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Loi noi dau

TCVN 8685-14:2017 do Trung tam Kiém nghiém thubc Tha y TW1 -
Cuc Thi y bién soan. B6 Néng nghiép va Phat trién néng thén dé nghi,
Téng cuc Tiéu chuan Po lwong Chét Iwong thdm dinh, Bé Khoa hoc va

Céng nghé céng bé.

B TCVN 8685 Quy trinh kiém nghiém véc xin gdm cac phén:
- TCVN 8685-1 : 2011, Phén 1: Véc xin phé thuong han lon nhuoe déc,

- TCVN 8685-2 : 2011, Phéan 2: Vc xin viém gan siéu vi tring vit;
- TCVN 8685-3 : 2011, Phan 3: Viéc xin E.coli cda lon;

- TCVN 8685-4 : 2011, Phan 4: V&c xin v hoat phong héi chimg
gidm dé ¢ ga;,

- TCVN 8685-5 : 2011, Phéan 5: Viac xin ung khi than;
- TCVN 8685-6 : 2011, Phén 6: Véc xin Gumboro nhugc déc;

- TCVN 8685-7 : 2011, Phan 7: Vic xin nhiét than nha bao vé doc
chdng 34 F2,

- TCVN 8685-8 : 2011, Phén 8: Vdc xin dich ta lon nhuoc déc;

- TCVN 8685-9 : 2014, Phan 9: Véc xin vé hoat phong bénh Cum
gia cdm A/H5N1,

- TCVN 8685-10 : 2014, Phan 10: Véc xin v6 hoat phong bénh L&
mém long méng (FMD);

- TCVN 8685-11 : 2014, Phan 11: Véc xin vo hoat phong bénh Phu
déu ga (coryza);

-TCVN 8685-12 : 2014, Phéan 12: Vac xin nhuoc doc, déng khb
phong héi chimg rbi loan hé hép va sinh sén & lgn (PRRS);

- TCVN 8685-13 : 2014, Phan 13: Vic xin vé hoat phong hdi chimg
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réi loan h6 hap va sinh sén & lon (PRRS);

- TCVN 8685-14 : 2017, Phan 14: Véc xin vé hoat phong bénh viém
phéi thé kinh & lon;

- TCVN 8685-15 : 2017, Phan 15: Véc xin vb hoat phong bénh viém
phéi do pasteurella multocida type D géy ra & lon;

- TCVN 8685-16 : 2017, Phdn 16: Véc xin vb hoat phdng bénh viém
teo miii truyén nhiém & lon;

- TCVN 8685-17 : 2017, Phan 17: Véc xin vé hoat phdng bénh viém

mang phéi & lon;

-TCVN 8685-18 : 2017, Phan 18: Véc xin vé hoat phong bénh
newcastle;

- TCVN 8685-19 : 2017, Ph4n 19: Véc xin vé hoat phong bénh

gumboro.,
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Quy trinh kiém nghiém véc xin -
Phan 14: Vic xin vé hoat phdng bénh viém phéi thé kinh & lon

Vaccine testing procedure - Part 14: Haemophillus parasuis vaccine, inactivated

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn ndy quy dinh quy trinh kiém nghiém véc xin vé hoat phong bénh viém phdi thé kinh & lon
(hay con goi la bénh Glasser) dwoc san xuét tir chling vi khudn Haemophillus parasuis.

2 Tailiéu vién dan

Céc tai liéu vién dan sau rat cAn thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bé thi 4p dung phién ban dwoc néu. i vai cac tai liéu vién din khong ghi ndm céng bé thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu cd).

TCVN 8684 : 2011, “Vic xin va ché phdm sinh hoc dung trong tht y — Phuong phap kiém tra dé thuén
khiét”

3 Ky hiéu va chir viét tit

BAB : Blood Agar Base

HP: Heamophillus parasuis

BHI: Brain heart infusion

EDTA: Ethylene diamine tetra-acetic acid

NAD: Nicotinamide adenine dinucleotide

PBS : Phosphate bufered saline

4 Nguyén tic

Vic xin duoc kiém tra cac chi tiéu cam quan, dd vé trung bang cac phuwong phap phan tich trong
phong thi nghiém, céc chi tiéu tinh an toan va tinh hiéu lwc dwoc danh gia trén cac dong vat thi

nghiém.



TCVN 8685-14 : 2017
5 Bong vit thi nghiém va giéng gbc cong créng doc

5.1 Lon tir 3 tudn tudi dén 4 tuln tudi, khde manh, khdng cé khang thé Haemophillus parasuis

5.2 Chudt lang trong Iwgng tir 350 g dén 400g, khde manh

5.3 Thé trong lwong tir 1,8 kg dén 2 kg, khde manh, khong cé khang thé khang Haemophillus parasuis
5.4 vl khudn Haemophillus parasuis cudng doc

6 Thiét bj, dung cu

6.1 T 4m CO, c6 thé duy tri nhiét d§ 37 °C

6.2 T lanh cé thé duy tri nhiét @6 tir 2 °C Gén 8 °C

6.3 T lanh sau ¢ thé duy tri nhiét d6 am 80 °C

6.4 May lac trdn (vortex mixer) cé téc dd lac tir 50 rpm dén 2400 rpm
6.5 May ly tam, ly tam véi gia téc 12 000 g

6.6 Ndi cach thuy c6 thé duy tri & cac nhiét dé 100 °C, 110 °C, 121 °C trong thoi gian 10 min, 15 min,

20 min

6.7 Micropipet, dung tich tir 0,5 pl dén 10 i, t& 5 pl dén 50 pl, tir 50 pl @é&n 200 pl, tir 100 pl &én 1000 pl
6.8 Micropipet da kénh, dung tich tir 5 pl dén 50 pl, tir 50 pl dén 200 pl

6.9 Pia I16ng, dng nghiém thiy tinh vo tring

6.10 Dia nhea 96 giéng day chir U

6.11 Binh tam giac 100 ml, 200 ml vé triing

6.12 Dao, kéo, panh kep vé tring

6.13 Bom kim tiém mét 1dn 5 ml, 10 ml

6.14 Can phan tich c6 ddidotr 0 g dén 30 g

7 LAy miu san pham va chuin bi déng vit thi nghiém
7.1 Liy miu san phim:

S6 lwong mau cén lay: 12 mau (chaiflo)
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7.2 Chuin bj ddng vat thi nghiém

- [t nh4t 10 lon (5.1)
- it nhét 17 chuét lang (5.2)

- it nhat 05 thé (5.3)

'8 Céch tién hanh

8.1 Kiém tra cam quan

Quan sét bang mét thudng, vac xin dat chi tieu cdm quan khi lo vac xin déng nhét, khéng déng vén,
khong lang can.

8.2 Kiém tra vo tring

8.2.1 Kiém tra tap nhiém vi khuin Theo TCVN 8684; 2011

8.2.2 Kiém tra tap nhiém ndm méc Theo TCVN 8684: 2011

8.3 Kiém tra tinh an toan
Chen 1 trong 2 phwong phap sau:
8.3.1 Phwong phap trong tai

- Tiém it nhat cho 02 Ign (5.1), mdi con 02 liéu vac xin ghi trén nhan theo dwdng tiém bép, theo dai tir
10 ngay dén 14 ngay.

- Vic xin duwgc coi la dat chi tiéu v& an toan néu tt ca lon séng khée manh, phét trién binh thudng va
khéng cé bién d@di v& cuc b, bat thwdng hay co triéu chirng toan than.

8.3.2 Phwong phap thay thé

- Tiém it nhat cho 02 chuét lang (5.2), m&i con 2 ml véc xin theo dudng dudi da, theo ddi tir 10 ngay
dén 14 ngay.

- Vic xin dwoc coi 1a dat chi tiéu v& an toan néu tit ca chudt séng khde manh, phét trién binh thuéng
va khong c6 bién ddi vé cuc bd, bét thuwéng hay cé triéu chirng toan than.

8.4 Kiém tra hiéu Iwrc

Chon 1 trong 2 phwong phap sau:
8.4.1 Phwong phap céng cwéng dbc trén lon

Lon dwoc chia lam 02 nhém:
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- Nhém 1: Tiém cho it nhat 05 lon (5.1), méi con 1 liéu véc xin ghi trén nhan theo dwdng tiém bap

- Nhém 2: Tiém nwéc sinh Iy vo trung cho it nhét 03 lon (5.1), liéu lwgng va dwong tiém nhw vac xin

- 14 ngay sau mdi tiém th(z nhét, toan bd lgn nhom 1 dwoc tiém mi thee hai véi lidu lwong va dwdng
tiém nhw mi thie nhét.

- 21 ngay sau mi tiém th® hai, toan b lgn nhém 1 va nhém 2 duoc ther thach véi vi khuin
Heamophillus parasuis cwdng doc (5.4), tiém mdi con 1 ml (twong dwong voi lidu 5 x 10° CFU/MmI)
theo dwong dwéi da.

- Theo déi lon nhém 1 va nhém 2 trong théi gian tlr 7 ngay dén 10 ngay.
- Véc xin dwoc coi la dat néu:

+ it nhAt 2/3 lon nhom 2 chét hodic ¢ triéu chieng bénh tich dién hinh cla bénh viém phdi thé
kinh.

+ It nhét 4/5 lon nhém 1 sdng khde manh va khdng cé bét ky triéu trirng bénh tich nao cta bénh
viém phéi thé kinh.
8.4.2 Phwong phap cdng cwérng doc trén chudt lang
Chuét lang dugc chia 1am 02 nhém:

- Nhém 1: Tiém vao bép thit hodc dudi da cho it nhat 10 chuét lang (5.2), méi con 1/4 liéu véc xin ghi
trén nhan.

- Nhém 2: Tiém nwéc sinh Iy vé tring cho it nhat 05 chudt lang (5.2) véi liéu lwgng twong ty nhu tiém
vac xin.

- 14 ngay sau mii tiém th(r nhét, toan bd chugt nhém 1 dwoc tiém mdi ther hai voi liu lwgng va dudng
tiém nhw mi thie nhét.

- 21 ngay sau mi tiém the hai, tAt cd chudt lang nhém 1 va nhém 2 duwoc thir thach véi vi khudn
Heamophillus parasuis cwdng ddc (5.4) mdi con 0,2 ml (twong dwong véi 5 x 10° CFU /0,2 ml) theo
dudng dwdi da.

- Theo d6i chudt trong 7 ngay, vic xin duwoc coi la dat néu:

+ It nhét 3/5 chudt lang nhém 2 chét hodic c6 triéu chirng, bénh tich dién hinh
+ [t nhé&t 7/10 chudt lang nhém 1 séng khde manh.

8.4.3 Phwong phap huyét thanh hoc
Chon 1 trong 2 phwong phap sau:

8.4.3.1 Danh gia hiéu gia khang thé bing phan trng ELISA
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- Tiém vac xin vao bép thit cho it nhat 05 lon (5.1), mi con 1 liéu vic xin ghi trén nhan. 14 ngay sau
mdi tiém thir nhét, toan bd lon dwoc tiém mii thee hai véi liéu lwong va dwdng tiém nhw mii thi nhét.
21 ngay sau mdii tiém th( hai, lon dwoc Iy mau, chét huyét thanh 1am phan (ng ELISA

- Tiém véc xin vao dwdi da cho it nhét 5 thé (5.3), mdi con 1 liéu véc xin ghi trén nhan. 14 ngay sau mi
tiém thi nhét, toan bd thé dwec tiém mdi thie hai voi liéu lwgng va dwdng tiém nhw mai thir nhét. 21
ngay sau mai tiém the hai, thé dwoc ldy mau, chét huyét thanh lam phan ting ELISA

- Tiém véc xin vao bap thit cho it nhat 10 chudt lang (5.2), méi con 1/4 liéu véc xin ghi trén nhan. 14
ngay sau mdi tiém thi nhét, toan bd chudt dwoc tiém mii ther hai véi lidu lvong va dudng tiém nhuw
mai th(r nhét. 21 ngay sau mi tiém th(r hai, chudt dugc ldy mau, chat huyét thanh lam phan (g
ELISA

- Danh gié két qua: Véc xin dat tiéu chudn khi it nhat 75 % mau huyét thanh dat gia trj dwong tinh.
8.4.3.2 Danh gia hiéu gia khang thé bing phan (rng ngwng két

- Pong vat dwoc gay mién dich theo myc 8.4.3.1

- Sau d6 tAt ca dong vat dwoc lay mau, chit huyét thanh va tién hanh lam phan (ng ngung két cham
(xem phuy luc A)

- VAc xin duwgc coi la dat: Néu hiéu gia khang thé cla it nhat 75 % mau huyét thanh mién dich phai cho
két qua = 1:16
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Phu luc A
(Quy dinh)
Kiém tra hidu gia khang thé Haemophillus parasuis bang phan ng nguwng két cham

A.1 Chuén bj méi triedng héa chéat

- Dia thach chocolate bd sung Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 5 %
- Pia thach mau dwéng kinh 8 cm dén 10 cm

- Canh thang Brain heart infusion (BHI) déng éng 4 ml

- Acid Ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA) 1N

- Formaldehyde solution min 37 % (HCHO)

- Dung dich PBS: 1000m| duwec pha theo céng thirc sau:

Natri clorua (NaCl) 8g

Kali clorua (KCl) 2g
Natri hidro photphat (Na;HPOy) 1159
Mono kali photphat (KH;POj) 02g
Nudc 1000 ml

Chinh pH d@én 7,2 béing dung dich NaOH 1N hodc dung dich HCI 1N. Hép tiét tring & nhiét 45 121 °C
trong 1 h. Bao quan & nhiét ¢ 4 °C.
A.2 Chuén bi khang nguyén than ( KNO - Somatic antigen-KN xtr ly acid EDTA)

A.2.1 CAy 0,01 ml vi khudn Heamophillus parasuis cwdng doc (5.4) vao mdi trudng thach chocolate bé
sung NAD 5 % (A.1), U & ti 4m 37 °C (6.1) trong 24 h. '

A.2.2 Chon khuén lac dién hinh trén méi trwdng thach chocolate (A.2.1) cdy vao mdi tredng canh
thang BHI (A.1)(dng 4 ml) b sung NAD 5 %, rdi G & tG &m 37 °C (6.1) trong 24 h.

A.2.3 Lang 4 ml canh tring (A.2.2) 1én 2 dia thach chocolate (A.1) rdi G & ti 4m 37 °C (6.1) trong 24 h.

A.2.4 Thu hoach vi khuin sau khi lang trén mét thach chocolate (A.2.3) bang cach dung 5 ml PBS rira
b& mét hai dfa thach, hit huyén dich vi khun thu dwgc vao éng nghiém.

A.2.5 Nhé 0,02 ml Formaldehyde solution 37 % (A.1) vao huyén dich vi khuén thu duoc (A.2.4) rdi 0 &
td 4m 37 °C (6.1) trong 24 h, sau @6 dem ki&m tra vo tring huy&n dich vi khuén.

A.2.6 Huyén dich vi khuén (A.2.5) dat chi tiéu vo trung sé duoc ly tam b&ng may ly tam (6.5) voi tbc o
12000 rpm trong 20 min & nhiét do 4 °C, thu l4y can, hoan nguyén lai bing 20 ml EDTA 1 %, lac déu
rdi G & tG 4m 37 °C (6.1) trong 24 h.

10
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A.2.7 Sau d6 tiép tuc ly tam huyén dich vi khuén (A.2.6) bing may ly tam (6.5) v&i téc @6 12000 rpm
trong 20 min & nhiét d6 4 °C, cin thu dwoc sé rtva bang 5 ml PBS ¢é bd sung 0,3 % Formaldehyde
solution min 37 %, lap lai 2 lan.

A.2.8 Tiép tuc ly tam huyén dich vi khuan (A.2.7) bang may ly tam (6.5) v&i tée dd 12000 rpm trong 20
min & nhiét dd 4 °C, cin thu dwoc sé dwoc hoan nguyén bang 5 ml PBS dé thu hoach khang nguyén

A.2.9 Kiém tra khang nguyén (A.2.8) xem c6 tw ngung két khdng, khang nguyén dat yéu cau khi khéng
c6 hién twong ngung két.

A.3 Chuén bj huyét thanh kiém tra

LAy mau dong vat (8.4.3.2), chét ldy huyét thanh. Sau dé khir bd thé bang cach dun & ndi cach thiy
(6.6) & nhiét do 56 °C trong 30 min.

A.4 Cach tién hanh

Quy trinh cho phén (rng ngung két cham v&i khang nguyén O (khang nguyén Somatic) thiec hién trén
dia 96 giéng day chir U

So dd phan ng ngwng két cham

Dung Déi chirng

Thi nghiém
dich e ; +

Ther ty 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PBS 50ul | 50pl | 50pl | 50ul | 50ul | 50ui | 50ul | 50ul | 50ul | S0ul | 504l | 50ul

Huyét 50ul | 50p | 50 pl | 50ul | 50ul | 50pi | 50p! 50 ul
thanh AN > L
Khang

. 50 | 50pl [ 50pl | 50l | 50 ul | SOpl | 50 ul | 50 ut | SOl | 50 pl | S50 ul | SO pI
nguyén

- Thyre hién thi nghiém theo so @b phan (ng ngung két cham nhuw trén

- Déi voi cac giéng thi nghiém:

+ Cho dung dich PBS vao céc day giéng thi nghiém trén dia 96 day chir U (50 pl/giéng)
+ Thém vao giéng dAu tién 50 pl huyét thanh va pha loing huyét thanh theo co sé 2

+ Nho vao céc giéng 50 ul khang nguyén

- D6i v&i cac giéng d6i chirng:

+ Déi chirng am: 50 pl dung dich PBS + 50 pl khang nguyén

11
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+ Déi chirng dwong: 50 pl dung dich PBS + 50 pl huyét thanh téi mién dich va pha loang theo co sé 2
+ 50 pl khang nguyén

- L4c nhe cho d&u rdi dinh bang dinh dé & ti 4m 37 °C (6.1) qua dém
- Doc két qua:
+ Phan (rng &m tinh: Khang nguyén |ang tron day giéng

+ Phan (*ng dwong tinh: X3y ra hién twgng ngung két, khang nguyén nguwng két thanh cym Iam tam
xung quanh giéng

+ Boc hiéu gia ngwng két: Hieu gid ngung két duoc danh gia & do pha loang cao nhét con c6 phan
ng ngwng két xay ra.
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Thw muc tai liéu tham khao

[1] Veterinarni Medicina, 51, 2006 (5): 168-179
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