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FEED BAN

Reintroduzione delle PAT di non 

ruminante nell'acquacoltura
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PAT insetti

Introduzione PAT di insetti in acquacoltura
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PAP Table

NANANAInsect PAP

Ruminants Unweaned

Ruminants

Non ruminants Aquaculture Pets and fur 

animals

Ruminant PAP (ruminant bllod meal included) NA NA NA NA A

Non Ruminant PAP NA NA NA A A

Non ruminant blood meal NA NA NA A A

Fish meal NA A A A A

Ruminant collagen and gelatine NA NA NA NA A

Non ruminant collagen and gelatine A A A A A

Ruminant blood products NA NA NA NA A

Non ruminant blood products NA NA A A A

Hydrolysed proteins from ruminants other than

those derived from hides and skins

NA NA NA NA A

Hydrolysed proteins from non ruminants A A A A A

Hydrolysed proteins from ruminants derived from

hides and skins

A A A A A

Di and tricalcium phosphate of animal origin NA NA A A A

Milk and milk products A A A A A

Colostrum and derivates A A A A A

Eggs and egg products A A A A A

NA = not authorised

A = authorised
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QRA 2011: Valutazione del ruolo delle proteine 

animali trasformate in EU per BSE

Stima del quantitativo di dosi infettanti di 

BSE/anno nei mangimi per bovini europei a 

partire dalla contaminazione crociata di 

proteine trasformate ottenute da non 

ruminanti 
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METODI UFFICIALI

Metodo microscopico Metodo real-time PCR
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EURL AP SOPs
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Schema operativo 1
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Schema operativo 2
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Metodo microscopico

- Preparazione del sedimento e del flottato con TCE

- Lettura vetrini a fresco del sedimento e del flottato/tal 

quale su microscopio ottico

- Uso di reagenti nell'identificazione dei costituenti di 

origine animale (es. Reattivo di Fehling per le fibre 

muscolari; TMB+H2O per sangue e derivati)  
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• Sviluppata dal laboratorio TNO Triskelion bv

• Validazione IS EURL-AP

• Implementazione EURL-AP 

• Simultanea identificazione di cinque specie di ruminanti 
(bovino - Bos taurus, pecora - Ovis aries, capra - Capra hircus, 
cervo rosso - Cervus elaphus e capriolo - Capreolus capreolus) 

• Metodo qualitativo (presenza/assenza)

• è l’unica da applicarsi in caso di controllo ufficiale.

Metodo real-time PCR
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Metodo real-time PCR

- Estrazione del DNA di ruminante (KIT- Wizard magnetic

purification system for food) dal mangime

- Amplificazione del DNA di ruminante estratto dal mangime



Verona - 2 Febbraio 2018

Real time PCR:

target di amplificazione sequenza specifica di 85/86 paia di basi

Estremamente abbondante 

Target nucleare multicopia

Metodo Qualitativo
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Determinazione del valore soglia ( positivo / negativo)

Intensità della fluorescenza > soglia (threshold) 

Registrazione del numero di cicli “ Ct” value. 

Ct value paragonato al cut-off

Cut-off predeterminato usando di materiali di riferimento 

Cut-off strettamente correlato alle caratteristiche del 
termociclatore e dei reagenti  

Cut-off non può essere trasferito ad un altro termociclatore

Master mix approvata da EURL-AP

Real time PCR:
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Criticità

Microscopia ottica:

molto  sensibile

legato unicamente all’esperienza dell’operatore 

Controlli su base campionaria e non è possibile escludere

contaminazioni che possano non essere intercettate dai controlli
ufficiali.

Real time PCR :

DNA di ruminante indicatore di ingredienti vietati (PAT o 
prodotti a base di sangue di ruminante)

MA anche indicatore di ingredienti consentiti ( latte e derivati
del latte)
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Interpretazione dei risultati di laboratorio: 

Nota Ministeriale 0010848 - P – 02/05/2016

Da tenere a mente:

Le PAT sono disciplinate del Regolamento (CE) 

999/2001 e successive modifiche
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LC-MS/MS

identificazione e quantificazione delle proteine 

di carne di ruminante nei mangimi 

discriminazione tra PAT ruminante e latte.



Verona - 2 Febbraio 2018

Progetto Ricerca di PAT di 

ruminante nei mangimi 

attraverso analisi LC-MS/MS di 

peptidi markers

Finanziato dal Ministero della Salute

Progetto 16 CEA

Responsabile scientifico Cristina Casalone
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• Identificati 3 peptidi specie-specifici e tessuto-specifici per 

bovino (proteine di origine: desmina, mioglobina, vimentina)

• Identificati 2 peptidi specie-specifici e tessuto-specifici per 

suino (proteine di origine: calsequestrina, anidrasi carbonica)

• Identificato 1 peptide specie-specifici e tessuto-specifici per 

pesce (enolasi)
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• Sviluppo metodica quali/quantitativa per la 

determinazione dei peptidi marker del bovino 

nei mangimi
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GTH

Trieptanoato di glicerolo: marcatore che deve essere aggiunto 

alle farine di carne e ai grassi di categoria 1 e 2 (Regolamento

della Commissione (CE) 142/2011) 

a) il GHT deve essere addizionato ai prodotti 

derivati sottoposti in precedenza a un 

trattamento termico sterilizzante a una 

temperatura di almeno 80 o al centro della 

massa che li preservi da successive 

ricontaminazioni; 

b) tutti i prodotti derivati contengano in modo 

omogeneo in tutta la massa una 

concentrazione minima di 250 mg di GHT per 

chilo di grasso.

Grasso sintetico
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Ottobre 2012

SVILUPPO METODO
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ANALISI IN GC-MS

GTH

5alfa-COLESTANO
Standard interno
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Metodo SIM

Ione  quantificatore: 113

Ioni identificatori: 285, 299
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PNAA 2018-2020: 

prevede la ricerca di GTH su

Farine e grassi Cat. 1

Farine e grassi Cat. 2

PAT e grassi Cat. 3
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Alcuni spunti di riflessione…

Sviluppo Metodo LC-MS/MS necessita di PAT di bovino 

e di suino pure 

PAT da stabilimenti di produzione e dal territorio 

(grossisti, depositi). 

Molte cross contaminazioni con PAT di altra specie: 

• 8 PAT di bovino tutte contenenti DNA suino 

• 10 PAT di suino 9 contenenti DNA anche DNA di 

ruminante
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Alcuni spunti di riflessione…
2015-2017  GTH 98 campioni eseguiti 

17 campioni esito difforme:

8 farine categoria 1 GTH <250 mg/kg

In 1 campione GTH assente.

7 farine categoria 2 GTH <250 mg/kg 

2 PAT di categoria 3 contenevano GTH: 

Campione 1 Cat 3 meal GTH 187.2 ±±±±1.5 mg/kg 

Campione 2 Cat 3 meal GTH 91.5 ±±±±7.3 mg/kg
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Alcuni spunti di riflessione…

Eventuali fonti di contagio esterne all’UE

Casi sporadici BSE in Paesi Terzi

incidenza probabilmente sottostimata 
(sorveglianza OIE molto più blanda di UE)
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Ciò che io non so, neppure ritengo di saperlo

Socrate

Vi ringrazio per l’attenzione


