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DESCRIPCION
Nuevo procedimiento para aislar Trichinella u otros parasitos a partir de tejido organico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas o no
formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una disolucién de
digestion basica, que contiene proteasas activas en medio basico, siendo éstas preferiblemente una endopeptidasa,
en particular una serina endopeptidasa, y teniendo la disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.
Por lo demas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas o
no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una disolucién
de digestion basica, que contiene por ejemplo una serina endopeptidasa, como por ejemplo Alcalase®, que
comprende opcionalmente las etapas de (a) triturar mecanicamente la carne que va a examinarse; (b) macerar la
carne que va a examinarse mediante la adicion de una disolucion de digestién; (c) macerar con movimiento
simultaneo de la mezcla de base de digestién y/o tratamiento por ultrasonidos simultaneo; (d) inactivar la
maceracion; (e) filtrar el macerado; y (f) controlar, detectar, diagnosticar y/o tipificar una infestaciéon por parasitos.
Por lo demas se incluyen usos de enzimas de digestion activas en medio basico, por ejemplo de una serina
endopeptidasa en un procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas
esencialmente intactos en la carne. La presente invencion proporciona también serina endopeptidasas en el uso en
un procedimiento de diagndstico para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas
esencialmente intactos en la carne. Finalmente también se da a conocer un kit, que comprende las enzimas activas
en medio basico y/o una disolucién de digestion basica. También se describe el uso de las enzimas activas en medio
basico y/o de las disoluciones de digestion basicas en procedimientos de diagndstico de infecciones con parasitos
formadores de capsulas o no formadores de capsulas intactos.

Las triquinas (Trichinella) son un género de nematodos del filo Nematoda con un modo de vida parasitario. Los
mamiferos, aves, anfibios, reptiles, peces y seres humanos sirven como huésped intermedio y final. Los principales
transmisores a los seres humanos son los animales cuya carne esta infectada por triquinas o su carne cruda o
cocida insuficientemente, en particular de cerdos, caballos y animales de caza. Mediante coccién o mucho frio
pueden destruirse las triquinas.

Las triquinas estan extendidas por todo el mundo por varias especies. Hay ocho especies, siendo las mas
importantes que existen en Europa Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella pseudospiralis y Trichinella
nativa. Otras especies son Trichinella murrelli (que existen en particular en regiones neoarticas), Trichinella nelsoni
(que existe en particular en Etiopia), Trichinella papuae (que existe en particular en Papla Nueva Guinea) y
Trichinella zimbabwensis (que existe en particular en Zimbabue). Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella
murrelli, Trichinella nelsoni y Trichinella nativa tienen mamiferos como huésped. Trichinella pseudospiralis tiene
mamiferos y aves como huésped. Trichinella papuae y Trichinella zimbabwensis tienen mamiferos y reptiles como
huésped. El nematodo parasitario Trichinella spp. puede infectar muchas especies diferentes, entre ellas seres
humanos, cerdos, ratas, osos, caballos y aves. En los paises del oeste de Europa las triquinas aparecen
principalmente en el “ciclo selvatico”, en el que los zorros y roedores propagan los gusanos al ingerir animales
infectados. En zonas del norte también pueden servir como huésped intermedio osos, perros de trineo y focas. Un
“ciclo urbano” esta igualmente extendido; en éste los agentes patdgenos se propagan principalmente mediante ratas
y cerdos.

Las triquinelas adultas alcanzan una longitud de hasta 4 mm (hembras) o 1,5 mm (machos). Puede reconocerse
claramente el extremo posterior engrosado que alberga el intestino. Las larvas se enquistan en el tejido muscular y
forman en el mismo un “complejo nutritivo de células nodriza”, una capsula, que se abastece en abundancia con
vasos sanguineos y de este modo mantiene la larva con vida. Alcanza un tamafo de aproximadamente un milimetro
y es altamente infecciosa. Sin embargo, existen también variantes que no forman una capsula, tal como por ejemplo
Trichinella pseudospiralis.

Los quistes musculares ingeridos se disgregan en el intestino delgado y asi se liberan las larvas. Las larvas penetran
en el epitelio del intestino delgado y se desarrollan en el plazo de 30 horas dando un animal adulto; después tiene
lugar el apareamiento. En el intestino delgado, las hembras dan a luz de manera vivipara hasta 1500 larvas. Las
larvas penetran a continuacion a través del intestino delgado y alcanzan asi la linfa o el torrente sanguineo. Son
llevadas por el cuerpo y se asientan sobre todo en el tejido muscular estriado transversalmente con buen riego
sanguineo. Un tejido preferiblemente infestado es el diafragma, los musculos de la masticacion y la lengua. Alli
comienza la formacion del “complejo nutritivo de células nodriza”, que sigue siendo infeccioso mientras vive el
parasito. A partir del quinto mes se producen en el tejido humano una calcificacion, continuando siendo viables las
triqguinas musculares enquistadas presumiblemente todavia de 5 a 10 afios. Con un tiempo de incubacién de desde
8 hasta 15 dias se desarrollan a partir de las larvas que se encuentran en primer lugar en el intestino delgado
gusanos adultos. A este respecto, ademas de evoluciones de la enfermedad a menudo asintomaticas también
aparecen debilidad general, dolores de estdémago, nauseas, vomitos y diarrea; tras de 1 a 3 semanas entonces
fiebre, dolor muscular y edemas en la zona de los ojos. Estos sintomas duran en la mayoria de los casos hasta un
afio y desaparecen después sin consecuencias permanentes. Como complicacion puede infestarse el musculo
cardiaco, con lo que la infeccion por gusanos puede seguir una evolucion mortal. El cuadro clinico provocado por
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triquinas se denomina triquinosis. Las infecciones estan sujetas en la Unién Europea a obligacion de declaracion y
es obligatorio declararse en Alemana segun la Ley alemana de proteccion contra las infecciones.

La medida preventiva mas importante es el reconocimiento triquinoscopico prescrito por ley, que también se
denomina examen triquinoscépico. Por esto se entiende el examen microscopico de carne para determinar la
presencia de triquinas tras la matanza, pudiendo reconocerse de manera selectiva las capsulas de las larvas o las
larvas. A este respecto, para el consumo por parte de seres humanos, determinada carne de cerdos, équidos,
jabalies, osos, zorros, nutrias y tejones, asi como todos los demas animales que pueden ser portadores de triquinas,
esta sujeta a la obligacion de examen (animales de matanza con obligacion de examen).

Se diferencian esencialmente dos métodos para detectar Trichinella spp. en animales. El primer método se
denomina triquinoscopia o examen triquinoscopico. En este método de deteccion directo se comprime el tejido de las
muestras de triquinas, que se toma de los pilares principales del diafragma y de la musculatura de las patas
delanteras para el examen, en un denominado compresor (es decir compresor de vidrio compuesto por dos
plaquetas de vidrio) y a continuacién se examina microscopicamente. Este método es poco sensible y requiere
mucho trabajo. Ademas, con este método no pueden identificarse triquinas sin capsulas (no formadoras de
capsulas). El segundo método es un método de digestion artificial con asistencia mecanica. A este respecto, el tejido
muscular que rodea las larvas se digiere artificialmente por medio de imitacion de la digestion natural afiadiendo
pepsina en medio acido, para liberar a este respecto las larvas. A continuacion se examinan las larvas
microscopicamente. El reconocimiento triquinoscépico esta regulado por el “Reglamento (CE) n.° 2075/2005 de la
Comisioén de 5 de diciembre de 2005 por el que se establecen normas especificas para los controles oficiales de la
presencia de triquinas en la carne”. El procedimiento usado en el estado de la técnica, en el que se imita la digestion
natural afiadiendo enzima pepsina, una aspartato endopeptidasa, y se realiza la digestion en medio acido, usa la
forma de pepsina disponible comercialmente, que se obtiene del estdmago del cerdo.

Los procedimientos usados en el estado de la técnica estan regulados, tal como se menciond anteriormente, por el
“Reglamento (CE) n.° 2075/2005 de la Comision de 5 de diciembre de 2005 por el que se establecen normas
especificas para los controles oficiales de la presencia de triquinas en la carne”. El método de deteccién de
referencia es el procedimiento con utilizacion de un agitador magnético. Los procedimientos de deteccion
equivalentes al método de deteccion de referencia son: (A) método con asistencia mecanica (técnica de
sedimentacion); (B) método con asistencia mecanica (técnica de aislamiento sobre filtro “On-Filter-Isolation”); (C)
procedimiento de digestion automatico con el aparato tricomatico; asi como examen triquinoscépico (compresor). El
método de deteccion de referencia y los métodos de deteccion que son equivalentes a este método de deteccion de
referencia se describen en el “Reglamento (CE) n.° 2075/2005 de la Comision de 5 de diciembre de 2005 por el que
se establecen normas especificas para los controles oficiales de la presencia de triquinas en la carne”. Todos los
procedimientos de deteccion descritos en el estado de la técnica se realizan en una disolucion de digestion acida. En
el caso del examen triquinoscopico (compresor; “triquinoscopia”) se trata de un método puramente mecanico
(compresion entre dos plaquetas de vidrio).

Los métodos a base de ELISA mas nuevos son mas sensibles, pero por el momento no estan autorizados para
examenes de canales corporales individuales segun el “Reglamento (CE) n.° 2075/2005 de la Comision de 5 de
diciembre de 2005 por el que se establecen normas especificas para los controles oficiales de la presencia de
triquinas en la carne”. Ademas, en el método a base de ELISA se tarda mucho hasta que se dispone de los
resultados. Ademas, los procedimientos a base de ELISA requieren una conversion seroldgica del huésped, antes
de que pueda tener lugar una deteccion correspondiente. Sin embargo, esta conversion seroldgica lleva cierto
tiempo (por regla general de 18 dias a 5 semanas).

Para poder obtener una autorizacién para un examen rutinario, debe proporcionarse una capacidad de comparacion
y sensibilidad similares con los métodos de examen habituales de los procedimientos ya validados y autorizados.
Los nuevos métodos autorizados, manteniendo la equivalencia legal, deben representar una alternativa a los
métodos ya autorizados.

Segun disposiciones de la UE, se pretende que la triquinoscopia ya no esté autorizada como método de examen
convencional.

Se describe un procedimiento de digestion para la liberacion y determinacion de Trichinella en la carne, en el que la
carne se tritura en una mezcladora en el intervalo de acido a neutro (pH de 2,0 a 7,2) con adiciéon de pepsina o
bromelina, tripsina o papaina y la disoluciéon resultante se sedimenta para un analisis posterior. Se describe la
asistencia del procedimiento mediante la utilizacion de ultrasonidos, de un agitador magnético, mediante variacion
de la temperatura y con movimiento (véase el documento US 3 892 529 A).

Ademas van Knapen et al. (véase van Knapen, F.; Tijdschrift voor diergeneeskunde, 1987, 112: 1095-1100)
describen estudios comparativos para la deteccidén de sarcosporidiosis bovina. A este respecto, la carne que va a
examinarse se digiere artificialmente usando tripsina en el intervalo neutro. A continuaciéon se examina el sedimento
macroscopicamente para determinar una infecciéon con Sarcocystis spp.

El aislamiento de acidos nucleicos a partir de muestras bioldgicas, que contienen tejido intacto, se describe en el
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estado de la técnica, pudiendo estar contenidos en las muestras bioldégicas también microorganismos, bacterias y
virus (véase el documento US 2005/009 045 A1). A este respecto, las células se incuban con adiciéon de un
tensioactivo catidnico y una proteasa en un tampoén, que tiene preferiblemente un pH de desde 5,0 hasta 7,0, hasta
que se liberan los acidos nucleicos. A continuacién se aisla el acido nucleico liberado. Las proteasas descritas a este
respecto son subtilisinas, subtilasas y serina proteasas alcalinas.

Ademas, en el estado de la técnica se describe un reactivo de diagndstico que contiene bioparticulas y se usa para
la produccion de muestras para controles positivos para procedimientos de deteccion de acido nucleico (véase el
documento WO 2009/144 132 A1). El reactivo descrito puede contener enzimas tales como proteinasa K o
subtilisinas, aislandose a continuacién de la lisis de las bioparticulas, tales como virus, bacterias, protozoos u
hongos, los acidos nucleicos liberados.

El documento WO 02/33 129 A2 describe material de control positivo para la amplificacién de acidos nucleicos,
conteniendo el material de control positivo microorganismos en una muestra bioldgica. A este respecto se describe
en particular un procedimiento, en el que se producen microorganismos no patégenos, digiriendo o modificando las
proteinas de superficie de los microorganismos parcialmente con enzimas tales como papaina, quimotripsina,
tripsina o pepsina. El microorganismo, que se pasa a una forma no patégena, es un parasito intracelular.

Un procedimiento para la determinacion de bacterias en muestras tales como leche o carne homogeneizada con la
adicién de detergentes y enzimas proteoliticas tales como subtilisinas se describe en el documento US 5 798 221 A,
estando el material de partida del procedimiento en estado liquido. A este respecto se degradan y se lisan
completamente en particular células somaticas, eucariotas, y se disgregan las particulas proteicas y los restos
celulares de estas células somaticas, para poder detectar selectivamente las bacterias en la muestra.

Los métodos de examen usados actualmente para detectar Trichinella tienen una serie de desventajas. Todos los
procedimientos, que se basan en una digestion artificial en el intervalo acido, requieren relativamente mucho tiempo
y mucho trabajo. Especialmente los costes de materiales, que deben utilizarse para el examen, son verdaderamente
elevados. Esto es atribuible en particular al elevado precio de la enzima pepsina, que debe afadirse en grandes
cantidades a la digestion artificial mencionada anteriormente en el intervalo acido. Debido a la escasez a nivel
mundial de pepsina, los precios para esta enzima han aumentado mucho. No existe certeza de si la demanda de
pepsina podra cubrirse a largo plazo. Dificultades de abastecimiento podrian conducir a que el control de triquinas
prescrito por ley ya no pueda realizarse. Una desventaja adicional radica en que la pepsina se encuentra en primer
lugar en forma de polvo y de este modo el personal técnico, durante la realizacion de las pruebas habituales
descritas anteriormente, es decir durante la creacion del ensayo y durante la verdadera realizacién de los
procedimientos habituales descritos anteriormente, esta expuesto de manera permanente al efecto nocivo y toxico
de los polvos finos. Ademas, en caso de la digestion habitual en el intervalo acido, preferiblemente con pepsina,
existe la desventaja de que los parasitos que deben detectarse, es decir por ejemplo las triquinas, sobreviven y por
consiguiente pueden seguir siendo infecciosos. Esto implica un posible riesgo de infeccion, en particular para las
personas descritas anteriormente, que estan expuestas de manera permanente a estos parasitos infecciosos
durante la realizacion de los procedimientos de deteccion. En los procedimientos habituales se usa obligatoriamente
acido clorhidrico (HCI). El cloruro de hidrégeno es un gas incoloro, que tiene un olor penetrante, es corrosivo y téxico
en concentraciones altas. Durante la inspiracion pueden producirse irritaciones de las mucosas y de las vias
respiratorias, que pueden conducir a una bronquitis aguda o pulmonia. El acido clorhidrico es corrosivo y debe
evitarse imprescindiblemente el contacto con la piel. Por consiguiente, la exposicion permanente al HCI que debe
utilizarse obligatoriamente durante la realizacion de los ensayos descritos anteriormente representa un peligro
adicional.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar procedimientos alternativos y ventajosos y medios para aislar
Trichinella u otros parasitos de tejido organico, en particular formadores de capsulas.

El problema técnico se soluciona proporcionando un procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas
o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, comprendiendo este procedimiento la maceracién
de la carne en una disolucion de digestion basica, teniendo la disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3
y 10. La disolucion de digestion basica contiene igualmente una enzima de digestion activa en medio basico, tal
como una endopeptidasa, por ejemplo una serina endopeptidasa, tal como por ejemplo Alcalase®.
Sorprendentemente se mostré que en el intervalo basico una disolucion de digestion, que contiene una enzima de
digestion activa en medio basico de este tipo (preferiblemente Alcalase® (subtilisina Carlsberg)), puede, sin
desventajas reconocibles con respecto al procedimiento usado en el estado de la técnica, conseguir la maceracion
de la carne que va a examinarse, para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas en la
carne. La deteccién de triquinas en si de la presente invencion es sorprendentemente, tal como se ilustra entre otros
en los ejemplos siguientes, al menos equivalente al procedimiento descrito en el estado de la técnica. Esto es tanto
mas sorprendente, dado que en el estado de la técnica hasta el momento sélo se describen procedimientos, que
digieren carne en el intervalo acido mediante pepsina. A este respecto, se intenta imitar las operaciones en el
estdbmago, sabiéndose que las operaciones en el estdmago estan optimizadas de manera natural para la digestion,
entre otros, de alimentos con alto contenido en proteinas tal como la carne. A este respecto, en el estdmago se
mezcla en particular el quimo con el jugo gastrico, que estd compuesto esencialmente por la enzima proteolitica
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pepsina y acido clorhidrico. Mediante las células parietales del estémago se produce acido clorhidrico. Este ha
acidificado tras de media a una hora todo el contenido el estémago. El acido hace que la enzima amilasa sea
ineficaz, destruye los agentes patégenos que han entrado con el alimento y desnaturaliza las proteinas. Las células
principales secretan la enzima inactiva pepsindgeno, que se activa mediante el acido clorhidrico para dar pepsina.
La pepsina divide las proteinas en péptidos mas pequefios, que mas adelante se descomponen adicionalmente. La
pepsina también puede transformar el colageno, el componente principal del tejido conjuntivo. El valor de pH en el
estdmago se encuentra por el acido clorhidrico secretado a aproximadamente 0,8.

Tal como se ilustra en los ejemplos, se muestra sorprendentemente que es posible la deteccion de parasitos
formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne mediante la maceracién de
la carne con una enzima de digestion activa en medio basico (en este caso una serina endopeptidasa) en una
disolucién de digestion basica. A diferencia del estado de la técnica hasta la fecha, se muestra por tanto
sorprendentemente que en el intervalo basico una serina endopeptidasa, preferiblemente Alcalase® (subtilisina
Carlsberg), puede, sin desventajas reconocibles con respecto al procedimiento usado en el estado de la técnica,
conseguir la maceracion de la carne que va a examinarse, para detectar parasitos formadores de capsulas o no
formadores de capsulas (intactos) en la carne. Una ventaja adicional es que las enzimas usadas, en particular la
serina endopeptidasa, preferiblemente Alcalase®, tienen mejor precio que las enzimas descritas en el estado de la
técnica, tal como por ejemplo pepsina.

La solucién del problema técnico mediante los procedimientos y los usos dados a conocer en el presente documento
es también sorprendente en este sentido, dado que el documento US 5 798 221 A ensefia que mediante el uso de
subtilisinas (enzimas, que son activas en el intervalo basico) pueden degradarse y lisarse completamente células
somaticas, eucariotas, y disgregarse las particulas proteicas y los restos celulares de estas células somaticas. A
este respecto, las bacterias permanecen selectivamente intactas en la muestra, que asi pueden detectarse.
Basandose en esta ensefianza, el experto hubiera esperado que también los parasitos que deben detectarse (que
estan compuestos por células somaticas, eucariotas) se degradaran y lisaran completamente en el intervalo basico
con adicion de subtilisina.

La solucién del problema técnico mediante las formas de realizacion de esta invencién presenta una serie de
ventajas con respecto al procedimiento descrito en el estado de la técnica. Asi puede prescindirse del HCI usado en
el estado de la técnica, dado que el procedimiento segun la invencion se realiza en el intervalo basico. Esto tiene la
ventaja de que pueden evitarse la exposicion permanente al HCI utilizado en el estado de la técnica y con ello
posibles peligros para el personal técnico durante la realizacion de las pruebas habituales descritas anteriormente,
es decir durante la creacion del ensayo y durante la verdadera realizacion de los procedimientos habituales descritos
anteriormente y los dafios toxicos y permanentes asociados a los mismos. Igualmente se evita también de manera
permanente el efecto nocivo y toxico de los polvos finos de pepsina durante la preparacion del ensayo y la
realizacion del ensayo (pepsina se encuentra en primer lugar en forma de polvo), dado que la subtilisina, a diferencia
de la pepsina, se encuentra en forma liquida.

La solucion del problema técnico mediante las formas de realizacién de esta invencion presenta ademas la ventaja
con respecto al procedimiento descrito en el estado de la técnica, que los parasitos que deben detectarse, es decir
por ejemplo las triquinas, no sobreviven y por consiguiente ya no son infecciosos. Por consiguiente se evita un
posible riesgo de infeccion.

Una ventaja adicional del procedimiento segun la invencion con respecto al procedimiento descrito en el estado de la
técnica es que, tal como se ilustra en los ejemplos, la digestion con Alcalase® tiene lugar de manera
significativamente mas rapida que una digestion con pepsina.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar parasitos formadores de
capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una
disolucion de digestion basica, que contiene por ejemplo una serina endopeptidasa, teniendo la disolucion de
digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

El término “esencialmente intactos”, tal como se usa en el presente documento, se refiere preferiblemente a los
parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas que deben detectarse en el procedimiento. Estos
estan “esencialmente intactos”, cuando la morfologia de los parasitos que deben detectarse puede verse o
reconocerse macroscopicamente. A este respecto, los parasitos pueden estar completamente intactos. Sin embargo,
el término no se refiere sélo a parasitos completamente intactos, sino que comprende también fragmentos de los
parasitos, preferiblemente de las triquinas y/o trozos de las capsulas. A este respecto se incluyen en particular
fragmentos, que el experto puede reconocer como trozos o fragmentos de los parasitos que deben detectarse. En
una forma de realizacion especial, el término “esencialmente intactos” delimita cuando puede verse o reconocerse
entre aproximadamente el 5% y el 100% de la morfologia de todo el organismo de los parasitos que deben
detectarse macroscopicamente. En una forma de realizaciéon adicional, puede verse o reconocerse el 50%, 60%,
65% 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97,5%, 98% o0 99% de la morfologia de todo el organismo de los parasitos que
deben detectarse macroscopicamente.

El término “disolucion de digestion”, tal como se usa en el presente documento, resulta conocido en general para el
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experto y comprende una mezcla homogénea, que esta compuesta por al menos dos sustancias quimicas y tal
como se usa en el presente documento y se describe en lo sucesivo, sirve para digerir la carne, para detectar
parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos. Una disolucién esta
compuesta por una o varias sustancias disueltas (solutos) y un disolvente, que por regla general es liquido. Una
“disolucion de digestion basica” resulta conocida en general para el experto y comprende por consiguiente una
disolucién acuosa, que puede formar iones hidroxido (OH"). En una forma de realizacién preferida, esta disolucién de
digestion basica comprende una o varias enzimas utilizadas, seleccionandose el intervalo de pH de tal manera que
se encuentra en el 6ptimo de pH de las enzimas utilizadas en cada caso.

El experto conoce en general que el pH es una medida de la reaccién acida o alcalina de una disolucién acuosa. El
valor de pH es un niumero adimensional, que caracteriza el pH. El valor de pH se define como el logaritmo de base
diez negativo de la actividad de los iones hidrogeno. Apoyandose en la constante de disociacion del agua, kpis = €
(H") - ¢ (OH") = 10™ moles?/litro?, los intervalos de valores para agua pura y disoluciones acuosas diluidas a 22°C se
dividen en: pH < 7 corresponde a una disolucion con accion acida; pH = 7 corresponde a agua absolutamente pura o
a una disoluciéon neutra; pH > 7 corresponde a una disolucion alcalina (accion basica). En la mayoria de las
disoluciones acuosas los valores de pH se encuentran entre 0 (muy acido) y 14 (muy alcalino).

El experto conoce y esta familiarizado con un gran nimero de métodos para determinar el valor de pH de una
disolucion con diferentes métodos, por ejemplo procedimientos electrénicos, por medio de potenciometria o por
medio de colorantes indicadores, tales como por ejemplo tornasol, fenolftaleina, naranja de metilo o azul de
bromotimol. El experto sabe de y conoce procedimientos adicionales para la determinacion del valor de pH.

Segun la invencion, la “disolucién de digestion basica” comprende una disolucién de digestion, en la que la enzima
(de digestion) utilizada es activa y despliega su actividad enzimatica en el intervalo basico. Es decir, que segun la
enzima utilizada, se selecciona un intervalo de pH basico, en el que se encuentra el 6ptimo de pH de la enzima
utilizada en cada caso. A este respecto, el experto conoce en general que el valor de pH tiene una influencia
decisiva sobre la cinética de la enzima y por consiguiente sobre la evolucion temporal de las reacciones enzimaticas.
En este sentido, una magnitud vital es la velocidad de reaccion. Es una medida de la variacion de la concentracion
de sustrato en el tiempo, es decir de la cantidad de sustancia de sustrato, que se hace reaccionar en un determinado
volumen de reaccion por unidad de tiempo (unidad: mol/(I's)). Ademas de las condiciones de reaccion tales como
temperatura y concentracion de sal de la disolucién, concentraciones de la enzima y de los sustratos y presencia de
efectores (activadores o inhibidores), la velocidad de reaccion depende en particular del valor de pH de la disolucion.
Tal como se mencioné anteriormente, la actividad enzimatica esta relacionada con la velocidad de reaccién. Indica
cuanta enzima activa se encuentra en una preparacion enzimatica. Las unidades de la actividad enzimatica son Unit
(U) y Katal (kat), definiéndose 1 U como aquella cantidad de enzima, que en las condiciones indicadas hace
reaccionar un micromol de sustrato por minuto: 1 U = 1 umol/min. Variaciones en el valor de pH de la disolucion
tienen a menudo efectos drasticos sobre la actividad enzimatica, dado que el valor de pH puede influir en la carga de
aminoacidos individuales importantes para la catalisis en la enzima. Mas alla del éptimo de pH, se reduce la
actividad enzimatica y en algun momento se detiene. Algo similar es aplicable a la concentracion de sal o la fuerza
iénica en el entorno.

A este respecto, el término “carne” comprende por ejemplo carne tras la matanza de animales de matanza, pero
también carne de animales para taxidermia, o también muestras de carne para el diagndstico in vitro de infecciones
con parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas intactos. Tal como se usa en el presente
documento, el término “carne” se refiere en particular a carne de animales de matanza con obligacién de examen,
conociendo el experto en general el término “animales de matanza con obligacién de examen”. Sin embargo, en el
sentido mas amplio, la carne que va a examinarse también puede proceder de mamiferos, peces, reptiles, aves o
anfibios. Por consiguiente, la carne que va a examinarse puede proceder por ejemplo de cerdos, corzos, ganado
vacuno, ciervos, gamuzas, alces, jabalies, équidos, osos, zorros, nutrias, perros mapache (Nyctereutes
procyonoides), avestruces, cocodrilos, caballos asi como reses de matanza o animales de matanza, animales
domésticos y animales salvajes tales como caza de pelo, caza de pluma, caza de concha, jabalies, caza mayor,
caza menor, corzos, caza de animales carnivoros, caza de animales grandes, caza de animales pequefios o también
tejones. Ademas, la carne que va a examinarse también puede comprender de acuerdo con la presente invencion la
carne de peces. Por ejemplo, se conoce que los arenques también pueden estar infestados con parasitos. Sin
embargo, la carne de peces que va a examinarse puede proceder no sélo de arenques, sino de todos los peces que
resulten conocidos para el experto. Sin embargo, la carne también puede proceder de todos los demas animales que
pueden estar infectados con parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas. Preferiblemente, la
carne también puede proceder por tanto de otros animales, que sean portadores de parasitos del filo Nematoda
(nematodos), en particular portadores de triquinas, tales como Trichinella, o que estén infectados con éstos.
Ademas, la carne que va a examinarse también puede comprender de acuerdo con la presente invencioén la carne,
que se obtenga mediante la caza de animales de caza. “Animales de caza” de acuerdo con la presente invencion
comprende la totalidad de las especies de animales que pueden cazarse que existen en la tierra. En particular, el
término “carne” comprende carne de poblaciones de animales que son adecuados para el consumo por seres
humanos. La carne que va a examinarse procede preferiblemente de animales ya muertos, en particular
sacrificados. Sin embargo, en el presente documento también se incluye el uso de una enzima de digestion activa en
medio basico, una serina endopeptidasa, o una enzima del grupo de enzimas de las subtilisinas, tales como
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Alcalase® (subtilisina Carlsberg) o Alcalase 2,5L® para su uso en un procedimiento de diagndstico para la deteccion
de una infeccién con parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas en el sentido de la presente
invencion. En este caso, la carne también puede proceder de animales aun vivos. La carne puede ser tanto carne de
musculo como carne de otros tejidos. Por consiguiente, la carne puede proceder de otro tejido, no puramente
muscular, tal como por ejemplo diafragma o lengua.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas o no
formadores de capsulas intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una disoluciéon de digestion
basica, que contiene una enzima de digestion activa en medio basico, tal como una serina endopeptidasa, como por
ejemplo Alcalase®. Este procedimiento puede comprender las siguientes etapas: (a) triturar mecanicamente la carne
que va a examinarse; (b) macerar la carne que va a examinarse mediante la adicién de una disolucion de digestion;
(c) macerar con movimiento simultdneo de la mezcla de base de digestidon y/o tratamiento por ultrasonidos
simultaneo; (d) inactivar la maceracion; (e) filtrar el macerado; y (f) controlar, detectar, diagnosticar y/o tipificar una
infestacién por parasitos.

Segun la invencion la trituracion mecanica de la carne también puede tener lugar en presencia de la disolucion de
digestion descrita en el presente documento (y/o de la enzima de digestion activa en el intervalo basico).

El término “maceracion”, tal como se describe en el presente documento, delimita el procedimiento para disgregar
tejido organico. El término delimita en el sentido clasico en primer lugar no una operacion quimica, sino una
puramente fisica, dado que en si no se produce ninguna reacciéon quimica. “Maceracion” se refiere en el sentido
clasico a un procedimiento fisico, en el que un cuerpo u objeto se expone durante algun tiempo a la accién de un
liquido tal como por ejemplo agua, aceite o alcohol, que sirven como disolvente para determinadas sustancias
contenidas de este objeto, el producto se denomina macerado. A este respecto, el objeto o cuerpo no se disgrega
como tal, sino que sélo determinados componentes del mismo pasan al liquido, que sirve como disolvente.
Preferiblemente, el cuerpo u objeto debe entenderse como la carne descrita anteriormente. Sin embargo, el término
“maceracion”, tal como se describe y se usa en este caso en la presente invencién, comprende no sdlo la operacion
puramente fisica, sino que describe mas bien una operacion (bio)quimica en desarrollo, en la que la carne, tal como
en la reaccion de digestion descrita a continuacion, se disgrega y/o al menos se digiere superficialmente o empieza
a digerirse y a este respecto libera preferiblemente los parasitos dado el caso presentes, tal como por ejemplo
triquinas. En el contexto de la presente invencion esta trituracion fisica de la carne, la maceracion, tiene lugar por
tanto en la disolucion de digestion basica descrita en el presente documento usando una enzima de digestion activa
en medio basico, tal como una serina endopeptidasa, por ejemplo subtilisina/Alcalase®.

La maceraciéon en el sentido de esta invencién también puede preceder a una etapa puramente mecanica de
trituracion de carne o trozos de carne.

Tal como se ilustra en los ejemplos, la presente invencion proporciona un procedimiento para detectar parasitos
formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar
la carne con una disolucion de digestion basica, teniendo la disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y
10, conteniendo la disolucién de digestion una enzima de digestion activa en medio basico, en particular una serina
endopeptidasa, pudiendo comprender este procedimiento las siguientes etapas: (a) triturar mecanicamente la carne
que va a examinarse; (b) macerar la carne que va a examinarse mediante la adicion de la disolucién de digestion
basica; (c) inactivar la maceraciéon con digestion; (d) filtrar el macerado; y (e) controlar, detectar, diagnosticar y o
tipificar una infestacion por parasitos, siendo la razén de carne/disolucion de digestion basica preferiblemente de
1:10. En una forma de realizacién adicional, la razén puede diferir de esto y ascender por ejemplo a 1:5 6 1:20.

En el procedimiento segun la invencion se usa preferiblemente una serina endopeptidasa, perteneciendo la enzima
al grupo de enzimas de las subtilisinas.

Tal como se describié anteriormente, los procedimientos segun la invencion se basan en el uso de disoluciones de
digestion basicas, que comprenden enzimas de digestion activas en medio basico, tales como serina
endopeptidasas. Estas enzimas también pueden ser las enzimas usadas en los ejemplos del grupo de enzimas de
las subtilisinas. Sin embargo, el experto conoce enzimas de digestion activas en medio alcalino/basico adicionales
tales como proteasas alcalinas, tratandose en una forma de realizacién en el caso de estas proteasas alcalinas de
aminopeptidasas alcalinas (EC 3.4.11), cisteina peptidasas alcalinas (EC 3.4.22) o metalopeptidasas alcalinas (EC
3.4.24). También éstas pueden utilizarse segun la invencion, refiriéndose los ejemplos proporcionados a las serina
proteasas utilizadas preferiblemente. Sin embargo, la invencion comprende también el uso de disoluciones de
digestion basicas en el procesamiento de carne, en las que se utilizan varias, es decir al menos 2 enzimas de
digestion, que son activas en medio basico.

En el caso de las enzimas de digestion activas en medio basico, que van a usarse segun la invencion, pueden
usarse enzimas, tales como subtilisinas, que se producen de manera recombinante o no recombinante.

Las enzimas que van a utilizarse segun la invenciéon pueden ser subtilisinas. La subtilisina puede seleccionarse en
particular de Alcalase® (subtilisina Carlsberg) y Alcalase 2,5L.®. Puede adquirirse Alcalase® por ejemplo de la
empresa Novozymes A/S, 2880 Bagsvaerd, Dinamarca con el nombre de producto “Alcalase ® 2,5 L DX
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(temperatura 40-50; pH 7,0-9,5)".

Las enzimas de digestion basicas que van a aprovecharse en los procedimientos, usos y kits proporcionados en el
presente documento pueden utilizarse ventajosamente en una concentracion de desde 5 hasta 80 g por litro de bafio
de maceracion, por ejemplo 5,0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 u 80 g por litro. Alcalase®
(subtilisina Carlsberg) se utiliz en particular en los ejemplos adjuntos en una concentracion de desde 20 hasta 40 g
por litro de bafio de maceracion, es decir por ejemplo 20, 25, 30, 35 o 40 g por litro. El experto puede deducir sin
problemas concentraciones Utiles de las enzimas de digestion basicas que van a aprovecharse en los
procedimientos, usos y kits proporcionados y determinarlas en ensayos de rutina.

Segun la invencién se usa una disolucion de digestion basica con un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

El valor de pH de la disolucion de digestion es preferiblemente mayor que pH 7,5, 7,8, 8,0 u 8,5. Tal como se
muestra en los ejemplos, la disolucién de digestion puede tener un pH de entre pH 7,3 y 9, por ejemplo pH 8,0 o pH
8,5. Otros valores de pH de la disolucién de digestion son por ejemplo 7,5, 7,8, 8,0, 8,5, 9,0 0 9,5. En una forma de
realizacion preferida adicional, segun la enzima utilizada, se selecciona un intervalo de pH basico, en el que se
encuentra el 6ptimo de pH de la enzima activa en medio basico utilizada en cada caso.

En una forma de realizaciéon adicional, el procedimiento descrito anteriormente comprende una disolucién de
digestion, conteniendo la disolucion de digestion sales, tal como por ejemplo cloruro de sodio (NaCl).

En particular, la disolucion de digestion utilizada en el procedimiento segin la invencion puede contener
opcionalmente componentes adicionales, pudiendo ser éstos emulsionantes de grasa, tensioactivos y/u otros
adyuvantes. En una forma de realizacion adicional, la disolucién de digestion puede contener colorantes o agentes
de coloracion, con los que puede darse color a los parasitos que deben detectarse. Los parasitos a los que se ha
dado color de esta manera pueden facilitar la deteccidon optica/visual de los parasitos en las muestras y/o la
tipificacion de los parasitos. En una forma de realizacion, los emulsionantes de grasa también comprenden
detergentes. Algunos deterg@entes usados con frecuencia son Triton X-100®, Triton-X-1 14®, NP-40®; CHAPS, Tween-
20®, Tween-40", Tween-80", octilglucdsido, octiltioglucdsido, Brij-35, Brij-58, SDS y similares, no siendo esta lista
exhaustiva. Se diferencia generalmente entre detergentes idnicos y no idnicos, mencionandose a continuacion soélo
ejemplos individuales de las respectivas clases:
detergentes idnicos:
detergentes anionicos (a base de sulfato, sulfonato o carboxilato)
perfluorooctanoato (PFOA o PFO)
perfluorooctanosulfonato (PFOS)
dodecilsulfato de sodio (SDS), laurilsulfato de amonio y otras sales de alquilsulfato
lauret-sulfato de sodio, también conocido como lauriletersulfato de sodio (SLES)
alquilbencenosulfonato
jabones o sales de acidos grasos
detergentes catidnicos (a base de cationes amonio cuaternario)

bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) también conocido como bromuro de hexadeciltrimetilamonio y
otras sales de alquiltrimetilamonio

cloruro de cetilpiridinio (CPC)
amina de sebo polietoxilada (POEA)
cloruro de benzalconio (BAC)
cloruro de benzetonio (BZT)
detergentes zwitteridnicos (anféteros)
CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato)
dodecilbetaina
cocamidopropilbetaina

cocoanfoalicinato
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detergentes no idnicos:
alquil-poli(dxido de etileno)

polisorbatos: a base de polioxietilenglicol, incluyendo la serie Tween (por ejemplo Tween 20, Tween
80), la serie Brij, la serie de detergentes Triton, por ejemplo Triton (por ejemplo Triton X-100)

alquilfenol-poli(6xido de etileno)

copolimeros de poli(6xido de etileno) y poli(6xido de propileno) (conocidos comercialmente con los nombres
poloxameros o poloxaminas)

alquil-poliglucésidos, incluyendo:
octilglucésido
decilmaltésido
alcoholes grasos:
alcohol cetilico
alcohol oleilico
cocamida MEA, cocamida DEA
oxido de dodecildimetilamina

El experto conoce ademas también emulsionantes/emulsionantes de grasa y detergentes adicionales. Un detergente
es una sustancia organica soluble en agua, que reduce la tensidon superficial del agua y se une a la grasa. Se
entiende por esto tensioactivos tanto que se producen de manera natural como producidos sintéticamente
(emulsionantes y agentes humectantes). Por tanto, el término “detergente” designa una sustancia o una preparacion,
que contiene jabones y/u otros tensioactivos y esta destinada para procesos de lavado y de limpieza. Los
detergentes pueden tener diferentes formas (liquido, polvo, pasta, barrita, placa, unidades conformadas, figuras,
etc.) y formar parte de la disolucion de digestion segun la invencién. Sin embargo, estos
emulsionantes/emulsionantes de grasa/detergentes también pueden afadirse tras la digestion al medio basico. Por
consiguiente al emulsionante/emulsionante de grasa/detergente se le puede afiadir tanto antes, durante como
después de la digestion una enzima activa en medio basico y usarse segun la invencion.

En una forma de realizacién segun la invencion, la disolucion de digestion basica comprende un emulsionante de
grasa, siendo el emulsionante/emulsionante de grasa preferiblemente Supralan UF®. Los detergentes,
emulsionantes/emulsionantes de grasa etc. pueden utilizarse en las concentraciones habituales. Por ejemplo, puede
utilizarse Supralan UF® en una concentracion de desde aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 30 g, desde
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 20 g, desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 15 g, o desde
aproximadamente 4 hasta aproximadamente 10 g por litro de bafio de maceracion, por ejemplo 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6,0,7,0,8,09, 1,0, 2, 3,4,25,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 25, 27 o 30 g por litro.
Supralan UF® se utilizé en particular en los ejemplos adjuntos en una concentracion de por ejemplo 8 g por litro de
bafio de maceracion. El experto puede deducir sin problemas concentraciones Utiles de las enzimas de digestion
basicas que van a aprovecharse en los procedimientos, usos y kits proporcionados y determinarlas mediante
ensayos de rutina, para impedir, por ejemplo, floculaciones tal como de grasa.

Tal como se describié anteriormente, los procedimientos segun la invencion se basan en la utilizacion de
disoluciones de digestion basicas, que, tal como se muestra en los ejemplos, contienen enzimas de digestion activas
en medio basico, tal como por ejemplo serina endopeptidasas. Estas disoluciones de digestion pueden contener
también en una forma de realizacion adicional un emulsionante/emulsionante de grasa. Por consiguiente, segun la
invencion pueden utilizarse disoluciones de digestion, para eventualmente impedir y/o reducir las floculaciones que
se producen durante el procedimiento realizado segun la invencion. Esto tiene la ventaja de que el procedimiento
segun la invencidn no se obstaculiza esencialmente, si llegasen a producirse estas precipitaciones. Por
consiguiente, la presente invencion comprende también con respecto a los ejemplos proporcionados en el presente
documento una disolucion de digestion basica tal como se describe en el presente documento, que puede contener
igualmente un emulsionante/emulsionante de grasa. Una disolucién de digestion de este tipo comprende ademas de
las enzimas de digestion activas en medio basico también emulsionantes/emulsionantes de grasa.

En otra forma de realizacion preferida, la disolucion de digestion basica descrita en el presente documento contiene
adyuvantes adicionales, pudiendo seleccionarse los adyuvantes del grupo que consiste en coenzimas, sustratos
enzimaticos, catalizadores, etc. Estas coenzimas, sustratos enzimaticos, catalizadores, etc. preferiblemente son
también activos en el intervalo basico.
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De acuerdo con lo anterior, la presente invencion comprende un procedimiento para detectar parasitos formadores
de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con
una disolucion de digestion basica, que contiene una serina endopeptidasa, pudiendo tener lugar la maceracion
también con tratamiento por ultrasonidos simultaneo, teniendo la disolucion de digestion un valor de pH de entre pH
7,3y 10.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion comprende un procedimiento para detectar parasitos formadores
de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con
una disolucién de digestion basica, teniendo la disolucion de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10, que
contiene por ejemplo una serina endopeptidasa, teniendo lugar la maceracion por ejemplo con movimiento
simultaneo y/o agitacién simultanea. En una forma de realizacion adicional, la maceracion tiene lugar con
movimiento simultaneo y/o agitacién simultanea con un agitador magnético.

En otra forma de realizacion, el procedimiento descrito en el presente documento comprende una maceraciéon de
carne/maceracion con digestion de carne en medio basico, realizandose este procedimiento preferiblemente a una
temperatura de entre 40 y 65°C. En una forma de realizacién adicional, la maceracion se realiza a una temperatura
de entre 55 y 65°C. En una forma de realizacion adicional, la maceracion se realiza a una temperatura de 55°C. La
invencion no se limita solo a los intervalos de temperatura mencionados. Segun la enzima utilizada también puede
seleccionarse un intervalo de temperatura, que corresponda al 6ptimo de temperatura de la enzima utilizada en cada
caso.

El procedimiento segun la invencién puede comprender también una etapa, en la que la maceracion descrita en el
presente documento se termina mediante filtracion de la disolucion de reaccion y/o mediante enfriamiento de la
disolucién de reaccién. Esta terminacion de la reaccion, tal como se describe en el presente documento, debe
entenderse como inactivacion de la reaccion.

En una forma de realizacion, la maceracion (con digestion) se termina mediante filtracion, pudiendo adaptarse en la
filtracion del macerado el tamafio de malla de los filiros usados al tamafio de los organismos que deben detectarse.
En una forma de realizacion adicional, la filtracion para terminar la reaccion puede tener lugar dado el caso
aplicando presion o vacio.

Tal como se ilustra en los ejemplos, puede realizarse una filtracién o filtracion forzada (filiracion de la disolucion,
dado el caso aplicando presion o vacio). A este respecto, una ventaja decisiva es una ganancia de tiempo con
respecto a un procedimiento sin filtracion. Durante la fase de sedimentacién puede observarse eventualmente una
sedimentacion hacia abajo y una flotacion hacia arriba de material. Ademas, el liquido de digestion puede precipitar
en forma de fléculos durante la sedimentacion. El precipitado puede flotar entonces hacia arriba e impedir asi una
sedimentacion completa de los parasitos que deben detectarse. Si esto tuviera lugar, entonces una filtracién forzada
tiene un efecto positivo adicional, que radica en que de este modo puede contrarrestarse este proceso de flotacion.
Por consiguiente tiene lugar una sedimentacion completa de los parasitos que deben detectarse.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion comprende un procedimiento para detectar parasitos formadores
de capsulas o no formadores de capsulas en la carne, que comprende macerar (con digestion) la carne con una
disolucién de digestion basica, teniendo la disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10, que
comprende una enzima (de digestion) activa en medio basico, tal como una serina endopeptidasa, teniendo lugar el
control posterior, la deteccion posterior, el diagndstico posterior y/o la tipificacion posterior de una infestacion por
parasitos visualmente. Sin embargo, la deteccion de los parasitos dado el caso presentes puede tener lugar también
mediante un control posterior, una deteccion posterior, un diagndstico posterior y/o una tipificacion posterior de las
proteinas o moléculas de acido nucleico parasitarias correspondientes. El término “a continuaciéon”, tal como se usa
en el presente documento, se refiere a que el procedimiento segun la invencion comprende en primer lugar la
deteccion y/o el aislamiento de parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente
intactos en la carne. Son soélo estos “parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente
intactos” los que, preferiblemente, se examinan/determinan a continuacion con procedimientos de biologia molecular
o bioquimicos tal como se describe en el presente documento.

En una forma de realizacion, la deteccion de las moléculas de acido nucleico puede tener lugar a través de una
reaccion PCR. A este respecto debe destacarse especialmente, que las moléculas de acido nucleico en la medida
de lo posible no deben degradarse o deben degradarse lo menos posible y permanecer lo mas intactas posible
durante la maceracion descrita anteriormente. En una forma de realizacion, la deteccion de las moléculas de acido
nucleico se basa en la deteccion de secuencias especificas correspondientes, que pueden detectar
inequivocamente estos parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas. El experto puede deducir
secuencias adecuadas para la deteccidon especifica de secuencia a partir de bancos de datos conocidos. En una
forma de realizacion adicional, la deteccion, el diagnéstico y/o la tipificacion de una infestacion por parasitos se
basaran en métodos a base de suero o procedimientos seroldgicos. Estos procedimientos seroldgicos/inmunoldgicos
para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas se basan, en una forma de realizacion,
en la deteccion de antigenos correspondientes de estos parasitos formadores de capsulas o no formadores de
capsulas. En caso de usar anticuerpos, se forma un inmunocomplejo, que puede detectarse mediante un
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procedimiento conocido por el experto. En una forma de realizacién adicional pueden usarse procedimientos
serolégicos/inmunolégicos adicionales, por ejemplo procedimientos de inmunotransferencia, ELISA, RIA, SPR
(resonancia de plasmon superficial) o pruebas de aglutinacion, citdndose en este caso soélo algunos ejemplos.

Tal como se describié anteriormente, en una forma de realizacion especial, la deteccién de las moléculas de acido
nucleico puede tener lugar a través de una reaccion PCR. A este respecto, la amplificacion de acidos nucleicos tiene
lugar mediante una reaccion PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) conocida por el experto, descrita a
continuacioén. Otros procedimientos de amplificacion son, por ejemplo, reaccion en cadena de la ligasa (LCR), LCR
con relleno de huecos (Gap-LCR), amplificacion a base de secuencia de acido nucleico (NASBA) y amplificacion
mediada por transcripcion (TMA), Estos procedimientos se conocen ampliamente en el estado de la técnica.

La técnica de la PCR se incluye, por ejemplo, en PCR Technology, Principles and Applications for DNA
Amplification, Erlich, Ed. (1992); PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, Innis ef al., Ed. (1990); R. K
Saiki et al., Science 230: 1 350 (1985) y el documento US 4.683.202, cuya divulgacion se incorpora en su totalidad
en el presente documento. La PCR en tiempo real se describe, por ejemplo, en los documentos EP-A-O 51 2 34, EP-
A-O 640 828, EP-A-O 51 9 338 (F. Hoffmann-La Roche AG). Se ofrecen para ello sistemas comerciales, por ejemplo
TagMan® (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg Township, Nueva Jersey).

El experto conoce procedimientos convencionales habituales para detectar acidos nucleicos o puede deducir estos
procedimientos de manuales convencionales (por ejemplo Sambrook, ef al., 2001, citado anteriormente).

Tal como se describié anteriormente, en una forma de realizacion adicional, la deteccion, el diagnéstico y/o la
tipificacion de los parasitos se basara en métodos a base de suero o procedimientos seroldgicos. Estos
procedimientos seroldgicos/inmunolégicos para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de
capsulas, en una forma de realizacion preferida, se basan en la deteccion de antigenos correspondientes de estos
parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas. En caso de usar anticuerpos, se forma un
inmunocomplejo, que puede detectarse mediante un procedimiento conocido por el experto. A este respecto, se
emplean, entre otros, inmunoaglutinaciéon, inmunoprecipitacion (inmunodifusion, inmunoelectroforesis o
inmunofijacion), técnicas de inmunotransferencia de tipo Western (por ejemplo in situ), inmunohistoquimica,
inmunocitoquimica (in situ), cromatografia de afinidad, inmunoanalisis enzimaticos. También pueden determinarse
polipéptidos, por ejemplo, en disolucion mediante procedimientos fisicos, tales como por ejemplo fotometria. Son
posibles procedimientos para la cuantificacion de un determinado polipéptido en una mezcla debido a la unién
especifica, por ejemplo de anticuerpos. Los procedimientos de cuantificacion y métodos de deteccidon especificos
aprovechan la especificidad de los anticuerpos, por ejemplo en procedimientos inmunohistoquimicos. Asi puede
determinarse, por ejemplo, la concentracion, la cantidad o la presencia o la ausencia de antigenos especificos
correspondientes de los parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas mediante un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Alternativamente, también pueden realizarse procedimientos de
inmunotransferencia de tipo Western y/o procedimientos colorimétricos inmunohistoquimicos. La
inmunotransferencia de tipo Western combina, por ejemplo, la separacién de una mezcla de proteinas mediante
electroforesis y la deteccion especifica posterior con anticuerpos. La electroforesis también puede ser
multidimensional, tal como electroforesis 2D. A este respecto, los polipéptidos se separan habitualmente en la
electroforesis 2D en una dimensiéon segun su peso molecular y en la otra direccidon segun su punto isoeléctrico. En
una forma de realizacion adicional, pueden usarse procedimientos serolégicos/inmunolégicos adicionales, por
ejemplo procedimientos de inmunotransferencia, ELISA, RIA, SPR (resonancia de plasmon superficial) o pruebas de
aglutinacion, citandose en este caso solo algunos ejemplos que resultan conocidos para el experto. El experto
conoce estos y otros procedimientos adecuados para detectar y/o determinar la cantidad/concentracion de una
proteina/polipéptido especifico y se describen, por ejemplo, en Sambrook, et al., 2001, citado anteriormente.

La deteccion, el diagnostico y/o la tipificacion de una infestacion por parasitos pueden basarse en métodos a base
de suero o procedimientos seroldgicos tal como el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). El
término “ELISA” designa un procedimiento (ensayo) de deteccion inmunoldogico, que a diferencia del
radioinmunoanalisis (RIA) no se basa en una mediciéon de la radiactividad, sino en una reaccion colorimétrica
enzimatica. Como el radioinmunoanalisis, el ELISA pertenece también al grupo de los procedimientos de
inmunoanalisis. Ambos procedimientos resultan conocidos para el experto y se describen en el estado de la técnica.

El procedimiento segun la invencion puede utilizarse en particular para detectar parasitos del filo Nematoda
(nematodos). En una forma de realizacion de la presente invencion, en el caso de los parasitos formadores de
capsulas se trata de organismos, que pertenecen al género Trichinella (triquinas). En otra forma de realizacion
preferida, la especie de Trichinella se selecciona del grupo que consiste en: Trichinella britovi, Trichinella murrelli,
Trichinella nativa, Trichinella nelsoni'y Trichinella spiralis. En otra forma de realizacion, los parasitos no formadores
de capsulas son Trichinella pseudospiralis. En una forma de realizacion adicional del procedimiento segun la
invencion se detectan Sarcocystis spp. esencialmente intactas. En el caso de los organismos que deben detectarse
puede tratarse de triquinas, tal como por ejemplo las especies Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella
pseudospiralis, Trichinella nativa, Trichinella murrelli, Trichinella nelsoni, Trichinella papuae 'y Trichinella
Zimbabwensis.
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Tal como se ilustra en los ejemplos, la presente invencidon proporciona un procedimiento para detectar parasitos
formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar
la carne con una disoluciéon de digestion basica en presencia de una proteasa activa en medio basico, teniendo la
disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10, siendo la carne que va a examinarse preferiblemente
carne de animales de matanza o carne de animales para taxidermia. Tal como se usa en el presente documento, el
término “carne” se refiere en particular a carne de animales de matanza con obligacién de examen, resultando el
término “animales de matanza con obligacion de examen” conocido en general para el experto. Sin embargo, en un
sentido mas amplio, la carne que va a examinarse también puede proceder preferiblemente de mamiferos, peces,
reptiles, aves o anfibios. Por consiguiente, la carne que va a examinarse puede proceder, por ejemplo, de cerdos,
corzos, ganado vacuno, ciervos, gamuzas, alces, jabalies, équidos, osos, zorros, nutrias, perros mapache
(Nyctereutes procyonoides), avestruces, cocodrilos, caballos asi como reses de matanza o animales de matanza,
animales domésticos y animales salvajes tales como caza de pelo, caza de pluma, caza de concha, jabalies, caza
mayor, caza menor, corzos, caza de animales carnivoros, caza de animales grandes, caza de animales pequefios o
también tejones. Sin embargo, la carne también puede proceder de todos los demas animales, que pueden estar
infectados con parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas. La carne también puede proceder de
otros animales, que son portadores de parasitos del filo Nematoda (nematodos), en particular portadores de
triquinas, tales como Trichinella, o que estan infectados con los mismos.

La presente invencion comprende ademas el uso de una proteasa activa en medio basico tal como una
endopeptidasa, en particular una serina endopeptidasa, en uno de los procedimientos descritos anteriormente. Por
tanto, en particular, la presente invencién comprende un procedimiento para detectar parasitos formadores de
capsulas o no formadores de capsulas en la carne, que comprende macerar (con digestion) la carne con una
disolucién de digestion basica, que contiene una serina endopeptidasa.

Por consiguiente, la invencion se refiere también al uso de una proteasa activa en medio basico en un procedimiento
descrito en el presente documento. La enzima de digestion activa en medio basico puede ser una endopeptidasa,
preferiblemente una serina endopeptidasa. Esta serina endopeptidasa comprende igualmente enzimas del grupo de
enzimas de las subtilisinas. La subtilisina puede seleccionarse del grupo que consiste en: Alcalase® (subtilisina
Carlsberg) y Alcalase 2,5L®.

Tal como se describié anteriormente, el uso segun la invencidon se basa en disoluciones de digestion basicas, tal
como se muestra en los ejemplos, pudiendo contener esta disolucién proteasas activas en medio basico, tales como
serina endopeptidasas. Sin embargo, el experto conoce proteasas activas en medio alcalino/basico adicionales tales
como proteasas alcalinas, tratandose en una forma de realizacién preferida en el caso de estas proteasas alcalinas
de aminopeptidasas alcalinas (EC 3.4.11), cisteina peptidasas alcalinas (EC 3.4.22) o metalopeptidasas alcalinas
(EC 3.4.24). Estas también pueden utilizarse segun la invencién, haciendo referencia los ejemplos proporcionados a
las serina proteasas utilizadas preferiblemente.

La presente invencion comprende proteasas activas en medio alcalino/basico, tal como por ejemplo una serina
endopeptidasa, tal como subtilisina/Alcalase®, en el uso en uno de los procedimientos de diagnostico descritos en el
presente documento. Por tanto, la invencion se refiere igualmente a una enzima de digestion activa en medio basico,
una serina endopeptidasa, una enzima del grupo de enzimas de las subtilisinas, Alcalase® (subtilisina Carlsberg) o
Alcalase 2,5L® para su uso en un procedimiento de diagndstico para la deteccion de una infeccién con parasitos
formadores de capsulas o no formadores de capsulas.

La presente invencion se refiere ademas preferiblemente a una Alcalase® (subtilisina Carlsberg) o Alcalase 2,5L®
para su uso en un procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas
esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una disolucién de digestion basica.

Finalmente, la presente invencién se refiere al uso de un kit, que comprende una disolucién de digestion basica,
teniendo la disolucion de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10, y una proteasa activa en medio basico, en
particular una serina endopeptidasa descrita anteriormente, para detectar parasitos formadores de capsulas o no
formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una disolucion de
digestion basica, que contiene por ejemplo una serina endopeptidasa. En una forma de realizacion preferida, el kit
comprende una enzima del grupo de enzimas de las subtilisinas, en una forma de realizacion preferida adicional la
enzima Alcalase® (subtilisina Carlsberg) o Alcalase 2,5L®. En el presente documento se describen igualmente Kkits,
que comprenden una enzima de digestion activa en medio basico, una serina endopeptidasa, una enzima del grupo
de enzimas de las subtilisinas, Alcalase® (subtilisina Carlsberg) o Alcalase 2,5L®, utilizandose estos “kits” para
detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne.

Las formas de realizacién, que se dan a conocer en relacion con el procedimiento de la presente invencion, son
aplicables con las modificaciones necesarias también al kit de la presente invencion.

El kit de la presente invencion comprende ventajosamente ademas una disolucion de digestion, que contiene
opcionalmente (a) cloruro de sodio (NaCl), (b) emulsionantes de grasa, (c) tensioactivos y/o (d) adyuvantes. Los
emulsionantes de grasa comprenden también, tal como se describié anteriormente, detergentes y resultan conocidos
para el experto. Ventajosamente, el kit comprende ademas todavia tampones de reaccion, disoluciones de
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conservacion, disoluciones de lavado y/o otros reactivos o materiales adicionales, que sean necesarios para realizar
procedimientos, tal como se describe en el presente documento, para detectar parasitos formadores de capsulas o
no formadores de capsulas en la carne, que comprenden macerar la carne con una disolucion de digestion basica,
que contiene por ejemplo igualmente una serina endopeptidasa.

Ademas, el kit de la presente invencion en una forma de realizacién adicional puede comprender igualmente agentes
para detectar o para determinar el valor de pH basico. Tal como se describié anteriormente, el experto conoce y esta
familiarizado con un gran nimero de métodos, para determinar el valor de pH de una disolucion con diferentes
métodos. Por ello, el kit comprende también las formas de realizacién, que se dan a conocer en relacién con el
procedimiento de la presente invencién con las modificaciones necesarias.

En una forma de realizacién adicional, el kit puede comprender una disolucion de digestion que sea basica, teniendo
el valor de pH de esta disolucién de digestion un valor entre pH 7,3 y 10. En una forma de realizacion, la disolucion
de digestion tiene un valor de pH de entre pH 7,3 y 9. Tal como se describié anteriormente, segun la invencion se
usa una disolucién de digestion con un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

El valor de pH de la disolucion de digestion es preferiblemente mayor que pH 7,5, 7,8, 8,0 u 8,5. Tal como se
muestra en los ejemplos, la disolucién de digestion puede tener un pH de entre pH 7,3 y 9, por ejemplo pH 8,0 o pH
8,5. Otros valores de pH de la disolucién de digestion son, por ejemplo, 7,5, 7,8, 8,0, 8,5, 9,0 6 9,5. En una forma de
realizacion preferida adicional, segun la enzima utilizada, se selecciona un intervalo de pH basico, en el que se
encuentra el 6ptimo de pH de la enzima activa en medio basico utilizada en cada caso.

En wuna forma de realizacién, el kit comprende una disolucion de digestion basica, siendo el
emulsionante/emulsionante de grasa descrito en la misma por ejemplo Supralan UF®. Sin embargo, el emulsionante
de grasa puede ser también, tal como se describié anteriormente, un detergente o comprender detergentes. Los
detergentes resultan conocidos para el experto y pueden comprender los descritos anteriormente. En una forma de
realizacion adicional, el kit de la presente invencion puede contener una disolucion de digestion, seleccionandose los
adyuvantes descritos del grupo que consiste en: coenzimas, sustratos enzimaticos y catalizadores. En una forma de
realizacién adicional, esta disolucion de digestion puede contener colorantes o agentes de coloracién, con los que
puede darse color a los parasitos que deben detectarse. En una forma de realizacion de este tipo, los parasitos de
este tipo a los que se ha dado color facilitan la deteccion Optica/visual de los parasitos en las muestras y/o la
tipificacion de los parasitos.

El kit de la presente invencidon puede usarse ventajosamente entre otros para posibilitar la deteccion de parasitos
formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne, que comprende la
maceracion de la carne con una disolucion de digestion basica, que contiene por ejemplo una serina endopeptidasa,
teniendo la disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

Por tanto, este Kit, de acuerdo con lo anterior, puede usarse en un procedimiento para detectar parasitos formadores
de capsulas o no formadores de capsulas en la carne, que comprende macerar la carne con una disolucién de
digestion, que contiene por ejemplo una serina endopeptidasa, que comprende opcionalmente las siguientes etapas:
(a) triturar mecanicamente la carne que va a examinarse; (b) macerar la carne que va a examinarse mediante la
adiciéon de una disolucion de digestion; (c) macerar con movimiento simultaneo de la mezcla de base de digestion
y/o tratamiento por ultrasonidos simultaneo; (d) inactivar la maceracion; (e) filirar el macerado; y (f) controlar,
detectar, diagnosticar y/o tipificar una infestacion por parasitos. Tal como se describidé anteriormente, la trituracion
mecanica y la maceracion pueden realizarse al mismo tiempo. Sin embargo, la carne que va a examinarse puede
triturarse en primer lugar y la etapa de digestion enzimatica/la maceracion tiene lugar después de esto.

La produccion del kit sigue preferiblemente procedimientos convencionales, que resultan conocidos para el experto
en la técnica. El kit de la presente invencién es preferiblemente util en un procedimiento tal como se proporciona en
el presente documento.

Con el procedimiento descrito en el presente documento es posible digerir las muestras en un plazo de tiempo muy
corto. Una digestion de la carne que va a examinarse es posible en aproximadamente 20 min., sin limitarse a este
tiempo. Esto se muestra, entre otros, en los ejemplos adjuntos. Por consiguiente, el procedimiento para detectar
parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en la carne expuesto en el
presente documento es claramente mas rapido que el método de deteccién de referencia con pepsina, que requiere
aproximadamente 40 min.

El proceso completo segun la invencion (digestion y sedimentacion) tiene una duraciéon aproximadamente igual que
el procesamiento en el aparato tricomatico, de un método adicional habitual en el estado de la técnica. Sin embargo,
en el aparato tricomatico pueden procesarse como maximo 35 muestras por ejecucion, a diferencia del
procedimiento descrito en el presente documento, que puede procesarse muchas mas muestras, por ejemplo 100
muestras por ejecucion.

Por tanto, el procedimiento descrito en el presente documento va acompafado tanto de una ventaja temporal como
de una ventaja de cantidades. Con el procedimiento descrito en el presente documento puede realizarse la
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maceracioén con un equipamiento de laboratorio relativamente reducido. Las muestras pueden examinarse tras la
reaccion de digestion con el método de sedimentacion conocido en el estado de la técnica con el embudo de
decantacion clasico.

De acuerdo con la presente invencién puede realizarse una automatizacioén para el control de triquinas racional en
instalaciones a gran escala, de manera analoga al procedimiento automatico conocido en el estado de la técnica con
el aparato tricomatico.

Con el procedimiento descrito en el presente documento los costes de material son significativamente menores.
Dado que ademas puede procesarse una mayor cantidad de muestras en una ejecucion, también es menor el
despliegue de personal.

En los ejemplos descritos a continuacion se utiliza una enzima del grupo de enzimas de las subtilisinas, no
limitandose la invencién descrita en el presente documento a esta enzima. Subtilisina es el nombre de un grupo de
enzimas, que pertenece a un grupo adicional de serina proteasas/serina endopeptidasas (clasificacion de enzimas
categoria EC EC3.4.21) y cuya reaccion catalizada es por tanto la ruptura de cadenas proteicas. A las serina
proteasas/serina endopeptidasas pertenecen, entre otras, las enzimas quimotripsina (EC3.4.21.1), ftripsina
(EC3.4.21.4), elastasa (EC3.4.21.11), plasmina (EC3.4.21.7), trombina (EC3.4.21.5), savinasa (EC3.4.21.14) y
subtilisina (EC3.4.21.62). Las subtilisinas se encuentran principalmente en bacterias del género Bacillus y se usan
industrialmente desde hace décadas en detergentes. Un gran nimero de diferentes subtilisinas y enzimas similares
se aislan de bacterias del género Bacillus, en particular las especies B. subtilis (subtilisina E), B. lentus, B.
licheniformis (subtilisina Carlsberg, Alcalase®), B. amyloliquefaciens, pero también de los mohos Tritirachium album,
Thermoactinomyces vulgaris. Todos estos microorganismos se producen de manera natural en el suelo y las
subtilisinas les sirven para la degradacion de proteinas fuera de la célula. La enzima se conoce por el nombre de
subtilisina Carlsberg y esta registrada y patentada con el nombre Alcalase®. Alcalase® es una proteasa, que se
utiliza para eliminar manchas a base de proteina. Se utiliza principalmente en detergentes para productos textiles y
en lavavajillas. Alcalase® se produce soélo con una actividad. Se produce en forma liquida, como polvo y como
producto granulado. El uso de la forma liquida se prefiere en la presente invencién, dado que los polvos finos en
general y los polvos finos enzimaticos en especial se consideran peligrosos para la salud. El tipo Alcalase 2.5L®
utilizado se obtiene a partir de bacterias modificadas mediante ingenieria genética. Hay otros tipos de Alcalase, que
se obtienen a partir de no modificadas mediante ingenieria genética. Estos son significativamente mas caros y se
utilizan en productos que soélo pueden producirse a partir de organismos no modificados mediante ingenieria
genética. Ademas, también hay los denominados tipos “Ultra’, que de manera adicional estan estabilizados
previamente, para poder mezclarse mejor con otros tipos de enzimas. De acuerdo con lo anterior, la presente
invencion comprende preferiblemente subtilisinas. La presente invencion comprende no sélo las subtilisinas
descritas anteriormente, sino también subtilisinas adicionales, que en lo sucesivo se denominan a modo de ejemplo
subtilisinas: proteinasa K; proteinasa R; proteinasa T (aislada a partir de Tritirachium album Limber); subtilisina DY,
también subtilisina Carlsberg, subtilisina A, subtilopeptidasa A o denominada Alcalase Novo; BPN’, también
denominada proteinasa Nagarase, denominada Nagarase o subtilopeptidasa C; Novo, denominada también
proteinasa bacteriana Novo, subtilisina B o subtilopeptidasa B; mesentericopeptidasa y termitasa. Tal como se
describié anteriormente, el uso segun la invencion se basa en disoluciones de digestion basicas, tal como se
muestra en los ejemplos, conteniendo éstas enzimas de digestion tales como serina endopeptidasas. Sin embargo,
el experto conoce enzimas de digestion activas en medio alcalino/basico adicionales tales como proteasas alcalinas,
tratandose, en una forma de realizaciéon preferida, en el caso de estas proteasas alcalinas de aminopeptidasas
alcalinas (EC 3.4.11), cisteina peptidasas alcalinas (EC 3.4.22) o metalopeptidasas alcalinas (EC 3.4.24). También
éstas pueden utilizarse segun la invencion, refiriéndose los ejemplos proporcionados a las serina proteasas
utilizadas preferiblemente.

Tal como se comentd anteriormente y se ilustra en los ejemplos mas adelante, en una forma de realizacion
preferida, la deteccion de parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente intactos en
la carne se desarrolla teniendo lugar la maceracién de la carne con una disolucién de digestion basica, que contiene
una serina endopeptidasa, con tratamiento por ultrasonidos simultaneo. Tal como se ilustra a continuaciéon, mediante
la utilizacion de ultrasonidos se aumenta muy claramente la velocidad de digestion. Mediante la exposicion a
ultrasonidos del bafio es posible digerir las muestras en el plazo de aproximadamente 15 minutos. Asi es posible
procesar rapidamente en instalaciones a gran escala también grandes cantidades de muestras.

Tal como se ilustra en los ejemplos descritos a continuacion, en una forma de realizacion de la presente invencion,
puede usarse agua del grifo normal. En el bafio de ultrasonidos se establecié que tiene lugar una “precipitacion”
blanca, en cuyo caso se trata de cal. En caso de que la evaluacion microscopica se viera alterada por la
precipitacion de cal, en una forma de realizacion preferida, puede recurrirse para el bafio de digestion a agua similar
a destilada.

En una forma de realizacion preferida adicional, en la reaccion de digestion se prefiere un intervalo de pH de desde
pH 7,3 hasta 9, un intervalo de pH, en el que se encuentra el éptimo de la Alcalase®. La temperatura preferida con
la mejor actividad se encuentra a aproximadamente 55°C. Dado que al introducir las muestras en el bafio de
digestion se produce un enfriamiento, en una forma de realizacion adicional, puede trabajarse con una temperatura
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de partida inicial de aproximadamente 60°C. Tal como ya se describio anteriormente, segun la invencién se usa una
disolucién de digestion con un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

El valor de pH de la disolucion de digestion es preferiblemente mayor que pH 7,3, 7,5, 7,8, 8,0 u 8,5. Tal como se
muestra en los ejemplos, la disolucién de digestion puede tener un valor de pH de entre pH 7,3 y 9, por ejemplo pH
8,0 o pH 8,5. Otros valores de pH de la disolucion de digestion son, por ejemplo, 7,5, 7,8, 8,0, 8,5, 9,0 6 9,5. En una
forma de realizacion preferida adicional, segun la enzima utilizada, se selecciona un intervalo de pH basico, en el
que se encuentra el 6ptimo de pH de la enzima activa en medio basico utilizada en cada caso.

El término “bafio”, tal como se usa en el presente documento, comprende la disolucién de maceracién inclusive
todos los aditivos. Por el término “razén de bafio”, tal como se usa en el presente documento, se entiende la razén
en peso de la disolucién de maceracion con respecto a la cantidad de carne que debe digerirse.

El término “razén de bafo”, tal como se usa en el presente documento, comprende también que mediante la
utilizacion de mas enzimas se acelera la velocidad de digestion. A este respecto, la razén de carne (cantidad de
muestra que debe digerirse) con respecto a enzima es decisiva. En caso de una razén de bafio demasiado reducida
de carne con respecto a liquido de digestion durante la adicion de muestras (temperatura ambiente) al bafio de
digestion (60°C) se produce un enfriamiento demasiado intenso del bafrio.

En una forma de realizacion preferida adicional, el procedimiento descrito en el presente documento se realiza con
movimiento del bafio durante la operacién de digestion, dado que la carne batida en parte sedimenta y en parte flota
en el bano.

Tal como se comentd anteriormente, en una forma de realizacidon de la presente invencion, también se usan
adicionalmente emulsionantes, tales como emulsionantes de grasa, dado que con las muestras de carne también se
introduce siempre tejido graso en el bafio de digestion. El porcentaje de grasa es claramente mayor en animales
viejos que en animales jovenes. Sin el uso de emulsionantes de grasa, esta grasa flota tras la digestién en forma de
puntos de grasa hacia la superficie del agua. Dado que esta grasa queda retenida en el filtro durante la filtracion
forzada, puede perjudicar el examen bajo el microscopio. Tal como se ilustra en los ejemplos expuestos a
continuacion, mediante la utilizacion de emulsionantes de grasa se disuelve la grasa presente. Por consiguiente, en
una forma de realizacion adicional del procedimiento descrito en el presente documento y de los usos descritos en el
presente documento sin embargo también puede estar contenido un emulsionante/emulsionante de grasa en la
disolucién de maceracién/la disolucion de digestion basica, aunque las disoluciones de digestion basicas segun la
invencion, tal como se muestra en los ejemplos, no tienen que contener un emulsionante de grasa. Por consiguiente,
segun la invencion pueden utilizarse disoluciones de digestion, para evitar las propiedades negativas que pueden
aparecer del porcentaje de grasa de la carne que va a examinarse. La utilizacién adicional de emulsionantes, tal
como emulsionantes de grasa, en los procedimientos y usos segun la invencién y también en los kits tiene la ventaja
de que el procedimiento segun la invencion no se ve obstaculizado, si aparecieran estos porcentajes de grasa. Por
consiguiente, la presente invencién comprende también con respecto a los ejemplos proporcionados en el presente
documento una disolucion de digestion basica, que contiene ademas un emulsionante/emulsionante de grasa. Los
emulsionantes/emulsionantes de grasa que se utilicen deben ser compatibles con la enzima.

Como emulsionante/emulsionante de grasa puede utilizarse un etoxilato de alcohol graso. En una forma de
realizacién adicional se utiliza el etoxilato de alcohol graso con el nombre de producto “Supralan UF®” (nimero de
producto 2209) de la empresa Zschimmer y Schwarz de Lahnstein/Alemania. Supralan UF® procede del sector de la
curtiduria y tiene capacidades de emulsionamiento muy buenas ya a concentraciones reducidas. Se utiliza como
agente desengrasante para articulos con un contenido de grasa natural muy elevado y desde el punto de vista
quimico es un etoxilato de alcohol graso, que es liquido, incoloro y no iénico.

Por consiguiente, el kit puede contener una proteasa activa en medio activo, por ejemplo, una serina endopeptidasa,
tal como por ejemplo subtilisina/Alcalase®. El kit puede contener ademas una disolucion de digestion basica. El kit
puede contener ademas un emulsionante/emulsionante de grasa/detergente. Por consiguiente, un kit de la presente
invencion puede contener una disolucion de digestion basica descrita en el presente documento y una enzima de
digestion activa en medio basico descrita en el presente documento. Un kit de la presente invencion puede contener
una disolucién de digestion basica descrita en el presente documento y un detergente o emulsionante/emulsionante
de grasa descrito en el presente documento. Ademas, un kit puede contener una enzima de digestion activa en
medio basico descrita en el presente documento y un detergente o emulsionante/emulsionante de grasa descrito en
el presente documento. Un kit adicional de la presente invencién puede contener una disolucion de digestion basica
descrita en el presente documento, una enzima de digestion activa en medio basico descrita en el presente
documento y un detergente o emulsionante/emulsionante de grasa descrito en el presente documento. Por
consiguiente, un kit de la presente invencion puede contener componentes individuales como combinaciones de
estos componentes, usandose el kit para realizar el procedimiento segun la invencion.

La disolucién de digestion basica, que se utiliza en el procedimiento segun la invencion, puede contener también
sales, tal como por ejemplo NaCl (cloruro de sodio). En la preparacion de huesos con enzimas se utiliza en la
mayoria de los casos NaCl (sal). Esto impide la formacion de jabones de cal. A este respecto, el NaCl sirve también
como activador para la mayoria de las enzimas. Se recomienda una cantidad de utilizacién de 10 - 20 g por litro,
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segun la dureza del agua (de: Knochenpraparation, Handbuch fiir Praktiker von Niederklopfer/Troxler). El término
“jabones de cal” tal como se usa en el presente documento, se refiere a sales de calcio o de magnesio dificilmente
solubles en agua, por regla general de acidos grasos. Se forman con el uso de jabones en agua dura. Mediante la
formacion de estos jabones de cal se reduce el efecto de lavado, dado que disminuye la cantidad de jabon activa y
los jabones de cal se depositan como impureza sobre las superficies que deben lavarse. Puede contrarrestarse la
formacion de jabones de cal con agentes de ablandamiento, que se unen a los iones calcio y magnesio. Debido a
dichos problemas, los productos de limpieza utilizados hoy en dia en el entorno doméstico contienen en la practica
ningun jabén o pocos jabones en el sentido clasico, sino otras sustancias detergentes (tensioactivos). Los agentes
seleccionados por los fabricantes como sustitutos de los “verdaderos” jabones forman de menos a ningun jabon de
cal y por tanto no conducen a una floculaciéon y un peor efecto de lavado. La formacion de cantidades menores de
jabones de cal se aprovecha en los detergentes modernos para inhibir un desarrollo excesivo de espuma. El jabon
de cal se genera a partir de las grasas animales presentes en las muestras. En una forma de realizacion especial de
la presente invencion, en todos los ejemplos descritos a continuacion se utilizan 20 g de sal/litro de bafio, pudiendo
usarse también otras concentraciones de sal.

El procedimiento descrito en el presente documento también puede comprender una etapa, en la que la maceracion
descrita en el presente documento se termina mediante filtracién de la reaccion o mediante enfriamiento de la
reaccion. La maceracion puede terminarse tanto mecanica como (bio)quimicamente. La terminacion consiste, por
ejemplo, en filtracion o enfriamiento. Esta terminacion de la reaccion, tal como se describe en el presente
documento, debe entenderse como inactivacion de la reaccién. Esto puedo ser importante, dado que las triquinas en
caso de un tiempo de residencia demasiado largo en el bafio de digestion también pueden verse dafiadas. Por esto
puede detenerse el proceso tras el tiempo de digestion planeado. En una forma de realizacion preferida, esto puede
tener lugar o bien mediante una filtracién inmediata o bien mediante un enfriamiento, por ejemplo diluciéon con agua
fria o una disolucion de NaCl al 0,1%.

El término “fascia”, tal como se describe en el presente documento, designa los componentes de partes blandas del
tejido conjuntivo, que atraviesan todo el cuerpo como una red de tension circundante y de unién. A éstos pertenecen
todos los tejidos conjuntivos fibrosos de colageno, en particular capsulas de articulaciones y de o6rganos,
aponeurosis, septos musculares, ligamentos, tendones, retinaculos (los denominados “frenos” por ejemplo en los
pies), asi como las “verdaderas fascias” en forma de capas de tejido conjuntivo firmes planas, tales como la fascia
plantar en la planta del pie. Preferiblemente, tal como se comenté anteriormente y se ilustra en los ejemplos
siguientes, es necesario mas tiempo hasta que las fascias se han disgregado en el bafio de maceracion. Si la
disgregacion de las fascias no tiene lugar de manera completa, en una forma de realizacion de esta invencion, el
bafio de maceracién puede tamizarse a través de un filtro grueso.

Las figuras muestran:

Figura 1: Disolucion de digestion en un embudo de decantacion tras 10 min. de fase de sedimentacién. Se observa
una precipitacion floculante. El precipitado flota hacia la superficie e impide asi una sedimentacién completa de los
parasitos que deben detectarse (véase el ejemplo 3, ensayos 1 y 2). En estos ensayos no se utilizd ningun
emulsionante de grasa Supralan UF®.

Figura 2: Larvas a modo de ejemplo en una placa de Petri tras la digestion con Alcalase®, tal como se describe en el
ejemplo 4.1.

Figura 3: Larvas a modo de ejemplo en una placa de Petri tras la digestion con Alcalase®, tal como se describe en el
ejemplo 4.1.

La presente invencion se ilustra mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
Ejemplos

EJEMPLO 1: Material y métodos

Material:

magquina trituradora de carne Alexanderwerk 5 para la trituracion gruesa del material de muestra (tamafio de orificio
4 mm)

vaso de precipitados de 1200 ml

vaso de precipitados de 200 ml

tubos de ensayo

frascos de cuello ancho de PVC 100 ml

batidora Philips Cucina HR 1350/1351/80/BC con cuchilla insertada
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aparato de ultrasonidos del tipo Bandelin Sonorex RK 1028H con bafio de agua controlado por un termostato
agitador magnético Pyro-Mag Stir n.° de cat. 34534-200

bascula digital Mettler PP200

termometro digital Oregon Scientific SA880SSX

cronémetro Sportcount Combination

tiras de medicion de pH Macherey - Nagel 92122

embudo de decantacién conico, sin division, con machos de PTFE, de 1000 ml Lenz-Laborglas, n.° de art.: 4.0041.7
con soporte

filtro grueso de tipo tamiz para café, tamafio de malla estimado de 0,8 mm
jeringuilla de 20 ml

agua de grifo

agua similar a destilada

enzima subtilisina Carlsberg (Alcalase®)

enzima papaina 6.000 USP U/mg (= 1,18 mU de BAPA/mg)

emulsionante poliglicoléter de alcohol graso (Supralan UF®)

carbonato de sodio (sosa)

Método:

Se tritura de manera gruesa la muestra de carne que va a examinarse de 100 g en la maquina trituradora de carne.
Se llena un vaso de precipitados de 1200 ml con 500 ml de agua similar a destilada precalentada hasta 62°C. Se
afiaden 5 g de NaCl asi como de 5 a 20 g de subtilisina Carlsberg. Después se afiade la muestra de carne. Le sigue
un mezclado completo y una trituracion adicional con la batidora durante 4 por 2 segundos. La muestra asi
preparada o bien se introduce en el bafio de agua expuesto a ultrasonidos precalentado hasta 62°C y conectado o
bien se procesa adicionalmente en el agitador magnético. Mediante la adicion de carbonato de sodio se ajusta el
valor de pH comprobando por medio de tiras de medicién de pH a 8,5 +/- 0,2. Tras el tiempo de incubaciéon deseado
se trasvasa el bafio a través de un tamiz grueso a un embudo de decantacion. Se detiene el proceso mediante la
adicion de disolucion fria de NaCl al 0,1% hasta un volumen total de 1000 ml. Previamente se habia usado la
disolucion de NaCl como disolucion de lavado para el recipiente de reaccion vy el filtro grueso, para no perder nada
de material de muestra. Tras un tiempo de sedimentacion de 10 min. se recoge el sedimento con un 20% del liquido
en un vaso de precipitados de 200 ml. Se trasvasa a su vez el contenido del vaso de precipitados a un embudo de
decantacion y se completa con 400 ml de disolucion fria de NaCl al 0,1%. Tras una segunda sedimentacion de 10
min. se recoge a su vez el sedimento con 100 ml del liquido en un tubo de ensayo. Tras una tercera sedimentacion
de 10 min. adicionales en el tubo de ensayo se succiona el liquido restante hasta 20 ml con una jeringuilla. Se
completa el sedimento restante con disolucion de NaCl hasta 50 ml y se examina en el laboratorio del Instituto de
parasitologia veterinaria en Berna para determina la presencia y la cantidad de larvas de triquinas.

En ensayos seleccionados se afadieron ademas simultaneamente con la serina proteasa 4 g del emulsionante de
grasa Supralan UF®.

Resultados:

I. En un ensayo, con 20 g de subtilisina Carlsberg/l en un bafio expuesto a ultrasonidos a 60°C, valor de pH 8,5y 10
g de NaCl/l, con una incubacion durante 30 min., pudieron detectarse triquinas (digeridas superficialmente). EI ADN
de las triquinas todavia podia identificarse en la PCR, lo que es una condicién previa indispensable para el
diagndstico y la tipificacion.

II. En un ensayo adicional se completé una muestra con una cantidad conocida de parasitos con diafragma de
cerdas madre hasta una cantidad de prueba de 100 g, a continuacién se paso a través de una maquina trituradora
de carne y se batio en 500 ml de agua. Afiadiendo 5 g de NaCl, 20 g de subtilisina Carlsberg y 4 g de Supralan UF®
se llevo el conjunto hasta una temperatura de reaccion de 62°C y se ajustd con sosa a un valor de pH de 8,5. Tras
40 min. en el agitador magnético ya sélo podian reconocerse pocos restos de fascias a simple vista.

EJEMPLO 2: Ensayos de digestion comparativos con muestras contaminadas con triquinas con las enzimas
Alcalase® y papaina bajo la influencia de ultrasonidos o sin movimiento del bafio
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Material de muestra: ratén contaminado con triquinas, congelado.
Alcalase® = subtilisina Carlsberg (obtenida de Bacillus licheniformis)
enzima papaina 6.000 USP U/mg (= 1,18 mU de BAPA/mg)

Se sedimentaron las muestras digeridas en un vaso 3x durante como minimo 10 min. y en cada caso se succionaron
aproximadamente 4/5 del bafio con cuidado con una jeringuilla. A continuacion se completd el recipiente en cada
caso con una disolucion de NaCl al 0,1%. La evaluacién de las muestras tuvo lugar en la Universidad de Berna,
Instituto de parasitologia.

Ensayo 1
Origen del material de muestra:  parte derecha del pecho

Condiciones de ensayo: Alcalase®, en estufa de desecacion (= sin movimiento del bafio); 60°C, pH
8,5,

10 g de sal/litro de agua,
20 g de Alcalase®/litro de agua
Tiempo de reaccion: 5,5 horas

La maceracion se realizé en un recipiente de PVC de 50 ml.

Resultado: triquinas detectables (todavia intactas, parcialmente adn encapsuladas),
también presentes todavia fibras musculares; ADN de las triquinas todavia
detectable.

Ensayo 2

Origen del material de muestra parte trasera izquierda

Condiciones de ensayo: Alcalase®, expuesta a ultrasonidos; 60°C, pH 8,5,

10 g de sal/litro de agua
20 g de Alcalase®l/litro de agua
Tiempo de reaccion: 0,5 horas

La maceracion se realizé en un recipiente de PVC de 50 ml.

Resultado: triquinas detectables (digeridas superficialmente),
liguido muy transparente; ADN de las triquinas todavia
detectable.

Ensayo 3

Origen del material de muestra: parte trasera derecha

Condiciones de ensayo: papaina, expuesta a ultrasonidos, muestra cocida

previamente; 40°C, pH 8,
10 g de sal/litro de agua
5 g de papainallitro de agua
Tiempo de reaccion: 0,5 horas
La maceracion se realizé en un recipiente de PVC de 50 ml.

Resultado: ninguna triquina detectable.

EJEMPLO 3: Ensayos de digestion comparativos con muestras contaminadas con triquinas con la enzima Alcalase®

Material de muestra: Para todos los ensayos siguientes se mezclaron en cada caso aproximadamente 10 g de carne
de caballo o cerdo con en cada caso 40 triquinas vivas (carne contaminada con triquinas). Se sedimentaron las
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muestras digeridas en un embudo de decantacion 3x durante como minimo 10 min. y en cada caso se vacio
aproximadamente 1/5 del bafio en un vaso. Se completaron las muestras en cada caso con una disoluciéon de NaCl
al 0,1%. La evaluacion de las muestras tuvo lugar en la Universidad de Berna, Instituto de parasitologia.

Ensayo 1

Material de muestra: carne de caballo contaminada con triquinas; muestra de
aproximadamente 10 g, mas aproximadamente 90 g de
diafragma de cerdo viejo (total 100 g de carne),
trituracion de la carne mediante maquina trituradora de
carne, a continuacion se bate en 500 ml de agua similar
a destilada a 62°C.

Mezcla base de digestion: de manera andloga al ensayo 1: (razon carne, agua

1:5), 5 g de sal, 20 g de Alcalase®, sosa a
aproximadamente pH 8.5 (valor de pH al inicio de
aproximadamente 10), 4 g de Supralan UF®.

Condiciones de reaccion tales como en el ensayo 1, sin embargo la incubacion no tuvo lugar en un bafio expuesto a
ultrasonidos, sino en un agitador magnético. De este modo se consiguié un movimiento intenso del bafo. (nota: en
el método de pepsina es una variante autorizada mover intensamente las muestras por medio de un agitador
magnético).

Tiempo de reaccion: 40 min. en un agitador magnético

Resultado: pocos restos de fascias, comparable con el ejemplo 3,
ensayo 8; resultado muy fiable: encontradas 32 de 40
triquinas. A diferencia de una digestion convencional
con pepsina las triquinas no han sobrevivido a la
digestion; esto tiene la ventaja de que las muestras ya
no son infecciosas.

Ensayo 2

Material de muestra: carne de cerdo contaminada con triquinas; muestra de
aproximadamente 10 g, mas aproximadamente 90 g de
diafragma, cerdo viejo (total 100 g de carne). Trituracion
de la carne mediante maquina trituradora de carne, a
continuacién se bate en 500 ml de agua similar a
destilada a 62°C.

Mezcla base de digestion: (razén carne, agua 1:5), 5 g de sal, 5 g de Alcalase®,
sosa a aproximadamente pH 8,0.

Tiempo de reaccion: 30 min. con tratamiento por ultrasonidos simultaneo.

Resultado: 2 ftriquinas detectables, éstas estaban intactas y no

estaban digeridas superficialmente.

Puede observarse una sedimentacion hacia abajo y una flotacion de material hacia arriba. Esto explica porqué la
sedimentacion no es satisfactoria. El precipitado flota hacia arriba e impide asi una sedimentacion completa de los
parasitos que deben detectarse. Una filtracion forzada (filiracion de la disolucion, dado el caso aplicando presion o
vacio) puede contrarrestar esto y puede utilizarse al aparecer un precipitado.

EJEMPLO 4: Validacion del método segun la invencion por el Instituto de parasitologia de la Universidad de Berna
Material
bascula Mettler Toledo, modelo PG2002-S
compresor (vidrios de compresion), compuesto por dos plaquetas de vidrio que pueden presionarse una contra otra
batidora Waring Commercial Blender
vaso de precipitados de 125 ml
tira indicadora de pH Merck: Alkalit pH 7,5-14
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agitador magnético inclusive sonda de temperatura IKA RCT basic

filtro grueso de tipo tamiz de café, tamafio de malla estimado de 0,8 mm
embudo de decantacion

tubos de centrifuga de 10 ml

placa de de Petri

lupa estereoscopica Leica MS5, 40 aumentos

aparato de filtracion a vacio de Duranglas, diametro de filtro de 45-50 mm
membrana de filtro de 14,0 micrémetros GE Water & Process Technologies, n.° de cat. K14CP05000
bomba con chorro de agua

agua de grifo

NaCl

enzima subtilisina Carlsberg (Alcalase®)

emulsionante poliglicoléter de alcohol graso (Supralan UF®)

carbonato de sodio (sosa)

EJEMPLO 4.1: Ensayos de digestion comparativos con muestras contaminadas con triquinas con la enzima
Alcalase® en comparacion con pepsina

Realizaciéon del ensayo: Se comprime un trozo de carne de ratén, infectada con triquinas en un compresor y se
determina el numero de larvas. A esta muestra se le afiaden 25 g de diafragma de cerdas madre y se bate en la
mezcladora. Se calientan 125 ml de H,O en el vaso de precipitados hasta 55°C (razén de carne con respecto a agua
1:5). Se pasa la carne batida al agua calentada y se afiaden 2 g de NaCl, 0,5 g de bicarbonato de sodio y 5 ml de
Alcalase®. Con una tira indicadora de pH se comprueba el valor de pH (objetivo de pH 8 a 8,5). Incubacién a 55°C
en el agitador magnético con agitacion intensa (remolino central profundo). Se comprueba la temperatura durante
todo el tiempo por medio de una sonda. Tras el tiempo de incubaciéon de 20 min. se trasvasa el bafio a través del
tamiz al embudo de decantacion. Se enjuaga el vaso con 125 ml de H;O y se pasa el contenido igualmente a través
del tamiz al embudo de decantacion, se sedimenta 30 min. y se vacian 8 ml del sedimento en un tubo de centrifuga,
entonces se sedimenta de nuevo 15 min. Se succionan los 6 ml superiores del contenido del tubo de centrifuga con
una pipeta y se examinan al microscopio los 2 ml restantes en una placa de Petri bajo la lupa estereoscépica con 40
aumentos.

En paralelo a esto se realiza en cada caso la digestion convencional con pepsina con los mismos aparatos. Se pesa
el residuo sobre el tamiz. Los ensayos se realizan siempre segun el mismo esquema por 3 personas distintas. En
cada caso dos personas distintas examinan las placas de Petri. Fuente de Trichinella: ratén infectado con T. spiralis.

Resultados:

Duracion del examen: digestion con Alcalase® aproximadamente 70 min., digestion con pepsina aproximadamente
90 min.

La Alcalase es aproximadamente 20 min. mas rapida, dado que la digestion necesita 20 min., en el caso de la
pepsina 40 min.

Residuo sobre el tamiz en ambos métodos aproximadamente el 2%

Digestion con Alcalase: floculacion de material en la disolucion de digestion, éste se hunde en parte y flota en parte
en nubes en el embudo de decantacion sin sedimentar.

Transparencia del sedimento peor en la Alcalase® que en la pepsina. En la Alcalase® pueden verse mas fibras
pequefas y muy pequefas, en la pepsina trozos mas bien grandes, pero en cambio muy pocos.

Numero de larvas encontradas: en la digestién con pepsina el 90-95%, en la digestion con Alcalase el 25-50%

Morfologia de las larvas: tras la digestion con pepsina larvas vivas, tras la digestion con Alcalase larvas fuertemente
enrolladas sin movilidad visible. Los esticocitos pueden verse mejor en la digestion con pepsina.

Ejemplo 4.1.1: Digestion paralela
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Se mezclan 25 g de carne de cerdo con 1 trozo de musculatura de raton con 50 larvas.
Pepsina: se encontraron 49 larvas. Alcalase®: se encontraron 19 larvas.
EJEMPLO 4.2: Ensayos de digestion con muestras contaminadas con triquinas con filtracion forzada posterior

Se supone que la mala sensibilidad puede atribuirse a una sedimentacién insuficiente. Por este motivo se realizan
los ensayos de manera analoga a los ensayos descritos en el ejemplo 4.1, sin embargo se filtra de manera forzada
el liquido de digestion en un aparato de filtracidn con una membrana de filtracion de 14,0 micrémetros con ayuda de
una bomba de vacio con chorro de agua.

Resultados:
Pueden reconocerse algunas larvas sobre la membrana de filtracion.

EJEMPLO 4.3: Ensayos de digestion con muestras contaminadas con triquinas: combinacion de sedimentacion y
filtracion forzada

Debido a la escasa visibilidad de los ensayos descritos en el ejemplo 4.2 se decide realizar una combinacién de
sedimentacion vy filtracion forzada.

Consideracion: Cuando en primer lugar tiene lugar una etapa de sedimentacion, deberia haber menos material en el
sobrenadante y de este modo se mejorara la visibilidad de la membrana de filtracion. Ademas se retoma de nuevo el
producto Supralan UF® en los ensayos. No tiene lugar ninguna comparacioén con la digestion con pepsina.

Fuente de Trichinella: raton infectado con T. britovi.

Ensayo 1

Se comprime un trozo de carne de raton infectado con triquinas en un compresor y se determina un numero de
aproximadamente 42 larvas. A esta muestra se le afiaden 13 g de carne de caballo (lengua) y se bate en la
mezcladora. Se calientan 125 ml de H.O en un vaso de precipitados hasta 55°C (razén de carne con respecto a
agua de aproximadamente 1:10). Se pasa la carne batida al agua calentada y se afiaden 2 g de NaCl, 0,5 g de
bicarbonato de sodio, 5 ml de Alcalase® y 1 ml de Supralan UF®. Con una tira indicadora de pH se comprueba el
valor de pH (objetivo pH de 8 a 8,5). Incubacion a 55°C en un agitador magnético con agitacién intensa (remolino
central profundo), durante 20 min. Se comprueba la temperatura durante todo el tiempo por medio de una sonda.
Tras el tiempo de incubacion se trasvasa el bafio a través del tamiz al embudo de decantacion. Se enjuaga el vaso
con 125 ml de H20O y se afiade el contenido igualmente a través del tamiz al embudo de decantacioén, se sedimenta
30 min., se vacian 8 ml del sedimento en tubos de centrifuga y se sedimente de nuevo 15 min. Se succionan los 6
ml superiores del contenido del tubo de centrifuga con una pipeta y se examinan al microscopio los 2 ml restantes en
una placa de Petri bajo la lupa estereoscépica a 40 aumentos. Se extraen los sobrenadantes del embudo de
decantacion y del tubo de centrifuga con ayuda de una bomba de vacio con chorro de agua a través del filtro.

Resultado:

En la placa de Petri 42 larvas, en el filtro 3 larvas; buena visibilidad de la placa de Petri, el filtro todavia es dificil de
ver, pero es claramente mejor que en los ensayos con filtracion de toda la disolucion de digestion.

Ensayo 2

De manera analoga al ensayo 1, excepto: se determinan 10 larvas en el compresor y 17 g de diafragma de cerdas
madre en lugar de carne de caballo.

Resultado
En la placa de Petri 10 larvas. Filtro desgarrado por vacio demasiado fuerte.

Ensayo 3

De manera andloga al ensayo 2, excepto porque se determinan 20 larvas en el compresor y 18 g de diafragma de
cerdas madre.

Resultado
En la placa de Petri 20 larvas. No se realiza ninguna etapa de filtracion.

En los 3 ensayos la digestién es claramente mejor desde la adicion de Supralan UF®, y de este modo pueden
observarse bajo el microscopio claramente menos restos de fibras, que alteran el examen. La sedimentacion
funciona desde la utilizacion de Supralan UF®.
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Analisis y comentario con respecto a los ejemplos 3, 4.1y 4.2

Gracias al andlisis de los ensayos puede reconocerse que puede utilizarse el emulsionante/emulsionante de grasa
Supralan UF®, en caso de que se produzcan las sedimentaciones o precipitaciones descritas. Por tanto, la
utilizacion de un emulsionante/emulsionante de grasa puede mejorar el resultado con respecto a una mezcla de
base sin emulsionante/emulsionante de grasa o facilitar adicionalmente la deteccion.

EJEMPLO 4.4: Ensayos de digestion con muestras contaminadas con triquinas: comparacion de digestion con
Alcalase® con digestion con pepsina mediante muestras contaminadas con triquinas de diferente origen

Objetivo: detectar que con la digestion con Alcalase® puede alcanzarse al menos la misma sensibilidad que con la
digestion con pepsina. Esto con carne de cerdos, de jabali y de caballo y para las tres especies de Trichinella T.
spiralis, T. britoviy T. pseudospiralis.

Principio: mezclas de base paralelas de Alcalase® y pepsina, diferentes cargas de larvas.

Los ensayos se realizan de manera analoga a los ensayos 1 a 3, tal como se describen en el ejemplo 5.3, pero con
diferentes cargas de larvas.

Razoén de carne con respecto a agua de aproximadamente 1:10.

Material:

Lengua de caballo, diafragma de cerdo y jabali

Larvas de T. spiralis. T. britoviy T. pseudospiralis

Resultados:

Los resultados se resumen en la tabla siguiente.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente
intactos en la carne, que comprende macerar la carne con una disolucién de digestion basica, que contiene
proteasas activas en medio basico, teniendo la disolucion de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la enzima de digestion es una serina endopeptidasa.
Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, que comprende las etapas de:

(a) triturar mecanicamente la carne que va a examinarse;

(b) macerar la carne que va a examinarse mediante la adicion de una disolucion de digestion;

(c) inactivar la maceracion;

(d) filtrar el macerado; y

(e) controlar, detectar, diagnosticar y/o tipificar una infestacion por parasitos.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la razon de carne/disolucion de digestion
es preferiblemente de 1:5, 1:10 6 1:20.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 2 a 4, en el que la serina endopeptidasa es
preferiblemente una enzima del grupo de enzimas de las subtilisinas.

Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que la subtilisina se produce de manera recombinante o no
recombinante y/o se selecciona del grupo que consiste en: Alcalase® (subtilisina Carlsberg) y Alcalase
2,5L®.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la disolucion de digestion contiene NaCl
y/o contiene opcionalmente emulsionantes de grasa, tensioactivos y/o adyuvantes.

Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que el emulsionante de grasa es Supralan UF®.

Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que los adyuvantes se seleccionan del grupo que consiste en
coenzimas, sustratos enzimaticos y catalizadores.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la maceracioén se realiza con tratamiento
por ultrasonidos simultaneo, con movimiento simultaneo y/o agitacion simultanea con un agitador magnético
y/o a una temperatura de entre 55°C y 65°C.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la inactivacion de la maceracion se
termina mediante filtracion de la reaccion o mediante enfriamiento de la reaccion.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 11, en el que en la filtracion del macerado se adapta el
tamafio de malla de los filtros usados al tamario de los organismos que deben detectarse.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el control, la deteccion, el diagnéstico y/o
la tipificacion de una infestacion por parasitos tienen lugar visualmente.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 13, en el que los parasitos formadores de capsulas o
no formadores de capsulas pertenecen al filo Nematoda (nematodos) y/o al género Trichinella (triquinas).

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la especie de Trichinella se selecciona
del grupo que consiste en Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella pseudospiralis, Trichinella nativa,
Trichinella murrelli, Trichinella nelsoni, Trichinella papuae y Trichinella zimbabwensis.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la carne que va a examinarse se
selecciona del grupo que consiste en animales de matanza, animales domésticos, animales salvajes y
animales para taxidermia.

Procedimiento segun la reivindicacion 16, en el que la carne que va a examinarse de animales de matanza,
animales domésticos, animales salvajes o de los animales para taxidermia se selecciona de carne de cerdo,
jabali, oso, corzo, ciervo, gamuza, alce, caballo, zorro, nutria, perro mapache, tején, avestruz y cocodrilo.

Uso de una proteasa activa en medio basico en uno de los procedimientos segin una de las
reivindicaciones 1 a 17.

Uso segun la reivindicacion 18, en el que la proteasa activa en medio basico es una endopeptidasa,
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preferiblemente una serina endopeptidasa.

Uso segun la reivindicacion 19, en el que la serina endopeptidasa es una enzima del grupo de enzimas de
las subtilisinas.

Uso segun la reivindicacion 20, en el que la subtilisina se selecciona del grupo que consiste en: Alcalase®
(subtilisina Carlsberg) y Alcalase 2,5L®.

Uso de un kit para detectar parasitos formadores de capsulas o no formadores de capsulas esencialmente

intactos en la carne, que comprende una disolucidon de digestion basica y una proteasa activa en medio
basico, teniendo la disolucién de digestion un valor de pH de entre pH 7,3 y 10.

25



ES 2440 556 T3

Figura.
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