos Regulamen-
tos (CE) n.° 999/2001 e (CE) n.° 1069/2009.

O anexo VI do Regulamento (CE) n.° 152/2009 deve,
portanto, ser substituido em conformidade.

As medidas previstas no presente regulamento estio em
conformidade com o parecer do Comité Permanente da
Cadeia Alimentar e da Saide Animal e nem o Parlamento
Europeu nem o Conselho se lhes opuseram,

ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

O anexo VI do Regulamento (CE) n.° 152/2009 é substituido

pelo texto constante do anexo do presente regulamento.

() JO L 54 de 26.2.2009, p. 1.
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Artigo 2.°

O presente regulamento entra em vigor no vigésimo dia seguinte ao da sua publicacdo no Jornal Oficial da
Unido Europeia.

O presente regulamento é obrigatério em todos os seus elementos e diretamente aplicdvel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 16 de janeiro de 2013.

Pela Comissdo
O Presidente
José Manuel BARROSO
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ANEXO

«ANEXO VI

METODOS DE ANALISE PARA A DETERMINACAO DE CONSTITUINTES DE ORIGEM ANIMAL NO

2.1.
2.1.1.

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.
2.1.2.1.1.1.

2.1.2.1.2.
2.1.2.1.2.1.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.3.1.
2.1.2.1.3.2.
2.1.2.1.3.3.

2.1.2.1.4.
2.1.2.1.4.1.

QUADRO DO CONTROLO OFICIAL DOS ALIMENTOS PARA ANIMAIS

OBJETIVO E CAMPO DE APLICACAO

A determinacdo de constituintes de origem animal nos alimentos para animais deve ser feita por micros-
copia Gtica ou por reagio de polimerizacio em cadeia (PCR), em conformidade com as disposicdes cons-
tantes do presente anexo.

Estes dois métodos tornam possivel detetar a presenca de constituintes de origem animal nas matérias-
-primas para alimenta¢io animal e nos alimentos compostos para animais. No entanto, ndo permitem
calcular a quantidade desses constituintes nas matérias-primas para alimentag¢do animal e nos alimentos
compostos para animais. Ambos os métodos tém um limite de dete¢do inferior a 0,1 % (m/m).

O método PCR permite identificar o grupo taxonémico dos constituintes de origem animal presentes nas
matérias-primas para alimentacdo animal e nos alimentos compostos para animais.

Estes métodos devem aplicar-se para efeitos do controlo do cumprimento das proibicdes estabelecidas no
artigo 7, n.° 1, e no anexo IV do Regulamento (CE) n.° 999/2001 e no artigo 11.°, n.° 1, do Regulamento
(CE) n.° 1069/2009.

Em funcio do tipo de alimento para animais a ser testado, estes métodos podem ser usados, no dmbito de
um Unico protocolo operacional, quer isoladamente, quer combinados, em conformidade com os proce-
dimentos operativos normalizados (PON) estabelecidos pelo laboratério de referéncia da UE no dominio
das proteinas animais em alimentos para animais (LRUE-PA) e publicados no respetivo sitio web (1).

METODOS
Microscopia otica
Principio

Os constituintes de origem animal suscetiveis de estar presentes em matérias-primas para a alimenta¢do
animal e alimentos compostos para animais enviados para andlise sdo identificados com base em carac-
teristicas tipicas e detetdveis por exame microscopico (por exemplo, fibras musculares e outras particulas de
carne, cartilagens, ossos, chifres, pelos, cerdas, sangue, penas, cascas de ovos, espinhas e escamas).

Reagentes e equipamento
Reagentes
Agente de concentragdo

Tetracloroetileno (densidade especifica: 1,62).

Reagente de coloragdo

Solugdo de vermelho de alizarina (diluir 2,5 ml de é4cido cloridrico 1 M em 100 ml de dgua e adicionar a
esta solugdo 200 mg de vermelho de alizarina).

Meio de montagem
Solugdo alcalina (solugdo a 2,5 %, m/v, de NaOH ou solugdo a 2,5 %, m/v, de KOH)
Glicerol (ndo diluido, viscosidade: 1 490 cP)

Adesivo Otico 65 Norland ® (viscosidade: 1200 cP) ou resina com propriedades equivalentes para
preparagdo de laminas permanentes

Meio de montagem com propriedades de coloragio

Solucdo de Lugol (dissolver 2 g de iodeto de potdssio em 100 ml de dgua e adicionar 1 g de iodo, agitando
com frequéncia)

(") http:/[eurl.craw.eu|
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2.1.2.1.4.2.
2.1.2.1.4.3.

2.1.2.1.4.4.

2.1.2.1.5.
2.1.2.1.5.1.
2.1.2.1.5.2.
2.1.2.1.6.
2.1.2.1.6.1.
2.1.2.2.
2.1.2.2.1.

2.1.2.2.2.
2.1.2.2.3.

2.1.2.2.4.

2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.

2.1.2.2.8.

2.1.3.
2.1.3.1.

Reagente de cistina (2 g de acetato de chumbo, 10 g de NaOH/100 ml de dgua)

Reagente de Fehling [preparado antes de usar a partir de partes iguais (1/1) de duas solu¢des-mde A e B.
Solugdo A: dissolver 6,9 g de sulfato de cobre (1) penta-hidratado em 100 ml de dgua. Solugdo B: dissolver
34,6 g de tartarato de potdssio e sodio tetra-hidratado ¢ 12 g de NaOH em 100 ml de dgua]

Tetrametilbenzidina/peréxido de hidrogénio [dissolver 1g de 3,3,5,5 tetrametilbenzidina (TMB) em
100 ml de dcido acético glacial e 150 ml de dgua. Antes de usar, misturar 4 partes desta solugdo de
TMB com uma parte de peréxido de hidrogénio a 3 %]

Agentes de lavagem

Etanol > 96 % (p.a.)

Acetona (p.a.)

Reagente descolorante

Solucdo comercial de hipoclorito de sédio (9-14 % de cloro ativo)
Equipamento

Balanga analitica com uma precisio de 0,001 g

Equipamento de moagem: moinho ou almofariz

Peneiros de malha quadrada com 0,25 mm e 1 mm de lado

Ampola de decantacdo cénica de vidro com capacidade de 250 ml com torneira de Teflon ou de vidro
esmerilado na base do cone. O didmetro de abertura da torneira deve ser > 4 mm. Em alternativa, pode

usar-se um vaso de decantacdo de fundo cénico desde que o laboratério tenha demonstrado que os niveis
de detecio sdo equivalentes aos obtidos com a ampola de decantagdo cénica de vidro.

Ampola de decantagio

/“

250 ml

diametro 4mm

Microscépio estereoscopico que contemple, pelo menos, um intervalo de amplificacdo de 6,5 a 40 vezes

Microscépio composto de campo claro com luz transmitida que contemple, pelo menos, um intervalo de
amplificagdo de 100 a 400 vezes. Pode também usar-se luz polarizada e contraste de interferéncia dife-
rencial

Material de vidro de uso laboratorial corrente

Equipamento para preparacdo de laminas: ldminas de microscopio, ldminas concavas, lamelas (20 x
20 mm), pingas, espétulas finas

Colheita e preparagdo das amostras

Amostragem

Utilizar uma amostra representativa, colhida de acordo com o disposto no anexo I.
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2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.1.3.3.1.

2.1.3.3.2.

2.1.3.3.3.

2.1.3.3.4.

2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.1.3.4.

PrecaucOes a tomar

A fim de evitar contaminacdo cruzada no laboratério, limpar cuidadosamente todos os equipamentos
reutilizdveis antes de os usar. Desmontar as pecas das ampolas de decantacdo antes de as limpar. Pré-lavar
manualmente as ampolas de decantagdo e os instrumentos de vidro e, de seguida, lavd-los na mdquina de
lavar. Limpar os peneiros com uma escova sintética rija. Recomenda-se a limpeza final dos peneiros com
acetona e ar comprimido apds o peneiramento de materiais gordurosos como farinhas de peixe

Preparacio de amostras que ndo 6leos ou gorduras

Secagem de amostras: Secar previamente as amostras com teor de humidade superior a 14 %

Pré-peneiramento de amostras: Recomenda-se que sejam peneirados previamente em rede de 1 mm os
alimentos para animais em granulado e os grios e, subsequentemente, que sejam preparadas e analisadas as
duas fracdes resultantes como amostras distintas.

Subamostragem e moagem: proceder a subamostragem para andlise de pelo menos 50 g da amostra e a sua
subsequente moagem.

Extracdo e preparacdo do sedimento: Transferir uma porc¢do de 10 g (com uma aproximagdo de 0,01 g) da
subamostra moida para a ampola de decantacdo ou para o vaso de decantagdo de fundo cénico e adicionar
50 ml de tetracloroetileno. Limitar a porcdo transferida para a ampola a 3 g no caso da farinha de peixe ou
outros produtos de origem animal puros, ingredientes minerais ou pré-misturas que gerem mais de 10 % de
sedimento. Agitar vigorosamente a mistura no minimo 30 segundos e acrescentar cuidadosamente pelo
menos mais 50 ml de tetracloroetileno, lavando a superficie interior da ampola para remover eventuais
particulas aderentes. Deixar assentar a mistura resultante durante pelo menos 5 minutos antes de separar o
sedimento, abrindo a torneira.

Se for usado um vaso de decantagdo de fundo cénico, agitar vigorosamente a mistura no minimo 15
segundos, lavando cuidadosamente eventuais particulas aderentes aos lados interiores do vaso com pelo
menos 10 ml de tetracloroetileno fresco. Deixar assentar a mistura 3 minutos e agitar novamente 15
segundos, lavando cuidadosamente eventuais particulas aderentes aos lados interiores do vaso com pelo
menos 10 ml de tetracloroetileno fresco. Deixar assentar a mistura resultante pelo menos 5 minutos, retirar
e rejeitar a fragdo liquida, decantando cuidadosamente para ndo perder nenhuma parte do sedimento.

Secar e depois pesar (com uma aproximagdo de 0,001 g) o sedimento. Se mais de 5 % do sedimento for
composto por particulas superiores a 0,50 mm, peneirar em rede de 0,25 mm e analisar as duas fragdes
resultantes.

Extracdo e preparacdo do sobrenadante: Apds a recuperacio do sedimento pelo método anteriormente
descrito, duas fases restam na ampola de decantagdo: uma liquida composta por tetracloroetileno e uma
solida, o sobrenadante. Recuperar o sobrenadante, esvaziando completamente o tetracloroetileno da ampola
pela abertura da torneira. Invertendo a ampola de decantagdo, depositar o sobrenadante numa placa de
Petri grande e secd-lo ao ar numa hotte de extracdo. Se mais de 5 % do sobrenadante for composto por
particulas superiores a 0,50 mm, peneirar em rede de 0,25 mm e analisar as duas fra¢des resultantes.

Preparacdo das matérias-primas: Preparar uma toma de pelo menos 5 g da subamostra moida. Se mais de
5% do material for composto por particulas superiores a 0,50 mm, peneirar em rede de 0,25 mm e
analisar as duas fragdes resultantes.

Preparacdo de amostras compostas por leos ou gorduras

Na preparacdo de amostras compostas por 6leos ou gorduras deve seguir-se o seguinte protocolo:
— se a gordura se apresentar no estado sélido, aquecer num forno até fundir,

— com uma pipeta, transferir 40 ml de 6leo ou gordura da base da amostra para um tubo de centrifu-
gacao,

— centrifugar a 4 000 rpm durante 10 minutos,
— sc a gordura se apresentar no estado sdlido apds a centrifugagdo, aquecer num forno até fundir,

— voltar a centrifugar a 4 000 rpm durante 5 minutos,
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2.1.3.5.

2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

— usando uma pequena colher ou espétula, transferir metade das impurezas decantadas para laminas de
microscopio para andlise, sendo recomendado o uso de glicerol como meio de montagem,

— utilizar as restantes impurezas para preparar o sedimento, tal como descrito no ponto 2.1.3.3.

Uso de reagentes de coloragdo

Para facilitar a correta identificacdo dos constituintes de origem animal, o operador pode usar reagentes de
coloragdo na preparagdo de amostra, de acordo com as orientacdes emitidas pelo LRUE-PA e publicadas no
respetivo sitio web.

Se for usada solu¢do de vermelho de alizarina para corar o sedimento, deve aplicar-se o seguinte protocolo:

— transferir o sedimento seco para um tubo de ensaio de vidro e lavar duas vezes com aproximadamente
5 ml de etanol (utilizar um agitador de vértex durante 30 segundos em cada lavagem e deixar a mistura
em repouso durante cerca de 1 minuto e 30 segundos, para as particulas em suspensdo assentarem,
antes de o decantar),

— descorar o sedimento com pelo menos 1 ml de solugio de hipoclorito de sédio. Deixar reagir durante
10 minutos. Encher o tubo de 4gua, deixar assentar o sedimento durante 2-3 minutos e decantar
cuidadosamente a dgua e as particulas suspensas,

— lavar mais duas vezes o sedimento com cerca de 10 ml de dgua (utilizar um agitador de vértex durante
30 segundos, deixar assentar e decantar a dgua de cada vez),

— acrescentar 2 a 10 gotas de solucdo e vermelho de alizarina e agitar a mistura em vortex. Deixar reagir
30 segundos e lavar o sedimento corado duas vezes com aproximadamente 5 ml de etanol e uma vez
com acetona (utilizar um agitador de vértex durante 30 segundos em cada lavagem e deixar as
particulas assentarem durante cerca de um minuto antes de o decantar),

— secar o sedimento corado.

Exame microscdpico
Preparacdo da lamina

Preparar as laminas de microscpio com o sedimento e, em fungdo da opcdo do operador, com o
sobrenadante ou a matéria-prima. Caso a amostra tenha sido peneirada durante a sua prepara¢do, preparar
as duas fragdes resultantes (a fina e a de maior granulometria). As tomas de ensaio das fragdes preparadas
nas laminas de montagem devem ser representativas da fragdo inteira.

Preparar um niimero suficiente de laminas, a fim de garantir a possibilidade de realizagdo de um protocolo
de exame completo, tal como previsto no ponto 2.1.4.2.

Preparar as laminas de microscopio com o meio de montagem adequado, de acordo com o PON estabe-
lecido pelo LRUE-PA e publicado no respetivo sitio web. Cobrir as laminas com lamelas.

Protocolos de observacdo para a detecdo de particulas de origem animal nas matérias-primas para a
alimentagdo animal e nos alimentos compostos para animais

Observar as laminas de microscopio preparadas de acordo com os protocolos de observagio descritos no
diagrama 1 para os alimentos compostos para animais e as matérias-primas para a alimentagdo animal que
ndo farinha de peixe pura, ou no diagrama 2 para farinha de peixe pura.

Proceder as observagdes microscopicas utilizando o microscopio composto no sedimento e, em fun¢do da
opgdo do operador, no sobrenadante ou na matéria-prima. Para as fra¢des de maior granulometria, pode
ser também usado o microscopio estereoscopico para além do microscdpio composto. Observar inteira-
mente cada ldmina em vdrias ampliacdes.

Respeitar estritamente o ndmero minimo de laminas a observar em cada fase do protocolo de observagio,
a menos que a totalidade do material que compde a fragdo ndo permita chegar ao nimero estipulado de
laminas. Ndo devem ser observadas mais do que seis laminas por determinagio.

A fim de facilitar a identificacdo da natureza e origem das particulas, o operador pode usar instrumentos de
apoio como sistemas de apoio a decisdo, bibliotecas de imagens e amostras de referéncia.
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Diagrama 1

Protocolo de observacio para a detecdo de particulas de origem animal em alimentos compostos para animais e
matérias-primas para a alimentacio animal que ndo farinhas de peixe

SIM [/ Moagem da amostra garantindo \ NAO Peneiramento em
k%% de particulas < 0,50 mm rede de 0,25 mm
3 laminas de sedimento 3 laminas de sedimento < 0,25 mm
+ +
1 lamina de sobrenadante ou 1 lamina de sobrenadante ou matéria-prima
matéria-prima <0,25 mm

SIM amostra declarada repeticdo da andlise de
conforme com o ponto acordo com o ponto
2.1.5.3 para PEIXE 2.1.4.3

Detetadas > 5
particulas de origem
animal do mesmo
tipo?

Detetadas > 5
particulas de origem
animal do mesmo
tipo?

NAO

SIM

Numero de
particulas de peixe?

1 lamina de

1 lamina de sedimento sedimento > 0,25 mm

Detetadas > 5
particulas de origem
animal do mesmo
tipo?

Detetadas > 5
particulas de origem
animal do mesmo
tipo?

Tipo das particulas de
orig. animal?

TERRESTRE

1 lamina de sobrenadante
ou matéria-prima > 0,25 mm

1 lamina de sobrenadante
ou matéria-prima

Numero de particulas de
animais terrestres?

amostra declarada conforme com repetigdo da andlise de
Detetadas particulas
de origem animal?

o ponto 2.1.5.3 para ANIMAIS acordo com o
TERRESTRES ponto 2.1.4.3

Detetadas particulas
de origem animal?,

amostra declarada conforme com

o ponto 2.1.5.1
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Diagrama 2

Protocolo de observacdo para a detecdo de particulas de origem animal em farinha de peixe

SIM ﬁoagem da amostra garantindo NAO

3 laminas
de sedimento

Detetadas > 5
particulas de animais
terrestres?

SIM

2 laminas
de sedimento

Detetadas > 5
particulas de animais
terrestres?

1 lamina de sobrenadante
ou matéria-prima

Detetadas particulas
de animais
terrestres?

95% de particulas < 0,50 mm

Amostra declarada conforme o
ponto 2.1.5.3 para
ANIMAIS TERRESTRES

Numero de particulas de

Peneiramento em
rede de 0,25 mm

3 laminas
de sedimento < 0,25 mm

Detetadas > 5
particulas de animais
terrestres?

2 laminas
de sedimento > 0,25 mm

SIM Detetadas > 5

animais terrestres?

Repetigao da andlise de
acordo com o

ponto 2.1.4.3

Amostra declarada conforme com

particulas de animais
terrestres?

1 lamina de sobrenadante
ou matéria-prima < 0,25 mm

Detetadas particulas
de animais
terrestres?

o ponto 2.1.5.1
para ANIMAIS TERRESTRES
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2.1.4.3.

2.1.5.1.

2.1.5.2.

2.1.5.3.

Nimero de determinagdes

Se apds uma primeira determinagdo efetuada segundo o protocolo de observacio descrito no diagrama 1
ou 2 (consoante for o caso) ndo forem detetadas particulas de origem animal de um determinado tipo (isto
é, animal terrestre ou peixe), ndo é necessdrio proceder a uma determinagdo adicional e o resultado da
andlise deve ser comunicado usando a terminologia constante do ponto 2.1.5.1.

Se ap6s uma primeira determinagdo efetuada segundo o protocolo de observacdo descrito no diagrama 1
ou 2 (consoante for o caso) o nimero total de particulas de origem animal de um determinado tipo (isto ¢,
animal terrestre ou peixe) detetado estiver entre 1 e 5, é necessdrio proceder a uma segunda determinacio a
partir de uma nova subamostra de 50 g. Se apds esta segunda determinacdo, o nimero de particulas de
origem animal dessa determinada espécie estiver entre 0 e 5, o resultado da andlise deve ser comunicado
usando a terminologia constante do ponto 2.1.5.2; se for superior a 5, deverd ser efetuada uma terceira
determinagdo a partir de uma nova subamostra de 50 g. Ndo obstante, se apds a primeira e a segunda
determinacdes a soma das particulas de uma determinada espécie detetadas nas duas determinacdes for
superior a 15, ndo é necessdrio proceder a uma determinagdo adicional e o resultado da andlise deve ser
comunicado diretamente usando a terminologia constante do ponto 2.1.5.3. Se apés a terceira determi-
nagdo, a soma das particulas de origem animal de um determinado tipo detetadas nas trés determinacdes
for superior a 15, o resultado da andlise deve ser comunicado usando a terminologia constante do ponto
2.1.5.3. Caso contrério, o resultado da andlise deve ser comunicado usando a terminologia constante do
ponto 2.1.5.2.

Se ap6s uma primeira determinagdo efetuada segundo o protocolo de observacio descrito no diagrama 1
ou 2 (consoante for o caso) forem detetadas mais do que 5 particulas de origem animal de um determinado
tipo (isto ¢, animal terrestre ou peixe), o resultado da andlise deve ser comunicado usando a terminologia
constante do ponto 2.1.5.3.

Expressdo dos resultados

Ao comunicar os resultados, o laboratério deve indicar em que tipo de material foi efetuada a andlise
(sedimento, material flutuante ou matéria-prima) e quantas determinac¢des foram efetuadas.

O relatério do laboratério deve conter, no minimo, informacdes sobre a presenca de constituintes origi-
nérios de animais terrestres e de peixe.

As diversas situacdes possiveis devem ser descritas do seguinte modo:
Se ndo foi detetada nenhuma particula de origem animal de um determinado tipo:

— tanto quanto foi possivel observar usando um microscdpico 6tico, ndo foram detetadas particulas
origindrias de animais terrestres na amostra apresentada,

— tanto quanto foi possivel observar usando um microscdpico 6tico, ndo foram detetadas particulas
origindrias de peixe na amostra apresentada.

Se foram detetadas, em média, entre 1 e 5 particulas de origem animal de um determinado tipo:

— tanto quanto foi possivel observar usando um microscdpico 6tico, ndo foram detetadas, em média, mais
de 5 particulas origindrias de animais terrestres por determinacdo na amostra apresentada. As particulas
foram identificadas como sendo ... [osso, cartilagem, misculo, pelo, chifre...]. Este baixo nivel de
presenca, sendo inferior ao limite de detecdo do método microscopico, significa que ndo se pode
excluir o risco de resultados falsos positivos.

Ou, se for o caso,

— tanto quanto foi possivel observar usando um microscdpico 6tico, ndo foram detetadas, em média, mais
de 5 particulas origindrias de peixe por determinagdo na amostra apresentada. As particulas foram
identificadas como sendo ... [espinhas, escamas, cartilagem, misculo, otélito, branquias ...]. Este baixo
nivel de presenga, sendo inferior ao limite de dete¢do do método microscopico, significa que ndo se
pode excluir o risco de resultados falsos positivos.

Em caso de amostra previamente peneirada, o relatério do laboratério deve mencionar em que fragdo
(fragdo peneirada, fracio granulada ou grios) foram detetadas as particulas de origem animal, na medida
em que a detecdo destas particulas apenas na fracdo peneirada pode ser indicio de contaminagdo ambiental.

Se foram detetadas, em média, mais de 5 particulas de origem animal de um determinado tipo:

— Tanto quanto foi possivel observar usando um microscépico 6tico, foram detetadas, em média, mais de
5 particulas origindrias de animais terrestres por determinacdo na amostra apresentada. As particulas
foram identificadas como sendo ... [osso, cartilagem, miisculo, pelo, chifre...].
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Ou, se for o caso,

— Tanto quanto foi possivel observar usando um microscdpico 6tico, foram detetadas, em média, mais de
5 particulas origindrias de peixe por determinagio na amostra apresentada. As particulas foram iden-
tificadas como sendo ... [espinhas, escamas, cartilagem, misculo, otélito, branquias ...

Em caso de amostra previamente peneirada, o relatério do laboratério deve mencionar em que fracio
(fragdo peneirada, fragdo granulada ou grios) foram detetadas as particulas de origem animal, na medida
em que a detecdo destas particulas apenas na fragdo peneirada pode ser indicio de contaminacdo ambiental.

PCR
Principio

Os fragmentos de dcido desoxirribonucleico (ADN) de origem animal suscetiveis de estar presentes nas
matérias-primas para a alimentagdo animal e em alimentos compostos para animais sio detetados segundo
uma técnica de amplificacdo genética de PCR, que tem como alvo sequéncias de ADN especificas de cada
espécie.

O método por PCR implica primeiramente uma fase de extracdo de ADN. O extrato de ADN assim obtido
¢ entdo submetido a fase de amplificacdo, a fim de determinar a espécie animal alvo do ensaio.

Reagentes e equipamento
Reagentes
Reagentes para a fase de extragio de ADN

Usar apenas reagentes aprovados pelo LRUE-PA e publicados no respetivo sitio web.

Reagentes para a fase de amplificagio genética
Primers e sondas

Usar apenas primers e sondas com sequéncias de oligonucledtidos validados pelo LRUE-PA (1).

Master Mix

Usar apenas solucdes Master Mix que ndo contenham reagentes suscetiveis de conduzir a resultados falsos
devido a presenca de ADN animal (?).

Reagentes de descontaminagdo
Solugdo de 4cido cloridrico (0,1 N)
Descolorante (solugdo de hipoclorito de sédio a 0,15 % de cloro ativo)

Reagentes ndo corrosivos para descontaminar dispositivos onerosos como balangas analiticas (por exemplo,
DNA Erase™ da MP Biomedicals)

Equipamento

Balanca analitica com uma precisio de 0,001 g

Equipamento de moagem

Termociclador que permita a realizacio de PCR em tempo real
Microcentrifugadora para tubos de microcentrifugagdo
Conjunto de micropipetas com capacidades de 1 pl a 1 000 pl

Equipamento em pldstico de uso corrente em biologia molecular: tubos de microcentrifugacdo, pontas em
plastico com filtro para micropipetas, placas adequadas ao termociclador.

Congeladores para armazenar amostras e reagentes

(") A lista destes iniciadores e sondas para cada espécie animal visada pelo ensaio estd disponivel no sitio web do LRUE-PA.

() Exemplos de Master Mix funcionais encontram-se disponiveis no sitio web do LRUE-PA.
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2.2.3.
2.2.3.1.

2.2.3.2.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Colheita e preparagio das amostras
Amostragem

Utilizar uma amostra representativa, colhida de acordo com o disposto no anexo I

Preparagdo da amostra

Preparar as amostras de laboratério até a fase de extragdo de ADN de acordo com os requisitos estabe-
lecidos no anexo II. Proceder @ subamostragem para andlise de, pelo menos, 50 g da amostra e depois
moer.

Preparar a amostra numa sala diferente das dedicadas a extracdo de ADN e as reagdes de amplificacdo
genética, tal como descrito na norma ISO 24276.

Preparar duas tomas de ensaio de, pelo menos, 100 mg cada.

Extragio de ADN

Efetuar a extracdo de ADN em cada toma de ensaio preparada usando o PON estabelecido pelo LRUE-PA e
publicado no respetivo sitio web.

Preparar dois controlos de extragdo para cada série de extragdo, tal como descrito na norma ISO 24276.
— um controlo para o ensaio em branco da extragdo,
— um controlo positivo para a extragio do ADN.

Amplificacdo genética

Realizar a amplificacio genética segundo os métodos validados para cada espécie que exige identificagdo.
Estes métodos estdo descritos no PON estabelecido pelo LRUE-PA e publicado no respetivo sitio web.
Analisar cada extrato de ADN com pelo menos duas dilui¢des diferentes a fim de avaliar a inibicdo.

Preparar dois controlos de amplificacdo por espécie, tal como descrito na norma ISO 24276.
— Usar um controlo positivo do ADN-alvo para cada placa ou série de ensaios por PCR,

— Usar um controlo do reagente de amplificagdo (também chamado controlo negativo sem ADN) para
cada placa ou série de ensaios por PCR.

Interpretagdo e expressdo dos resultados

Ao comunicar os resultados, o laboratério deve indicar pelo menos o peso das tomas de ensaio usadas, a
técnica de extracdo usada, o ndmero de determinagdes efetuadas e o limite de dete¢do do método.

Nio devem ser interpretados e comunicados resultados se o controlo positivo para a extragio do ADN e os
controlos positivos do ADN-alvo ndo derem resultados positivos para a espécie alvo do ensaio e o controlo
do reagente de amplificacdo deve ser negativo.

Caso os resultados das duas tomas de ensaio ndo forem coerentes, repetir pelo menos a fase de amplifi-
cagdo genética. Se o laboratério suspeitar que os extratos de ADN podem estar na origem da incoeréncia,
efetuar uma nova extragio de ADN e uma subsequente amplificagdo genética antes de interpretar os
resultados.

Basear a expressdo final dos resultados na integra¢do e na interpretacdo dos resultados das duas tomas de
ensaio de acordo com o PON estabelecido pelo LRUE-PA ¢ publicado no respetivo sitio web.

Resultado negativo

Comunicar um resultado negativo do seguinte modo:

Nio foi detetado ADN de X na amostra apresentada (sendo X a espécie animal ou o grupo de espécies
animais alvo do ensaio).

Resultado positivo

Comunicar um resultado positivo do seguinte modo:

Foi detetado ADN de X na amostra apresentada (sendo X a espécie animal ou o grupo de espécies animais
alvo do ensaio).»
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