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DIRECTIVA DE LA COMISION
de 7 de junio de 1984

por la que se modifican los Anexos de la Directiva 77/96/CEE relativa a la investigacién de
triquinas en el momento de las importaciones, procedentes de terceros paises, de carnes frescas
de animales domésticos de la especie porcina

(84/319/CEE)

LA COMISION DE LLAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de 1a Comunidad Econé-
mica Europea,

Vista la Directiva 77/96/CEE del Consejo, de 21 de di-
ciembre de 1976, relativa a la investigacion de triquinas
en el momento de las importaciones, procedentes de ter-
ceros paises, de carnes frescas de animales domésticos de
la especie porcina ('), modificada en altimo lugar por la
Directiva 83/91/CEE (%) y, en particular, su articulo 8,

Considerando que los estudios recientemente realizados
han permitido el ajuste de determinados métodos de in-
vestigacion de triquinas en las carnes de porcinos; que
dichos métodos ofrecen garantias sanitarias equivalentes
a las que ofrecen los métodos existentes; que conviene,
por lo tanto, completar el Anexo I de la Directiva
77/96/CEE;

Considerando que para facilitar la ejecucion de la inves-
tigacion de triquinas, interesa que se permita a los terce-
ros paises y a los Estados miembros, la opcion entre los
métodos de investigacidon previstos,

Considerando que se deben introducir determinadas
adaptaciones de orden técnico, en los métodos de inves-
tigacion de triquinas actualmente aplicados, asi como en
lo que se refiere a las condiciones que deben cumplir los
laboratorios de deteccion de triquinas,

() DOn°L 26 de 31. 1. 1977, p. 67.
() DO n° L 59 de 5. 3. 1983, p. 34.

Considerando que las medidas previstas en la presente
Directiva concuerdan con el Dictamen del Comité veteri-
nario permanente,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1
La Directiva 77/96/CEE se modificari conforme al
Anexo.

Articulo 2

Los Estados miembros aplicaran las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas necesarias para cumplir
la presente Directiva, a mas tardar, el 1 de enero de
1985, e informarin de ello a la Comision.

Articulo 3
Los destinatarios de la presente Directiva seran los Esta-
dos miembros.

Hecho en Bruselas, el 7 de junio de 1984

Por la Comision
Poul DALSAGER

Miembro de la Comisién
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ANEXO

A. El Anexo I se modificara de la siguiente manera:

l.

En la letra a) del punto II:

— el segundo guion se sustituira por el siguiente guion:

«— Estereomicroscopio (aumento de 15 a 4C veces) que disponga de una iluminacién adecuada».

— el altimo guién se sustituira por el siguiente guién:

«— Liquido de digestion compuesto de la siguiente manera: 10 g de pepsina [80 U/g FIP (Fede-
raciéon Internacional de Farmacia)], 5ml de HCI (37 %, por lo menos), llevar a un litro con
agua corriente».

. El texto del punto II se sustituira por el siguiente texto:

«IIl. METODO DE LA DIGESTION ARTIFICIAL DE MUESTRAS COLECTIVAS

a) Instrumental y reactivos

Un cuchillo y pinzas para la toma de muestras.

Una miquina de picar carne cuyos agujeros deberin tener un digmetro comprendido
entre 2y 3 mm.

Un matraz Erlenmeyer de 3 | provisto de un tapon de goma o de guata.
Un embudo cénico de separacion de una capacidad de 2 000 ml.

Un soporte normal con el pie en forma de A, de 28 cm de longitud, provisto de una
varilla de 80 cm.

Un anillo de 10 a 11 cm que pueda fijarse al soporte.

Una pinza provista de una boca chata (23/40 mm) que pueda sujetarse al soporte me-
diante un manguito doble.

Un tamiz (finura de la malla: 177 y) de un diametro exterior de 11 ¢m, provisto de una
rejilla de latén o de acero inoxidable.

Un embudo de un diametro interior, minimo, de 12 c¢m.
Probetas graduadas de 100 ml.

Un estereomicroscopio (aumento de 15 a 40 veces), que disponga de una iluminacién
adecuada, o un triquinoscopio provisto de una tabla horizontal para el compresor, que
disponga de una iluminacién adecuada.

En caso de utilizacién del triquinoscopio: una cubeta para el computo de larvas, que se
podra describir de la siguiente manera:

una cubeta formada por placas acrilicas de un espesor de 3 mm y que reiina las siguien-
tes caracteristicas:

i) fondo de la cubeta: 180 x 40 mm, dividido en cuadrados;
) placas laterales: 230 x 2C mm;
i) placas frontales: 40 x 20 mm.

El fondo y las placas frontales deberan estar fijos entre las placas laterales, de manera
que formen una cubeta provista de 2 pequefias asas en los dos extremos. La parte supe-
rior del fondo debera estar entre 7 v 9 mm mas elevada con relacién a la base del
cuadrado formado por las placas laterales y frontales. La placas deberan fijarse mediante
una cola adecuada al material.

En caso de utilizacién del estereomicroscopio, una serie de placas de Petri de un disme-
tro de 9 cm, cuyo fondo esté dividido en cuadrados de examen de 10 x 10 mm, me-
diante un instrumento puntiagudo.

Varios cubos de 10 | que se utilizaran en el momento de la descontaminacién de los
instrumentos, mediante un tratamiento como el formol, y para el jugo digestivo que
quede, en caso de resultado positivo.

Acido clorhidrico concentrado (37 %).
Concentracién de pepsina: 1 : 10 000 NF (US National Formulary),

correspondiente a 1:12500 BP (British Pharmacopea), correspondiente a 2 000 FIP
(Federacion International de Farmacia).

Un ndmero de bandejas que puedan contener 50 muestras, de aproximadamente, 2 g
cada una.

Una balanza de precision de 0,1 g.
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b) Toma de muestras

1.

Cuando las canales estin enteras, tomar una muestra, de aproximadamente 2 g, en uno
de los pilares del diafragma, en la zona de transicion entre la parte muscular y la parte
tendinosa; si no hubiere pilar del diafragma, tomar la misma cantidad en la parte del
diafragma situada cerca de las costillas o del esternén, o en la musculatura de la lengua,
o en los masculos masticadores, o también en la musculatura abdominal.

2 Para los trozos de carne, tomar una muestra, de aproximadamente 2 g, en los musculos
esquelétricos que contengan poca grasa y en la medida que sea posible, cerca de los
huesos o de los tendones.

¢) Método

1.

i) Grupos completos de muestras (100 a la vez)

Se tomari una muestra, de aproximadamente 1 g, de cada una de las 100 muestras
individuales procedentes de los cerdos. La muestra colectiva se pasard una vez por fa
miquina de picar carne.

La carne picada se colocara en el matraz Erlenmeyer de 3 1, al mismo tiempo que 7 g
de pepsina y se cubrird con 2 | de agua de grifo calentada a una temperatura aproxi-
mada de 40 a 41 °C, y con 25 ml de 4cido clorhidrico concentrado. Agitar la mezcla
para disolver la pepsina.

El pH de la solucién sera, entonces, de aproximadamente 1,5 a 2.

— Para la digestion, el matraz Erlenmeyer se colocard en una estufa a 40-41°C
durante 4 horas aproximadamente. Durante este tiempo, se agitari regularmente
como minimo, dos veces por hora.

— Digerida la solucién, se filtrara, mediante un tamiz, a través del embudo cénico de
separacion de 2 | y se dejard en reposo sobre el soporte durante, por lo menos,
una hora.

— Se trasegard a una probeta graduada, un volumen total de aproximadamente 45
ml, y se distribuira en tres placas de Petri, cuyos fondos estaran divididos en cua-
drados de 15 m! por placa.

— Cada placa de Petri se exeminara minuciosamente en el estereomicroscopio, con el
fin de descubrir las larvas

— En caso de utilizacion de cubetas para el computo de larvas, los 45 ml se distribui-
rén en dos cubetas y se examinarin en el triquinoscopio.

Las larvas apareceran en el sedimento como unos organismos identificables y si el
agua estuviera tibia, frecuentemente se podran observar los enrollados y desenrro-
llados de la espiral.

— Los liquidos de digestion se deberan exeminar desde el momento en que estén
dispuestos. En ningtn caso se podri postergar el examen para el dia siguiente. Si
los liquidos de digestion ho fueran lo suficientemente transparentes, o si no se
examinaran en el plazo de 30 minutos siguiente a su preparacion, se deberan clari-
ficar de la siguiente manera: verter la muestra final de 45 ml en una probeta gra-
duada y dejar sedimentar durante 10 minutos. Después de dicho tiempo, quitar,
por aspiracion, 30 ml del liquido sobrenadante y agregar agua de grifo a los 15 ml
restantes hasta obtener un volumen total de 45 ml. Después de un nuevo periodo
de reposo de 10 minutos, quitar, por aspiracién, 30 ml del liquido sobrenadante,
verter los 15 ml restantes en una placa de Petri, o en una cubeta para el computo
de las larvas, con vistas a su examen. Lavar la probeta graduada con 10 ml de
agua de grifo; agregar el liquido obtenido a la muestra en la placa de Petri, 0 en
la cubeta para computo de larvas y examinar.

i) Grupos de menos de 100 muestras

Se podra agregar un maximo de 15 muestras individuales a un grupo completo de 100
muestras para examinarlas al mismo tiempo que estas gltimas. Si el numero de mue-
stras que se deban examinar es superior a 15 e inferior a 100, el liquido de digestion
se debera reducir proporcionalmente.
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2.

3. Se afiadiran los siguientes puntos IV, V, VI

En caso de resultado positivo o dudoso del examen de una muestra colectiva, se debera
tomar una muestra de 20 g, de cada cerdo, de acuerdo con las indicaciones contempladas
en la anterior letra b). Las muestras de 20 g procedentes de 5 cerdos se deberan reunir y
examinar de acuerdo con el método arriba descrito. De esta forma se examinarin las
muestras de 20 grupos de 5 cerdos. Si se descubrieran las triquinas en un grupo de mues-
tras de 5 cerdos, se deberan tomar las muestras de 20 g de cada animal que pertenezca a
dicho grupo y se deberin examinar de acuerdo con el método arriba descritos.

«IV. METODO DE 1A DIGESTION DE MUESTRAS COLECTIVAS CON ASISTENCIA
MECANICO/TECNICA DE LA SEDIMENTACION

a) Instrumental y reactivos

Un cuchillo o tijeras para cortar las muestras.

Bandejas divididas en 50 cuadrados que puedan contener, cada uno, las muestras de
carne, de aproximadamente 2 g.

Un Stomacher Lab-blender 3 500, Thermo model.
Bolsas de plastico adaptadas al Stomacher Lab-blender.

Embudos de separacion conicos de una capacidad de 2 I, preferentemente provistos de
llaves de seguridad de Teflon

Soportes con anillos y fijaciones.

Tamices, finura de malla 177 |, de un diimetro exterior de 11 cm, provistos de una
rejilla de acero inoxidable.

Embudos de un didmetro interior minimo de 12 cm, cuyo destino sera recibir los tami-
ces.

Probetas graduadas de 100 ml.
Un dosificador de 25 ml.
Vasos de precipitados de una capacidad de 3 I.

Una cuchara o una varilla de vidrio para agitar el liquido de digestion en el vaso de
precipitados.

Una jeringa de plastico y un twbo de aspiracién.

Una cuchara graduada de 6 g.

Un termémetro de una precision de + 0,5 °C con una graduacién de 1 a 100 °C.
Un vibrador, por ejemplo, una afeitadora eléctrica sin cabeza.

Un relé que se encienda y apague cada minuto.

Un wriquinoscopio provisto de una tabla horizontal o un estereomicroscopio que dis-
ponga de una iluminaci6n adecuada.

Una cubeta para el cémputo de larvas (en caso de utilizacién de un triquinoscopio).

La cubeta debera estar formada por placas acrilicas de un espesor de 3 mm y debera
presentar las siguientes caracteristicas:

i) fondo de la cubeta: 180 x 40 mm, dividido en cuadrados;
i) placas laterales: 230 x 20 mm;
iii) placas frontales: 40 x 20 mm.

El fondo y las placas frontales deberan estar fijos entre las placas laterales, de manera
que formen dos pequeias asas en los dos extremos. La parte superior del fondo debera
estar entre 7 y 9 mm mis elevada con relacion a la base del cuadrado formado por las
placas laterales y frontales. Fijar las placas mediante una cola adecuada al material.

En caso de utilizacién del estereomicroscopio, varias placas de Petri de un dismetro de
9 cm, cuyo fondo esté dividido en cuadrados de 10 x 10 mm, mediante un instrumento
puntiagudo.

Solucién de acido clorhidrico de 17,5 %.
Concentracion de pepsina: 1 : 10 000 NF (US National Formulary),

correspondiente a 1 :12500 BP (British Pharmacopea), correspondiente a 2 000 FIP
(Federaci6n Internacional de Farmacia).

Varios cubos de 10 | que se utilizaran en el momento de la descontaminacion del instru-
mental, mediante un tratamiento como el formol y para el jugo digestivo que quede, en
caso de resultado positivo.

Una balanza de una precision de 0,1 g.
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b) Toma de muestras

1. Cuando las canales estin enteras, tomar una muestra, de aproximadamente 2 g, en uno
de los pilares del diafragma, en la zona de transicion entre la parte muscular y la parte
tendinosa; si no hubiere pilar del diafragma, tomar la misma cantidad en la parte del
diafragma situada cerca de las costillas o del esternén, o en la musculatura de la lengua,
o en los muasculos masticadores, o también en la musculatura abdominal.

2. Para los trozos de carne, tomar una mestra, de aproximadamente 2 g, en los misculos
esqueléticos que contengan poca grasa y en la medida que sea posible, cerca de los hue-
sos o de los tendones.

c) Método
1. Procedimiento de digestion
i) Grupos completos de muestras (100 a la vez)

— Proveer al Stomacher Lab-blender 3 500 de una pequefa bolsa doble de plistico y
regular la temperatura en 40-41 °C.

— Verter un litro y medio de agua caliente a 32-35 °C en la pequefa bolsa interior y
llevarla a 40-41 °C

— Trasladar a la pequefia bolsa 25 ml de la soluci6n de scido clorhidrico de 17,5 %.

— Luego, agregar 100 muestras, de aproximadamente 1 g cada una (a 25-30°C)
tomadas de cada una de las muestras individuales, de acuerdo con el procedi-
miento contemplado en la letra b).

— Por ultimo, agregar 6 g de pepsina. Respetar escrupulosamente el orden de las
operaciones, para evitar la descomposicion de la pepsina.

— Triturar en el Stomacher durante 25 minutos.

— Quitar la pequedia bolsa de plstico del Stomacher, filtrar el liquido de digestion a
través de un tamiz y dejarlo pasar a un vaso de precipitados de 3 1.

— Lavar la pequefia bolsa de plastico con 100 ml de agua, aproximadamente, que
luego se utilizara para enjuagar el tamiz y se agregar al filtrado que contenga el
vaso de precipitados.

Se podra agragar un miximo de 15 muestras individuales a un grupo completo de
100 muestras para examinarlas al mismo tiempo que estas Gltimas.

ii) Grupos de menos de 100 muestras

— Proveer al Stomacher Lab-blender 3 500 de una pequefa bolsa doble de plastico y
regular la temperatura en 40-41 °C.

— Preparar un liquido de digestién mezclando, aproximadamente, un litro y medio
de agua y 25 ml de 4cido clorhidrico de 17,5 %. Agregar 6 g de pepsina y mez-
clar todo a una temperatura de 40-41 °C. Respetar escrupulosamente el orden de
las operaciones para evitar la descomposicion de la pepsina.

— Determinar un volumen de liquido de digestion correspondiente a 15 ml por g de
muestra (asi, para 30 muestras, habra que extraer 30 x 15 ml = 450 ml) y traspa-
sarlo a la pequeiia bolsa de plastico interior, al mismo tiempo que las muestras de
carne de aproximadamente 1 g (a 25-30 °C) tomadas de cada una de las muestras
individuales, de acuerdo con el procedimiento contemplado en la letra b).

— Verter el agua a aproximadamente 41 °C, en la pequefia bolsa exterior hasta obte-
ner un volumen total de un litro y medio en las dos pequefias bolsas.

— Triturar en e} Stomacher durante 25 minutos.

— Quitar la pequefia bolsa de plstico del Stomacher, filtrar el liquido de digestion a
través de un tamiz y dejarlo pasar a un vaso de precipitados de 3 |.

— Lavar la pequefia bolsa de plastico con 100 ml de agua, aproximadamente, que
luego se utilizar4 para enjuagar el tamiz y que se afiadira al filtrado que contenga
el vaso de prescipitados.

2. Aislamiento de las larvas por sedimentacion

— Agregar al liquido de digestion 300-400 g de hielo en laminillas, o de hielo triturado
para obtener un volumen de 2 |, aproximadamente. Agitar hasta que el hielo se funda.
En el caso de grupos mis pequefios [ver letra ii)], la cantidad de hielo debers redu-
cirse proporcionalmente.

— Traspasar el liquido de digestién enfriado a un embudo de separacion de 2 | provisto
de un vibrador que se habri fijado mediante una pinza suplementaria.
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— Para la sedimentacién, dejar el liquido en el embudo de separacién durante 30 minu-
tos, alternando un minuto de vibracién y un minuto de pausa.

— Después de los 30 minutos, introducir ripidamente 60 ml de sedimento en una pro-
beta graduada de 100 ml. (Después de su utilizacién, enjuagar el embudo con una
solucion detergente).

— Dejar reposar la muestra de, por lo menos, 60 ml, quitar, por aspiracion, el liquido
sobrenadante hasta dejar en la probeta un volumen de 15 ml que se examinara para
investigar la presencia de larvas.

— Para la aspiracion, utilizar una jeringa de plistico desechable, provista de un tubo de
plastico. :

La longitud del wwbo debera permitir que en la probeta graduada queden 15 ml del
liquido cuando el cuello de la jeringa se encuentre al nivel del borde del cilindro.

— Introducir los 15 ml restantes en una cubeta para el computo de larvas, o en dos
placas de Petri y examinarlas en el triquinoscopio o en el €stereomicroscopio.

— Los liquidos de digestion se deberan examinar desde el momento en que stén dispues-
t0s. En ningin caso se podra postergar el examen para el dia siguiente. Si los liquidos
de digestion no fueran lo suficientemente transparentes, o si no se examinaran en el
plazo de 30 minutos siguiente a su preparacion, se deberin clarificar de la siguiente
manera: verter la muestra final de 60 ml en una probeta graduada y dejar sedimentar
durante 10 minutos. Después de dicho tiempo, quitar, por aspiracion, 45 ml del li-
quido sobrenadante y agregar agua de grifo a los 15 ml restantes hasta obtener un
volumen total de 45 ml. Después de un nuevo periodo de reposo de 10 minutos,
quitar, por aspiracion, 30 ml del liquido sobrenadante, verter los 15 m! restantes en
una placa de Petri, 0 en una cubeta para el computo de las larvas, con vistas a su
examen. Lavar la probeta graduada con 10 ml de agua de grifo; agregar el liquido
obtenido a la muestra en la placa de Petri, o en la cubeta para computo de larvas y
examinar.

3. En caso de resultado positivo o dudoso del examen de una muestra colectiva, se debers
tomar una muestra de 20 g, de cada cerdo, de acuerdo con las indicaciones contempladas
en la anterior letra b). Las muestras de 20 g procedentes de 5 cerdos se deberan reunir y
examinar de acuerdo con el método arriba descrito. De esta forma se examinaran las
muestras de 20 grupos de 5 cerdos. Si se descubrieran las triquinas en un grupo de mues-
tras de 5 cerdos, se deberdn tomar las muestras de 20 g de cada animal que pertenezca a
dicho grupo y se deberin examinar de acuerdo con el método arriba descrito.

V. METODO DE LA DIGESTION DE MUESTRAS COLECTIVAS CON ASISTENCIA
MECANICO/TECNICA DEL AISLAMIENTO POR FILTRACION

a)

b)

Instrumental y reactivos
Los mismos que los de la letra a) del método IV, mas:
-— Un embudo Gelman de un litro con soporte para filtro (dizmetro del soporte: 45 mm).

— Discos filtrantes compuestos de:

una rejilla redonda de acero inoxidable, finura de la malla de 35 p, diimetro del disco:
45 mm;

dos anillos de goma de 1 mm de espesor; didmetro exterior: 45 mm; diizmetro interior:
38 mm.

La rejilla se debera colocar entre los anillos y se fijara con una cola de dos componentes
que se adapte a los dos materiales.

— Un matraz Erlenmeyer de 3 | provisto de un wbo lateral para aspiracion.
— Una bomba de filtracién.

— Bolsas pequenias de plistico de una capacidad minima de 80 ml.

— Un saco de sosa

— «Rennilase» 1 : 150 000 unidades Soxlet por g

Toma de muestras

Ver letra b) del método IV.
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c) Método
1. Procedimiento de digestion

i) Grupos completos de muestras (100 a la vez)

Ver letra i) del punto 1 de la letra c) del titulo IV.

i) Grupos de menos de 100 muestras

Ver letra ii) del punto 1 de la letra c) del titulo IV.

2. Aislamiento de las larvas por filtracion

— Agregar al liquido de digestion 300-400 g de hielo en laminillas o de hielo triturado
para obtener un volumen de, aproximadamente, 2 . En el caso de grupos mis peque-
fos, la cantidad de hielo deber4 reducirse proporcionalmente.

— Agitar el liquido de digestion hasta que el hielo se funda. Dejar reposar el liquido de
digestion enfriado durante 3 minutos por lo menos, para que las larvas puedan enrro-
llarse.

— Colocar el embudo Gelman provisto de un soporte para filtro, en el cual se encuentra
un disco filtrante, sobre un matraz Erlenmeyer conectado a una bomba de filtracion.

— Introducir el liquido de digestién en el embudo Gelman y filtrar. Hacia el final, se
podra acelerar el paso del liquido a través del filtro procediendo a una aspiracién
mediante la bomba de filtracion. Terminar la aspiracién exactamente antes de que el
filtro se seque, es decir, cuando queden entre 2y 5 ml de liquido en el embudo.

— Después de la filtracion de todo el liquido de digestion, quitar el disco filtrante y
colocarlo en una pequefa bolsa de plastico de 80 ml agregando de 15 a 20 ml de
solucién de «rennilases. Para obtener la solucién de «rennilasex se introduciran 2 g de
«rennilase» en 100 ml de agua de grifo.

__ Practicar una doble soldadura en la pequeda bolsa de plastico y colocarla en el Sto-
macher entre la pequefia bolsa interior y la pequefia bolsa exterior.

— Triturar en el Stomacher durante 3 minutos, por ejemplo; entretanto, el aparato se
utilizar4 para el analisis de un grupo completo o incompleto de muestras.

— Después de 3 minutos, quitar del Stomacher la pequefia bolsa de plastico que con-
tiene el disco filtrante y la solucion de «rennilase y abrirla con la ayuda de ujeras.
Introducir el liquido en una cubeta para el computo de las larvas, o en una placa de
Petri. Lavar la pequefa bolsa con 5 6 10 ml de agua, que luego se introducira en la
cubeta para la triquinoscopia, o en una placa de Petri para examen en el estereomi-
croscopio.

— Los liquidos de digestion deberin examinarse desde el momento en que estén dispues-
10s. En ningiin caso se podré postergar el examen para el dia siguiente.

Nota

No utilizar nunca discos filtrantes que no estén perfectamente limpios. No secar nunca
discos filtrantes si no estan limpios.

Para limpiar los discos, es preciso dejarlos en una solucion de «rennilase» durante la
noche. Antes de su utilizacién, se deberan lavar en el Stomacher en una solucién de
«rennilase».

3. En caso de resultado positivo o dudoso del examen de una muestra colectiva, se debera
tomar una muestra de 20 g de cada cerdo, de acuerdo con las indicaciones contempladas
en la anterior letra b). Se deberan reunir las muestras de 20 g procedentes de 5 cerdos y
examinarlas de acuerdo con el método anterior. De esta forma, se examinarin las mues-
tras de 20 grupos de 5 cerdos. Si se descubrieran las triquinas en un grupo de muestras
de 5 cerdos, se deberin tomar las muestras de 20 g de cada animal que pertenezca a
dicho grupo y se examinaran de acuerdo con el método arriba descrito.

VL METODO DE LA DIGESTION DE MUESTRAS COLECTIVAS CON UTILIZACION DE
UN AGITADOR MAGNETICO.
a) Instrumental y reactivos
— Un cuchillo y pinzas para la toma de muestras.

—- Bandejas divididas en 50 cuadrados que puedan contener, cada uno, muestras de carne
de 2 g, aproximadamente.

— Un molinillo.

— Un agitador magnético provisto de una placa térmica de temperatura controlada y una
barra magnética (recurbierta de Teflon) de 5 cm, aproximadamente.
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b)

<)

Embudos de sparacion cénicos de una capacidad de 2 1.
Soportes con anillos y fijaciones.

Tamices, finura de la malla 177 p, de un didmetro exterior de 11 cm, provistos de una
rejilla de acero inoxidable.

Embudos de un didmetro interior minimo de 12 cm, destinados a recibir el tamiz.
Un vaso de precipitados de 3 |.
Probetas graduadas de una capacidad aproximada de 50 ml, o tubos de centrifugacién.

Un triquinoscopio de una table horizontal, o un estereomicroscopio que disponga de
una iluminacién aducuada

Una cubeta para el computo de larvas (en caso de utilizacién de un triquinoscopio).

La cubeta debers estar formada por placas acrilicas de un espresor de 3 mm y debers
presentar las siguientes caracteristicas:

1} fondo de la cubeta: 180 x 40 mm, dividido en cuadrados,
ii) placas laterales: 230 x 20 mm,
iii) placas frontales: 40 x 20 mm.

El fondo y las placas frontales deberan estar fijos entre las placas laterales de manera
que formen dos pequenias asas en los dos extremos. La parte superior del fondo debers
estar entre 7 y 9 mm miés elevada con relacién a la base del cuadrado formado por las
placas laterales y frontales.

Fijar las placas con una cola adecuada al material.

Varias placas de Petri, en caso de utilizacion de un estereomicroscopio, cuyo fondo se
ha dividido en cuadrados de 10 x 10 mm, mediante un instrumento puntiagudo.

Una hoja de aluninio.
Acido clorhidrico de 25 %.

Concentracién de pepsina: 1 : 10 000 NF (US National Formulary);
correspondiente a 1 : 12 500 BP (British Pharmacopea),
correspondiente a 2 000 FIP (Federacion Internacional de Farmacia).

Agua de grifo calentada a una temperatura de 46-48 °C.

Varios cubos de 10 | que se utilizaran en el momento de la descontaminacién del instru-
mental, mediante un tratamiento como el formol, y para el jugo digestivo que quede en
caso de resultado positivo.

— Una balanza de precision de 0,1 g.

Toma de muestras

1.

Cuando las canales estin enteras, tomar una muestra, de aproximadamente 2 g, en uno
de los pilares del diafragma, en la zona de transicion entre la parte muscular y la parte
tendinosa; si no hubiere pilar del diafragma, tomar la misma cantidad en la parte del
diafragma situada cerca de las costillas o del esternén, o en la musculatura de la lengua,
o en los masculos masticadores, o también en la musculatura abdominal.

2. Para los trozos de carne, tomar una muestra, de aproximadamente 2 8, en los masculos
esqueléticos que contengan poca grasa y en la medida que sea posible, cerca de los hue-
sos o de los tendones.

Método

1. 1) Grupos completos de muestras (100 a la vez)

— Triturar en el molinillo 100 muestras, de aproximadamente 1 g, tomadas de cada
muestra individual, de acuerdo con las indicaciones de la letra b). Hacer funcionar
el aparato tres o cuatro veces durante un segundo.

— Llevar la carne picada a un vaso de precipitados de 3 | y espolvorearla con 10 g de
pepsina. Introducir en el vaso de preicpitados 2 | de agua de grifo calentada a una
temperatura de 46-48 °C y agregar 16 ml de 4cido clorhidrico.

— Introducir varias veces el dispositivo de triturado del molinillo en el liquido de
digestion que se encuentre en el vaso de precipitados para quitar de él las sustan-
cias que ain tenga adheridas.

— Colocar la barra magnética en el vaso de precipitados y cubrirlo con una hoja de
aluminio.



03/Vol. 31

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

91

— Colocar el vaso de precipitados en la placa precalentada del agitador magnético y
comenzar la agitacién. Antes de empezar el proceso de agitacion, se deber4 regu-
lar el agitador magnético de tal forma, que durante el funcionamiento pueda man-
tenerse una temperatura constante de 44-47 °C. Durante el proceso de agitacién,
el liquido de digestion debers girar a una velocidad lo sufucientemente elevada
que permita la formacién de un profundo remolino central sin provocar salpicadu-
ras.

— Agitar el liquido de digestion durante 30 minutos, parar el aparato; filtrar el li-
quido de digestién a través de un tamiz colocado en un embudo y recoger el
filtrado en un embudo de separacion.

— Dejar el liquido de digestién en el embudo de separacién durante 30 minutos.

— Después de 30 minutos, traspasar ripidamente una muestra de 40 ml del liquido
de digestion a la probeta graduada, o al wbo de centrifugacién.

— Dejar reposar la muestra de 40 ml durante 10 minutos y luego aspirar 30 ml de
liquido sobrenadante dejando, asi, un volumen de 10 ml.

—_ La muesta de 10 ml del sedimento restante se verterd en una cubeta para el cém-
puto de larvas, o en una placa de Perri.

— FEjuagar la probeta graduada o el wbo de centrifugacién con aproximadamente
10 ml de agua de grifo que se agregard a la muestra en la cubeta de computo de
larvas o en la placa de Petri. Luego, proceder a la observacién en el triquinosco-
pio, o al examen en el estereomicroscopio, segin el caso.

— Los liquidos de digestion deberan observarse desde el momento en que estén dis-
puestos. En ningtin caso se podra postergar el examen para el dia siguiente. Si los
liquidos de digestion no se examinan en el plazo de 30 minutos siguiente a su
preparacion, se deberén clarificar de la siguiente manera: verter la muestra final,
de aproximadamente 40 ml, en una probeta graduada y dejar sedimentar durante
10 minutos. Después de dicho tiempo, quitar 30 ml del liquido sobrenadante con
el fin de obtener un volumen de 10 ml. Dicho volumen se llevara a 40 ml con
agua de grifo. Después de un nuevo periodo de reposo de 10 minutos, quitar, por
aspiracién, 30 ml del liquido sobrenadante para obtener un volumen de 10 ml que
se examinars en una placa de Petri, o en una cubeta para computo de larvas.
Lavar la probeta graduada con 10 ml de agua de grifo y agregar el liquido obte-
nido a la muestra en la placa de Petri, o en la cubeta para el computo de larvas,
para su examern.

Si ¢l examen revela que el sedimento no est claro, se deber verter la muestra en
una probeta graduada y con agua de grifo se debera llevar su volumen a 40 ml.
Luego, se aplicara el método arriba mencionado.

ii) Grupos de menos de 100 muestras

Eventualmente, se podran agregar 15 muestras, de 1 g cada una, a un grupo de 100
muestras y se podrin examinar al mismo tiempo que estas altimas, de acuerdo con el
método descrito en la letra c). Se deber4n examinar mis de 15 muestras en calidad de
grupo completo. En el caso de grupos que lleguen hasta las 50 muestras, los liquidos
de digestion se podran reducira 1 1.

2. En caso de resultado positivo o dudoso del examen de una muestra colectiva, se debera
tomar una muestra de 20 g de cada cerdo, de acuerdo con las indicaciones contempladas
en la anterior letra b). Las muestras de 20 g procedentes de 5 cerdos se deberan reunir y
examinar de acuerdo con el método arriba descrito. De esta forma se examinaran las
muestras de 20 grupos de 5 cerdos. Si se detectan las triquinas en un grupo de muestras
de 5 cerdos, se deberin tomar las muestras de 20 g de cada animal que pertenezca a
dicho grupo y se deberén examinar de acuerdo con el método arriba descritos.

B. El apartado 1 del Capitulo 1 del Anexo II se modificars de la siguiente manera:

1. La letra b) se sustituira por el siguiente texto:

«b) de un local de examen suficientemente equipado, cerrado con llave, ocultable, en el caso de
utilizacion de un triquinoscopios.

2. Se suprimir4 la letra f); las letras g), h), i), j), k), 1), m) y n) se transformaran, respectivamente, en ),
g), h), i), ), k), ) y m).
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3. La nueva letra g) se sustituird por el siguiente texto:

«g) de un aseo para la limpieza y desinfeccién del material de examen (po ejemplo, recipientes de
muestras, compresores, cuchillos y tijeras) provisto:
— de un revestimiento de suelo impermeable e inalterable, ficil de limpiar y desinfectar,
— de paredes lisas revocadas hasta una altura minima de 2 m, con un revestimiento o una

pintura lavable y clara.

Dicha disposicién no sera obligatoria en caso de aplicacion de los métodos contemplados en los
titulos II, III, IV, V, VI del Anexo I, siempre que los laboratorios dispongan de un gran sumi-
dero conectado con las canalizaciones».



