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Vaccine testing procedure - Part 11: Haemophilus paragallinarum vaccine, inactevated
L&i néi dau
TCVN 8685-11:2014 do Trung tam Kiém nghiém thuéc Tha y TW1 - Cuc Thid y bién soan, Bo

Nong nghiép va Phat trién néng thon dé nghi, Téng cuc Tiéu chuidn Po lwdng Chéat lvgng tham
dinh, B6 Khoa hoc va Céng nghé céng bo.

QUY TRINH KIEM NGHIEM VAC XIN - PHAN 11: VAC XIN VO HOAT PHONG BENH PHU
DAU GA (CORYZA)

Vaccine testing procedure - Part 11: Haemophilus paragallinarum vaccine, inactevated
1. Pham vi 4p dung

Tiéu chudn nay quy dinh yéu cau kj thuat dé kiém nghiém vac xin vé hoat phong bénh ph dau &
ga.

2. Tai liéu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chuén nay. Dai voi cac tai liéu vién
dan ghi nam céng b6 thi 4p dung phién ban dugc néu. Boi véi cac tai liéu vién dan khéng ghi
nam cong bo thi ap dung phién ban méi nhat, bao gom ca cac stra doi, bd sung (néu co).
TCVN 8684:2011, Vac xin va ché phdm sinh hoc dung trong tha y - Phép thir do thuan khiét.
3. L4y mau san pham va chuan bi déng vat

3.1. L4y mau san pham:

L&y mau s&n pham theo qui dinh trong bang nhu sau:

S6 lwong mau véc xin va ché pham sinh hoc can lay

Quy cach doéng goéi (ml) S8 lwong mau |8y (s&n pham)
Cho téi 100 Tl 7 dén 10
Trén 100 Tw5dén7

3.2. Chuén bi déng vat

- 10 con ga tir 5 dén 6 tuan tudi, khde manh, am tinh v&i khang thé khang vi khuan Haemophilus
paragallinarum.

- 40 con ga tir 3 dén 6 tuan tudi, khde manh, am tinh véi khang thé khang vi khudn Haemophilus
paragallinarum.

4. Cach tién hanh

4.1. Kiém tra cam quan

VA&c xin phai dong nhat, khéng doéng von, khong lang can.
4.2. Kiém tra d6 thuan khiét theo TCVN 8684:2011.
4.3. Kiém tra an toan

Tiém cho it nhat 10 con ga tir 5 dén 6 tuan tudi, moi con 2 lidu vac xin ghi trén nhan. Theo ddi ga
trong thoi gian tir 14 ngay dén 21 ngay.




VAc xin dugc coi la dat néu tat ca ga s6ng khoe manh, khong c6 bét ky cac phan tng cuc bo hay
toan than lién quan dén vac xin trong thoi gian theo doi.

4.4, Kiém tra hiéu lwc
4.4.1. Phwong phap trong tai

- Tiém cho it nhét 20 con ga tir 3 dén 6 tuan tu6i, moi con 1 liéu véc xin ghi trén nhan. 20 ga déi
chirng khéng tiém vac xin.

- Sau 14 ngay toan bd ga duoc tiém mot mii thir 2 véi lieu lwgng nhw trén.

- Tr 14 dén 21 ngay sau miii tiém |an 2, ga dwoc tiém va ga doi chirng dwoc thir thach véi vi
khuan cuong déc twong tng.

- Theo d6i trong thoi gian 7 dén 10 ngay.

- V&c xin dwoc coi la dat néu:

+ [t nhat 70 % ga d6i chirng c6 triéu chirng bénh tich ctia bénh phu dau;

+ [t nhat 70 % ga dwoc tiém khong cé bat ky cac triéu chiing bénh tich clia bénh phi dau.

4.4.2. Phwong phap thay thé

- Tiém it nhét 20 con ga tr 3 dén 6 tuan tudi, khde manh, mdi con 1 liu vAc xin ghi trén nhan. 20
ga doi chirng khong tiém vac xin.

- 14 ngay sau, toan bd ga dwgc tiém mot mii th& 2 véi liéu lvgng nhw trén.

- Tr 14 dén 21 ngay sau mdii tiém lan 2, ga mién dich dwoc |4y mau, chat huyét thanh lam phan
(rng huyét thanh hoc (theo Phu luc A).

- Vc xin dwoc coi la dat néu:
+ [t nhat 70 % ga dwoc tiém co hiéu gia khang thé H. paragallinarum = 4log2;

+ [t nhat 70 % ga déi chirng co hiéu gia khang thé H. paragallinarum am tinh.

PHU LUC A
(Quy dinh)
Kiém tra hiéu gia khang thé Coryza bing phwong phap HI
A.1. Chuan bi
A.1.1. Chuan bi khang nguyén

- Cay vi khuan Hpg vao moi trieorng thach CMI, nudi cay trong ti @&m c6 5 % CO, & 37 °C trong 24
h.

- Thu hoach khang nguyén: Cho 1 lwvgng 0,5 ml dung dich PBS (Phosphate buffered saline) vao
dia thach. Dung pipet Pasteur dwgc udn cong dé thu hoach khang nguyén. Dlng pipet hit khang
nguyén vao 6ng.

- Ly tam véi téc do 4 000 vong/min trong 10 min.

- Ht bd phan nwéce trong. Cho thém PBS vao dng hoa tan can dé rira khang nguyén. Lam 3 lan
(lan th 3 ly tam 13 000 vong/ min trong 2 min).

- Lay c&n va cho thém 0,5 ml PBS dé dat d6 dam dac éng s6 5 Macfaland.
- Cho thém 0,01 % (khoi lvgng/thé tich) thimerosal.

-U & 4 °C trong 3 ngay trude khi ste dung.

A.1.2. Chuan bi héng cau



- Hong cau ga duoc lay vao 6ng fancol cé chat chdng dong.

- Ly tdm rlra hdng cau 3 1an bang dung dich PBS.

- Pha héng cau thanh 1 %. Cho thém 0,01 (kh6i lvgng/thé tich) thimerosal, 0,001 % gelatin.
- Khi str dung pha héng cau thanh 0,05 %.

A.1.3. Chuan bi héng cau c6 dinh bang formalin

- Hong cau da duoc rira 3 lan duoc pha thanh néng dé 1 %.

- Cho mét lwong tuwong dwong dung dich formalin 8,3 % vao hong cau. Cho vao tir tir va I&c nhe
trén may lac & 37 °C trong 3 h.

- Thém formalin 8,3 % vao hén hop trén theo ty & 1:5, G & 37 °C I&c nhe trong 20 h.

- Rlra hdng cau da c6 dinh 10 Ian bang dung dich PBS (ly tam 200 vong/min trong 5-10 min).
- Can dugc hoa tan thanh 10 % trong PBS.

- Thém 0,05 % albumin huyét thanh bo (BSA).

- Thém 0,01 % thimerosal, bdo quan & 4 °C. Sr dung trong vong 2 thang.

A.1.4. Chuan bi huyét thanh chan doan

- Ly tdm mau va chat lay huyét thanh.

- Cho hodng céu da c6 dinh vao huyét thanh ché@n doan theo ty 1€ (1 phan huyét thanh v6i 5 phan
hoéng cau da cb dinh 1 %), i hon hop & 37 °C trong 2 h & diéu kién lac nhe trén may lac.

- Ly tam chat lay huyét thanh.

- Khi str dung thi ltc nay huyét thanh chan doan dang & nong do 1/5.

A.2. Cach tién hanh

A.2.1. V&i khang nguyén Hpg A

A.2.1.1. Quy trinh cho phan tvng HA cho khang nguyén Hpg A (xem Bang A.1)

Pai chirng

Dung dich Thi nghiém Hong cau +

PBS khang

nguyén

Th tw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PBS 25l |25l [ 25l [ 25l |25l |25l | 25l | 25l [ 25l | 25l | 25l | 25 4l
Khang
nguyen 25 ul 25l | 25yl
g%ﬂ/f AU 1 50l | 50 ul | 50 ul | 50 pl | 50 i | 50 pl | 50 pl | 50 pl | 50 wl | 50 pl | 50 pl | 50

Bang A.1 - So d6 phan wrng HA cho khang nguyén Hpg A
a) Cho dung dich PBS vao céac day giéng (25 pl/giéng).
b) Thém vao giéng dau tién 25 pl khang nguyén va pha lodng khang nguyén theo co sé 2.
c¢) Nhé vao cac giéng 50 pl héng cau 0,5 %.
d) Céc giéng d6i chirng:
+ Do6i chirng hong cau: 25 pl dung dich PBS + 50 ul héng cau 0,5 %;
+ Do6i chirng khang nguyén: 25 ul dung dich PBS + 25 pl khang nguyén + 50 pl hdng cau 0,5 %.



L&c nhe trong 20 s, dé yén 40 min rdi doc két qua.
* Poc két qua:
+ Phan (rng am tinh: Hong cau lang déu & dudi day giéng thanh cham tron.

+ Phan &ng duwong tinh: Xay ra hién twong nguwng két, hdng cau ngung két thanh cum lIam tam
xung quanh giéng.

+ Doc hiéu gia ngung két: Hiéu gia ngwng két khang nguyén duoc danh gia & doé pha lodng cao
nhat con c6 phan &rng ngung két xay ra.

A.2.1.2. Phan trng HI cho khang nguyén Hpg A (xem Bang A.2)

Doi chirng
Nguyén liéu L0 thinghiem H“‘éﬁﬂ;‘:"h l;hué;%?‘ PBS
1 2. 10 11 12
PBS 25 pl 25 yl 25 yl 25 pl 25 l
CH;gt?i:tgfmh da dwoc xtr ly héng 25 il 25 il 25 il
Khéang nguyén 25 i 25 pl 25 pl 25 i
Hong cau 0,5 % 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
Bang A.2 - So d6 phan wrng HI cho khang nguyén Hpg A
a) Cho dung dich PBS vao cac day giéng (25 ul /giéng).
b) Nhé vao giéng dau tién 25 pl huyét thanh da duwoc x&r ly hong cau.
c¢) Pha lodng huyét thanh theo co s6 2.
d) Nhé vao céc giéng 25 pl khang nguyén (khang nguyén & 4 don vi HA).
e) LAc nhe 20 s, dé€ yén 20 min.
f) Nhé vao cac giéng 50 pl hong cau 0,5 %.
* Poc két qua
- Phan &rng am tinh: Cé hat ngwng két bong 1&n vén.
- Phan trng duong tinh: Hong cau lang xudng day tao cham tron,
g) L&c nhe, dé yén 40 min rdi doc két qua.
A.2.2. V&i khang nguyén Hpg C
A.2.2.1. Phan trng HA cho khang nguyén Hpg C (xem Bang A.3)
Pdi chirng

Dung dich Thi nghiém PBS kﬁfnnggncgé':y;n
Thi tw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PBS 25ul |25l |25l |25l (25l (25l 25l | 25l | 25l | 25l | 254l | 25 i
rfgﬁ;gn 25 25l | 25 pl
;?]ﬂglciu ©0 50 | 50 il |50 pil| 50 I | 50 i |50 l| 50 ul | 50l | 50l | 50 ul | 50l | 50




Bang A.3 - Sor d6 phan trng HA cho khang nguyén Hpg C
a) Cho dung dich PBS vao céac day giéng (25 pl /giéng).
b) Thém vao giéng dau tién 25 pl khang nguyén va pha lodng khang nguyén theo co s6 2.
¢) Nhé vao céac giéng 50 pl hdng cau cb dinh 1 %.
d) Céc giéng d6i chirng:
+ Do6i chirng hong cau: 25 pl dung dich PBS + 50 pl héng cau ¢6 dinh 1 %;

+ Do6i chirng khang nguyén: 25 pl dung dich PBS + 25 pl khang nguyén + 50 pl hong cau co dinh
1 %.

Lac nhe trong 20 s, dé yén 40 min rdi doc két qua.
* Poc két qua:
+ Phan (rng am tinh: Hong cau l&ng déu & dwdi day giéng thanh cham tron.

+ Phan (rng dwong tinh: Xay ra hién twgng ngung két, hong cau ngwng két thanh cum lam tam
Xung quanh giéng.

+ Doc hiéu gia ngwng két: Hiéu gia ngwng két khang nguyén dwoc danh gia & do pha lodng cao
nhat con c6 phan &rng ngung két xay ra.

A.2.2.2. Phan &rng HI cho khang nguyén Hpg C

P6i chirng
L6 thi nghiém & 4
Nguyén liéu ghie Huyeét tbanh KhanAg PBS
chuan nguyén
1 2... 10 11 12
PBS 25 ul 25 pl 25 pl 25 ul 25 ul
Huyét thanh da dwoc xtr ly
hong cau (1:5) 25 pl 25 25 ul
Khang nguyén 25 ul 25 pl 25 i 25 ul
Hong cau ¢6 dinh 1 % 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul

Bang A.4 - Sor d6 phan trng HI cho khang nguyén Hpg C
a) Cho dung dich PBS vao cac day giéng (25 pl /giéng).
b) Nho vao giéng dau tién 25 pl huyét thanh da dwoc xtr ly hdng cau.
¢) Pha lodng huyét thanh theo co s6 2.
d) Nhé vao céc giéng 25 pl khang nguyén (khang nguyén & 4 don vi HA).
e) LAc nhe 20 s, dé yén 20 min.
f) Nho vao cac giéng 50 pl hdng cau ¢ dinh 1 %.
g) L&c nhe, dé yén 40 min rdi doc két qua.
* Poc két qua
- Phan (&rng am tinh: C6 hat ngwng két bong I&n vén.

- Phan trng duong tinh: Hong cau lang xudng day tao cham tron.

THU MUC TAI LIEU THAM KHAO

[1] ASEAN Standards for Aniamal Vaccines (Second Edition): Requirements for Haemophilus



Paragallinarum Bacterin (Coryza)



