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TCVN 8685-19 : 2017
L&i néi dau

TCVN 8685-18:2017 do Trung tam Kiém nghiém thuéc Tha y TW1 - Cuc
Thiy bién soan, B Néng nghiép va Phat trién néng thén dé nghi, Tdng cuc
Tiéu chuan Po lwong Chét lwong tham dinh, B6 Khoa hoc va Céng nghé

céng bé.

B TCVN 8685 Quy trinh kiém nghiém véc xin gdm cac phan:
- TCVN 8685-1 : 2011, Phén 1: Vic xin phé thuong han lon nhuoc dic;
- TCVN 8685-2 : 2011, Phén 2: V&c xin viém gan siéu vi tring vit,
- TCVN 8685-3 : 2011, Phén 3: Véc xin E.coli cua lon;

- TCVN 8685-4 : 2011, Phén 4: Véc xin v6 hoat phong héi chimg
giam dé ¢ ga;

- TCVN 8685-5 : 2011, Phén 5: Vac xin ung khi than;
- TCVN 8685-6 : 2011, Phén 6: Vé&c xin Gumboro nhugc déc;

- TCVN 8685-7 : 2011, Phén 7: Vic xin nhiét thén nha bao vé dbc
ching 34 F2,

- TCVN 8685-8 : 2011, Phén 8: Vic xin dich ta lgn nhugc djc;

- TCVN 8685-9 : 2014, Phan 9: Véc xin v6 hoat phong bénh Cim
gia cadm A/H5NT,

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

-TCVN 8685-11 : 2014, Phan 11: Viac xin vd hoat phong bénh Phu
d4u ga (coryza),

-TCVN 8685-12 : 2014, Phdn 12: Véc xin nhugc dje, déng kho
phong héi chimg réi loan hé hép va sinh san & lon (PRRS),

- TCVN 8685-13 : 2014, Phén 13: Véc xin vé hoat phong hdi chimg
r6i loan hé hép va sinh sén & lpn (PRRS),

- TCVN 8685-14 : 2017, Phén 14: Véc xin v6 hoat phong bénh viém
phdi thé kinh & lon;
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- TCVN 8685-15 : 2017, Phan 15: V&c xin v6 hoat phong bénh viém
phéi do pasteurella multocida type D géy ra & lon;
- TCVN 8685-16 : 2017, Phéan 16: Vic xin v6 hoat phong bénh viém
teo mdi truyén nhiém & lon;

- TCVN 8685-17 : 2017, Phan 17: Véc xin v6 hoat phdng bénh viém
mang phéi & lon:;

-TCVN 8685-18 : 2017, Phén 18: Véc xin v hoat phong bénh
newcastle;

- TCVN 8685-19 : 2017, Phdn 19: Vc xin v6 hoat phong bénh
gumboro.
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Quy trinh kiém nghiém vic xin -
Phan 19: Vic xin vé hoat phéng bénh gumboro

Vaccine testing procedure - Part 19: Infectious Bursal Disease vaccine, inactivated

1 Pham vi ap dung

Tiéu chuin nay quy dinh quy trinh vé& kiém nghiém véc xin vé hoat phong bénh Gumboro cho ga.

2 Tai liéu vién dan

Céc tai liéu vién din sau rat cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi

nim cdng bé thi 4p dung phién ban dwoc néu. Déi véi cac tai liéu vién dan khdng ghi ndm céng bé thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gdm ca cac stra ddi, bd sung (néu cb).

TCVN 8684:2011 “VAc xin va ché pham sinh hgc ding trong thi y — Phuwong phép kiém tra thuan
khiét”

3 Ky hiéu va chir viét tit

CPE Cytopathic effect
MEM Minimum Essential Media
TCIDso Tissue Culture Infectious Dose 50
Ab Antibody
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
AGP Agar gel precipitation
4 Nguyén tic

Vic xin dwoc kiém tra cac chi tiéu cam quan, dd vo trung bang cac phwong phap phan tich trong
phéng thi nghiém, cac chi tiéu tinh an toan va tinh hiéu lyc dwgc danh gia trén cac déng vat thi
nghiém.

5 Vat lidu va thudc thir

5.1 Ga 2 tudn tudi, ga khde, am tinh véi khang thé khang vi rat Gumboro

5.2 Trirng ga SPF c6 phdi tir 9 ngay tudi dén 11 ngay tudi
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5.3 Khang nguyén dwong chuén, déi chirng 4m

5.4 Huyét thanh dwong chudn, Huyét thanh am chudn

5.5 Vi rat Gumboro cwong déc ching CVL 52/70

5.6 Méi trerong té bao MEM 1x

5.7 Dung dich PBS pH 7,2

5.8 KIT phat hién khang thé Gumboro

6 Thiét bj, dung cu

St dung cac thiét bj, dung cu clia phdang thi nghiém théng thudng va cu thé nhw sau:
6.1 Ta 4&m CO2 duy tri nhiét do 37 °C

6.2 Ta 4p trieng duy tri nhiét d6 37 °C

6.3 Céc 6 md, dung tich 100 ml, 200 ml, 500 ml va 1000 ml

6.4 Dia Petri vo tring

6.5 Micropipet, dung tich tir0,5 pl &&n 10 pl, tr 5 pl G&n 50 i, tlr 50 il &&n 200 pil, 1lr 100 pl dén 1000
6.6 Micropipet da kénh, dung tich ttr 5 pl dén 50 pl, tir 50 ul dén 200 i

6.7 Dao, kéo, panh kep vé tring

6.8 Dia 96 giéng c6 1 16p té bao xo phdi ga

6.9 May ly tam, c6 thé quay véi tbc dd tir 1000 rpm dén 3000 rpm

6.10 Ong ly tam vé triung

6.11 Bom tiém dung tich 5 ml

6.12 May ldc (vortex mixer) cé téc @6 1ac tir 50 rpm dén 2400 rpm

6.13 Dung cu dyc 18 vé triing

6.14 Chai thay tinh schott (100 ml, 1000 ml) vé triing

7 L&y miu san pham va chuan bj déng vit thi nghiém

7.1 Liy méu san phim

S6 Irgng mau can I4y: 12 mAu da gia (chaillo)

7.2 Chuén bj déng vat thi nghiém

- It nhét 40 ga 2 tudn tudi (5.1)

- It nh4t 100 trieng ga c6 phdi (5.2)
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8 Cach tién hanh
8.1 Kiém tra cam quan

Quan séat badng mét thudng, vac xin dwoc coi la dat yéu ciu khi hdn dich ddng nhét, khéng déng vén,
khéng ldng can.

8.2 Kiém tra vé tring
8.2.1 Kiém tra tap nhiém vi khudn. Theo TCVN 8684:2011
8.2.2 Kiém tra tap nhiém nidm méc.Theo TCVN 8684:2011
8.3 Kiém tra vd hoat

Tiém it nhat 100 trirng ga (5.2), méi trirng 0,2 ml véc xin vao tui ldng d6 hodc tdi niéu. Ap cac trirng da
dugc tiém & tG &p trieng (6.2) trong 7 ngay. Kiém tra bénh tich phai.

Viéc xin dwgc coi la vo hoat khi phéi khéng cé bénh tich cla vi rit Gumboro.

8.4 Kiém tra tinh an toan

~ Tiém cho 10 ga (5.1), méi con 2 lidu vAc xin ghi trén nhan theo duwéng duwéi da cd
— Theo déi toan bd ga thi nghiém trong 21 ngay

Véc xin duoc coi 1a an toan néu tat cd ga séng khde, phat trién binh thwéng va khéng cé bién ddi bat
thwdng cyc bd hay triéu chirng toan than.

8.5 Kiém tra hiéu lwc

8.5.1 Phwong phap trong tai

St dung 30 ga (5.1), chia 1am 2 nhém:

+ Nhém 1: gém 20 ga, méi con duwoc tiém 1 liéu vac xin ghi trén nhan, theo dwong dwéi da cd;
+ Nhém 2: gdm 10 ga lam déi chirng, khdng tiém véc xin.

Sau khi tiém véc xin tir 21 ngay dén 28 ngay, ga nhém 1 va nhém 2 dwoc thlr thach véi ching vi rit
Gumboro cwéng djc (5.5) bang phuong phap nhé mét, mdi, liéu 200 pl (10> TCIDs,) / con (xem Phy luc
A).

Theo ddi tir 3 ngay dén 10 ngay sau cong cwdng ddc.
Vic xin dwoc coi la dat néu:
+ |t nhat 80 % ga nhém 1 séng khde, khéng co bét ky biéu hién nao ctia bénh Gumboro;

+ [t nh&t 80 % ga nhom 2 ¢é biéu hién triéu chirng va bénh tich clia bénh Gumboro nhuw xuét huyét co
dui, stng, xuét huyét va cé dich & tui Fabricius.

8.5.2 Phwong phap thay thé

Str dung 30 ga (5.1) chia lam 2 nhém:
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+ Nhém 1: gdm 20 ga, méi con dwoc tiém 1 lidu véc xin ghi trén nhan, theo dwdng duwdi da cb;
+ Nhom 2: gdm 10 ga lam @i chirng, khong tiém vac xin.

Sau khi tiém véc xin tr 21 ngay dén 28 ngay, tit cd ga nhém 1 va nhém 2 duoc lay mau, thu huyét
thanh thye hién 1 trong 2 phan trng sau:

8.5.2.1. Phan (rng két tia khuéch tan trén thach AGP (xem Phu luc B)

Véc xin dat tiéu chudn khi hiéu gia khang thé AGP trung binh clia g& nhém 1 2 1 : 32; trong khi d6 ga
nhém 2 &m tinh.

8.5.2.2. Phan rng ELISA (Infectious Bursal Disease Virus Antibody Test Kit) (xem Phu luc C)

Véc xin dat tiéu chuln khi it nhat 80 % mau huyét thanh cla 16 ga nhém 1 dat gia tri S/P > 0,20 hodc
hiéu gi& khang thé > 396; trong khi d6 it nhat 80 % mau huyét thanh cla 16 ga nhém 2 am tinh (gia tri
SIP < 0,20 hoac hiéu gia khang thé s 396).
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Phu luc A
(Quy dinh)
Phwong phap chuan dé vi rat

A.1 Chuén bj

— Chuén bj dia 96 giéng c6 1 16p té bao xo phéi ga

— Pha loang vi rt trong mai trréng té bao MEM 1x

~ Pha loang vi rit theo ty & 1:10, pha lodng 7 néng d6.
A.2 Céch tién hanh

Danh diu the tw cac ndng dd gay nhidm trén dia té bao.

M&i dia c6 4 giéng dung lam déi chirng.

— Loai bé mdi trieéng nudi cly trong dia té bao, rira té bao 1 1an bing dung dich PBS".

Bét dAu tir ndng dd pha lodng cao nhét, méi ndng dd gay nhiém cho 4 giéng (100 pl/giéng).

Tiép tuc gay nhiém céc giéng tiép theo, ngwoc trd lai dén ndng dd pha loang thap nhat.

— Dat dia vao trong ti 4m 37 °C trong mdi tredng ¢6 5 % CO, trong 1 h.
— Rira bd nhirng vi rit khéng bam trén bé mat t& bao bang dung dich PBS'.
— Thém 100 pl méi treéng MEM 5 % huyét thanh bo.

~ D3t dfa vao td &m 37 °C trong mdi trwdng cé 5 % CO, va quan sat bénh tich té bao trong thai gian tir
1 ngay dén 4 ngay.

— Ghi lai s6 lvong giéng dwong tinh va am tinh.

— Tinh TCIDs, (liéu gay nhiém cla virus gay hly hoai 50 % sé giéng té bao) theo phwong phap
Spearman - Kaber.

Log TCID50 = (Xo + d/2) - d x (Zri/n)
Trong dé:

Xo la log clia bac pha lodng virus cao nhét;
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d la log cua béac pha lodng;

ri 1a s6 giéng t& bao am tinh & mdi bac pha loang;

n la sé giéng té bao duwoc gay nhiém & méi bac pha loang.
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Phu luc B
(Quy dinh)
Phan (rng két tia khuéch tan trén thach

B.1 Hoa chét va vat liéu

— Agar Difco1,5g

Phenol 0,5 ml

NaCl8,5g

Dung dich PBS" 0,01 M (pH 7,2)

Khang nguyén dwong chuln, déi chirng am

Huyét thanh dwong chuan, Huyét thanh am chun

B.2 Thiét bj, dung cu

May ly tam

May hép

Ong ly tam

Dung cu dyc 16

Bia chuyén dung

Chai thiy tinh schott (100 ml, 1000 ml)

Dung cuy thwéng quy phong thi nghiém
B.3 Chuén bj vit liéu
B.3.1 Khang nguyén dwong tinh chuan:

~ Gay nhiém giéng cudng doc Gumboro tiéu chudn cho ga man cam (3 tudn tudi dén 5 tudn tudi), nhd
vao mét va mii ga méi con 200 pl (10? TCIDs,)

~ Sau 03 ngay gay nhiém thu hoach tui Fabricius, nghién tui Fabricius c¢é bénh tich dién hinh trong
nuwdc sinh ly véity 1€ 1 : 10 (1g tai Fabricius : 9 ml nwéc sinh ly pH 7,2)

1
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— Litédm 1500 rpm trong 5 phut

- Gidi @6ng tan 3 1an dén 5 1an
~ Li tam 3000 rpm trong 15 min thu lay nwéc trong & trén, bd c&n. Chia éng nhd, bdo quan am 50 °C

— Ciing ¢c6 thé dung giéng Gumboro cwdng ddc tiém vao mang niéu nang phdi ga man cam 9-10 ngay
thu hoach phéi va nwédc niéu nang cla céc phdi chét trong vong 48 - 96 h sau khi tiém, tron va x& ly

nhu trén.

B.3.2 Ché tao huyét thanh dwong tinh tiéu chuan

— Dung ga tréng choai khde manh (4-5 tuln tudi, 4m tinh khang thé Gumboro),
— Nhé mét miii cho méi ga 200 pl gibng Gumboro cwéng ddc (ndng dé 107),

— 7 ngay sau nhd tiép 200 pl giéng Gumboro cudng déc (néng @ 107) lan 2

— Nho tiép 1an 3 va Ian 4 cach 7 ngay

— Sau Ian nhé 14n 4, 28 ngay Ay méau ga d& |4y huyét thanh, chia éng bdo quan am 20 °C ding dan
(thoi gian bao quan 1 nam).

B.3.3 Huyét thanh am tinh:

— L4y huyét thanh clia ga khée manh chuwa tiém phong vac xin Gumboro

B.4 Cach tién hanh

— Dung khang nguyén dwong tinh Gumboro tiéu chudn: dé xac dinh khang thé trong huyét thanh cia

dan ga cn kidm tra (xac dinh mirc d¢ khang thé trong dan ga mién dich)

— Chuén bj dia thach: Dung dung dich PBS 0,01 M (pH7,2) cho thém 8 % mubi NaCl, 1 % thach, 0,5 ml
phenol dun cho tan thach, d4 ra dia 1dng mi dia 10 ml (thyec hién vo tring), dé ngudi cho déng lai, duc
16 tron trén dfa thach, 1 18 gitra dia va 6 16 xung quanh, dwéng kinh 16 1a 3 mm, cac 16 cach nhau 3 mm

— Cho thanh phan phan (ng vao céc 18: L chinh gitra cho Khang nguyén duong tinh chuan, cac 16
xung quanh 15 1-4 cho huyét thanh can kiém tra va 18 5 cho huyét thanh déi chirng dwong va 16 6 cho
huyét thanh déi chirng am. Cho dia vao hdp dé 37 °C, quan sat trong 3 ngay

B.5 Dién giai két qua

~ Két qua: Sau khi quan sat dbi chirng dwong va dbi chizng am rd rang, quan sat cac 16 thi nghiém
néu thay gitra 18 thi nghiém va 18 khang nguyén dwong tinh c6 vach ngung két thi két luan phan tng
dwong tinh, khéng cé vach ngung két gibng déi chirng am thi phan (ng am tinh.

12



TCVN 8685-19 : 2017

Phuluc C
(Quy dinh)

Phan rng ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

C.1 Vatliéu thdr
— Huyét thanh ga cin kiém tra

— Kit Ab ELISA (Infectious Bursal Disease Virus Antibody Test Kit).
C.2 Cach tién hanh
— Pha huyét thanh 1/500 trong dung dich pha mau.

— Cho vao dia ¢é phi khang nguyén.
100 pi/ giéng @bi chirng am khong pha lodng vao giéng A1 va A2.
100 pl/ giéng @éi chirng dwong khéng pha lodng vao giéng A3 va Ad.

Cho vao céc giéng khac 100 pl / giéng huyét thanh mau cin chn doan da pha loang 1/500,
m&i mAu c6 thé 1am 1 giéng hoic 2 giéng.

~ U & nhiét @6 phong 30 pht (18 °C dén 25 °C) .

— Loai bd dung djch trong dia.

— R{ra béing nuéc cét 2x (350 pl / giéng x 3 14n dén 5 14n), v8 cho khé nuéc.

— Cho vao 100 pl (Goat) Anti-Chicken: Horseradish Peroxidase Conjugate cho méi giéng .
— U & nhiét @6 phong 30 phut (18 °C dén 25 °C)

— Loai bd dung dich trong @ia, rtra bing nwéc cat 2x (350 pl / giéng x 3 1an dén 5 1an), vé cho khd
nwoéc. _

~ Cho vao 100 pl TMB substrate / giéng.
— U & nhiét d§ phéng 15 pht (18 °C dén 25 °C)
— Cho vao 100 pl dung dich dirng phan t¢ng / giéng.

— Dat vao may doc & bwée séng A (650).

13
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C.3 Cong thirc

- Déi chirng 4m trung binh (NCx) = OD giéng A1 + OD giéng A2

2
— Béi chirng duong trung binh (PCx)= OD giéng A3 + OD giéng A4
2
— Gia trj S/P = OD Mau - NCx
PCx - NCx
— Hiéu gia S/P & @6 pha long 1: 500 : Logy, Titer = 1,09 (log+oS/P) + 3,36

C.4 Diéu kién két qua

Gia trj OD cuia déi chirng dat diéu kién nhw sau thi phan (rng dat

— OD déi chirng dwong — OD déi chirng &m > 0.075 (PCx - NCx > 0,075)
— OD dbi chirng 8m < 0,150 (NCx < 0,150)

C.5 Dién giai két qua

~ Gi4 tri S/P < 0,02 mAu kiém tra am tinh (S/P < 0,20 : N)

— Gia tri S/P > 0,02 mAu kiém tra dwong tinh (S/P > 0,20 : P)

14
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Thw muc tai liéu tham khao
[1] Asean standard requirements for Infectious Bronchitis (Inactivated) Vaccine
[2] OIE: Chapter 2.3.12 Infectious Bursal Disease (Gumboro disease)
[3] TCVN 8406:2010 - Gibng vi sinh vét thi y — Quy trinh gil giéng virus cudng doéc Gumboro
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