
DIRECTIVE 2003/126/CE DE LA COMMISSION
du 23 décembre 2003

relative à la méthode d'analyse applicable en matière d'identification des constituants d'origine
animale pour le contrôle officiel des aliments pour animaux

(Texte présentant de l'intérêt pour l'EEE)

LA COMMISSION DES COMMUNAUTÉS EUROPÉENNES,

vu le traité instituant la Communauté européenne,

vu la directive 70/373/CEE du Conseil du 20 juillet 1970
concernant l'introduction de modes de prélèvement d'échantil-
lons et de méthodes d'analyse communautaires pour le contrôle
officiel des aliments des animaux (1), et notamment son article
2,

considérant ce qui suit:

(1) La directive 70/373/CEE dispose que les contrôles offi-
ciels des aliments pour animaux qui visent à constater le
respect des conditions prescrites en vertu des disposi-
tions législatives, réglementaires et administratives
concernant la qualité et la composition des aliments
pour animaux sont effectués selon des modes de prélève-
ment d'échantillons et des méthodes d'analyse commu-
nautaires.

(2) En vertu des dispositions en matière d'étiquetage des
aliments pour animaux et des prescriptions interdisant
l'utilisation de certains types de protéines animales dans
les aliments destinés à certaines catégories d'animaux, il
convient de prévoir des méthodes d'analyse fiables
permettant de détecter la présence de ces substances et,
si nécessaire, d'en déterminer le pourcentage.

(3) La méthode décrite dans la directive 98/88/CE de la
Commission du 13 novembre 1998 établissant des
lignes directrices pour l'identification et l'estimation, par
examen microscopique, des constituants d'origine
animale pour le contrôle officiel des aliments pour
animaux (2) est actuellement la seule méthode validée
pour contrôler la présence de protéines animales, y
compris celles traitées à 133 °C sous 3 bars pendant 20
minutes, dans les aliments pour animaux.

(4) Une étude interlaboratoire visant à identifier les
protéines animales transformées a récemment démontré
qu'une variation des modalités d'application des examens
microscopiques prévus par la directive 98/88/CE entraî-
nait des différences significatives quant à la sensibilité, la
spécificité et la précision de la méthode. Afin d'harmo-
niser et d'améliorer les méthodes d'identification des
protéines animales transformées, les dispositions concer-
nant la méthode d'examen microscopique devraient être
détaillées davantage et rendues obligatoires. Il est néces-
saire de veiller à ce que les analystes appliquant la
méthode aient suivi une formation adéquate, la qualité
des résultats étant tributaire des compétences de l'ana-
lyste.

(5) Par conséquent, il convient de remplacer la directive 98/
88/CE.

(6) Les mesures prévues à la présente directive sont
conformes à l'avis du comité permanent de la chaîne
alimentaire et de la santé animale,

A ARRÊTÉ LA PRÉSENTE DIRECTIVE:

Article premier

Les États membres veillent à ce que, lorsqu'une analyse officielle
est réalisée dans le cadre du programme de contrôle coordonné
dans le domaine de l'alimentation animale conformément à la
directive 95/53/CE du Conseil (3) dans le but de contrôler la
présence de constituants d'origine animale dans les aliments
pour animaux, d'identifier ces constituants ou d'en estimer la
quantité, cet examen soit effectué conformément aux disposi-
tions figurant à l'annexe de la présente directive.

Article 2

Les États membres veillent à ce que les laboratoires chargés de
réaliser des contrôles officiels concernant la présence de consti-
tuants d'origine animale dans les aliments pour animaux parti-
cipent régulièrement à des tests d'aptitude portant sur les
méthodes d'analyse et s'assurent que le personnel de laboratoire
qui effectue les analyses reçoit une formation adéquate.

Article 3

La directive 98/88/CE est abrogée.

Les références faites à la décision abrogée s'entendent comme
faites à la présente directive.

Article 4

1. Les États membres mettent en vigueur les dispositions
législatives, réglementaires et administratives nécessaires pour
se conformer à la présente directive le 1er juillet 2004 au plus
tard. Ils communiquent immédiatement à la Commission le
texte de ces dispositions ainsi qu'un tableau de correspondance
entre ces dispositions et la présente directive.

Lorsque les États membres adoptent ces dispositions, celles-ci
contiennent une référence à la présente directive ou sont
accompagnées d'une telle référence lors de leur publication offi-
cielle. Les modalités de cette référence sont arrêtées par les États
membres.

2. Les États membres communiquent à la Commission le
texte des dispositions de droit national qu'ils adoptent dans le
domaine régi par la présente directive.
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Article 5

La présente directive entre en vigueur le vingtième jour suivant celui de sa publication au Journal officiel de
l'Union européenne.

Article 6

Les États membres sont destinataires de la présente directive.

Fait à Bruxelles, le 23 décembre 2003.

Par la Commission
David BYRNE

Membre de la Commission
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ANNEXE

Conditions applicables à la détection, à l'identification ou à l'évaluation des constituants d'origine animale dans
les aliments pour animaux par examen microscopique

1. Objectif et champ d'application

Les présentes conditions s'appliquent à la détection de constituants d'origine animale (définis comme produits de
la transformation de carcasses ou parties de mammifères, volailles ou poissons) dans les aliments pour animaux
par examen microscopique dans le cadre du programme de contrôle coordonné dans le domaine de l'alimentation
animale conformément à la directive 95/53/CE du Conseil. Pour autant que les méthodes décrites dans la présente
annexe soient utilisées dans tous les tests officiels, un deuxième test peut également être effectué selon des
méthodes dérivées ou autres afin d'améliorer la détection de certains types de constituants d'origine animale ou
pour déterminer avec davantage de précision l'origine de ces constituants. En outre, une variante du protocole
peut être utilisée pour examiner certains constituants spécifiques d'origine animale tels que le plasma ou les os
présents dans le suif (voir également point 9), à condition que ces analyses se fassent en complément des analyses
prévues dans le programme de contrôle coordonné.

2. Sensibilité

En fonction de la nature des constituants d'origine animale, de très petites quantités (< 0,1 %) peuvent être détec-
tées dans les aliments pour animaux.

3. Principe

Un échantillon représentatif, prélevé conformément aux dispositions fixées dans la directive 76/371/CEE de la
Commission du 1er mars 1976 portant fixation de modes de prélèvement communautaires d'échantillons pour le
contrôle officiel des aliments des animaux (1) et dûment préparé, est utilisé pour l'identification. Le protocole
suivant convient au traitement des aliments pour animaux à faible teneur en humidité. Les aliments pour animaux
présentant une teneur en humidité supérieure à 14 % sont séchés (condensés) avant le traitement. Certains
aliments pour animaux et certaines matières premières destinées à l'alimentation des animaux (par exemple, les
graisses et les huiles) requièrent un traitement particulier (voir point 9). Les constituants d'origine animale sont
identifiés sur la base de caractéristiques typiques, identifiables au microscope (c'est-à-dire fibres musculaires et
autres particules de viande, cartilages, os, corne, poils, soies, sang, plumes, coquilles d'œuf, arêtes de poisson,
écailles). L'identification doit porter tant sur la fraction tamisée (6.1) que sur le résidu concentré (6.2) de l'échan-
tillon.

4. Réactifs

4.1. Agents d'enrobage

4.1.1. Hydrate de chloral (aqueux, à 60 % en poids/volume)

4.1.2. Lessive (NaOH à 2,5 % en poids/volume ou KOH à 2,5 % en poids/volume) pour les fractions tamisées

4.1.3. Huile de paraffine ou glycérol (viscosité: 68-81) pour les observations au microscope dans le résidu

4.2. Agents de rinçage

4.2.1. Alcool, 96 %

4.2.2. Acétone

4.3. Agent de concentration

4.3.1. Tétrachloréthylène (densité 1,62)

4.4. Réactifs de coloration

4.4.1. Solution iodée/d'iodure de potassium (dissoudre 2 g d'iodure de potassium dans 100 ml d'eau et ajouter 1 g
d'iode en agitant fréquemment)

4.4.2. Rouge d'alizarine (diluer 2,5 ml d'acide chlorhydrique 1M dans 100 ml d'eau et ajouter 200 mg de rouge d'ali-
zarine à cette solution)

4.4.3. Réactif cystinique (2 g d'acétate de plomb, 10 g NaOH/100 ml H2O)

4.4.4. Solution iodée/d'iodure de potassium (dissolution dans de l'éthanol à 70 %)
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4.5. Réactif de blanchiment

4.5.1. Solution commerciale d'hypochlorite de sodium (9,6 % de chlore actif)

5. Appareillage et accessoires

5.1. Balance d'analyse (précision de 0,01 g, sauf pour le résidu concentré: 0,001 g)

5.2. Instrument de broyage (broyeur ou mortier, notamment pour les aliments pour animaux dont la teneur en graisse
est supérieure à 15 % au moment de l'analyse)

5.3. Tamis à mailles carrées avec ouverture de maille de 0,50 mm au maximum

5.4. Ampoule à décanter ou bécher de décantation à fond conique

5.5. Microscope stéréoscopique (grossissement 40 fois au minimum)

5.6. Microscope composé (grossissement 400 fois au minimum), lumière transmise ou lumière polarisée

5.7. Verrerie courante de laboratoire

Tout l'appareillage est soigneusement nettoyé. Les ampoules à décanter et la verrerie doivent être lavées en
machine. Les tamis sont nettoyés à l'aide d'une brosse à poils durs.

6. Procédure

Les aliments pour animaux en granulés peuvent être prétamisés si les deux fractions sont analysées en tant
qu'échantillons distincts.

Au moins 50 g de l'échantillon sont traités [broyés avec soin à l'aide de l'instrument de broyage adéquat (5.2) si
nécessaire afin d'obtenir une structure appropriée]. Deux portions représentatives sont prélevées du matériel
broyé, l'une pour la fraction tamisée (au moins 5 g) (6.1), l'autre pour le résidu concentré (au moins 5 g) (6.2).
Des agents de coloration (6.3) peuvent également être utilisés à des fins d'identification.

Pour indiquer la nature des protéines animales et l'origine des particules, il peut être fait appel à un système d'aide
à la décision tel qu'ARIES, ainsi qu'à des échantillons de référence.

6.1. Identification des constituants d'origine animale dans les fractions tamisées

Au moins 5 g de l'échantillon sont passés à travers le tamis (5.3) en deux fractions.

La (les) fraction(s) tamisée(s) comportant les grosses particules (ou une partie représentative de la fraction) est
(sont) étendue(s) sur un support approprié de façon à former une fine couche et observée(s) systématiquement au
microscope stéréoscopique (5.5) à différents grossissements pour détecter les constituants d'origine animale.

Des lames préparées avec la (les) fraction(s) tamisée(s) comportant les particules fines sont observées systématique-
ment au microscope composé (5.6) à différents grossissements pour détecter les constituants d'origine animale.

6.2. Identification des constituants d'origine animale dans le résidu concentré

Au moins 5 g (précision de 0,01 g) de l'échantillon sont transvasés dans une ampoule à décanter ou un bécher
de décantation à fond conique et traités avec au moins 50 ml de tetrachloréthylène (4.3.1). Le mélange est agité
ou remué à plusieurs reprises.

— Si une ampoule à décanter fermée est utilisée, laisser le mélange se décanter suffisamment longtemps (au
moins trois minutes) et séparer le résidu. Agiter à plusieurs reprises et laisser le mélange se décanter à
nouveau pendant au moins trois minutes avant de séparer une fois encore le résidu.

— Si un bécher ouvert est utilisé, laisser le mélange se décanter pendant au moins 5 minutes avant de séparer le
résidu.

Le résidu total est séché et ensuite pesé (précision de 0,001 g). La pesée ne s'impose que si une évaluation est
requise. Si le résidu est composé de nombreuses grosses particules, il peut être passé à travers un tamis (5.3) en
deux fractions. Le résidu séché est examiné au microscope stéréoscopique (5.5) et au microscope composé (5.6)
pour détecter les constituants osseux.
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6.3. Utilisation d'agents d'enrobage et de réactifs de coloration

L'identification microscopique des constituants d'origine animale peut être facilitée par l'utilisation d'agents d'en-
robage et de réactifs de coloration spéciaux.

Hydrate de chloral (4.1.1): en chauffant avec précaution, les structures des cellules se voient
plus clairement en raison du gonflement des grains d'amidon et de
l'évacuation des cellules indésirables.

Lessive (4.1.2): l'hydroxyde de sodium ou l'hydroxyde de potassium nettoie la
matière de l'aliment pour animaux, facilitant ainsi la détection des
fibres musculaires, des poils et d'autres structures kératiniques.

Huile de paraffine et glycérol (4.1.3): les constituants osseux peuvent être bien identifiés dans cet agent
d'enrobage parce que la plupart des lacunes restent remplies d'air
et apparaissent sous la forme de trous noirs de 5-15 µm environ.

Solution iodée/d'iodure de potassium (4.4.1): est utilisée pour la détection de l'amidon (coloration bleu violet) et
des protéines (coloration jaune orange). Dilution possible si néces-
saire.

Solution de rouge d'alizarine (4.4.2): coloration rouge-rose des os, arêtes de poisson et écailles. Avant
de le sécher (voir section 6.2), transférer le résidu total dans une
éprouvette en verre et le rincer à deux reprises avec environ 5 ml
d'alcool (4.2.1) (agiter chaque fois au vortex, laisser se décanter
pendant environ une minute et éliminer le solvant). Avant d'uti-
liser ce réactif de coloration, le résidu est blanchi en ajoutant au
moins 1 ml de solution d'hypochlorite de sodium (4.5.1). Laisser
réagir pendant dix minutes. Remplir le tube d'eau, laisser le
mélange se décanter pendant deux à trois minutes et éliminer l'eau
et les particules en suspension. Rincer le résidu à deux reprises
avec environ 10 ml d'eau (agiter au vortex, laisser se décanter et
éliminer l'eau chaque fois). Ajouter de deux à dix gouttes ou plus
de solution de rouge d'alizarine (en fonction de la quantité de
résidu). Agiter le mélange et laisser réagir quelques secondes.
Rincer le résidu coloré deux fois avec environ 5 ml d'alcool
(4.2.1), puis une autre fois avec de l'acétone (4.2.2) (agiter chaque
fois au vortex, laisser le mélange se décanter pendant une minute
environ et éliminer le solvant). Le résidu est maintenant prêt à être
séché.

Réactif cystinique (4.4.3): en chauffant avec précaution, les constituants contenant de la
cystine (poils, plumes, etc.) virent au noir-brun.

6.4. Examen des aliments pour animaux susceptibles de contenir des farines de poisson

Au moins une lame préparée à partir de la fraction tamisée fine et de la fraction fine du résidu est observée au
microscope composé (voir sections 6.1 et 6.2).

Si l'étiquette indique la présence de farines de poisson parmi les ingrédients ou si l'on soupçonne ou détecte la
présence de farines de poisson lors de l'examen initial, au moins deux lames supplémentaires préparées à partir
de la fraction tamisée fine de l'échantillon original et la fraction du résidu total sont observées.

7. Calcul et évaluation

Les États membres veillent à ce que les procédures décrites ci-après soient suivies pour toute analyse officielle
visant à évaluer la quantité (et non simplement la présence) de constituants d'origine animale.

Le calcul ne peut être fait que si les constituants d'origine animale contiennent des fragments d'os.

Les fragments d'os d'espèces terrestres à sang chaud (c'est-à-dire les mammifères et les oiseaux) peuvent être
distingués des différents types d'arêtes de poisson sur la lame microscopique grâce aux lacunes typiques. La
proportion de constituants d'origine animale dans l'échantillon est évaluée en tenant compte

— de la proportion estimée (% poids) de fragments d'os dans le résidu concentré, et

— de la proportion (% poids) d'os dans les constituants d'origine animale.

L'estimation doit reposer sur l'observation de trois lames au moins (si possible) et de cinq champs par lame au
moins. Dans les aliments composés pour animaux, le résidu concentré ne contient pas seulement des fragments
d'os d'animaux terrestres et d'arêtes de poisson, mais aussi d'autres particules ayant un poids spécifique élevé, par
exemple des minéraux, du sable, des fragments de végétaux lignifiés, etc.
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7.1. Valeur estimée du pourcentage de fragments d'os

Pourcentage de fragments d'os terrestres = (S × c)/W

Pourcentage de fragments d'arêtes et d'écailles = (S × d)/W

[S = poids du résidu (mg), c = facteur de correction (%) pour la portion estimée d'os d'animaux terrestres dans le
résidu, d = facteur de correction (%) pour la portion estimée de fragments d'arêtes et d'écailles dans le résidu,
W = poids de l'échantillon pour la production du résidu (mg)].

7.2. Valeur estimée des constituants d'origine animale

La proportion d'os dans les produits d'origine animale peut varier considérablement. (Le pourcentage d'os est de
l'ordre de 50 à 60 % pour les farines d'os et de l'ordre de 20 à 30 % pour les farines de viande; dans le cas des
farines de poisson, les teneurs en arêtes et en écailles varient en fonction de la catégorie et de l'origine de la farine
de poisson, mais elles sont normalement de l'ordre de 10 à 20 %.)

Si le type de farine contenu dans l'échantillon est connu, il est possible de procéder à des estimations:

Proportion estimée de constituants dérivés de produits à base d'animaux terrestres (%) = (S × c)/(W × f) × 100

Proportion estimée de constituants dérivés de produits à base de poisson (%) = (S × d)/(W × f) × 100

[S = poids du résidu (mg), c = facteur de correction (%) pour la portion estimée d'os d'animaux terrestres dans le
résidu, d = facteur de correction (%) pour la portion estimée de fragments d'arêtes et d'écailles dans le résidu,
f = facteur de correction pour la proportion d'os dans les constituants d'origine animale dans l'échantillon
examiné, W = poids de l'échantillon pour la production du résidu (mg)].

8. Expression du résultat de l'examen

Le rapport contient au minimum des informations concernant la présence de constituants dérivés d'animaux
terrestres et de farines de poisson. Les différents cas sont présentés de la façon suivante:

8.1. En ce qui concerne la présence de constituants dérivés d'animaux terrestres

— Pour autant que perceptible au microscope, aucun constituant dérivé d'animaux terrestres n'a été trouvé dans
l'échantillon soumis,

ou

— pour autant que perceptibles au microscope, des constituants dérivés d'animaux terrestres ont été trouvés dans
l'échantillon soumis.

8.2. En ce qui concerne la présence de farines de poisson

— Pour autant que perceptible au microscope, aucun constituant dérivé de poissons n'a été trouvé dans l'échan-
tillon soumis,

ou

— pour autant que perceptibles au microscope, des constituants dérivés de poissons ont été trouvés dans l'échan-
tillon soumis.

Si des constituants dérivés de poissons ou d'animaux terrestres sont trouvés, le rapport d'examen peut, si néces-
saire, donner une estimation de la quantité de constituants détectés (x %, < 0,1 %, entre 0,1 et 0,5 %, entre 0,5 et
5 % ou > 5 %) et préciser le type d'animaux terrestres (si possible) et les constituants d'origine animale identifiés
(fibres musculaires, cartilage, os, corne, poils, soies, sang, plumes, coquilles d'œuf, arêtes de poisson, écailles).

Si une estimation de la quantité d'ingrédients d'origine animale est fournie, le facteur de correction f utilisé est
également mentionné.

Lorsque des os d'animaux terrestres sont détectés, la clause additionnelle suivante est insérée dans le rapport:

«La possibilité que les constituants ci-dessus proviennent de mammifères ne peut être exclue.»

Cette clause supplémentaire n'est pas requise si les fragments d'os d'animaux terrestres ont été identifiés en tant
que fragments d'os de volaille ou de mammifère.
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9. Protocole facultatif concernant l'analyse de graisses ou d'huiles

Le protocole suivant peut être utilisé pour l'analyse de graisses ou d'huiles:

— s'il s'agit de graisse solide, chauffer celle-ci jusqu'à ce qu'elle devienne liquide, par exemple dans un four à
micro-ondes,

— pipeter 40 ml de graisse du fond de l'échantillon dans un tube de centrifugation,

— centrifuger pendant 10 minutes à 4 000 tours/minute,

— si la graisse s'est solidifiée pendant la centrifugation, la réchauffer au four jusqu'à ce qu'elle redevienne liquide.
Centrifuger une nouvelle fois pendant 5 minutes à 4 000 tours/minute,

— à l'aide d'une petite cuillère ou d'une spatule, transférer une moitié des impuretés obtenues dans une petite
boîte de Petri ou sur une lame microscopique en vue de détecter au microscope la présence éventuelle de
constituants d'origine animale (fibres de viande, plumes, fragments d'os, etc.). Il est recommandé d'utiliser de
l'huile de paraffine ou du glycérol comme agent d'enrobage pour l'examen au microscope,

— les impuretés restantes sont utilisées pour la production du résidu, comme décrit au point 6.2.
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