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Resumo

A encefalopatia espongiforme bovina € uma doenga pridnica que consiste numa desordem
neurologica, progressiva e fatal, que afeta os bovinos. Conhecida na década de 1980 na
Europa, na década de 90 chamou a atengao como nova variante da doenga de Creutzfeldt-

Jakob em seres humanos.

Encefalopatia espongiforme bovina tem uma origem alimentar, propagando-se através da
incorporagao de farinhas de carne e ossos contaminados, provenientes da reciclagem de

restos de animais mortos expostos ao agente infecioso (priao), nas ragoes.

Foram criadas medidas para garantir a protegao da salde publica nomeadamente a remogao
de matérias de riscos especificos e a restricao a utilizagdo de certas proteinas animais
transformadas na alimentacao de animais de criagao (Feed Ban) e, em paralelo, aplicaram-se
os métodos para garantir o cumprimento das respetivas proibigoes. A microscopia classica
era até ha pouco tempo o uUnico método oficial utilizado para o controlo das proteinas
animais transformadas em alimentos para animais de criagao na Europa. Com a aprovagao da
utilizagao de monogastricos na alimentagao dos peixes de aquacultura, o método da reacao
da polimerase em cadeia em tempo real, para detecao de proteinas animais transformadas

ruminantes, foi aprovado como método oficial.

Este trabalho teve como objetivo o estudo dos limites de detecao do método da reagdo da
polimerase em cadeia em tempo real na identificagio de acido desoxirribonucleico de
ruminantes em ragoes de animais, em Portugal. Para tal procedeu-se a incorporagao de
farinhas de carne e ossos, em diferentes concentragoes, em alimentos compostos para
animais e em matérias-primas utilizadas na sua elaboragao, simulando diferentes niveis de
contaminagao possiveis. Simultaneamente fez-se a analise de microscopia classica, por forma
a comparar estes resultados e limites de detegao.

Foi possivel verificar um limite de detegao de 0,1% de incorporagao para ambos os métodos.

Palavra-chave: Encefalopatia espongiforme bovina, proteinas animais transformadas e

reagao da polimerase em cadeia em tempo real.



Abstract
Bovine spongiform encephalopathy is a prion disease that is a neurological, progressive and
fatal disorder that affects cattle. Known since the 1980s in Europe, in the 90s it gained

attention as new variant of Creutzfeldt-Jakob disease in humans.

Bovine spongiform encephalopathy has a food source, spreaded by incorporation of meat
and bone meal contaminated from recycling remains of dead animals exposed to the
infectious agent (prion) in diets.

Some measures were designed to ensure the protection of public health, in particular, the
removal of specified risk materials and restriction of use of certain processed animal
proteins in feed for farmed animals (Feed Ban) and, parallel, usage of methods to ensure
compliance with the respective bans. The classical microscopy was until recently the only
official method used for the control of processed animal proteins in feed for farmed animals
in Europe. With the approval of the use of monogastric feeding fish aquaculture, real-time
polymerase chain reaction method for detection of ruminant’s deoxyribonucleic acid was
approved as an official method.

This work aimed to study the detection limits of real-time polymerase chain reaction
products in the identification of ruminant processed animal proteins in animal feed, in
Portugal. To do so, meat and bones were incorporated in different concentrations in
compound feeds and raw materials used in their manufacture, simulating different levels of
possible contamination. Simultaneously, classical microscopy was performed in order to
compare these results with those obtained through polymerase chain reaction in what
concerns the detection limit.

It was possible to check a detection limit of 0.1% of incorporation for both methods.

Keywords: Bovine spongiform encephalopathy, processed animal proteins and real-time

polymerase chain reaction.
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| Introducao geral

Uma série de crises relativas a alimentagao humana e animal (Encefalopatia Espongiforme
Bovina (BSE), dioxinas, etc.) colocaram em evidéncia as falhas na concegao e na aplicagao da
regulamentagao alimentar na Uniao Europeia. Em resposta a essas crises alimentares, a
Comissao Europeia publicou, em Janeiro de 2000, o Livro Branco sobre a seguran¢a dos
alimentos, reformulando a legislagao europeia sobre a matéria (COM, 1999). A Comissao
anunciou a criagao de um quadro juridico que iria abranger toda a cadeia alimentar, “do
prado ao prato”, segundo uma abordagem global e integrada. De acordo com esta légica, a
seguranga dos alimentos é um dominio que toca também a alimentagao e a saide dos
animais, a prote¢do e o bem-estar dos animais, os controlos veterinarios, as medidas
sanitarias, os controlos fitossanitarios e a preparagao e higiene dos géneros alimenticios. O
Livro Branco sublinha, igualmente, a necessidade de instaurar um didlogo permanente com

os consumidores para fins de informagao e educagao (COM, 1999).

Em 2002 foi criada a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA), cujo papel
consiste em avaliar e comunicar os perigos ligados a cadeia alimentar (CE, 2002a). Emite
opinides e pareceres cientificos de apoio as tomadas de decisio, propondo a Comissao
Europeia e seus Estados-Membros, medidas de protegao aos consumidores eficazes e
atempadas. Aborda todos os aspetos da cadeia alimentar na sua continuidade: andlise de

risco, principio da precaugao, rastreabilidade e sistema de alertas rapidas.

A seguranga dos alimentos de origem animal come¢a com a seguranga dos alimentos para
animais. O Regulamento (CE) n.° 882/2004 assegura este principio sendo referente aos
controlos oficiais realizados para assegurar a verificagdo do cumprimento da legislagao
relativa aos alimentos para animais e géneros alimenticios e as normas relativas a salde e ao

bem-estar dos animais (CE, 2004).

Dado ser o objetivo deste trabalho a avaliagao de um método de analise para detegao de
presenca de proteinas animais transformadas (PAT), neste caso, reagao da polimerase em
cadeia em tempo real (RT-PCR), procedeu-se paralelamente a anadlise das ragoes e matérias-
primas sob avaliagao, pelo método de microscopia otica, por forma a ter resultados

comparaveis.



2 Alimentos para animais

O consumo de produtos alimentares de origem animal é uma parte inevitavel da nossa dieta

diaria.

O mercado de alimentos para animais depende do mercado de produtos de origem animal.
Segundo a Federagao Europeia dos Fabricantes de Alimentos Compostos (FEFAC) em 2012,
na Uniao Europeia (UE) foram produzidas 47,5 milhoes de toneladas (milhoes t.) de carne
(7,5 milhoes t. de carne bovina, 21,9 milhoes t. de carne suino e 12,7 milhoes t. de carne de

aves de capoeira) e 14| milhoes de ovos (FEFAC, 2012).

O consumo médio de carne na UE estd estimado em cerca de 86 kg / habitante / ano

(FEFAC, 2012).

Dentro da UE cerca de 470 milhdes t. de alimentos (alimentos compostos, alimentos
simples, forragens) sao consumidos pelos animais de criagao, onde 153,5 milhdes t. sao

alimentos compostos provenientes das produgoes internas (Figura |).

153,5

23:0

« Alimentos compostos (Industrial)

® Alimentos simples
: Alimentos compostos (Produzidos nas Exploragdes)
= Forragem

Figura |- Producao europeia de alimentos para animais em 2012 (em milhoes de
toneladas) (Fonte: FEFAC, 2012 ).
Na Figura 2 apresenta-se a produgao de alimentos compostos para animais de acordo com
as espécies mais representativas. A Alemanha foi o pais da UE que mais produziu alimentos
compostos para animais, seguida pela Espanha e Franga, ambos em segundo lugar. A
Alemanha é o principal produtor de alimentagao para ruminantes, Espanha para suinos e

Franga para aves (FEFAC, 2012).
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Figura 2 - Producao europeia dos diferentes tipos de alimentos compostos para animais em
2012 (em %) (Fonte: FEFAC, 2012)

Os alimentos compostos sao fabricados a partir de matérias-primas obtidas através de uma
grande variedade de fontes, conforme se pode observar na Figura 3. Algumas sao obtidas a
partir de subprodutos de indUstrias alimentares e outros ingredientes, que nao sao
cultivados em quantidades suficientes na UE, sao importados de paises terceiros (FEFAC,

2012).

48,5%

= Cereais
= Subproduto de industria alimentar
= ﬂleosegorduras
= Bolos e farinhas
= Leguminosas
= Foragem seca
« Lacticinios
= ¥Witaminas
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11%

Figura 3 - Matérias-primas utilizadas na produgao de alimentos compostos para animais
(Fonte: FEFAC 2012)



2.1 Proteinas Animais transformadas

As proteinas sao nutrientes essenciais na alimentagio animal, uma vez que estio
intimamente relacionadas com os processos vitais das células e, consequentemente, com o
organismo. Elas podem ter origem animal ou vegetal e sao, em regra, o componente que
define o pre¢o da matéria-prima. Na procura de alimentos ricos a nivel nutricional,
subprodutos tais como proteinas de origem animal foram considerados adequados como
ingredientes a ser incorporados em alimentos compostos para animais de criagao,
considerando os padroes de alimentagao natural de carnivoros e omnivoros. No entanto, a

mesma estratégia foi aproveitada para herbivoros (van Raamsdonk, et al., 2007).

Os subprodutos animais proporcionam elevados niveis de gordura, fonte de energia,
proteina, minerais (Ca e P), e de algumas vitaminas essenciais, quando comparados, por
exemplo, com a soja. Apresentam ainda beneficios ambientais e econémicos, principalmente
no que diz respeito ao aproveitamento, reciclagem e transformagao de residuos (sangue,
penas, etc.) de carne e peixe, de baixo valor nutritivo para alimentagao humana, em farinha
de carne e osso (FCO) de elevado valor nutritivo na alimentagao animal. Para além disso,
melhoram o odor, sabor e textura das ragoes, deixando-as mais atrativas aos animais
(Aristoy e Toldra, 2004). Por essas razoes tornou-se uma pratica comum a incorporagao de
PAT em quantidades significativas, na alimentagao de bovinos, ovinos, suinos e aves de

capoeira (van Raamsdonk, et al., 2007)

Mas com o aparecimento de surtos de doengas com origem alimentar relacionados com
encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSE), foi preciso adotar algumas medidas
basicas preventivas, que serdo descritas no ponto 4.2, em relagdo a incorporagao de

proteinas de origem animal na alimentagao animal (Baskakov, et al. 2000).



3. A Encefalopatia Espongiforme Transmissivel

TSE ou doengas pridnicas constituem uma familia de doengas neurodegenerativas raras que
afetam os seres humanos e animais (Bozzetta, et al., 2004). Apresentam como caracteristicas
comuns a acumulagao de fragmentos de proteina parcialmente resistentes a protease K,
alteragoes irreversiveis no cérebro (com acumulagio de vaclolos), conferindo-lhe um
aspeto de esponja (Figura 4), um longo periodo de incubagao com sintomatologia
exclusivamente nas fases finais da doenga e auséncia de tratamentos preventivo ou

terapéutico, sendo sempre fatais (Doherr, 2007).

Figura 4- Corte de um cérebro infetado com TSE (Fonte: Hornlimann, et al., 2007)

Entre as TSE humanas atualmente identificadas encontram-se o Kuru, doenga de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS), insonia espontanea fatal
(FSI) e insonia familiar fatal (FFl). Nos animais, estao identificadas: BSE, scrapie (em ovinos e
caprinos), encefalopatia espongiforme felina (FSE) e encefalopatia transmissivel do “vison”

(TME) e doenca emaciante croénica de veados (CWD) (Hornlimann, et al., 2007).

Estas TSE podem surgir de forma espontanea, CJD esporadica (sCJD), serem hereditarias
(FFI, GSS), ou transmitidas naturalmente ou acidentalmente (scrapie, Kuru, CWD e BSE,

nova variante da CJD (vCJD)) (Doherr, 2003)

3.1 Agente infecioso

Tém sido propostas diversas hipoteses sobre a natureza do agente infecioso. Inicialmente,
apos observar que o agente responsavel pelo rida (Scrapie) das ovelhas era filtravel e que
apresentava um longo periodo de incubagao, Sigurdsson (1954) pensou que fosse um virus
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lento. Mas a auséncia de resposta inflamatoria contra o agente viral e a grande resisténcia do
agente nocivo a tratamentos que normalmente inativam virus, como a radiagao ultravioleta e
ionizante fizeram com que esta teoria perdesse credibilidade. Em 1967, Griffth propos a
hipotese do agente ser uma proteina (Vana, et al., 2007). Prusiner, em 1982, propés como
agente infecioso o “priao” (prion — proteinaceous infectious particle), uma vez que nao tem
genes, ao contrario das bactérias e virus, mas é capaz de se auto-replicar. O grupo de
Prusiner caracterizou o possivel agente infecioso a partir de cérebros infetados com scrapie,
como sendo uma glicoproteina hidrofébica parcialmente protease-resistente, a Proteina
Priodnica (PrP), com uma maior expressao no Sistema Nervoso Central (SNC) (Prusiner, al.,

1982).

Mais tarde observou-se que a proteina, com a mesma sequéncia, encontrava-se presente

tanto nos animais saudaveis como nos doentes (Hope, et al., 1986).

Através dos estudos espetroscopicos demonstrou-se que existem diferengas entre as duas
proteinas, a normal e a patogénica, no que diz respeito as suas configuragoes tridimensionais

(Cohen, et al., 1994).

A proteina que se encontra nos animais saudaveis é denominada Proteina Priénica Celular
(PrP°), enquanto a proteina presente nos animais doentes é designada por Proteina Prionica

Scrapie (PrP*).

Em hamsteres e ratinhos a estrutura primaria da PrP°tem 254 aminoacidos (a.a.) (Figura 5),
enquanto nos seres humanos temos uma PrP® com 253 a.a.. Esta estrutura esta ancorada a
proteinas de superficie celular através da glicosilfosfatidilinositol (GPI). A regiao N-terminal
com cerca de cem aminodcidos nao esta estruturada tridimensionalmente de forma
sistematizavel, havendo dentro desta regiao um segmento com cinco repeticoes de uma
sequéncia de oito aminoacidos que interage fortemente com o catiao cobre. A regiao C-
terminal estd organizada tridimensionalmente numa série de 3 hélices-a e 2 folhas-B,

(Correia e Correia, 2005; Vana, et al.,, 2007).
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Figura 5-Estrutura primaria da PrP° (Vana, et al., 2007)

Muito embora a sequéncia seja comum, as estruturas tridimensionais das proteinas nativa e
patogénica diferem: a PrP° tem um elevado teor de hélices-a (42%), em relagao as folhas-§
(3%), enquanto a PrP* apresenta predominio de folhas-f (45%) relativamente as hélices-a

(30%) (Figura 6)(Vana, et al., 2007).

Hélices-o (42%) Hélices-o (30%)
Folhas-B (3% Folhas-B (45%)
< fi"
Proteina Priénica Proteina Priénica
Normal (PrP<) Patogénica (PrP=<)

Figura 6- Estrutura tridimensional das duas isoformas da PrP (fontes: van Raamsdonk, et al.,

2007; OMS, 2013)

E justamente a elevada proporcio de folhas-B da PrP* que a torna insollvel e parcialmente
resistente a proteinase K(Doherr, 2003). A digestaio PrP* com proteinase K gera um
fragmento de 27-30 kDa, denominado Proteina Pridnica Resistente a protease k (PrP™)
(Vana, et al, 2007) , enquanto a PrP® é metabolizavel pela enzima supra referida. Alguns
autores utilizam PrP* (sc- scrapie) e PrP™ (res- resisténcia a protéase K) como sindnimos

quando se referem ao agente responsavel pela TSE.

Tal como acontece com outras proteinas celulares a sintese da PrP° é controlada pelo seu
gene, identificado em 1985 e designado por Prrp nos animais e PRNP nos humanos (Oesch,

et al. 1985)



3.2 Mecanismo de infecao

Com a descoberta de que o agente responsavel pela TSE nao possuia material genético, e
que se trata de uma proteina existente em duas isoformas diferentes, PrP© e PrP*, comegou-

se a elaborar teorias quanto ao mecanismo de infegao.

De acordo com o “modelo heterodimero’, proposto Prusiner, ocorre uma interagao
direta entre um mondémero de PrP°e um monomero PrP*exodgena, com a formagao de um
heterodimero PrP°-PrP*, levando assim a alteracao da conformacao da PrPc em PrP™. O
complexo formado separa-se e da inicio a um novo ciclo de conversao onde PrP° vai ser
progressivamente convertido nao so pela PrP* exdgena mas também pela PrP* enddgena

(Fig. 4)(Doherr 2007).
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Fig. 7- Modelo heterodimero (fonte: (Weissmann, et al. 2002)

Segundo um modelo alternativo, o ‘“modelo de nucleagdao”, a capacidade de PrP*
converter PrP° em PrP* depende da sua cristalizagao em fibrilas amiloides.Segundo este, a
PrP° encontra-se em equilibrio com a PrP*favorecendo fortemente PrP°. As PrP* se agregam
formando um ndcleo estavel. Embora a formagao dessa estrutura seja rara, uma vez formada
tem capacidade de recrutar de forma rapida as monémeros de PrP* formando um cristal
com elevado peso molecular, fibras amiloides, adquirindo assim a capacidade de converter

PrP“em PrP* (Fig.5) (Caughey, et al. 1995; Weissmann, et al. 2002)
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Figura 8- Modelo de Nucleagao (Fonte: Weissmann, et al. 2002)



Alguns estudos tendem a postular a existéncia de uma proteina chaperone provisoriamente

denominada proteina X, que ajudaria na conversao de PrP°em PrP* (Doherr, 2003).
3.3 Via de transmissao

As TSE sao transmissiveis por via oral (Kuru, EEB e vCJD) e parenteral sendo que a dose
necessaria para infetar o modelo rato através da via oral é 10 vezes superior a da via

intracerebral (Weissmann, et al. 2002).

Doengas prionicas, como a CWD e scrapie, podem ainda ser transmitidas através de rotas
ambientais indiretas, nomeadamente por ingestao de solo. Como os prices podem ligar-se a
uma grande variedade de solos e minerais dos solos, mantendo a capacidade de se replicar, e

permanecer infeciosos, tém no solo um reservatério para a transmissao do priao natural

(Saunders, et al. 2012).

Na figura 9 encontram-se esquematizadas as principais formas de transmissao das TSE.
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Figura 9- As principais formas de transmissao das TSE (Doherr, 2007):

e | FaNsmissao direta vertical (de mae para filhos, intrauterina) e horizontal (contacto direto)

— —Transmissdo Indireta Horizontal, através do ambiente (Excregdo, absorgio), importante na

transmissao de Scrapie e CWD

== . =l ransmissao indireta horizontal através de alimentos para animais (reciclagem), importante na

transmissao da BSE e doencas relacionadas

sesssndransmissdo indireta horizontal através de alimentos (carnes contaminados), importante na

transmissao da vCJD e Kuru



3.4 TSE Animal

Entre as TSE animais (Ver Tabela 1), Scrapie foi a primeira doenga de prices a ser

descoberta, sendo reconhecida como entidade clinica por volta 1730 (Doherr, 2003).

Apresenta elevada prevaléncia no gado ovino e caprino, apresentando como sinais clinicos:

e |” fase da doenga: perda de qualidade da I3, apatia e alteragao da locomogao. Esta fase

demora cerca de | a 2 meses;

e 2° fase da doencga: perda de condigao corporal, comichao, resposta ao toque e ao

cogar ao longo da coluna, alteragao na postura e locomogao, alteragao de

comportamento e hiperestesia;

e 3% e (ltima fase: tremores mais evidentes na cabega e no pescogo, agravamento dos

sinais anteriores, dificuldade em se levantar e por fim a morte.

Existem scrapie classica e atipica, que se diferenciam pelo tipo e distribuicao de lesoes

neuropatologicas e pelas caracteristicas bioquimicas da PrP. A forma atipica de Scrapie foi

diagnosticada pela primeira vez na Noruega em 1998, denominada de Nor98 e, desde entao,

varios paises europeus, incluindo Portugal, confirmaram a sua existéncia (Orgeet al., 2004;

Hausermannet al., 2010).

Tabelal- Exemplos de TSE em diferentes espécies de animais (Fonte:

Mahmood, 201 )

Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis Animal

Hospedeiro
Forma Doenga Natual Etiologia
Scrapie Ovinose Caprinos Infecio por prides de origem desconhecida
Encefalopatia Espongiforme do
vison (Transmissible Mink Infecdo por prides oriundos de ovinos
Encefalopathy, TME) Vison (scrapie)
Doengas emaciante crénica dos
Adquirida veados ( CronicWasting Disease,
CWD) Veadose alces Infegdo por prido de origem desconhecida
(Transmitida)
Encefalopatia Espongiforme
Bovina (Bovine Spongiform
Encephalopathy,BSE) Bovinos Infegdo por prido de origem desconhecida
Encefalopatia Espongiforme felina
( Feline Spongiform Infecio por prides oriundos de Bovinos
Encephalopathy, FSE) Gatos (BSE)

Anode
descoberta

1732

1947

1967

1986

1990

Imran e



A epidemia de BSE foi identificada pela primeira vez em 1986 no Reino Unido (Arsac, et al.
2007). Ao longo de quase duas décadas apenas se considerou a existéncia de uma estirpe de
BSE em bovinos, a BSE classica (C-type). No entanto, em 2004, duas estirpes diferentes,
designadas por BSE atipicas, foram descritas em bovinos na Franga, BSE tipo-H, e na Itdlia, e
BSE Tipo-L (L-type) (Konold, et al. 2012) (Priemer, et al. 2013), de acordo com a massa
molecular da PrP* (Okada, et al. 201 1). Esta Gltima caracteriza-se por apresentar um peso
molecular menor do que a BSE classica, por isso a sua designagao (L de low). A BSE Tipo-H
(H-type) caracteriza-se por apresentar peso molecular mais elevado a BSE tipica (designacao
H de high) (Brown, et al. 2006). A BSE atipica afeta principalmente o gado bovino com 8

anos de idade ou mais (Konold, et al. 2012).
3.5 TSE Humana

A CJD é a TSE mais comum em humanos (Tabela 2) (Varges, et al. 2013). Sao conhecidas
quatro formas diferentes de CJD: esporadica (sCJD), genética ou familiar (fCJD), iatrogénica
(iCJD) e a nova variante ( vCJD) (Tschampa, et al., 2007).

A sCJD, a forma mais frequente, representa cerca de 85-90% dos casos (Varges et al,
2013). Esta doenga afeta igualmente homens e mulheres; inicia-se em média pelos 60-70
anos, e € rara em pessoas com idade inferior a 40 anos ou superior a 80 anos (Johnson,
2005). Pacientes com sCJD normalmente apresentam uma progressao rapida na deméncia e
sinais neurologicos focais, como ataxia cerebral ou motora e perda visual. A duragao média
da doenga é de 6 meses, variando entre algumas semanas até dois anos (Tschampa, et al,,
2007).

A fCJD esta associada a uma mutagao no gene que codifica a proteina prionica (Prnp ), que é
encontrada em cerca de 10-15% dos casos Europeus (Vargeset al., 2013). Enquanto que a
iCJD (<5% dos casos) resulta da transmissao acidental do agente causador através de
tratamento médico ou cirurgico com material contaminado, por exemplo, instrumentos

cirargicos . A aparéncia clinica é semelhante a sCJD (Johnson, 2005; Tschampa, et al. 2007).

O aparecimento dos primeiros casos da vCJD em 1996 rapidamente chamou a atencao
mundial para a importancia das doengas pridnicas, particularmente devido a ligacao que é
feita com a BSE (Will, et al. 1996). A vC]JD tem sido associada ao consumo de carne bovina
contaminada com BSE, levando a que muitos consumidores preocupados evitem comer
carne de ruminantes (Rao e Hsieh 2007) . Devido ao referido, esta doenga tem tido um

impacto significativo sobre a gestao nacional e internacional de doengas animais em geral,



bem como sobre a economia, o comércio, e questoes de saude publica relacionadas com a

seguranca alimentar (Salman, et al. 2012)

Tabela 2- Exemplos dos diferentes TSE em Humanos (Imran e Mahmood 201 1)

Encefalopatia Espongiforme Transmissivel Humana

Forma

Doenca

Insonia Familiar Fatal (Fatal Frmilal Insomnia
FF)

Sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinker
(GSS)
(Genética

(Herdadas)

Doencade Creutzfeldt-Jakob familiar
(Creutzfeldt-jakob Disease Familir, {CJD)

Insonia Esporadica Fatal ( Fatal Spontaneous
Idiopética Insomnia,SF)

(Espontanea)

Doenca Esporadica de Creutzfeldt-akob
((Sporadic Cruetrfeldt-Jacob Diseas, sC|D)
Prizo patogénico protéase-sensivel
variably protease-sensitive prionapathy VPSPr
)
Doengade Creutzfeldt-akob latrogénica
Adquiridas (o)
(Transmitida)

Variante da Doenga de Creutzfeldt-Jzkob
(vCjo)

Hospedeiro

Natural

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Etiologia

RPPN- 178N-129M (Substituicao do acido asparico (D) por
asparagina (N) a0 nivel do codao 178 em presenca genotipo
|29Mno gene PRNP)

PRNP-102L

(Mutacao 20 nivel do codao 102,em que se verfficaa
substituicao de prolina (P) por leucina (L))

Mutagio no gene PRNP (Diferentes mutagoes por substituiio
& porinsergio. Mutagio na nivel do codio 200, com substituicio
de dcido glutdnico (E) por lsina(K)

conversio espontingaPrPC — PrP

Conversio espontingaPrP € — PrP

Conversio EspontineaPrPC — PrP

Infegde prinica com origem em transplanta de cornea ou
duraméter de caddveres de Humanos

Ainfegio por prioes da BSE

Anode Descoberta

1986

1936

1924

1999

1920

2008

1974

1956



4 A Encefalopatia Espongiforme Bovina

A BSE vulgarmente conhecida como doenga das vacas loucas foi diagnosticada pela primeira
vez na Gra-Bretanha em 1986 (Wells, et al. 1987) e considerada zoonose a partir de 1996

(Hausermann, et al. 2010).

O agente responsavel pela doenga foi introduzido na populagao por meio de suplementos
alimentares que continham FCO contaminada (Yang, et al. 2008), tendo sua transmissao para
os seres humanos levado a uma das mais importantes crises alimentares europeias,

sublinhando a necessidade de regulamentagao a nivel europeu para combater a doenga.
4.1 Alimentacao na origem da doenca

Estudos epidemioldgicos identificaram as FCO na base da transmissao da BSE (Ducrot, et al.
2010), descartando a ligagao da doenga aos restantes produtos administrados aos animais,
farmacéuticos, quimicos, ou agricolas. Verificaram ainda nao haver qualquer ligagao com
movimentos de animais, importagao de sémen, ou presenga de ovinos na mesma exploragao.
O (Unico fator em comum encontrado foi a ingestao de ragao ou suplementos proteicos,
sendo que cada caso surge como novo, sem evidéncias de transmissao direta entre bovinos.
Dai se teorizou quanto a contaminagao das ragoes com o agente do scrapie dos ovinos ou
com uma estirpe ja existente na populagao bovina, muito embora a incapacidade de

identificacdo do mesmo (Wilesmith, Ryan e Atkinson, 1991).

A partir desta teoria postulou-se ainda que, na auséncia da inativacao do agente durante o
processamento dos subprodutos provenientes de cadaveres de pequenos ruminantes
contaminados com Scrapie, para produgao de FCO, tera conseguido ultrapassar a barreira
inter espécie, onde uma mutagao o tornou patogénico para o gado bovino. A utilizagao
posterior de animais infetados com BSE na producio de mais FCO tera amplificado a

exposi¢ao da populagao bovina ao agente originando a epidemia (Brown, 2001).

Relativamente a ultrapassagem da barreira inter espécie (Figura 10), em 1990 foi identificado
o primeiro caso FSE num gato doméstico no Reino Unido (Wyatt, et al. 1991), provocado

pela ingestao de carne ou FCO contaminada com PrP*bovina (Collinge, et al. 1996).

A vCJD esta ligada a epidemia de BSE em bovinos, uma vez que se presume ser causada pelo
consumo de carne contaminada e outros produtos alimenticios derivados de bovinos

contaminados.
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Figural 0- Transmissao de BSE a outras espécies (Adaptada de: Doherr 2003).

Em 2005 foi descrito o primeiro caso natural de BSE numa cabra em Franga. Apesar de
varios outros casos reportados como suspeitos, nenhum outro foi confirmado até ao

momento (Hausermann, et al. 2010).
4.2 Medidas de controlo da doenca

A BSE teve um forte impacto sobre a industria pecuaria e saude publica (Yamamoto, et al.
2006). A partir de 1990 foram adotadas uma série de medidas com vista a protegao da saude
humana e animal em relagao ao risco de transmissao de BSE, entre as quais, a proibicao do
uso de PAT na alimentagao de todos os animais de criagao (Feed Ban), a remogao de
Matérias de Risco Especificadas (MRE) na transformagao de PAT utilizadas na alimentagao
animal, e o tratamento obrigatério das PAT identificadas a 133°C e 3 bar durante 20

minutos, bem como a adogao de programas de vigilancia (Sala e Ru 2009).

4.2.1 Feed Ban

A propagacao da BSE foi associada ao consumo de alimentos contaminados com PrP de
ruminantes infetados na forma de PAT. Com base nestes resultados a proibi¢ao da utilizagao
de proteinas de mamiferos transformadas para bovinos, ovinos e caprinos foi introduzida em

Julho de 1994 (COM, 2010). Mais tarde, de acordo com a nova Diretiva do conselho n°
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766/2000/CE (CE, 2000), foi ainda proibida a utilizagdo de PAT como aditivo na alimentagao
dos animais de criagao destinados a produgao de alimentos. A Unica excegao foi a utilizagao
de farinha de peixe, podendo ser incorporada em todos os alimentos para animais exceto os

ruminantes (Aristoy e Toldra, 2004; Benedetto, et al. 201 1)

Em 2001, a Uniao Europeia proibiu a alimentagao de todos os animais de criagao, incluindo
os ruminantes, com proteinas provenientes de mamiferos (Feed Ban), aplicando tolerancia
zero, excetuando apenas os alimentos para caes e gatos, (van Raamsdonk et al., 2007).
Também foi proibida alimentagao de ruminantes com gorduras fundidas prevenientes de
ruminantes. Com excegao dos produtos sanguineos de origem bovina para alimentagao dos
ruminantes, as proibicdes nao abrangem produtos provenientes de animais saudaveis, como
leite, produtos a base de leite, gelatina produzida a partir de pele e couros, fosfato de calcio
sem vestigios de proteinas ou gorduras, plasma seco e outros produtos sanguineos. (CE,

2001; Aristoy e Toldra, 2004; Benedetto et al. 201 I).

Em 2002 foi proibido a alimentacao de peixes de aquacultura e animais de criagao, exceto
animais destinados a producao de peles com pelo, com PAT derivados dos corpos, ou parte
dos corpos da mesma espécie, e também os subprodutos animais foram classificadas em trés
categorias que correspondem a diferentes niveis de seguranga (CE, 2002b). Em caso de
levantamento de alguma proibicao do uso de PAT, apenas matérias pertencentes a categoria
trés, que corresponde ao nivel de menor risco, poderiam ser usados na alimentagao dos

animais.

O aparecimento de métodos diferenciadores de PAT de animais terrestres das de peixes,
justificaram o fim da proibigao de introdugao de farinha de peixe nas ragdes para animais de
criagao pelo Regulamento (CE) n°1234/2003 (CE, 2003), excetuando os ruminantes como

medida de prevengao, uma vez que sao os principais alvos da doenga (Boix et al. 2004)

A partir de 2008 foi permitida a utilizagao de proteinas derivadas de peixe exclusivamente
como substituto do leite na alimentagao de jovens ruminantes nao desmamados como
complemento ou substituto do leite pds-colostro antes de completado o desmame (CE,

2008).

Baseada em avaliagoes de risco, (COM, 2005) a Comissao Europeia receava um relaxamento
em relagao a proibicao total, caso certas condigoes fossem cumpridas. Por esta razao, a

analise da tendéncia da epidemia e o efeito das medidas de controlo foram consideradas as



grandes preocupagoes para as avaliagoes de risco e de gestao de risco nos proximos anos

(Ducrot et al. 2010).

Segundo o Regulamento (UE) n° 56/2013 (UE, 2013a), foi aprovado o fim da proibicao de
PAT de nao ruminantes na alimentagao dos animais de aquicultura. Este fim sé foi possivel
devido ao desenvolvimento da técnica de PCR em tempo real que permite identificar PAT
de ruminantes. Porém, na utilizagao da referida técnica, ha que aplicar requisitos rigorosos
durante a colheita, o transporte e transformagao desses produtos, de forma a evitar

qualquer risco de contaminagao cruzada com proteinas ruminantes.
4.2.2 Materiais de Risco Especificos

A proibicao da utilizagao de PAT na alimentagao para os animais de criagao por si s6 nao foi
suficiente para eliminar a BSE. O controlo sobre a epidemia comegou apenas apods a
introdugao de medidas complementares (Ducrot, et al. 2010), que consistem na
obrigatoriedade da remogao de MRE, ou seja, na proibigao de usar matérias, como sebo,
gelatina, colagénio, fosfato calcico e muitos outros especificados na lista de MRE e num nivel
elevado de precaugao, na produgao de produtos derivados para utilizagao em alimentos para

consumo humano e animal (Arsac et al., 2007; Sala e Ru, 2009).

4.2.3 Programas de Vigilancia

Desde o reconhecimento dos primeiros casos de BSE até 1998 apenas era obrigatério
notificar e posteriormente investigar os casos clinicamente suspeitos (vigilancia passiva)
(Doherr, 2003). A partir de 1999, a UE validou testes de rastreio rapidos, tornando-os
disponiveis como uma ferramenta de vigilancia para grupos considerados de alto risco

(vigilancia ativa).

Em conformidade com a regulamentacao europeia, Regulamento (CE) n® 999/2001 (CE,
2001), a vigilancia ativa de BSE em bovinos adultos na Europa, tornou-se obrigatoria para
determinar com mais precisao a escala da epidemia e evitar o consumo de tecidos de

bovinos infetados (Arsac, et al. 2007).

O sistema de vigilancia ativa baseia-se na execugao de testes rapidos em animais de risco
(animais encontrados mortos, animais abatidos de emergéncia e animais com sinais clinicos
quando da inspegao ante mortem) até aos 24 meses de idade e em bovinos saudaveis abatidos

com mais de 30 meses de idade. Os dados gerados por este programa de vigilancia tém
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ainda sido valiosos em termos do controlo epidemiologico em diferentes paises (Ducrot, et

al. 2010).

4.2.4 Perspetivas Futuras

Atualmente, as PATs proibidas para fins de alimentagao animal sao utilizadas principalmente
para produzir fertilizantes, composto ou carburante para cimenteiras.

Contudo, as PAT podem ser uma fonte de proteinas para animais de criagdo nao ruminantes
que tém de ser alimentados com proteinas de grande qualidade.

Considerando que o risco de transmissao de BSE de n3ao ruminantes a nao ruminantes é
muito improvavel, poderia ser considerado um levantamento da proibicao da utilizagao das
PAT de nao ruminantes em alimentos destinados a nao ruminantes, sem, todavia, levantar a
proibicao existente da reciclagem intra espécies (por exemplo, a FCO de aves de capoeira
poderia apenas ser dada a suinos e a FCO de suinos a aves de capoeira). Além disso, a
reintroducao das PATs em alimentos destinados a nao ruminantes pode permitir a UE
diminuir a dependéncia de outras fontes de proteinas segundo roteiro da TSE (van
Raamsdonk et al. 2007). Isso s seria possivel com o desenvolvimento de um método de
diagnostico validado que fosse capaz de detetar a presenga de matérias de suinos ou de aves
de capoeira nos alimentos para animais. Por conseguinte, seria possivel controlar a aplicagao

correta da proibigao da reciclagem intra espécies (EU, 201 3a).



5 Métodos de identificacao de proteina animal transformadas

A proibicao de PAT na alimentagao de animais de criagao levou a uma redugao significativa
do nimero de casos de BSE. Porém precisavam ser tomadas medidas para controlar o
cumprimento dessas proibicoes. Até 2012 a microscopia otica era o Unico método de
referéncia para a detecao de PAT disponivel - e exigido pelo Regulamento (CE) n° 152/2009
(CE, 2009) - para o controlo oficial, muito embora hd muito se procurassem outros
métodos complementares a microscopia classica, com a finalidade de proporcionar mais
informagao sobre a origem dos constituintes de origem animal. De acordo com o
Regulamento (UE) n°51/2013 (EU, 2013b), um novo método de detegao foi validado como
método de referéncia. Apés um estudo de aplicagao, organizado conjuntamente com os
laboratérios nacionais de referéncia dos Estados Membros, o método de detecao de
constituinte de origem animal com base na reagao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real foi validado como suficientemente robusto para controlo oficial na Unidao Europeia. Este
método foi escolhido apos varios estudos e comparagio com outras técnicas como a
microscopia de infravermelho préximo (NIRM) e de imagem e imunologia (ELISA), que

atualmente sao utilizados por alguns laboratérios para controlo de rotina.

5.1 Métodos Oficiais na Unido Europeia

5.1.1 Microscopia

A microscopia 6tica é um dos métodos oficiais utilizado na UE e em muitos outros paises
para controlar a aplicagao correta da legislagao relativa a proibicao de utilizagao de FCO
(Baeten et al., 2005). Com este método é possivel detetar contaminagoes de | g/ kg (lg de
FCO por | kg de ragao), com quase nenhum resultado falso negativo ou falso positivo. Este
método é predominantemente focado na presenga de fragmentos de ossos, apesar de outras
estruturas como fibras musculares, poderem fornecer evidéncias circunstanciais dos

respetivos tipos de animais (van Raamsdonk et al., 2007).

A microscopia classica é limitada no que diz respeito a discriminagao entre vertebrados (e.g.
mamiferos e aves). No entanto é capaz de discriminar entre PAT de peixes e PAT de animais

terrestres (van Raamsdonk et al., 2007).



5.1.2 PCR em tempo real

PCR é uma técnica que revolucionou a investigagao na biologia molecular e tem sido aplicada
em diagnostico de infegoes microbianas e doengas genéticas, bem como na detegio de
agentes patogénicos nos alimentos, fezes e amostras ambientais.

PCR é um método in vitro que se baseia na capacidade de uma polimerase amplificar
sucessivamente um molde do acido desoxirribonucleico (DNA) com auxilio de um par de
primers. A regiao do DNA a ser amplificada e sua composicao determinam a sensibilidade e a

especificidade da detegao.

Para usar esta tecnologia, a sequéncia alvo a ser amplificada deve ser conhecida. A cada ciclo
as cadeias complementares sao desnaturadas e usadas individualmente como molde para
amplificacdo o que resulta numa acumulagao exponencial de base 2 da sequéncia alvo — a
cada ciclo o fragmento de DNA alvo duplica a sua quantidade. Em geral, este processo é

repetido aproximadamente 30 vezes (Turgeon, 2005).

Apos a amplificagao, a eletroforese em gel € utilizada para analise dos produtos amplificados
por PCR o que torna a PCR convencional num método demorado (Pestana, et al. 2010). Ha
kits baseados em PCR comercialmente disponiveis para confirmagao da presenga ou auséncia
de agentes patogénicos especificos nos alimentos. A capacidade da PCR para amplificar, em
milhoes de vezes, qualquer fragmento conhecido de DNA a partir de material genético
complexo, num curto espago de tempo, torna-a num teste preferencial no que respeita a
identificagao de agentes contaminantes (Pina, 2005)

Ultimamente adaptou-se PCR por forma a torna-la quantitativa, designada por PCR em
tempo real. Esta técnica é automatizada, simples, reprodutivel e eficiente. Ao contrario de
outros métodos de PCR, a PCR em tempo real nao exige manuseio de amostras pos-PCR,
evitando assim o potencial carry-over e contaminagoes (Heid, et al. 1996).

Os equipamentos, destinados a realizaggo de PCR em tempo real associam um
termociclador a um leitor de fluorescéncia capaz de medir a luz proveniente de uma reagao
de amplificacao. Esta florescéncia ocorre devido a utilizagao da sonda TagMan (ver figural I),
permitindo assim a detegao e quantificacao do DNA. As sondas TagMan sao ideais quando o
objetivo é detetar sequéncias muito pequenas de ADN (<I00pb) pela especificidade

adicional que introduzem no sistema de amplificagao/detecao (Pegels, et al. 201 3).
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Figura |1- A medida que a reacio da amplificagio ocorre, a enzima Taq DNA polimerase
quebra a ligacdo da sonda com a sequéncia, permitindo a emissao de luz (Fonte:

http://www.fleury.com.br/medicos/medicina-e-saude/manuais/manual-

hematologia/Pages/pcr.aspx

5.2 Outros métodos de controlo laboratoriais

Outros métodos, tais como a técnica de cromatografia liquida (LC), olfatometria, ELISA e

NIRM, podem também ser utilizados na detegao de PAT (van Raamsdonk et al., 2007).

A LC baseia-se na detegao e proporgcao de diferentes polipéptidos (e.g. a carnosina,
encontra-se predominantemente nos mamiferos e a anserina em aves), enquanto a
olfatometria se baseia na detegao de agentes volateis nao especificos (van Raamsdonk, et al.

2007).

5.2.1 NIRM

O método de microscopia de infravermelho préximo (NIRM) foi desenvolvido em 1998 pelo
Centro de Pesquisa Agricola Walloon (CRA-W). Este método segue o mesmo principio da
microscopia classica, mas a avaliagdo visual das caracteristicas das particulas, conforme
exigida pela microscopia classica, é substituida pela detecao e quantificagao de picos de
espetros de NIR interpretados como compativeis com os de particulas de origem animal em

alimentos compostos para animais (Boix, et al. 2012). Varios estudos testemunharam a
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capacidade da espectroscopia NIR na identificagao e / ou quantificagdo de ingredientes de
origem animal em mistura de alimentos para animais, tais como farinha de carne e osso de

mamiferos e peixes (Fumiere, et al. 2009; von Holst, et al. 2008).

No ano 2000 foi desenvolvida a NIRM com sistema de imagem (Figura 12) e, como a
anterior, permite a analise da fracdo bruto e de sedimentos mas também a anilise de
aproximadamente 300-500 particulas simultaneamente, reduzindo radicalmente o tempo de
andlise. O nivel de detegao é inferior a | g / kg, uma vez que se baseia na técnica de
microscopia, em combinagao com a possibilidade de identificagao das particulas individuais

(van Raamsdonk, et al., 2007).

Estes métodos nao foram validados em estudos inter laboratoriais devido aos poucos

instrumentos disponiveis.

Figura 12 - Microscopia infravermelho préoximo com sistema de imagem (Fonte:

http://wwwé.cityu.edu.hk/bhdbapp/deptweb/equipment/21-30.html)

Desde 2006, esses dois métodos estao a ser usados no CRA-W para analise de rotina no
ambito das atividades do Laboratério Comunitario de Referéncia para as proteinas de

origem animal nos alimentos para animais (CRL-AP)
5.2.2 ELISA

O método ELISA (do inglés, enzyme-linked immunosorbent assay) € um teste imunoenzimatico
que se baseia na interagdo antigénio-anticorpo, tratando-se do método imunologico
atualmente mais utilizado em investigacao e aplicagoes clinicas. Este método que permite
detetar, e quantificar com base na conversao de substrato, antigénios (Ag) ou anticorpos
(Ac), usando uma enzima como marcador, foi desenvolvido nos anos 70 por dois grupos, um

em Franga (Avrameas e Guilbert, 1971) e outro na Suécia (Engavall e Perlman, 1971).
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Neste ensaio o antigénio apresenta dois locais de ligagao a anticorpos (epitopos)
espacialmente afastados de forma que permita ligar independentemente dois anticorpos. O
anticorpo ou o antigénio é adsorvido na fase solida, o que permite separar a fragao livre da
que se encontra ligada, por uma simples lavagem, dispensando métodos de separagao
demorados e com elevados custos. Desde a sua publicagao o método ELISA teve sucessivos

desenvolvimentos relativamente aos acessorios e protocolos utilizados (Luttmann, et al,,

2006).

Existem varios tipos de ELISA: ELISA direta, ELISA indireta, ELISA Sandwich, ELISA
competitiva e ELISA multiplex. Em andlise de alimentos, o teste ELISA é fundamental e
aplicado em duas tipologias: ELISA competitivo e ELISA Sandwich - a ELISA competitivo é
dirigido a detegao de substancias de baixo peso molecular, a ELISA sandwich é adequada para

analitos (antigénios) de dimensoes maiores (Belitz ,Grosch e Schieberle, 2009).

A proteina por si s6 permite identificar tipos de tecidos, aspeto importante para diferenciar
proteinas que sao autorizadas na alimentagao animal das proibidas (van Raamsdonka 2007).
Foi desenvolvido um ensaio de ELISA sandwich (ver Figura |13) com anticorpos monoclonais
para a troponina |, destinado a detetar tecidos musculares de ruminantes presentes em

extratos feitos a partir de carne cozida e em produtos como FCO (Fumiere 2009).

Avidina-peroxidase
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Figura 13-Esquema de ELISA Sandwich (Fonte:

www.mitosciences.com/sandwich elisa assay overview.html)
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O MELISA-TEK Ruminant™, comercialmente disponivel em combinagio com o kit de extragio
de amostra respetivo foi validado e considerado adequado a avaliagao da presenga de PATs
nao ruminantes na alimentagao dos animais de aquacultura. Varias amostras nao ruminantes
com PATs de ruminantes (processados a 133°C, 137°C, 141°C e 145°C) adicionados a
diferentes concentragoes foram analisadas. Os resultados mostraram uma especificidade
global de 99%, o que indica que nao ha reacao cruzada com proteina nao ruminante. A
sensibilidade do teste revelou-se ainda fortemente dependente da temperatura de
processamento e da proporgao de fibras musculares das PAT de ruminantes. A sensibilidade
do ensaio a presenca de 1% e de 2% de PAT ruminantes em PAT nao ruminantes
(processados a temperatura de 133°C e 137°C) foi de 100% para todos os tecidos
musculares e de 85% e 100% respetivamente, para tecidos das carcagas. Em conclusao,
MELISA-TEK Ruminant™ mostrou resultados bastante promissores, tornando-o um método
candidato ao método oficial de controlo de PAT de ruminantes em alimentos para animais

(Raamsdonk, et al. 2012).
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6 Material e métodos

6.1 Material biolégico

Farinhas de origem animal processadas segundo as condigoes exigidas pelo regulamento
europeu (pelo menos 133°C e 3 bar durante 20 min, sendo o tamanho das particulas da
matéria-prima previamente reduzidas a, pelo menos, 50 mm): farinha de peixe, farinha de

aves e farinha de mamifero

Ragoes cedidas pelo Instituto Nacional de Investigagao Agraria e Veterinaria (INIAV)
(amostras provenientes de varias origens, em diferentes anos para o controlo de PATs) e

recolhidas em fabrica (ver Tabela 3)

Tabela 3- Origem e natureza das amostras cedidas pelo INIAV e recolhidas em fabrica

utilizadas no estudo

Proveniéncia  Referéncia Natureza Origem
INIAV HP-13-00002  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-13-00003  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-12-00920  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-12-00921  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-11-04854  Alimento composto para Bovino  Exploragao pecuaria
INIAV HP-11-05215  Alimento composto para Bovino  Exploragao pecuaria
INIAV HP-11-05218  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-11-05220  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-11-05221  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-11-05407  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-11-04587  Alimento composto para Bovino Industrial
INIAV HP-11-04825  Alimento composto para Bovino  Exploragao pecuaria
INIAV HP-11-06380  Alimento composto para Ovino Industrial
INIAV HP-11-07124  Alimento composto para Ovino  Exploragao pecuaria
INIAV HP-11-07349  Alimento composto para Ovino Industrial
INIAV HP-11-06717  Alimento composto para Ovino  Exploragao pecuaria
INIAV HP-11-06718  Alimento composto para Ovino Industrial
INIAV HP-12-00330  Alimento composto para Caprino *
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Proveniéncia Referéncias Natureza Origem
INIAV HP-12-00759 Alimento composto para Peixe Industrial
INIAV HP-11-06733 Alimento composto para Peixe *
INIAV HP-11-06734 Alimento composto para Peixe Industrial
INIAV HP-11-07346 Alimento composto para Peixe Industrial
INIAV HP-11-07347 Alimento composto para Peixe Industrial
INIAV HP-11-05245  Alimento composto para Coelho Industrial
INIAV HP-11-05253  Alimento composto para Coelho Industrial
INIAV HP-11-07345  Alimento composto para Coelho Industrial
INIAV HP-11-06669  Alimento composto para Equino Industrial
INIAV HP-11-07683  Alimento composto para Equino Industrial
INIAV HP-11-05036 Silagem Industrial
INIAV HP-11-05056 Silagem Industrial
INIAV HP-11-07195 Silagem Industrial
INIAV HP-11-07196 Silagem Exploracao pecuaria
INIAV HP-11-07206 Silagem Industrial
INIAV HP-11-0478 Pré-Mistura para Ovino Industrial
INIAV HP-11-05208 Pré-Mistura para Bovino Industrial
INIAV HP-11-05210 Pré-Mistura para Bovino Industrial
INIAV HP-11-07456 Pré-Mistura para Bovino Industrial
INIAV HP-11-06749 Pré-Mistura para Bovino Exploracao pecuaria
INIAV HP-12-00918 Pré-Mistura para Coelho Industrial
INIAV HP-11-07571 Pré-Mistura para Coelho Industrial
INIAV HP-12-00436 Pré-Mistura para Suino *
INIAV HP-11-06753 Pré-Mistura para Suino Industrial
INIAV HP-11-06747 Pré-Mistura para Aves Industrial
INIAV HP-11-06750 Pré-Mistura para Aves Industrial
INIAV HP-11-05209 Pré-Mistura para Equino Exploracao pecuaria
INIAV HP-12-00925 Farinha de Peixe Industrial
INIAV HP-12-00926 Farinha de Peixe Industrial
INIAV HP-12-00928 Farinha de Peixe Industrial
INIAV HP-12-00948 Matéria-prima Industrial
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Proveniéncia

Referéncias

Natureza

Origem

INIAV
INIAV
Fabrica A
Fabrica A
Fabrica A
Fabrica A
Fabrica B
Fabrica B
Fabrica B
Fabrica B

HP-11-04812
HP-11-04813

6

Matéria-prima
Matéria-prima
Alimento composto para Bovino
Alimento composto para Aves
Alimento composto para Suinos
Soja
Alimento composto para Bovino
Alimento composto para Aves
Alimento composto para Suinos

Alimento composto para Ovino

Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial
Industrial

Industrial

* Informacao nao encontrada na base de dados do LINIV

Racoes e DNA extraido de ragoes cedidas pelo Laboratorio de Referéncia da Uniao

Europeia para as proteinas animais nos alimentos para animais (EURL-AP), onde as suas

composigoes inicialmente se desconhecia, por isso denominadas de “amostra cega”.

Em cada uma das ragoes foram incorporados diferentes % de PAT de diferentes espécies de

e em algumas essas incorporagoes nao foram efetuadas, conforme se pode observar na

tabela 4.

Tabela 4- Amostras cega cedidas pelo EURL-AP utilizadas no estudo

Proveniéncia Referencias Natureza

Amostra de Racao com incorporacao de:

EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP
EURL-AP

| 0,1% PATSs de Bovino

2 0,1% PATs de Bovino
3 0% PATs

4 0% PATs

5 0,1% PATs de Ovelha
57 0,1% PATs de Ovelha
58 |% PATs de Suino

59 0,1% PATs de Bovino
60 0,1% PATs de Bovino
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Proveniéncia Referencias Natureza

ADN extraido de Ragcao com incorporacido de:

EURL-AP 271 0,1% PATs de Bovino
EURL-AP 272 1% PATSs de Suino
EURL-AP 273 0,1% PATs de Ovelha
EURL-AP 274 0% PATSs (100% Vegetal)
EURL-AP 275 0,1% PATs de Bovino
EURL-AP 348 0,2% PATs de Bovino

6.2 Métodos

6.2.1 Microscopia

6.2.1.1 Equipamentos: Balanga analitica (Mettler Toledo AG245, Greifensee, Suica.) com
uma precisao 0,001g; Moinho (Rescht ZM200, Haan, Alemanha); Peneira para tamizagao
(Rescht, , Haan, Alemanha) munido de malha quadrada com 0,25 mm de diametro; Ampola de
decantagio coénica de vidro de 250 ml com torneira, o diametro de abertura da torneira é <
4 mm; Papel de filtro; Microscopio ético composto (Olympus BX50, Tokyo, japdo); Laminas e
lamelas de microscopio lisa; Pingas e espatulas finas (metalica); Material de vidro de uso

corrente.

6.2.1.2 Reagentes: Agente de Concentragao: Tetracloroetileno (densidade 1,62) (Scharlau,
Barcelona, Espanha); Reagente de coloragao: Vermelho de alizarina 0,2% (p/v) (Sigma-Adrich,
EUA) em acido cloridrico, 250mM (Merck, Darmstadt, Alemanha); Meio de Montagem:
Glicerol (nao diluido, viscosidade: 1490 cP); Meio de Montagem com propriedades de
coloragao: Reagente de Fehling: 3,45% de sulfato de cobre (Il) penta hidratado (Merck,
Darmstadt, Alemanha), 17,3% tartarato de potassio e sodio tetra-hidratado (Merck, Darmstadt,
Alemanha), e 6% de NaOH (Merck, Darmstadt, Alemanha); Agentes de Lavagem: alcool a 96%,
acetona, agua 18 mQ); Reagente descolorante: Solu¢ao de hipocloridrico de sodio (9-14% de

cloro ativo).
6.2.1.3 Preparacao das amostras

Extracao e preparaciao do sedimento: No processo de rece¢ao das amostras recolhe-
se 50 g para moagem. Transfere-se uma porg¢ao de 10 g, com uma aproximagao de 0,1 g, (ou

3 g no caso da farinha de peixe ou outros produtos de origem animal puros, ingredientes
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minerais ou pré-misturas que gerem mais de 10 % de sedimento) da subamostra moida para
a ampola de decantagao e adiciona-se 50 ml de tetracloroetileno. Agita-se vigorosamente a
mistura um minimo de 30 segundos e lava-se a superficie interior da ampola com
tetracloroetileno para remover eventuais particulas aderentes. Formam-se 3 fases (ver
Figura 14): o sedimento, fragao mais densa, donde se recuperarao fragmentos de osso e de
escamas de peixe; o tetracloroetileno no meio; e o sobrenadante, fragao de menor peso
especifico, que flutua sobre o tetracloroetileno, donde se recuperam porgoes musculares,
cabelos e penas. Deixa-se repousar a mistura resultante 5 minutos antes de separar o

sedimento, abrindo a torneira e deixa-se secar no filtro.

Figura 14- Extracao e preparagao do sedimento

Coloracao do sedimento: transfere-se o sedimento seco para um tubo de ensaio de
vidro e lava-se duas vezes com 5 ml de etanol, sob agitacao forte por 30 segundos seguida
de incubagao por |,5 minutos. Repete-se o procedimento de lavagem outras duas vezes com
10 ml de agua. Acrescentam-se 2 a |0 gotas de solugao vermelho de alizarina e agita-se a
mistura em vortex. Apos 30 segundos de incubagao lava-se o sedimento corado duas vezes
com 5 ml de etanol e uma vez com acetona conforme anteriormente descrito. Seca-se o

sedimento corado.

Extracao e preparacao do sobrenadante: Apos a recuperagio do sedimento pelo
método anteriormente descrito, duas fases restam na ampola de decantagao: uma liquida
composta por tetracloroetileno e uma soélida superficial, o sobrenadante. Recolhe-se o
sobrenadante invertendo o conteudo da ampola de decantagao sobre um filtro de pregas
(Figura 15). Deixa-se secar e tamiza-se em rede de 0,25 mm, analisando a fragao de

granulometria inferior ao microscopio.
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Figural5 - Preparagao do sobrenadante.

6.2.1.4 Observacdo ao microscopio

Observacao do sedimento: Colocar o preparado de sedimento sobre uma lamina e sob
uma lamela, utilizando glicerol como meio de montagem. Observar ao microscopio

composto a diversas ampliagoes (10X, 40X e 100X; Figura 16).

Observacao do sobrenadante: Cora-se o preparado de menor granulometria do
sobrenadante com Licor de Fehling e observa-se inteiramente cada lamina em varias

amplificagoes.

Figura 16 - Observacao do sobrenadante e do sedimento ao microscopio otico.

6.2.2 Reacdo de PCR em tempo real

6.2.2.1 Equipamento: Balanga analitica (com precisao 0,001g) (Mettler Toledo AG245,
Greifensee, Suica); Tubos 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Alemanha); Micropipetas de 10 a 100 pl
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e respetivas pontas com filtro (Mulecular Bioproducts, San
Diego, Califérnia, EUA); Placas de 96 pogos (Multiplate® PCR Plates ™ —BIO-RAD, Berkeley,
Califérnia, EUA) e respetivas fitas de selar pogos (Microseal® PCR PCR Sealrs ™ — BIO-RAD,
Berkeley, California in EUA); Vortex (Heidolph Reox 2000, Schwabach, Alemanha); Centrifuga

(Centrifuga Eppendorf 5415D, Hamburg, Alemanha); Suporte de separagao magnético;
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Céamara para PCR com fluxo laminar (Astec, Andover, Inglaterra); Camara para PCR (Herolab,
Wiesloch, Alemanha); Termociclador de PCR em tempo real (Bio Rad CFX96™ Real Time
System e CI1000TM Themal cycler, Berkeley, California, EUA).

6.2.2.2 Reagentes: Isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemanha); Etanol a 70%; Nuclease-free
H,O (BIO-RAD, Berkeley, California, USA); solu¢ao de remogao de DNA contaminantes (DNA-
Erase ™ MP Biomedicals, Santa Ana, California, EUA).

Kit de extracdo e purificagdo: (Wizard ® Magnetic DNA Purification System for food —
Promega, Fitchburg, Massachusetts, EUA): Tampao de extracao A, Tampao de extragio B,
RNase A, Solugao de precipitagao de acidos nucleicos, Esferas magnéticas.

Amplificacio do DNA: Primer Fw:5’-CCA GCA TCA GAG TCT TTT CCA AAT-3’
(concentragao de 10 uM) (Eurofins MWG operon, Ebersberg, Alemanha); Primer Rev: 5’-GAA
GGA ATG ATG CTA AAG CTG AAA C-3’ (concentragao del0 pM) (Eurofins MWG operon,
Ebersberg, Alemanha); Sonda Tagman: 5’-CAA CTC TTC GCA TGA GGT GGC CAA A-3’
(concentragao de 5 pM) (Eurofins  MWG operon, Ebersberg, Alemanha); Master Mix
(concentragao de 2X) (GMO-UN-A600 Diagenode, Liége, Bélgica).

Controlo: Calibrantes produzidos e fornecidos pelo EURL-AP, a partir de fragmento de
DNA nuclear constituido por uma sequéncia de 85 bp, determinado a partir da subunidade

oo percursor do recetor da acetilcolina, conforme se pode observar na tabela 5.

Tabela 5 - Calibrantes produzidos a partir de uma sequéncia alvo de 85 pb determinado a

partir da subunidade o percursor do recetor da acetilcolina bovina, fornecidos pelo EURL-

AP.

Calibrante Origem
47 Cépias de DNA ruminante EURL-AP
|68 Copias de DNA ruminante EURL-AP
680 Copias de DNA ruminante EURL-AP

6.2.2.3 Preparacao da amostra

Extracao de DNA: Pesa-se 100 mg (99-105mg) da amostra que se moeu previamente (para a
analise por microscopia) para um tubo de 2 ml . Adiciona-se 500 pl de tampao de extragao
A e 5pl de RNase A(mg/ml) e mistura-se 10 a |5 segundos no vértex. Adiciona-se 250 pl

tampao de extragao B e mistura-se 10 a |5 segundos no vortex. Apos |10 minutos de
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incubagao a temperatura ambiente adicionam-se 750yl da solugao de precipitagao e mistura-
se no vortex durante 10 a |5 segundos antes de centrifugar por 10 min, a 13000 rpm

(Tabela 6).

Tabela 6 - Reagentes utilizados na extragao do DNA.

Reagentes Volume Vortex (Heidolph Reox 2000)
(M) (tempo)

Solugao tampao A 500

RNAse A (mg/ml) 5 10 a I5 segundos

Solugao tampao B 250 10 a 15 segundos

Solugao de precipitagao 750 [0 a I5 segundos

Purificacdo do DNA: Transferem-se 50 pl de esferas magnéticas e 1000 pl do
sobrenadante para um eppendorf de 2 ml. Adicionam-se 800 pl de isopropanol e
homogeneiza-se por inversao 5-6 vezes. Incuba-se a temperatura ambiente durante 5 min e
mistura-se vigorosamente durante 90 segundos; Apos inserir o eppendorf no suporte de

separagao magnética (Figura 17) despreza-se o sobrenadante.

o

Figura 17- Suporte de separagao magnética.

Adicionam-se 250 pl de Tampao de extragdo B e mistura-se com a pipeta durante 30
segundos, tornando a inserir-se os tubos no suporte de separagao magnética por 60 seg.
Despreza-se o sobrenadante, lava-se por duas vezes com 1000 pl de etanol a 70% separando
magneticamente por 60 seg e desprezando o sobrenadante. Deixa-se o tubo aberto por 5
min para evaporar o etanol e dilui-se em 300 pl de agua mQ, separando das esferas
magneticamente, para recuperar o sobrenadante. Armazena-se a -20°C. Na tabela 7
apresentam-se os reagentes utilizados na purificagado do DNA, bem como os tempos os

correspondentes tempos de contacto.
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Tabela 7 - Reagentes utilizados na purificagio do DNA.

Passos operacionais Volume (pl)

Misturar (tempo)

Esferas magnéticas 50
Isopropanol 800
Solugao tampao B 250
Etanol a 70%. 100
Agua mQ 300

90 Segundos
30 Segundos
30 Segundos
60 Segundos

6.2.2.4 Amplificacdao genética

Os estudos da sequéncia alvo, dos primers e sonda a serem utilizados tais como as

suas concentragoes e volumes a serem adicionados foram realizados e disponibilizados pelo

laboratorio de referéncia da Uniao Europeia para as proteinas animais na Bélgica. A master

mix é adquirida pronta e os primers liofilizados sao ressuspendidos num volume de agua

nuclease e nucleic acid free para que fiquem a uma concentragao de 10 pM.

Preparagao da mix: na camara de fluxo laminar da sala limpa, depois de deixar as superficies

estéreis utilizando UV durante pelo menos 25 min, adicionam-se num Unico tubo, todos os

componentes da mistura reacional pela ordem e concentracao indicados na Tabela 8,

homogeneizando entre cada adigao. Transferem-se 20 pl da mix para cada pogo.

Tabela 8 - Reagentes utilizados na preparagao da mix.

Componentes da mistura de Concentracao Volume/amostra
PCR (1)
Master Mix 2X 12,07
Primer A 10uM 1,1
Primer B 10uM 1,1
Sonda 5uM 0,73
Agua destilada (mQ) 5
Total 20
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Adicao da amostra: Na sala de adicaio de amostra, apds preparagao da camara a
semelhanca da anterior, adicionam-se 5 yl do DNA anteriormente extraido das amostras
nos pogos respetivos, consoante o registo de ensaio, perfazendo 25 pl de volume de reagao.
Em todos os ensaios correm-se paralelamente controlos negativos e positivos por forma a
garantir a qualidade da reacao no que diz respeito as solugoes e instrumentagao e a auséncia
de contaminacao ambiental. Nos pogos referentes aos controlos, na vez da amostra,
adicionam-se os mesmos 5 ul de agua mQ, como controlo negativo, e de calibrante de 168
copias como controlo positivo. Selam-se os pogos e corre-se o programa adequado no

termociclador (ver Tabela 9).

Tabela 9 - Condigoes reacionais estabelecidas para a realizagao do método de PCR.

Funcao Numero de Temperatura Duracao
ciclo
Pré-desnaturagao I 94°C 10 Minutos
Desnaturagio 95°C I5 Segundos
Anneling e Extensdo 50 60°C 60 Segundos

Depois de aproximadamente 2h observam-se os graficos da reagao fornecidos pelo software,

analisando os resultados.
6.2.3 Visualizacao dos produtos de amplificacio de PCR em tempo real

Os produtos de amplificagao das reagcoes de PCR em tempo real (ver Tabela 6) foram

visualizados em gel de agarose.

6.2.3.1 Equipamentos: Moldagem do gel: tanque de corrida, tabuleiro com marcagoes na
base, pente com 10 dentes de |,5mm; Micropipetas (100 a 1000ul); Transiluminado (Bio-Rad

Sistema de Fotodocumentagdo Gel Doc XR+, Berkeley, Califérnia, EUA).

6.2.3.2 Reagentes: Tampao de arrastamento TBE Ix (10,8 de Tris Base (Sigma, St Louis,
EUA), 5,5g de acido bérico (Sigma, St Louis, EUA) e 1,861gde EDTA (Sigma, St Louis, EUA),
pH8, para um volume total de | litro em agua bidestilada); Agarose a 2% em TBE Ix;

Brometo de etideo (Uma vez que o brometo de etideo é cancerigeno, o uso de luvas de
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nitrito € obrigatério); Marcador de peso molecular (100 bp Ladder (Jena Bioscience, Jena,

Alemanha)).
6.2.3.3 Preparacdo de géis de Agarose

Num erlenmeyer, dissolve-se a temperatura de ebulicao, a agarose em tampao TBE |x. Para
analise dos fragmentos de PCR é necessario agarose a 2 %, onde se adiciona uma gota de
uma solugao contendo 1% de brometo de etideo. Agita-se o frasco e deixa-se baixar a

temperatura até aproximadamente 60°C.

Verte-se a solugao obtida em tabuleiro proprio para géis equipado com pentes. Apos a
formacgao do gel, removem-se os pentes com cuidado.
Coloca-se o gel solido no aparelho de eletroforese e adiciona-se tampao TBE |x até obter

uma espessura de 2-3 mm sobre o gel.

6.2.3.4 Deposicao das solugcoes de DNA

Num tubo de microcentrifuga, coloca-se -2 pl de tampao de arrastamento e [-2 pl de
marcador de peso molecular. Agita-se cuidadosamente e depositam-se cuidadosamente no

primeiro pog¢o do gel com auxilio de uma micropipeta.

Deposita-se cuidadosamente, nos restantes pogos, 5 pl das solugoes de DNA obtidas.
Deixa-se separar por eletroforese em gel de agarose a temperatura ambiente durante |
hora, sob um campo elétrico de 90V.

Observa-se num transiluminador de luz ultravioleta, uma vez que os acidos nucleicos
modificados pelo brometo de etideo ficam visiveis e armazena-se em suporte fotografico o

resultado da separagao observavel do gel.

6.2.4 ELISA

6.2.4.1 Equipamento: Micropipetas (20-1000 ul); Frasco de 250 ml; Moinho (Rescht
ZM200,Haan, Alemanha); Frasco de vidro; Recipientes de 1000ml; Banho-maria; Papel de
filtro; Tubo para centrifuga com filtro (Centrifugal Filter Units — Millipore, Billerica,
Massachusetts, EUA); Espectrofotometro para leitura de placas ELISA, equipado com filtro de

450 nm (Dynatech MRX, Denkendorf, Alemanha).
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6.2.4.2 Reagentes e Solucao

Kit ELISA (MELISA-TEK® MEAT SPECIATION KIT: Ruminant, Gainesville, USA): Tampio de
extragao; Solu¢ao de lavagem; Placa ELISA (3 tiras com 8 pogos cada) revestida com
anticorpo anti- troponina |; Anticorpo monoclonais biotinilado; Solugao de avidina-
peroxidase; TMB; Solucao stop; Trés controlos de teste (10% de musculo de bovino, 10% de

musculo de ovelha e 10% de musculo de porco).
6.2.4.3 Preparacao dos componentes do Kit

Tampao de extragdo: Dissolveu-se uma embalagem de sais de tampao de extragao em
000ml de 4gua purificada. Misturar até que o contetido se dissolva completamente.
Solucao de lavagem: Preparou-se a solugao de lavagem, misturando uma garrafa de
concentrado de solugao de lavagem (100 ml) em 900 ml de agua purificada. Misturar por
inversao suavemente varias vezes.

Controlos de teste: Preparou-se os controlos de teste, usando controlo (10%) das
espécies que coincide com as espécies que se quer detetar na amostra, da seguinte forma: a)
preparou-se dois controlos altamente positivo (1%) utilizando 100 pl de cada controlo (10%
de musculo de bovino e 10% de musculo de ovelha separadamente) em 900ml da solugao de
extragao. Misturou-se suavemente com auxilio de uma micropipeta; b) O controlo (10% de
musculo de porco) fornecido utilizado como controlo negativo nao precisou ser diluido; c)
preparou-se um controlo menos positivo (0,05%), adicionou-se 50 pl do controlo altamente
positivo (1%) em 950 pl d do controlo negativo (10%). Misture suavemente com auxilio de

uma micropipeta.

6.2.4.4 Preparacao da amostra

Pesou-se 5,0 g da amostra moida inicialmente e transferiu-se para um balao de 250 ml.
Adicionou-se 50 ml de solugao de extragao que incubou 30 min a temperatura. Cobriu-se o
balio com papel de aluminio e levou-se a banho-maria (95-100°C) durante 15 min. Apods
arrefecer (nao mais de 30 minutos), filtrou-se o liquido e centrifugou-se a 10.000 g durante
0 minutos, usando-se o extrato diretamente no ensaio, independentemente de poder ser

claro ou turvo.
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6.2.4.5 Aplicacdao na placa ELISA

Pipeta-se 100pl da solugao de extracao (branco), das amostras e dos controlos, de acordo
com um plano de trabalho previamente elaborado, na placa. Deixa-se incubar por 20 min e
depois lava-se 3 vezes.

A seguir aplicaram-se os reagentes na placa de ELISA pela ordem indicada pelo na Tabela 10,

respeitando os tempos de incubagao e os niumeros de lavagens indicados.

Tabela 10 - Aplicagao dos reagentes na placa ELISA.

Reagentes Volume (ul) Tempo de incubagao Numero de
(min) lavagem
Anticorpo
monoclonais 50 20 3x
biotinilado
Solucido de avidina- 50 20 6x
peroxidase
TMB 50 20 Nao lavar
Solucio stop 50 10

Leu-se a placa com um filtro de 450 nm.
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7 Resultados e Discussao

7.1 Caracterizacao das PAT por Microscopia

Os constituintes de origem animal suscetiveis de estar presentes em matérias-primas para a
alimentagao animal e alimentos compostos para animais sao atualmente identificados com
base em caracteristicas 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).

A detecao de eventuais elementos provenientes de fontes contaminantes as ragoes e
matérias-primas implica o seu reconhecimento, pelo que se iniciou este estudo pela

identificacao dos elementos nas fontes contaminantes propriamente ditas.

Seguidamente analisaram-se os alimentos simples e compostos procurando as mesmas

estruturas.
7.1.1 Caracterizacao da morfologia das PATs em farinha de origem animal

A observacao microscopica permitiu encontrar os diversos elementos previstos para cada
tipo de farinha em andlise, possibilitando, posteriormente, uma analise rigorosa das amostras
utilizadas no estudo. Abaixo descrevem-se exemplos dos constituintes encontrados, com as
caracteristicas identificadoras referenciadas.

Em Farinha de peixe foi possivel observar fragmentos de cartilagens, de branquias, de escamas
e de ossos. Fragmentos de cartilagens caracterizam-se por apresentarem particulas
irregulares, com superficie amarelada, apresentando numerosas lacunas mas sem canaliculis
(espago muito fino que se forma entre as células dos ossos), os de branquias caracterizam-se
por apresentarem particulas retangulares com lacunas dispostas longitudinalmente nos
estremos e lacunas dispostas perpendicularmente a essas ao longo de toda a superficie da
particula; ja os fragmentos de escamas sao identificados por apresentarem particulas planas
translicidas, com bandas concéntricas alternadamente claras e escuras e sem lacunas,
enquanto os fragmentos de ossos se caracterizam por apresentarem particulas opacas ou
semitransparentes, ocasionalmente de cor prateada ou amarelada e por apresentarem lacunas
filiformes ou fusiformes ramificadas e muito evidentes, diferentes das dos mamiferos e das

aves (ver Figura 18).
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Figura 18 - Fotografia obtida por microscopia 6tica composta a ampliagao total de 100X,
representativa dos fragmentos encontrados na farinha de peixe: (a) Fragmentos de
cartilagens de peixes, (b) Fragmentos de Branquias de peixes, (c) Fragmentos de escamas de

peixes e (d) Fragmentos de ossos de peixes.

Em farinha de aves foi possivel encontrar fragmentos de penas (barbulas) e fragmentos de
ossos. As barbulas caracterizam-se por apresentarem uma estrutura com segmentos
transparentes, inseridos uns nos outros em nos e os fragmentos de ossos por apresentarem
lacunas redondas e eliticas em maior densidade, relativamente diferentes no tamanho e na
forma das dos ossos de mamiferos e por serem distinguiveis dos ossos de mamiferos, pela

forma mais alongada e pontas cortadas (Figura 19).

Figura 19 - Fotografia obtida por microscopia otica composta a ampliagao total de 100X,
representativa dos fragmentos encontrados na farinha de aves: (a) Fragmentos de fragmentos

de penas (barbulas) e (b) Fragmentos de ossos de aves.

Em farinha de mamifero foi possivel identificar por¢oes de fibras musculares e fragmento de
ossos. As porg¢oes de fibras musculares distinguem-se por apresentarem uma estrutura

semelhante as das aves, isto &, linhas transversais alternadamente escuras e claras (referentes
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a musculo estriado), mas que nem sempre sao visiveis e por apresentarem uma cor
semitransparente e terem comumente tamanho inferior as dos peixes e os fragmentos de
ossos por exibirem lacunas que parecem buracos arredondados com um fundo cinzento

(Figura 20).
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Figura 20 - Fotografia obtida por microscopia otica composta a ampliagao total de 100X,
representativa dos fragmentos encontrados na farinha de mamiferos: (a) porgoes de fibras

musculares e (b) fragmentos de ossos de mamiferos.
7.1.2 Caracterizacdao das amostras analisadas

Todas as amostras de ragoes e matérias-primas fornecidas pelo INIAV ou colhidas em
fabricas foram analisadas, por microscopia classica. Os resultados positivos indicam a
presenca de pelo menos uma estrutura de PAT e negativo indica a auséncia da detegao da
mesma. Confirma-se que nao foi encontrado qualquer dos elementos identificadores de
PATs nas ragoes do INIAV ou colhidas em fabricas, obtendo-se assim todos os resultados

negativos quanto a presenca de fontes de proteinas proibidas (ver Tabela | 1)

Tabela I I- Resumo dos resultados de anilise da presenga de PAT por microscopia classica.

Proveniéncia Referéncia Resultado Proveniéncia Referéncia Resultado

INIAV HP-13-00002  Negativo INIAV HP-11-06669  Negativo
INIAV HP-13-00003  Negativo INIAV HP-11-07683  Negativo
INIAV HP-12-00920  Negativo INIAV HP-11-05036  Negativo
INIAV HP-12-00921 Negativo INIAV HP-11-05056  Negativo
INIAV HP-11-04854  Negativo INIAV HP-11-07195  Negativo
INIAV HP-11-05215  Negativo INIAV HP-11-07196  Negativo
INIAV HP-11-05218  Negativo INIAV HP-11-07206  Negativo
INIAV HP-11-05220  Negativo INIAV HP-11-0478 Negativo
INIAV HP-11-05221 Negativo INIAV HP-11-05208  Negativo
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Proveniéncia Referéncia Resultado Proveniéncia Referéncia  Resultado
INIAV HP-11-05407  Negativo INIAV HP-11-05210  Negativo
INIAV HP-11-04587  Negativo INIAV HP-11-07456  Negativo
INIAV HP-11-04825  Negativo INIAV HP-11-06749  Negativo
INIAV HP-11-06380  Negativo INIAV HP-12-00918  Negativo
INIAV HP-11-07124  Negativo INIAV HP-11-07571 Negativo
INIAV HP-11-07349  Negativo INIAV HP-12-00436  Negativo
INIAV HP-11-06717  Negativo INIAV HP-11-06753  Negativo
INIAV HP-11-06718  Negativo INIAV HP-11-06747  Negativo
INIAV HP-12-00330  Negativo INIAV HP-11-06750  Negativo
INIAV HP-12-00759  Negativo INIAV HP-11-05209  Negativo
INIAV HP-11-06733  Negativo INIAV HP-12-00925  Negativo
INIAV HP-11-06734  Negativo INIAV HP-12-00926  Negativo
INIAV HP-11-07346  Negativo INIAV HP-12-00928  Negativo
INIAV HP-11-07347  Negativo INIAV HP-12-00948  Negativo
INIAV HP-11-05245  Negativo INIAV HP-11-04812  Negativo
INIAV HP-11-05253  Negativo INIAV HP-11-04813  Negativo
INIAV HP-11-07345  Negativo Fabrica B 10 Negativo

Fabrica A 6 Negativo Fabrica B I Negativo
Fabrica A 7 Negativo Fabrica B 12 Negativo
Fabrica A 8 Negativo Fabrica B 13 Negativo
Fabrica A 9 Negativo - - -

7.1.3 Caracterizacdao das amostras com uma incorporacao de 0,1% de FCO

de mamiferos

Tendo em conta as amostras que deram resultados negativos, subconjunto de uma amostra

inicial, procedeu-se a incorporagao intencional de 0,1% (p/p) de FCO de mamiferos,

concentragao correspondente ao limite de detecao determinada para técnica de microscopia

classica, com o objetivo de estudar a sensibilidade do método ao contaminante.

Em 3 das 25 incorporagoes a 0,1% obteve-se resultados falsos negativos, todas as restantes

analises foram positivas (ver Tabela 12).

40



Tabelal2 - Resumo dos resultados obtidos das amostras pela microscopia classica, apos

uma incorporagao intencional de 0,1% (p/p) de FCO de mamiferos.

Proveniéncia Referéncia Resultado
INIAV HP-13-00002 Positivo
INIAV HP-11-04587 Positivo
INIAV HP-11-04825 Negativo
INIAV HP-11-06717 Positivo
INIAV HP-11-06718 Positivo
INIAV HP-11-07345 Positivo
INIAV HP-11-06669 Positivo
INIAV HP-11-07683 Positivo
INIAV HP-11-05056 Positivo
INIAV HP-11-07196 Positivo
INIAV HP-11-07206 Negativo
INIAV HP-11-07456 Positivo
INIAV HP-11-06749 Positivo
INIAV HP-12-00918 Positivo
INIAV HP-11-07571 Positivo
INIAV HP-12-00436 Positivo
INIAV HP-11-06747 Positivo
INIAV HP-11-06750 Negativo
INIAV HP-11-05209 Positivo
INIAV HP-12-00925 Positivo
INIAV HP-12-00926 Positivo

Fabrica A 6 Positivo
Fabrica A 7 Positivo
Fabrica A 9 Positivo
Fabrica B 12 Positivo

Pode-se verificar que apenas 12% dos resultados obtidos foram falsos negativos,
confirmando assim que o método revela a sensibilidade e a especificidade necessaria a
detecdo de coinstituentes de origem animal em matérias-primas para alimentos compostos
para animais.

Por se tratar de amostras soélidas, nao sendo possivel 100% da sua homogeneizagao, pode-se
atribuir os resultados falsos negativos a erros que podem ocorrer na recolha da pequena
porcao analisada (por¢ao recolhida de uma parte da amostra total que nao chegou a ser

contaminada pela proteina de origem animal).
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7.1.4 Caracterizacao das amostras, com uma incorporacao de 0,025% de FCO de

mamiferos

Tendo em conta as amostras que deram resultados positivos, subconjunto de uma amostra
inicial, procedeu-se a redugao da concentragao de 0,1% (p/p) de FCO de mamiferos para
0,025%, concentracao muito inferior ao limite de detecao do método, sendo aceitavel o

facto de 70,83% dos resultados obtidos serem falsos negativos (Tabela 13).

Tabela 13 - Resumo dos resultados obtidos das amostras pela microscopia classica, com

uma concentragao de 0,025% (p/p) de FCO de mamiferos.

Proveniéncia Referéncia Resultado
INIAV HP-13-00002 Positivo
INIAV HP-11-04587 Negativo
INIAV HP-11-04825 Negativo
INIAV HP-11-06717 Negativo
INIAV HP-11-06718 Negativo
INIAV HP-11-07345 Negativo
INIAV HP-11-06669 Negativo
INIAV HP-11-07683 Negativo
INIAV HP-11-05056 Negativo
INIAV HP-11-07196 Negativo
INIAV HP-11-07206 Negativo
INIAV HP-11-07456 Negativo
INIAV HP-11-06749 Negativo
INIAV HP-12-00918 Negativo
INIAV HP-11-07571 Negativo
INIAV HP-12-00436 Negativo
INIAV HP-11-06747 Negativo
INIAV HP-11-05209 Negativo
INIAV HP-12-00925 Positivo
INIAV HP-12-00926 Positivo

Fabrica A 6 Positivo
Fabrica A 7 Positivo
Fabrica A 9 Positivo
Fabrica B 12 Positivo
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7.2 Implementacao do PCR em tempo real

Sequéncias alvo de DNA, exclusivas para dada espécie ou referentes a determinada origem
animal genérica suscetivel de estar presente enquanto contaminante na alimentagao animal
sao detetaveis segundo a técnica de amplificagao genética de PCR em tempo real.

Este método implica, primeiro, a extragao de DNA das amostras, que é depois submetido a
uma reagao especifica de amplificagao exponencial, a fim de determinar a sua origem. Nesta
versao de PCR o termociclador tem um sistema de detegiao de fluorescéncia calibrado para
o comprimento de onda do fluoréforo utilizado, por forma a permitir identificar o progresso
da amplificagao, quantificando o alvo na mistura original. Encontrando-se ligado a um
computador, permite aceder aos resultados em tempo real, isto &, apresenta a curva de
amplificacdo a medida que se da a amplificagio do DNA das amostras, sendo um método
simples e expedito e extremamente eficiente porquanto um so ensaio permite avaliar em

triplicado 30 amostras independentes além dos controlos exigidos.

7.2.1 Determinac¢ao do Cut-off

Para determinar o cut-off foram realizados quatro ensaios independentes, com trés
calibrantes (I2x de cada calibrante por ensaio) de DNA em diferentes numeros de copias

(46,177 e 680, respetivamente), por PCR em tempo real (Figura 21).

~~

D

L

oc T T r T T

N’

3

= 3000 + 177 Cépias. . -
3 S

(] o P :

g 2000 +- - 680 Copias/ . . : ]
) /] }

v

0

o 1000 + 46 Copias ]
2

L

) AT r

2 & —— + : — : e
g 0 10 20 30 40 50

0

-4

Ciclo

Figura 21- Curva de amplificagao obtida para os calibrantes de 46, 177 e 680 copias da
subunidade o do percursor do recetor da acetilcolina bovina, seguindo o protocolo definido
pelo laboratério de referéncia da EU na Bélgica, no termociclador (Bio Rad CFX96™ Real

Time System e C1000TM Themal cycler) do laboratorio de bacteriologia do INIAV.
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Tabela 14 - Representagao dos valores resultante dos quatro ensaios realizados com os

diferentes calibrantes (46, 177 e 680 copias) da subunidade o percursora do recetor da

acetilcolina bovina.

1° Ensaio

2° Ensaio

3°Ensaio

4°Ensaio

Calibrantes

680

177

46

680

177

46

680

177

46

680

177

46

Cts correspondentes aos respetivos calibrantes

30,64
30,67
30,64
31,57
30,7

30,67
30,61
30,75
30,4

30,86

31,64
30,56

32,95
33,61
33,31
32,58
32,7

32,78
32,96
32,51
32,92
32,62

32,57
32,76

35,06
34,23
35,01
34,48
35,41

35,18
34,27
34,67
34,28

35,39
34,96

31,14
30,86
31,09
324

30,97
31,01
31,07
30,66
30,76
30,96

31,25
30,78

32,75
32,28
33,15
32,61
32,83
32,47
33,77
33,21
32,48
33,2

32,26

34,76
35,36
34,82
35,01
35,41
34,36
34,64
34,34
34,39
34,97

34,7
34,69

30,58
30,58
30,84
30,75
30,45
31,09
30,74
31,21
31,12
31,63

30,71
30,69

33,35
32,57
32,71
324

33,17
32,52
33,5

32,59
32,64
33,1

33,25
33,15

35,1

34,28
35,48
35,13
34,76
34,74
35,13
34,89
35,05
34,78

35,23
34,78

30,79
30,69
30,79
31,14
30,7

30,75
30,6

30,97
30,76
30,86

30,77
30,92

32,66
32,69
32,99
32,7

32,23
32,73
32,8

33,06
33,01
32,66

32,51
33,16

34,29
34,32
34,33
34,95
34,46
35,07
34,6

34,5

34,33
34,84

34,81
34,08

Apos a remocgao das curvas aberrantes, calculou-se a média do Ct para os diferentes ensaios

com cada calibrador. Com os valores maiores e menor de média de Ct obtidos para cada

calibrante nos diferentes ensaios (ver Tabela 14), determinaram-se respetivamente o limite

superior e inferior de Ct correspondentes, bem como os respectivos valores médios (Tabela

15).

Tabela 15 - Média dos Cts dos diferentes calibrantes para cada ensaio.

Média dos Ct
680 Copias 177 Copias 46 Copias
1° Ensaio 30,80917 32,85583 34,81273
2° Ensaio 31,07917 32,81909 34,7875
3° Ensaio 30,86583 32,9125 34,94583
4° Ensaio 30,81167 32,76667 34,54833
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Com as respetivas retas de calibragao relativo ao logaritmo do niumero de cépias de alvo
(y = log(N)) em fungao dos Cts obtemos a equagao da recta (y = log (N) = m x + b) que

nos vai permitir a determinagao do cut-off (x) (Figura 22)(Fumiére, et al. 2012a).
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Figura 22 - Determinagao do cut-off (x) baseado nos dados valores maiores das médias dos
Cts dos diferentes ensaios.
Uma vez que de acordo com a proposta do laboratorio de referéncia para a UE apenas se
considera que uma ragao estd contaminada quando apresenta uma detecao do alvo -
subunidade o percursor do recetor da acetilcolina bovina correspondente a um nimero

de copias superior a |5, encontra-se valor para o cut-off em x quando y é igual ao log (15)

(Fumiére, Marien e Berben, 2012b).
Para y= Log (15) = 1,176091
y=-03024x +12,222
<=>1,176091=-03024x +12,222
<=>x= 36,52748

Cut-off (15 copias) = 36,52748
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7.2.2 Validacao do método

O método de detegao de PAT ruminantes através de PCR em tempo real foi validado no
ambito do trabalho do INIAV como laboratério de referéncia nacional entre parceiros
europeus através da analise de quinze amostras cegas (Tabela 16) e posterior avaliagao

quanto a sua precisao, sensibilidade e especificidade.

A precisao avalia o grau de acerto global; a sensibilidade avalia capacidade de classificar uma
amostra positiva como positivo; enquanto a especificidade avalia a capacidade para classificar

uma amostra negativa como negativo (Fumiére, Marien e Berben, 2013).

A precisao (PC) foi avaliada segundo a equagao:

PE+NE
PC = -
PE+FN+FP+NE
A sensibilidade (SS) segundo a equagao:
_PE
~ PE+FN
A especificidade (EP) segundo a equagao:
NE
EP =
FP+NE

Onde PE corresponde aos resultados positivos esperados, NE aos negativos esperados, FP
aos falsos-positivos e FN aos falsos-negativos. Os resultados sao expressos em percentagem,
donde uma classificagao de 100% significa que todas as amostras que eram positivas deram

resultado positivo e que todas as amostras negativas deram resultado negativo.

Tabela 16 - Resultado da amplificagio das amostras cega.

Proveniéncia Referéncia Média dos Cts Resultado
EURL-AP I 30 Positivo
EURL-AP 2 31 Negativo
EURL-AP 3 39 Negativo
EURL-AP 4 41 Negativo
EURL-AP 5 27 Negativo
EURL-AP 57 28 Negativo
EURL-AP 58 39 Negativo
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Proveniéncia Referéncia Meédia dos Cts Resultado

EURL-AP 59 31 Negativo
EURL-AP 60 31 Negativo
EURL-AP 271 32 Negativo
EURL-AP 272 39 Negativo
EURL-AP 273 32 Negativo
EURL-AP 274 38 Negativo
EURL-AP 275 32 Negativo
EURL-AP 348 31 Negativo

As amostras avaliadas permitiram a validagao do PCR em tempo real, de acordo com as
especificagoes propostas, para a detegao de PAT ruminantes com uma precisao, sensibilidade

e especificidade de 100%, segundo as equagoes respetivas:

PE+NE 1+1
PC = = =1
PE+FN+FP+NE  1+0+0+1

e _PE __1 _4
PE+FN 140
EP NE_ _ 141

~ FP+NE  140+0+1

7.2.3 Caracterizacao das amostras por PCR em tempo real

Todas as amostras de ragoes e matérias-primas fornecidas pelo INIAV ou colhidas em
fabricas foram analisadas, por PCR em tempo real. Os resultados positivos indicam a
presenca de DNA de ruminantes superiores a |5 copias, os negativos indicam auséncia de
DNA de ruminantes superiores a |5 copias e nos inconclusivos os valores estio muito

proximo do cut-off determinados para |5 copias (Tabela 17).
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Tabela 17 - Resumo dos resultados de andlise da presenca de PAT por PCR em tempo

real.

Proveniéncia Referéncia Média dos Cts Resultado
INIAV HP-13-00002 44,1 Negativo
INIAV HP-13-00003 36,92 Inconclusivo
INIAV HP-12-00920 30,99 Positivo
INIAV HP-12-00921 30,78 Positivo
INIAV HP-11-04854 34,02 Positivo
INIAV HP-11-05215 27,19 Positivo
INIAV HP-11-05218 35,92 Positivo
INIAV HP-11-05220 26,36 Positivo
INIAV HP-11-05221 33,05 Positivo
INIAV HP-11-05407 35,68 Positivo
INIAV HP-11-04587 44,77 Negativo
INIAV HP-11-04825 38,85 Negativo
INIAV HP-11-06380 25,29 Positivo
INIAV HP-11-07124 36,14 Inconclusivo
INIAV HP-11-07349 29,46 Positivo
INIAV HP-11-06717 38,95 Negativo
INIAV HP-11-06718 38,02 Negativo
INIAV HP-12-00330 29,74 Positivo
INIAV HP-12-00759 36,44 Inconclusivo
INIAV HP-11-06733 32,13 Positivo
INIAV HP-11-06734 32,32 Positivo
INIAV HP-11-07346 31,99 Positivo
INIAV HP-11-07347 34,48 Positivo
INIAV HP-11-05245 32,09 Positivo
INIAV HP-11-05253 31,94 Positivo
INIAV HP-11-07345 38,22 Negativo
INIAV HP-11-06669 39,8 Negativo
INIAV HP-11-07683 38,94 Negativo
INIAV HP-11-05036 36,07 Inconclusivo
INIAV HP-11-05056 48,06 Negativo
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Proveniéncia Referéncia Média dos Cts Resultado
INIAV HP-11-07195 36,05 Inconclusivo
INIAV HP-11-07196 N/A Negativo
INIAV HP-11-07206 N/A Negativo
INIAV HP-11-0478 35,02 Presente
INIAV HP-11-05208 33,19 Positivo
INIAV HP-11-05210 36,39 Inconclusivo
INIAV HP-11-07456 37,79 Negativo
INIAV HP-11-06749 N/A Negativo
INIAV HP-12-00918 38,33 Negativo
INIAV HP-11-07571 37,18 Negativo
INIAV HP-12-00436 42,96 Negativo
INIAV HP-11-06753 33,65 Positivo
INIAV HP-11-06747 38,57 Negativo
INIAV HP-11-06750 38,56 Negativo
INIAV HP-11-05209 39,7 Negativo
INIAV HP-12-00925 38,45 Negativo
INIAV HP-12-00926 41,62 Negativo
INIAV HP-12-00928 34,64 Positivo
INIAV HP-12-00948 35,24 Positivo
INIAV HP-11-04812 21,84 Positivo
INIAV HP-11-04813 19,11 Positivo

Fabrica A 6 37,2 Negativo
Fabrica A 7 37,54 Negativo
Fabrica A 8 31,2 Positivo
Fabrica A 9 38,37 Negativo
Fabrica B 10 33,93 Positivo
Fabrica B I 31,03 Positivo
Fabrica B 12 39,17 Negativo
Fabrica B 13 34,99 Positivo
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Em 26 das 59 amostras analisadas foram encontradas presenca de DNA de ruminantes
superiores a |5 copias. Verifica-se, portanto, que 44,07% das amostras, em que os resultados
foram negativas por microscopia classica, apresentaram valores positivos com a aplicagao de
PCR em tempo real. Uma vez que a microscopia se baseia na identificacao de estruturas
provenientes de PATs e o PCR em fragmentos de DNA, neste caso ruminantes,
independentemente da sua origem, podendo se tratar de matérias permitidos, como por
exemplo o leite, podemos estar perante uma percentagem de resultados falsos positivos

para PATs de ruminantes.

7.2.4 Caracterizacdao das amostras, por PCR em tempo real, com uma

incorporacao de 0,1% de FCO de mamiferos

Apenas as amostras cujo resultado por PRC em tempo real foi considerado negativo, foram
selecionadas para efeitos de controlo apos a incorporagao de 0,1% de FCO de mamiferos

(Tabela 18) tanto pela microscopia classica como por PCR em tempo real.

Tabelal 8 - Resumo dos resultados obtidos das amostras, analisados por PCR em tempo

real, apds uma incorporagao intencional de 0,1% (p/p) de FCO de mamiferos.

Proveniéncia Referéncia Média dos Cts Resultado
INIAV HP-13-00002 26,27 Positivo
INIAV HP-11-04587 26,73 Positivo
INIAV HP-11-04825 27,23 Positivo
INIAV HP-11-06717 28,19 Positivo
INIAV HP-11-06718 27,42 Positivo
INIAV HP-11-07345 30,67 Positivo
INIAV HP-11-06669 33,57 Positivo
INIAV HP-11-07683 28,48 Positivo
INIAV HP-11-05056 33,13 Positivo
INIAV HP-11-07196 27,34 Positivo
INIAV HP-11-07206 28,76 Positivo
INIAV HP-11-07456 30,58 Positivo
INIAV HP-11-06749 33,65 Positivo
INIAV HP-12-00918 28,92 Positivo
INIAV HP-11-07571 27,36 Positivo
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Proveniéncia Referéncia Resultado Proveniéncia

INIAV HP-12-00436 28,51 Positivo
INIAV HP-11-06747 26,84 Positivo
INIAV HP-11-06750 40,15 Negativo
INIAV HP-11-05209 26,70 Positivo
INIAV HP-12-00925 27,99 Positivo
INIAV HP-12-00926 33,54 Positivo
Fabrica A 6 27,68 Positivo
Fabrica A 7 26,64 Positivo
Fabrica A 9 29,05 Positivo
Fabrica B 12 27,79 Positivo

O método mostrou ser robusto, apresentando uma precisao muito elevada (96,15%) para a
concentragao limite de detegao (0,1% (p/p)).
Ao comparar os resultados do método PRC em tempo real com os da microscopia, segundo

este trabalho, pode-se claramente afirmar que a técnica PCR é mais sensivel.

1.2.5 Caracterizacao das amostras, por PCR em tempo real, com uma

incorporacao de 0,025% de FCO de mamiferos

Tendo em conta as amostras que deram resultados positivos, subconjunto de uma amostra
inicial, procedeu-se a redugao da sua concentragao de 0,1% (p/p) de FCO de mamiferos para

de 0,025% (p/p).

Com base nos resultados obtidos (ver Tabela 19), pode-se constatar que o método nao
permite uma avaliagao segura para concentragoes de FCO de mamiferos na concentragao de
0,025% (p/p) como se pode constatar relativamente a dete¢ao de concentragao de 0,1%

(p/p) de FCO de mamiferos.
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uma concentragao de 0,025% (p/p) de FCO de mamiferos.

Tabelal9 - Resumo dos resultados obtidos das amostras por PCR em tempo real, com

Proveniéncia Referéncia Média dos Cts Resultado
INIAV HP-13-00002 28,90 Positivo
INIAV HP-11-04587 33,63 Positivo
INIAV HP-11-04825 27,23 Positivo
INIAV HP-11-06717 28,19 Positivo
INIAV HP-11-06718 37,52 Negativo
INIAV HP-11-07345 41,34 Negativo
INIAV HP-11-06669 33,57 Positivo
INIAV HP-11-07683 N/A Negativo
INIAV HP-11-05056 39,76 Negativo
INIAV HP-11-07196 37,02 Negativo
INIAV HP-11-07206 37,91 Negativo
INIAV HP-11-07456 37,31 Negativo
INIAV HP-11-06749 38,15 Negativo
INIAV HP-12-00918 N/A Negativo
INIAV HP-11-07571 N/A Negativo
INIAV HP-12-00436 33,98 Positivo
INIAV HP-11-06747 37,33 Negativo
INIAV HP-11-05209 33,92 Positivo
INIAV HP-12-00925 37,31 Negativo
INIAV HP-12-00926 39,76 Negativo

Fabrica A 6 30,19 Positivo
Fabrica A 7 29,14 Positivo
Fabrica A 9 N/A Negativo
Fabrica B 12 40,25 Negativo
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7.3 Estudo da sequéncia alvo

71.3.1 Visualizacdao dos produtos de amplificacio de PCR em tempo real

O método PCR em tempo real acumula niveis de controlo de especificidade ao exigir a
amplificagdo a complementaridade dos primers em relagdio ao molde e a detegio da
complementaridade da sonda. Ainda assim propos-se correr alguns produtos desta reagao
no gel de agarose a 2% em TBEIx para confirmar a dimensao esperada de 85bp (ver figura

23).

—» 85 bp

Figura 23 - Eletroforese me gel de agarose a 2% em TBE |x dos produtos amplificados por
PCR em tempo real. O primeiro pogo corresponde a 5pyl de marcador hyperladder V
(BIOLINE) (com bandas distintas em 25 bp dos 25bp aos 500bp), nos restantes correu-se 5 pl
de produtos amplificados por PCR em tempo real para a subunidade o do percursor do
recetor da acetilcolina, respetivas dos calibrantes 46 copias, |77copias, 680 copias e das

amostras HP-12-00920, 10 e |3.

7.3.1 Identificacao de sequéncia alvo no Centro Nacional de Informacdes

sobre Biotecnologia

A partir das sequéncias dos primers e a sonda, e identidade da sequéncia alvo, subunidade o
do percursor do recetor da acetilcolina, foi possivel reconstituir o ampliao recorrendo a

base de dados de biologia molecular, Centro Nacional de Informagoes sobre Biotecnologia
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NCBI (NCBI, 2013). Inseriu-se a sequéncia exata do primer direto ( Primer A 5’-CCA GCA

TCA GAG TCT TTT CCA AAT-3’) e o complementar do primer reverso (primer B 5’GAA
GGA ATG ATG CTA AAG CTG AAA C3’, cujo complementar ¢ 5° GTT TCA GCT TTA
GCATCATTCCTT C3).

Com os dados completos chegou-se a identificagao dos pares de base da sequéncia alvo de
85 bp da subunidade o percursor do recetor da acetilcolina utilizada na identificacao de
PATs ruminantes em alimentos para animais (5" CCA GCA TCA GAG TCT TTT CCA ATG
AGT CAA CTC TTC GCA TGA GGT GGC CAA AGT ACT GGA GTT TCA GCT TTA
GCATCATTCCTT C3).
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7.4 Estudo complementar pela técnica ELISA

ELISA sandwich permite detetar tecido muscular em extratos feitos a partir de carne ou
farinha de carne e osso. Este método baseia-se no reconhecimento da troponina |, uma
proteina termoestavel especifica do musculo de ruminantes, por anticorpos monoclonais
especificos imobilizados nos pogos de teste. O antigene (troponina I) da amostra ou
controlo liga-se especificamente ao anticorpo. A este liga-se um segundo anticorpo
monoclonal troponina-l especifico biotinilado com o qual uma peroxidase de rabano-
estreptavidina (SA-HRP) interage por sua vez. Esta, perante a adicao de substrato TMB muda
de cor em intensidade proporcional ao nivel de troponina | originalmente ligado ao pogo
(ver Figura 24), que se espera seja representativo da amostra original, sendo quantificada

usando um leitor de placas ELISA.

USRS 1
5

Figura 24 - Placa de ELISA apds a mudanga de cor em proporgao do nivel de troponina |

especifica do musculo de ruminante.

De acordo com novos critérios de decisao, baseados em estudos feitos pelo EURL-AP em
2009, uma amostra é considerada positiva se o seu valor de absorvéncia subtraido pelo valor
do contro branco for maior que 0,017 (Fumiere, Baeten e Berben 2009).

De acordo com os critérios citados, s6 foi possivel identificar com este kit ragdes com

incorporagao de 0,1% de FCO de mamiferos (Ver tabela 20).

Uma vez que as placas Elisa disponiveis eram limitados, s6 foi possivel analisar 4 mostras.
Apesar de nao se ter observado nenhum resultado falso negativo, no que diz respeito a

identificagdo de troponina | especifica do musculo de ruminante, nas amostras com
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incorporagao de 0,1% (p/p) de FCO de mamiferos, nao foi possivel afirmar a robustez do

método devido ao numero limitado de amostras analisadas. O ensaio permitiu apenas

mostras que o Kit em questao funciona para incorporados de 0,1% (p/p), mas nao para

0,025% (p/p).

Tabela 20 - Resumo dos resultados da leitura da placa ELISA no espectrofotometro com

filtro de 450 nm.

Amostra ABS ABS de amostra Resultado
- ABS do Branco
Branco 0,060
Baixo Positivo (0,05% PATSs de Ovinos) 1,267 1,207 Presente
Alto Positivo (1% PATs de Ovinos) OVER Presente
Negativo (PATs de Porco) 0,061 0,001 Ausente
Branco 0,060
Baixo Positivo (0,05% PATs de Bovino) 1,258 1,198 Presente
Alto Positivo (1% PATs de Bovino) OVER Presente
Negativo (PATs de Porco) 0,059 -0,001 Ausente
HP-13-00002 (0,025% PATs de Mamifero) 0,071 0,011 Ausente
HP-11-00436 (0,025% PATs de Mamifero) 0,069 0,009 Ausente
HP-11-04825 (0,025% PATs de Mamifero) 0,077 0,017 Ausente
HP-11-05209 (0,025% PATs de Mamifero) 0,060 0 Ausente
HP-13-00002 (0,1% PATs de Mamifero) 0,270 0,210 Presente
HP-11-00436 (0,1% PATs de Mamifero) 0,259 0,199 Presente
HP-11-04825 (0,1% PATs de Mamifero) 0,327 0,267 Presente
HP-11-05209 (0,1% PATs de Mamifero) 0,272 0,212 Presente
HP-13-00002 (0,0% PATs de Mamifero) 0,059 -0,001 Ausente
HP-11-00436 (0,0% PATs de Mamifero) 0.055 -0,005 Ausente
HP-11-04825 (0,0% PATs de Mamifero) 0,059 0,001 Ausente
HP-11-05209 (0,0% PATs de Mamifero) 0,056 -0,004 Ausente
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8 Conclusao

A BSE, condicao neurologica progressiva semelhante a scrapie em ovinos e caprinos, é uma
TSE que atinge os bovinos. A necessidade de controlar a doenca foi refor¢ada com
reconhecimento da sua ligagao a vCJD.

A sua origem é ainda desconhecida, mas pesquisas cientificas realizadas até a data apontam
para a ingestao de alimentos enriquecidos com FCO contaminada com agente infecioso,
prido, proveniente de reciclagem de subprodutos de origem animal como possivel fonte.
Dentro da UE, o controlo dessas PAT comegou a ser feito apds a publicagao de varios
regulamentos onde se proibe explicitamente a alimentagao de animais de criagao com PAT
de mamiferos (CE, 2001) e a alimentagao de animais com proteinas da mesma espécie (CE,
2002b).

Para uma avaliagao da proibicao total de PAT exigem-se métodos de rotina que permitam
detetar PAT nos alimentos para animais, bem como a sua origem a nivel de espécie. Varios
progressos vém sendo atingidos ao longo dessas investigagoes. Método como a microscopia
classica, que permite distinguir PAT de peixes das PAT de animais terrestres, justificaram o
fim da proibicio do uso da farinha de peixe na alimentacao dos animais de criacao (CE,
2003). Recentemente uma nova proibicao foi revogada, a incorporagao de PAT de nao
ruminantes na alimentacio de peixes de aquacultura (EU, 2013a), aplicando o PCR em

tempo real como método de controlo (EU, 2013b).

Neste trabalho foi avaliado, através de um estudo comparativo, as metodologias disponiveis
para detegao de FCO incorporados nos alimentos para animais, como a microscopia classica,
PCR em tempo real e ELISA, tendo-se chegado a conclusio que os trés métodos sao
eficazes quando o objetivo é detetar PAT a 0,1 % em alimentos para animais, o que nao se
observou a uma concentragao de 0,025% (p/p). Mas como foi salientado anteriormente, cada
método acuta de forma diferente. A microscopia classica baseando na observagao das
caracteristicas morfologicas dos fragmentos de FCO incorporados nas ragoes, ja a técnica
ELISA e o PCR em tempo real sao mais especificos, visto que um se baseia na detegao de
troponina | especifica do musculo de ruminante e o outro na detecio de DNA de
ruminantes proveniente da subunidade o do percursor do recetor da acetilcolina,
respetivamente, tornando-os métodos capazes de vir a proporcionar o regresso das PAT

nao ruminante na alimentagao dos animais de criagao.
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Este trabalho comprova ainda a aplicabilidade do método de RT-PCR, recentemente
desenvolvido pelo laboratorio de Referéncia da Uniao Europeia, em Portugal em alimentos
compostos para animais, ingredientes e aditivos, testando diversas matrizes com varios niveis

de incorporacao. Podera assim ser aplicado, com seguranga, como método de rotina em

controlo oficial.
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