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Quy trinh kiém nghiém vic xin -
Phan 9: Vic xin vé hoat phong bénh cum gia cam A/H5N1

Vaccine testing procedure - Part 9: Avian infuenza A/H5N 1 vaccine

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chudn nay quy dinh yéu cAu k¢ thuat @& kidm nghiém véc xin v6 hoat phdng bénh cum gia cdm
AJH5N1 cho ga, vit, ngan.

2 Tai ligu vién dén

Céc tai lidu vién din sau rat cin thiét cho viéc 4p dung tiéu chudn nay. Déi voi cac tai lidu vién dén ghi
nam cdng bd thi 4p dung phién ban duec néu. Déi véi cAc tai liéu vién din khéng ghi nam céng bé thi
4p dyng phién ban méi nhat, bao gbm ca céc sira ddi, bd sung (néu c6).

TCVN 8684:2011, VAc xin va ché phdm sinh hoc dung trong tha y = Phép thir 80 thudn khiét.

3 LAy miu san phdm va chuén bj ddng vit thi nghi§m
3.1 Ly miu san phim:
LAy mAu san phdm theo qui dinh trong bang nhu sau:

S6 Iwgng miu vic xin va ché phdm sinh hec cin Idy

Quy cach déng g6i (ml) S& lwong mau Iy (sédn pham)
Cho t&i 100 T 7 dén 10
Trén 100 Tur5dé8n7




TCVN 8685-9:2014
3.2 Chuin bj ddng vat thi nghigm

Tiy theo y&u chu ciia véc xin, chudn bj ddng vét sau:
- 10 con ga tir 2 @én 3 tudn tudi, khde manh, &m tinh véi khang thé khang vi rat cim gia cim.

— 30 con ga tir 4 dén 5 tudn tudi, man cdm, khde manh, &m tinh vé&i khang thé khang vi nit cum gia
chm.

— 45 con vit ho#ic ngan tir 2 8én 3 tudn tudi, man cdm, khde manh, &m tinh véi khang thé khéng vi rat
cum gia cAm.

4 Cach tién hanh

4.1 Kiém tra cdm quan

Kidm tra bing mét thudng: Véc xin ddng nhét, khdng déng von, khong léng cén.
4.2 Kidm tra 49 thudn khiét

Kiém tra cac chi tiéu tap nhidm vi khuin, tap nhi&m ndm méc, tap nhim Salmonella va tap nhiém
Mycoplasma theo TCVN 8684:2011.

4.3 Kiém tra tinh an toan
— Trén ga: tiém cho 10 con ga tir 2 @é&n 3 tuln tudi, m3i con 2 lidu véc xin ghi trén nhén.

~ Trén vit hodc ngan: tiém cho 10 con vit hodic ngan tir 2 dén 3 tuln tudi, m3i con 2 lidu véc xin ghi trén
nhan.

Theo ddi ddng vét thi nghiém trong 14 ngay.

Vic xin dugc coi la an toan néu tAt ca gaivitngan séng khde manh, phat trién binh thudng va khéng cb
bién d&i bt thudrng vé cuc bd hay trigu chirng toan than.

4.4 Kiém tra hidu lyc
4.4.1 Phuong phép trong tai
Str dung 15 con ga khde tir 4 dén 5 tudn tudi, chia lam 2 nhém:

+ Nhém 1: gdm 10 con ga, mdi con dwec tiém 1 liéu vic xin ghi trén nhén, theo dwdng dudi da
cb;

+ Nhém 2: gdm 5 con ga Iam di chirng, khdng tiém véc xin.
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St dung 15 vit hodic ngan khée tir 2 dén 3 tudn tudi, chia lam 2 nhém:

+ Nhém 1: gdm 10 con vit ho3ic ngan, tiém dudi da 2 ligu véc xin (0,5 ml/con vao ngay tudi thir
14 va 1 ml vao ngay tubi thir 35);

+ Nhém 2: gdm 5 con vit hodic ngan lam déi chirng, khdng tiém véc xin.

Sau khi tiém 21 ngay déi v&i ga, 14 ngay sau mai tiém cubi cung abi véi vit hodic ngan, ddng vat & 16
dugc tism va 16 d8i ching dugc thir thach véi ching vi rit cim gia cAm cwéng d6c H5N1 hién hanh
bdng phuwong phap nhd mii, lidu 10° TCIDsy/con (theo Phy lyc A).

Theo dbi ddng vét thi nghiém trong 10 ngay.

Véc xin dwoc coi 1a dat néu:
+ It nhét 80 % dbng vat & 16 dugc tidm séng, khdng cb bét ky biéu hién nao ciia bénh cim gia cAm;
+ it nhét 80 % Adng vat & 16 dbi chirng chét.

4.4.2 Phwong phép thay thé

Sau khi tiém 21 ngay a8i véi ga, 14 ngdy sau mii thie 2 d8i voi vit/ngan, tAt cd ddng vat dugc tdy mau,
thu huyét thanh 1am phan &ng Hl (theo Phy luc B va Phy lyc C). Véc xin dat tigu chudn khi hiéu gia
khang thé trung binh (GMT) ctia 16 mi&n dich phai 2 4log2, trong khi d6 16 d8i chirng m tinh.
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Phy luc A
(Quy dinh)

Phwong phap chudn a4 vi rat

A1 Chudn bj
- Chudn bj da 96 giéng c6 1 16p té bao.

— Pha loang vi rit trong méi trueng té bao cé tolyisulfonyl phenylalanyl chloromethyl ketone (TPCK)
irypsin.

- Pha lo&ng vi rit theo ty | 1:10, pha loang 7 ndng dd.
A.2 Céach tién hanh

— Danh diu thiz ty cac ndng dd gay nhidm trén dia té bao.
- M&i dia c6 4 giéng dung 1am dbi chirng.

— Loai bd mdi tredrng nudi cdy trong dia té bao, nira té bao 1 1&n bing dung dich mubi dém phosphat
(PBS) trwdre khi gay nhi@m 0,1 ml dung dich pha lofing vi rit.

- Bét dlu tir ndng A6 pha lo&ng cao nhét, m&i ndng dd gay nhidm cho 4 giéng.

- Tiép tuc g8y nhidm céc giéng tiép theo, ngugc tré lai dén ndng dd pha lodng thap nhét.

— Thay d8i d4u pipet khi cAn thiét.

- D3t @Ta vao trong t 4m 37 °C trong modi trwdrng ¢6 5 % CO, trong 1 h.

- Rra bé nhirng vi rit khdng bam trén b& mét t& bao badng dung djch PBS.

~ Thém 0,5 ml méi trudmg c6 chira dung dich albumin huyét thanh bd (BSA), TPCK trypsin va khang sinh.

- D3t dTa vao ti &m 37 °C trong moi tredmng cb 5 % CO, va giam s&t CPE (cytopathic effect) trong thdi
gian tir 1 ngay dén 4 ngay.

— Ghi lai sé rgng giéng duong tinh va am tinh.

- Tinh TCIDg (lidu x&m nhidm cia virus gay hdy hoai 50 % sé giéng & bao) theo cong thirc
Spearman - Kaber.



TCVN 8685-9:2014
ATCID,, (0,1 ml) = X + 1/2 — (Ni/n)

trong d6:
X 14 logarit co sé 10 clia d9 pha loang vi rit c6 100 % giéng xuét hign bénh tich t& bao;
Ny 12 t8ng sé giéng c6 bénh tich té bao trong thi nghiém:
n 1asb giéng ciia m&i 4 pha lo&ng;

A 14 49 phalodng vi rit.
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PhulucB
(Quy dinh)

Phan (rng ngwng két hdng ciu ga

B.1 Thubc thir va vit ligu thir

— Dung dich natri citrat 4 %.

— Nuére mubi sinh ly (dung dich NaCl 0,85 %).

~ Méu ga tréng khoé manh da trudng thanh, khong c6 khéng thé cum va Newcastle.
- Pla 96 giéng chir U.

B.2 Thiét bj, dyng cy

May ly tAm, c6 thé quay vé&i téc dd tir 1000 r/min d&n 1500 r/min.

Ong ly tam.

Xyranh, dung tich 5 ml.

My lc (tuy chon).

B.3 Chuin bj hdng cduga 1%

- Duing xyranh dung tich § ml hozic 10 mi @& hut 1 ml (10 % thé tich) dung dich chéng d6ng (natri citrat
4 %) cho vao éng ly tm, thém 9 ml méu ga tréng.

- Ly t4m véi tbc d tir 1000 r/min dén 1500 r/min trong 15 min, 48 bd huyét tong, cho thém nudc
mudi sinh Iy vao hdng cAu, lic ddu. Ly tAm nhu trén tir 3 1An dén 4 1An a8 rira hdng clu, hit bd nuéc &
trén sau I4n ly tam cuéi.

- Chudn bj huy&n dich 1 % béng céch pha 1 ml hdng cAu véi 99 ml nwéc mudi sinh ly.

— Bdo quan huy&n dich hdng cAu & nhiét dd tir 4 °C dén 8 °C. Hdng cAu sau khi pha cé thé diing trong
4 ngay dén 5 ngay (néu dung dich hdng ciu bj dung huyét thi loai bd, khdng nén ding).

B.4 Céch tién hanh

— Nhd 50 pl nuée mudi sinh Iy vd triing vao dla 96 giéng chir U tir giéng thir 1 dén giéng 12 clia mdi hang.
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— Nhé 50 pi khang nguyén vi rit vao cdt dau tién cla dia.

— Tiép tyc pha loang khang nguyén kiém tra theo co s 2 bing cach chuyén 50 pl tir giéng 1 @én giéng
thir 2 va tulin ty dén giéng 11 rdi bd @i 50 pl.

- Giéng 12 dung déi chirng chira: 50 i nuéc mudi sinh ly va 50 ul hdng cau ga 1%.
— Nhd 50 pl hdng clu ga 1% vao céc giéng clia dfa phén rng.

- L&c nhe biing tay ho#c bing may. U dia phan (¢ng & nhiét 46 phong trong thei gian khoadng 30 min,
sau d6 doc két qua.

B.5 Dién giai két qua
— Phan (rng &m tinh: Hng cAu Iéng 68u & dudi ddy giéng thanh chém tron.

- Phén ng dwong tinh: Xdy ra hign tveng ngung két, héng clu ngung két thanh cum 14m tAm xung
quanh giéng.

- Doc hidu gia ngwng két: Hidu gia ngueng két khang nguyén dugc danh gid & dd pha loéing cao nhét
¢on cb phén (*ng ngung két xay ra.
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PhulycC
(Quy dinh)

Phan (rng ngin tr& ngwng két hdng cdu ga

C.1 Thubc thir va vat ligu thir

~ Hdng clu ga, ndng 46 tir 0,8 % dén 1 %.

— Khang nguyén (nwéec trirng).

- Nwéc muéi sinh ly (dung dich NaCl 0,85 %).

- Bla ngung két 96 giéng day chlr V.

C.2 Céch tién hanh

— Dénh déu mAu huyét thanh cin kidm tra 1&n dTa 96 giéng d4y ch(r V.
— Nh& 25 pl nurére mudi sinh ly v tring vao céc giéng clia dTa 96 giéng.

~ Nhé 25 I huyét thanh cn kidm tra vao day 1, pha losing bac 2.

- Dang micropipet trdn ddu giéng 1, chuyén 25 pl giéng 1 sang giéng 2. Twong ty d&n ndng A9 thich
hep. D&y déi chirng dwong nuére mudbi sinh Iy + hdng ciu, déi chirng 4m khéng nguyén + hdng cAu.

- Cho vao tht ca cac giéng mdi giéng 25 pl dung dich khang nguyén 4HA, Iic nhe trong vong 1 min.

Dé& yén & nhigt 4 phong trong 30 min.

- Hut 50 pi dung dich hdng cAu cho vao céc giéng, lc nhe trong vong 1 min. D& & nhiét 6 phdng

trong 30 min (khi nao ddi chirng I4ng hoan toan) va doc két qua.
C.3 Dién giai két qua
- Phan (rng &m tinh: C6 hat ngung két bdng 1&n vén.

— Phan (rng dwong tinh: Hdng cAu Iéng xuéng day tao chdm tron.
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Thwe muyce tai liéu tham khao

[1]1 ASEAN Standard Requirements for Avian Influenza Vaccjne

[2] Chapter 2.3.4: Avian Influenza, OIE Termrestrial Manual 2009
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