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TÓM TẮT
Bệnh tiêu chảy sau cai sữa ở heo con (Post-weaning diarrhea, PWD) chủ yếu do chủng Enterotoxi-
genic Escherichia coli (ETEC) gây ra. ETEC bám lên biểu mô ruột bằng nhân tố bám dính (adhesin)
cụ thể là phần tiêm mao (fimbria) như F4, F5, F6, F7 và F18, trong đó F4 và F18 biểu hiện nhiều
ở những chủng gây PWD. Sau đó, chúng tiết các độc tố ruột (enterotoxin) như heat-labile entero-
toxin, LT, độc tố bền nhiệt (heat-stable enterotoxin, ST) và lượng nhỏ enteroaggregative heat-stable
toxin 1 (EAST1) gây nên tình trạng mất nước và các chất điện giải, tổn thương đường ruột, giảm
hấp thụ dinh dưỡng, sự phát triển và dẫn đến tử vong. Vắc xin là biện pháp phòng bệnh hiệu quả
nhất được hướng đến. Mặc dù đã có vắc xin phòng chống ETEC dựa trên tiêmmao, tuy nhiên độc
tố ruột là tác nhân gây tiêu chảy chính của ETEC vì vậy, việc phát triển thế hệ vắc xin mới bao gồm
cả nhân tố bám dính và độc tố đã được thực hiện. Trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu đã
tạo ra được các kháng nguyên dung hợp cả hai nhân tố này và thử nghiệm khả năng tạo đáp ứng
miễn dịch trênmô hình chuột, thỏ, và heo. Cùng với chiến lược phát triển vắc xin nhắm trúng đích
tế bào M đã mở ra hướng đi mới đầy tiềm năng để tạo ra vắc xin uống nói chung và vắc xinuống
phòng ETEC nói riêng. Bài báo trình bày việc tổng hợp những chiến lược phát triển vắc xin dựa
trên nhân tố bám dính tiêmmao và độc tố ruột, nhằm bảo vệ heo con khỏi PWD, vì những nghiên
cứu này cũng là tiền đề để phát triển vắc xin phòng ETEC ở người.
Từ khoá: Độc tố, Enterotoxigenic Escherichia coli, nhân tố bám dính, PWD, tế bào M, vắc xin

GIỚI THIỆU1

Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) là nguyên2

nhân phổ biến nhất gây bệnh tiêu chảy sau cai sữa ở3

heo con (Post-weaning diarrhea, PWD), với tỷ lệ tử4

vong cao1. Cơ chế gây bệnh của ETEC thông qua5

nhân tố bám dính và độc tố1. Hầu hết các chủng6

ETEC bám lên thụ thể trên tế bào biểu mô ruột bằng7

một số phần phụ có bềmặt là protein (tiêmmao). Sau8

khi bám lên biểu mô ruột, chúng tiết ra các protein9

độc tố (độc tố ruột), gây tăng tiết dịch và chất điện10

giải ở ruột non, gây mất nước và giảm hấp thu chất11

dinh dưỡng1. Bệnh tiêu chảy nói chung và tiêu chảy12

do ETEC nói riêng đã, và đang gây ra thiệt hại to lớn13

cho ngành chăn nuôi heo khi xét đến các yếu tố như14

mức độ nghiêm trọng của bệnh, quy mô trang trại,15

phưởng pháp quản lý, điều kiện từng địa phương và16

giá cả thị trường. Theo thống kê vào năm 2022, ước17

tính PWD ảnh hưởng đến gần 54% ngành chăn nuôi18

heo toàn cầu, làm thiệt hại khoảng 2,9 tỷ đô la Mỹ2,3.19

Hiện nay, vắc xin là biện pháp hiệu quả nhất để kiểm20

soát tiêu chảy do chủng ETEC. Để đạt hiệu quả, vắc21

xin tiêm phải sử dụng liều lớn hoặc tiêm nhắc nhiều22

lần, việc này có thể gây ra stress cho heo. Để khắc23

phục điều này, vắc xin uống đang được phát triển thay24

thế cho vắc xin tiêm.25

Bám dính là bước đầu tiên trong quá trình gây bệnh; 26

vì vậy, nhân tố bám dính là kháng nguyên được quan 27

tâm để tạo đáp ứng miễn dịch. Các kháng thể có thể 28

bám và khóa vị trí tương tác của nhân tố bám dính, 29

giúp ngăn chặn quá trình bám của ETEC lên tế bào 30

biểu mô ruột non. Nhiều nghiên cứu đã được thực 31

hiện nhằm tạo ra các nhân tố bám dính, cũng như 32

đánh giá khả năng bảo vệ heo con khỏi ETEC gây 33

PWD. Tuy nhiên, có nhiều nghiên cứu dịch tễ học đã 34

chỉ ra rằng nhiều chủng ETEC xâm nhiễm vào heo 35

con không có nhân tố bám dính 4. Điều này làm vắc 36

xin dựa trên nhân tố bám dính đã được thương mại 37

hoá chỉ có thể bảo vệ heo khỏi một số chủng ETEC 38

nhất định, không thể bảo vệ phổ rộng. Mặc dù bám 39

dính là bước đầu tiên trong quá trình xâm nhiễm của 40

ETEC, nhưng các độc tố mới là tác nhân chính gây 41

tiêu chảy ở heo con5. Đó là lý do vì sao vắc xin dựa 42

trên độc tố được quan tâm nghiên cứu. Nhằm cung 43

cấp sự bảo vệ hiểu quả nhất, các nhà nghiên cứu đã 44

thiết kế, tạo ra vắc xin đa giá, có thể kích thích đáp ứng 45

miễn dịch chống các độc tố ruột, lẫn các nhân tố bám 46

dính6. Để đạt được mục đích này, điều cần thiết là 47

vắc xin phải kích thích đáp ứngmiễn dịch màng nhầy 48

ở ruột non, tiết IgA (secretory IgA, sIgA) đặc hiệu để 49

phòng ngừa những chủng ETEC gây bệnh tiêu chảy7. 50

Trích dẫn bài báo này: Vũ N PM, GiaMQ, Hiếu T V.Vắc xin phòng Enterotoxigenic Escherichia coli gây
tiêu chảy sau cai sữa ở heo con (post-weaning diarrhea). Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci. 2024; ():1-19.
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Từ đây, các nghiên cứu dựa trên tiền đề là nhân tố51

bám dính và độc tố đã được thực hiện. Các chủng52

ETEC gây bệnh mang các tiêm mao khác nhau, và53

tiết độc tố khác nhau, vì vậy việc tạo ra các kháng54

nguyên dung hợp mang cả nhân tố bám dính và độc55

tố là cần thiết để phát triển loại vắc xin phòng bệnh56

hiệu quả nhất. Nhiều hướng nghiên cứu đã được thực57

hiện từ vắc xin bất hoạt, vắc xin nhược độc, và cả vắc58

xin tiểu phần để đánh giá khả năng bảo vệ. Với vắc xin59

mang kháng nguyên là protein độc tố, ngoài khả năng60

kích thích đáp ứng miễn dịch, tính an toàn cũng cần61

được đảm bảo. Nhiều nghiên cứu đã cho thấy, tiểu62

phần LTB của heat-labile enterotoxin (LT) không gây63

độc nhưng có khả năng kích thích đáp ứngmiễn dịch.64

Trong khi đó, độc tố heat-stable enterotoxin (ST) lại65

có tính sinh miễn dịch kém do khối lượng phân tử66

nhỏ8,9. Vì vậy, một hướng tiếp cận nhằm tạo ra vắc67

xin vừa an toàn, vừa có tính sinh miễn dịch là kết hợp68

tiểu phần LTB với độc tố STa và STb. Mang nhiều đặc69

điểm giúp tối ưu khả năng gây đáp ứng miễn dịch,70

cùng khả năng biểu hiện protein và vận chuyển kháng71

nguyên, chiến lược biểu hiện kháng nguyên tái tổ hợp72

trong chủng Escherichia coli bất hoạt đang nhận được73

nhiều sự quan tâm10. Sau các thử nghiệm kích thích74

miễn dịch với các loại kháng nguyên dung hợp, hầu75

hết các cá thể từ mô hình chuột đến heo con đều tạo76

ra các kháng thể đặc hiệu trung hoà độc tố và bắt với77

tiêmmao, giúp chống lại sự xâm nhiễm của các chủng78

ETEC gây bệnh 11.79

Vắc xin uống đã cho thấy sự bảo vệ hiệu quả trước80

các bệnh lây nhiễm qua đường tiêu hoá gây ra bởi vi81

sinh vật. Vì vậy, định hướng vắc xin đến tế bào M82

(Microfold cells) là chiến lược tiềm năng để phát triển83

vắc xin uống nói chung và vắc xin uống phòng ETEC84

nói riêng. Dựa trên những kiến thức về hệ miễn dịch85

đường ruột, cấu trúc tế bào M, sự tương tác giữa các86

cặp phối tử − thụ thể trên bề mặt tế bào M, kết hợp87

cùng với các hệ thống phân phối, việc đảm bảo tính88

toàn vẹn, và vận chuyển kháng nguyên đến tế bào M89

là hoàn toàn khả thi 12.90

Bài viết trình bày một số chiến lược phát triển vắc xin91

dựa trên nhân tố bám dính tiêmmao cũng như độc tố92

ruột, nhằm bảo vệ heo con khỏi PWD. Bên cạnh đó,93

một số độc tố ruột này cũng phổ biến ở những chủng94

ETEC gây bệnh ở người, vì vậy các nghiên cứu dưới95

đây cũng là tiền đề phát triển vắc xin phòng ETEC ở96

người.97

BỆNH TIÊU CHẢYỞHEO SAU CAI98

SỮA (POST-WEANING DIARRHEA,99

PWD)100

Chăn nuôi đóng vai trò cực kỳ quan trọng trong phát101

triển kinh tế và cung cấp nguồn thực phẩm dinh102

dưỡng toàn cầu cũng như ởViệtNam. Tỷ trọng ngành 103

chăn nuôi trong nông nghiệp ở nước ta là 24,70% vào 104

năm2005 và đến năm2011 là 30%, trong đó chănnuôi 105

heo giữ vai trò chủ đạo trong tổng giá trị ngành chăn 106

nuôi. Hơn nữa, trong chiến lược phát triển chăn nuôi 107

đến năm 2030, chăn nuôi heo chiếm 42% tổng giá trị 108

ngành nông nghiệp, chăn nuôi heo vẫn giữ vai trò chủ 109

đạo và sẽ đạt sản lượng 35 triệu con (Bộ Nông nghiệp 110

và Phát triển nông thôn). 111

Tuy nhiên, trên thế giới, khoảng cuối thập niên 1960, 112

bệnh tiêu chảy đã trở thành bệnh phổ biến, gây ra 113

những vấn đề nghiêm trọng với ngành chăn nuôi heo 114

và Việt Nam cũng không ngoại lệ 13. Bệnh có thể 115

mang tính cục bộ hoặc phát triển thành dịch với tỷ 116

lệ tử vong cao. Heo dễ bị ảnh hưởng bởi dịch bệnh, 117

đặc biệt bệnh tiêu chảy ở heo sau cai sữa. Bệnh phổ 118

biến ở giai đoạn heo con theo mẹ và heo con sau cai 119

sữa. Heo con bị tiêu chảy sẽ dẫn đến mất nước và các 120

chất điện giải, giảm hấp thụ dinh dưỡng, tổn thương 121

đường ruột, tạo điều kiện cho vi sinh vật có hại tăng 122

trưởng và phát triển. Heo con mắc bệnh có thể giảm 123

10–12% trọng lượng trong vòng sáu tiếng và có thể 124

dẫn đến tử vong. Heo khỏi bệnh thường tăng trưởng 125

chậm, còi cọc, yếu ớt, gây tổn thất kinh tế và công 126

chăm sóc của người chăn nuôi14. Các thiệt hại do 127

PWD gây ra rất khó đo lường, tuỳ thuộc vào mức độ 128

nghiêm trọng của bệnh, quy mô trang trại, phương 129

pháp quản lý, điều kiện từng địa phương và giá cả thị 130

trường. Các thiệt hại như: (a) Heo bị bệnh có tốc độ 131

tăng trưởng chậm, kéo dài thời gian nuôi, làm tăng 132

chi phí thức ăn, chăn nuôi và làm giảm lợi nhuận; (b) 133

Tỉ lệ tử vong cao, số lượng heo giảm, mất hoàn toàn 134

lợi nhuận; (c) Chi phí điều trị bệnh, chi phí trả cho 135

việc thăm khám, chẩn đoán, xét nghiệm của bác sĩ và 136

nhân công khác. Chi phí điều trị có thể thay đổi tuỳ 137

vàomức độ bùng phát bệnh và hướng điều trị; (d)Gây 138

biến động giá cả thị trường. Thống kê vào năm 2022, 139

sản lượng heo trên thế giới hơn 784 triệu con, trong 140

đó ước tính khoảng 54% số lượng heo bị ảnh hưởng 141

do PWD, làm tổn thất khoảng 2,9 tỷ đô la Mỹ (7 đô la 142

Mỹ/con)2,3. Để đảm bảo ngành chăn nuôi heo phát 143

triển bền vững, vấn đề phòng ngừa bệnh tiêu chảy ở 144

heo, đặc biệt ở heo con mới sinh và sau cai sữa cần 145

được quan tâm nhiều hơn. 146

NGUYÊN NHÂNGÂY BỆNH 147

Các yếu tố gây bệnh phổ biến là: điều kiện môi 148

trường, khẩu phần ăn, và nhất là tác nhân vi sinh vật. 149

Khi các yếu tố môi trường như nhiệt độ, ẩm độ và 150

điều kiện chuồng nuôi thay đổi, có thể ảnh hưởng đến 151

sức đề kháng của heo, đặc biệt là heo con theo mẹ, 152

do cấu tạo và chức năng sinh lý chưa hoàn thiện, dễ 153

dẫn đến nhiều bệnh trong đó có tiêu chảy. Ẩm độ tác 154
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Hình 1: Quá trình xâm nhiễm của ETEC 20 .

động lên gia súc bị nhiễm lạnh kéo dài cũng làm giảm155

phản ứng miễn dịch, giảm tác dụng thực bào và gia156

súc dễ bị nhiễm khuẩn gây bệnh. Thay đổi đột ngột157

về khẩu phần ăn làm giảm sức đề kháng của heo con158

khiến các vi khuẩn thường trực gia tăng độc tố và gây159

bệnh. Khẩu phần thức ăn cho vật nuôi không thích160

hợp, kém chất lượng, nhiễm các tạp chất, các vi sinh161

vật có hại dễ dẫn đến rối loạn tiêu hóa, viêm ruột, tiêu162

chảy15. Vi sinh vật bao gồm virus và vi khuẩn, chúng163

vừa là nguyên nhân nguyên phát vừa là nguyên nhân164

thứ phát gây tiêu chảy. Một số vi khuẩn đường ruột165

là Escherichia coli (E. coli), Salmonella sp., Shigella,166

Clostridium perfringenes là nguyên nhân gây nên sự167

rối loạn tiêu hóa, viêm ruột và tiêu chảy ở vật nuôi15.168

Nhóm vi khuẩn đường ruột gồm E. coli, Salmonella,169

Enterobacter, Klebsiella phân lập từmẫu phân heo con170

tiêu chảy lần lượt chiếm tỷ lệ 66,7%, 3,7%, 40,7% và171

3,7%16. Như vậy, E. coli là một trong số các vi khuẩn172

đường ruột gây bệnh tiêu chảy chiếm tỷ lệ cao nhất với173

66,66%. Trong đó, chủng vi khuẩn Escherichia coli tiết174

ngoại độc tố (Enterotoxigenic Escherichia coli, ETEC)175

là tác nhân hàng đầu gây ra bệnh tiêu chảy ở heo17,18.176

Ở Việt Nam, năm 2015, một nghiên cứu về nguyên177

nhân gây tiêu chảy ở heo con đã được thực hiện ở tỉnh178

ĐồngTháp vàVĩnh Long, cho thấy hơn 90%bệnh tiêu179

chảy ở heo con là do ETEC19.180

ENTEROTOXIGENIC ESCHERICHIA 181

COLI, ETEC 182

E. coli là vi khuẩn cực kỳ phổ biến, chiếm 80% vi 183

khuẩn hiếu khí vừa là vi khuẩn sống cộng sinh trong 184

đường ruột, vừa là vi khuẩn gây bệnh đường tiêu hóa. 185

Trong số các chủng gây bệnh, ETEC là chủng gây tiêu 186

chảy và xâm nhập vào cơ thể thông qua con đường 187

ăn uống. ETEC có hai nhân tố gây bệnh đó là: nhân 188

tố bám dính, giúp chúng bám lên biểu mô ruột; và 189

sau đó tiết các độc tố gây mất nước 21. Quá trình gây 190

bệnh diễn ra như sau: đầu tiên chúng sử dụng nhân tố 191

bám dính (tiêm mao) để bám lên biểu mô ruột thông 192

qua các thụ thể đặc trưng, sau đó chúng tiết các độc 193

tố gây tiêu chảy (Hình 1). Các chủng ETEC gây bệnh 194

PWD thường gặp chứa tiêm mao F4 (K88) (45,1%), 195

F18 (33,9%)22, một số khác gây bệnh tiêu chảy ở 196

heo sơ sinh mang tiêm mao F5 (K99), F6 (987P), F7 197

(F41)20. Chúng tiết độc tố nhạy nhiệt (heat-labile en- 198

terotoxin, LT) (31,9%), độc tố bền nhiệt (heat-stable 199

enterotoxin, ST) gồm STa (38,1%) và STb (59,1%) 23. 200

E. coli phải biểu hiện một hoặc cả hai loại độc tố mới 201

được xem là chủng ETEC24,25. 202

Nhân tố bám dính (adhesin) 203

Bước đầu tiên trong quá trình gây bệnh của ETEC là 204

sự bám của nhân tố bámdính lên các thụ thể trên biểu 205
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mô ruột, điều này giúp chúng chống lại khả năng đào206

thải của nhu động ruột. ETEC bám vào thụ thể trên207

biểu mô ruột thông qua phần gọi là tiêm mao (fim-208

bria) mà chúng biểu hiện. Tiêm mao phổ biến xuất209

hiện ở các chủng ETEC gây PWD là F4 và F18. Tiêm210

mao của các chủng vi khuẩn này có thể dài 2 µm,211

đường kính 2−7 nm. Mỗi sợi tiêm mao là một tập212

hợp dọc theo trục của hàng trăm các tiểu đơn vị pro-213

tein khác nhau; càng ít các protein thì bề mặt tương214

tác của chúng càng ít, tiêm mao càng mỏng và linh215

động14. Các cụm gene mã hóa cho ba phần cấu trúc216

của một tiêm mao bao gồm: (i) Các tiểu phần chính,217

hình thành nhiều cấu trúc polymer của tiêmmao; (ii)218

Các tiểu phần phụ, một (hoặc nhiều) tiểu phần phụ219

là vị trí gắn chuyên biệt cho các thụ thể trong vật chủ,220

được gọi là tiểu phần bám dính; (iii) Các protein điều221

hòa đặc trưng tiêm mao14.222

Tiêm mao F4 là bao gồm tiểu đơn vị chính là FaeG,223

mang cả chức năng cấu trúc và chức năng bám dính,224

và bốn tiểu đơn vị phụ là FaeF, FaeH, FaeC và FaeI26225

(Hình 2). Tiêm mao F4 có ba biến thể (F4ab, F4ac và226

F4ad), trong đó F4ac là biến thể được tìm thấy nhiều227

nhất gây PWD. F4ad bám dính mạnh mẽ với glycol-228

ipid, F4ab và F4ac liên kết tốt với glycoprotein. Ngoài229

ra, có nghiên cứu đã chứng minh rằng tiêm mao F4230

có các đặc tính liên kết với carbohydrate27.231

Tiêm mao F18 với protein cấu trúc chính là FedA và232

các tiểu đơn vị FedB, FedC, FedE, FedF. FedF có vai trò233

liên kết với thụ thể, có tính bảo tồn cao 28,29 (Hình 2).234

F18 tồn tại ở hai dạng biến thể kháng nguyên: F18ab235

và F18ac, F18ac thường liên quan đến PWD, trong khi236

F18ab liên quan đến bệnh phù nề30.237

Tiêmmao bám vào lớp biểumô ruột thông qua tương238

tác với các thụ thể tương ứng của chúng trên biểu mô239

ruột. Các nghiên cứu đã cho thấy rằng có sự khác240

nhau giữa thụ thể của F4 (F4 receptor, F4R), và F18241

(F18 Receptor, F18R), cụ thể chúng được mã hóa bởi242

các gene ở trên các nhiễm sắc thể (NST) khác nhau,243

trong đó NST số 6 chứa gene mã hóa cho F18R 31, và244

NST số 13 mang gene mã hóa cho F4R 32. Sự hiện245

diện, biển đổi, và mất đi của các thụ thể này trên bề246

mặt tế bào biểumô ruột thay đổi theo độ tuổi của heo.247

F4R chỉ có ở heo con mới sinh, hiếm khi tìm thấy ở248

heo 6 tháng tuổi33,34. Đối với chủng ETEC/F18, thụ249

thể của chúng xuất hiện và tăng lên ở tuần thứ ba sau250

khi sinh. Không phải tất cả các cá thể heo đều có gene251

mã hóa cho hai thụ thể này, nếu gene này không tồn252

tại trong bộ NST thì cá thể đó có thể kháng lại chủng253

ETEC gây bệnh, tuy nhiên khả năng này rất hiếm xảy254

ra.255

Độc tố (enterotoxins) 256

Sau khi bám lên biểu mô ruột, bước tiếp theo trong 257

quá trình gây bệnh của ETEC là tiết các ngoại độc tố. 258

Các độc tố này tác động, làm rối loại các quá trình 259

trao đổi muối, nước, khiến nước từ cơ thể tập trung 260

vào lông nhung ruột. Độc tố này chủ yếu là hai nhóm 261

lớn: độc tố nhạy nhiệt (heat-labile enterotoxin, LT) bị 262

bất hoạt ở nhiệt độ 60◦C trong 15 phút và độc tố bền 263

nhiệt (heat-stable enterotoxin, ST) ổn định ở 100◦C 264

trong 15 phút24. Cơ chế gây bệnh của độc của các 265

loại độc tố được mô tả trong Hình 3. 266

Độc tố LT là độc tố có tính hướng thần kinh và gây 267

hoại tử, khối lượng phân tử khoảng 85 kDa, có cấu 268

trúc hai tiểu phần: LTA (gồm A1 và A2 nối với nhau 269

bằng cầu nối disulfide) và LTB (pentamer), tiểu phần 270

LTA gắn với tiểu phần LTB bằng liên kết không hóa 271

trị thông qua tiểu phần LTA2. Tiểu phần LTB gắn với 272

ganglioside GM1, một phân tử có ở biểu mô ruột, sau 273

đó tiểu phần A1 gây tiêu chảy24,35,36. LTB là kháng 274

nguyên tiềm năng, có khả năng kích thích đáp ứng 275

miễn dịch niêm mạc, giúp bảo vệ vật chủ trước các 276

tác nhân xâm nhiễm qua con đường này. 277

Độc tố ST, gồm có STa, STb (hay STII) và một 278

lượng nhỏ enteroaggregative heat-stable toxin 1 279

(EAST1), trong đó STb là nguyên nhân chính gây 280

bệnh PWD14,37,38. STb có hai cầu nối disulfide 281

(Cysteine10–Cysteine48 và Cysteine21–Cysteine36), 282

tạo nên cấu trúc thứ cấp, gây độc, có khối lượng 283

phân tử nhỏ (khoảng 5,2 kDa), gắn lên tế bào 284

biểu mô ruột thông qua thụ thể sulfatide (3′- 285

sulfogalactosylceramide)24,39. Việc tương tác với thụ 286

thể của STb làm tăng ion Ca2+ đi vào trong tế bào, 287

hoạt hóa protein kinase C, và hoạt hóa cystic fibrosis 288

transmembrane conductance regulator, việc hoạt hóa 289

kênh ion này làm tăng tiết các ion Cl− và HCO3−, 290

giảm hấp thụ Na+, dẫn nước từ trong tế bào thẩm 291

thấu ra ngoài lòng ruột, dẫn đến tiêu chảy24. Ngoài 292

ra, mức độ Ca2+ cao trong tế bào còn điều hòa hoạt 293

động của phospholipase A2, giải phóng arachidonic 294

acid từmàng phospholipid, hình thành prostaglandin 295

E2, 5 hydroxytryptamine, chuyển nước và các chất 296

diện giải ra khỏi tế bào 20,24. STb có tính sinh miễn 297

dịch kém, và cần được cải thiện bằng cách dung hợp 298

với một protein hoặc một phân tử mang có tính sinh 299

miễn dịch mạnh 8. Độc tố STa có khối lượng phân tử 300

nhỏ, khoảng 2 kDa, bản chất là một peptide gồm ba 301

liên kết disulfide40, và cũng có tính sinh miễn dịch 302

kém41. STa chủ yếu gây ra bệnh tiêu chảy ở heo sơ 303

sinh với các triệu chứng lâm sàng tương tự như độc tố 304

LT. STa gây bệnh thông qua việc liên kết với guanylate 305

cyclase C (GC-C), làm tăng nồng độ Cyclic guano- 306

sine monophosphate (cGMP), cuối cùng dẫn đến tiêu 307
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Hình 2: Cụm gene mã hoá tiêm mao F4 và F18 ở ETEC. Tiểu phần chính (vàng), các tiểu phần phụ (xanh dương),
tiểu phần phụ bám dính (cam), chaperone (xanh lá), dẫn đường (đỏ), điều hòa (tím), tác nhân di động và tiếp hợp
(trắng). Riêng faeG của F4 vừa là tiểu phần chính vừa là tiểu phần bám dính 14 .

Hình 3: Cơ chế gây bệnh của độc tố. A, LT; B, STa; C, STb 24 .

chảy. Một loại độc tố ST khác là EAST1 (khoảng 4,1308

kDa), có cấu hình giống với STa24,42. Tuy nhiên, STa309

và EAST1 ít được phát hiện trên chủng ETEC gây310

bệnh PWD. Các độc tố trên tác động cộng gộp với311

nhau gây mất chất điện giải, làm nước đi từ trong tế312

bào vào lòng ruột, làm căng ruột, cùng với khí do lên313

men ở ruột gây tác động cơ học, làm nhu động ruột314

tăng, đẩy nước ra ngoài, gây nên hiện tượng tiêu chảy315

từ nhẹ đến nặng và có thể dẫn đến tử vong 23.316

BIỆN PHÁP ĐIỀU TRỊ BỆNH TIÊU317

CHẢYỞHEO CON SAU CAI SỮA318

Để điều trị bệnh đường tiêu hóa, biện pháp thường sử319

dụng đó là kháng sinh. Tuy nhiên, việc điều trị bệnh320

bằng kháng sinh đòi hỏi chi phí cao trong khoảng thời321

gian dài, tỷ lệ tử vong cao nếu không được điều trị322

kịp thời hoặc không đúng cách, và có thể ảnh hưởng 323

tiêu cực đến hệ vi sinh vật đường ruột. Ngoài ra, việc 324

lạm dụng kháng sinh đã và đang làm gia tăng hiện 325

tượng kháng kháng sinh ở vi khuẩn đường ruột nói 326

chung, và E. coli nói riêng, làm giảm hiệu quả điều trị. 327

Hiện tượng kháng kháng sinh của các chủng ETEC 328

đã được ghi nhận trên thế giới và cả ở Việt Nam19,43. 329

Tuy nhiên, những nghiên cứu này đã được thực hiện 330

khá lâu, có thể tình trạng đề kháng kháng sinh của các 331

chủng này đã phức tạp hơn, với nhiều kiểu đa kháng 332

khác nhau. Như vậy, việc sử dụng kháng sinh trong 333

chăn nuôi vẫn làmột giải pháp có rất nhiều rủi ro. Tốc 334

độ tìm kiếm các loại kháng sinh mới ngày càng chậm 335

lại, trong khi tốc độ tiến hóa của vi sinh vật thì luôn 336

gia tăng. Bên cạnh đó, nhu cầu nâng cao chất lượng 337

thực phẩm, loại bỏ các sản phẩm dư lượng kháng sinh 338
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trong tiêu dùng ngày càng cao. Vì thế, nhiều quốc gia339

và các nước thuộc Liên minh Châu Âu đã ban hành340

lệnh cấm sử dụng đối với một số loại kháng sinh. Vấn341

đề kháng kháng sinh không những ảnh hưởng đến342

ngành nông nghiệp, chăn nuôi, mà còn ảnh hưởng343

đến cả sức khoẻ cộng đồng. Tổ chức Y tế Thế giới344

cho biết hằng năm có khoảng 700.000 ca tử vong với345

nguyên nhân các bệnh mắc phải đã trở nên khó điều346

trị do tình trạng kháng kháng sinh. Nếu vấn đề này347

không được kiểm soát, với tốc độ gia tăng như hiện348

nay, con số có thể lên tới 10.000.000 vào năm 2050 44.349

Vì vậy, nhằmhạn chế hiện tượng đề kháng trong quần350

thể vi khuẩn, ngành chăn nuôi cần hạn chế tối đa việc351

sử dụng kháng sinh để điều trị tiêu chảy cũng như các352

bệnh nhiễm khuẩn khác cho heo con. Nhằm đáp ứng353

mục tiêu đó, các chiến lược phòng bệnh hiệu quả cần354

được nghiên cứu, phát triển.355

Ngoài sử dụng vắc xin, sử dụngmột số chế phẩm khác356

nhằm điều trị bệnh tiêu chảy như: chế phẩm Biosub-357

tyl, làm giảm 42% số heo tiêu chảy ở heo con giai đoạn358

từ 1–60 ngày tuổi45; chế phẩm VITOM 1.1 (chứa359

Bacillus subtilis chủng VKPMV-7092) cho heo con từ360

sơ sinh đến 3 tuần tuổi46; dùng kháng thể kháng E.361

coli từ lòng đỏ trứng gà để điều trị47.362

BIỆN PHÁP PHÒNG BỆNH TIÊU363

CHẢYỞHEO CON SAU CAI SỮA364

Các biện pháp phòng bệnh tập trung vào các vấn đề365

về môi trường, vật chủ và mầm bệnh như: tập trung366

phát triển kỹ thuật chăn nuôi sinh sản, kỹ thuật bảo367

vệ sức khỏe heo con48; giữ ấm và sưởi cho heo con sơ368

sinh vào mùa đông, dọn vệ sinh chuồng nuôi, đem ủ369

nhiệt sinh vật, định kỳ tẩy uế, tiêu độc chuồng trại và370

dụng cụ chăn nuôi49,50; hạn chế, loại trừ các yếu tố371

gây stress, khắc phục những yếu tố thời tiết bất lợi để372

tránh rối loạn tiêu hóa 51. Tuy nhiên, biện pháp phòng373

ngừa hiệu quả nhất vẫn là sử dụng vắc xin.374

Vắc xin là chế phẩm sinh học chứa các kháng nguyên375

có tác dụng gây đáp ứng miễn dịch, tạo miễn dịch376

chủ động giúp vật chủ chống lại các tác nhân xâm377

nhiễm. Vắc xin kích thích sản xuất kháng thể đặc hiệu378

như Immunoglobulin G (IgG) và Immunoglobulin A379

(IgA), ngăn cản sự bám dính, trung hòa độc tố, tiêu380

diệt vi khuẩn, giúp bảo vệ heo trước các tác nhân xâm381

nhiễm. Có thể kể đến một vắc xin là Rokovac Neo,382

để phòng bệnh tiêu chảy do Rotavirus và các chủng383

của E. coli. Các phương pháp chủng ngừa bằng vắc384

xin hiện nay có thể kể đến là: tiêm dưới da, trong da,385

dưới cơ, ngoài ra còn có vắc xin dạng uống.386

Vắc xin phòng ngừa bệnh tiêu chảy ở heo con sau cai387

sữa phải hoạt hóa được hệ miễn dịch màng nhầy ở388

ruột cũng như tạo ra các kháng thể tiết đặc hiệu IgA389

hoặc IgM52,53. Ở heo, ruột non là khu vực chính sản 390

xuất IgA và IgM. Tại màng mô liên kết ruột (Lamina 391

propia) của heo 4 tuần tuổi, lượng tế bào tiết IgA và 392

lượng tế bào tiết IgM là tương tự nhau, và gia tăng 393

theo tuổi đời của heo. Khi heo đạt 12 tuần tuổi, một 394

lượng lớn tế bào tiết IgM sẽ chuyển thành tế bào tiết 395

IgA54. 396

Để kích hoạt đáp ứng miễn dịch màng nhầy ở ruột, 397

chiến lược được chú ý đến là cho uống chủng vi khuẩn 398

sống nhược độc, hoặc chủng hoang dại không có độc 399

tính có mang kháng nguyên bám dính. Vắc xin được 400

trộn với nước uống của heo con đã cai sữa, hoặc uống 401

trực tiếp vào thời điểm dự đoán một tuần trước khi 402

xuất hiện bệnh. Điều này giúp các khángnguyênđược 403

đưa vào cơ thể có thể xâm chiếm thành ruột, kích 404

thích cơ thể tạo đáp ứng miễn dịch, tổng hợp nhiều 405

kháng thể với lượng đủ nhiều để chống lại sự xâm 406

nhập của các chủng gây bệnh. Phương pháp tiếp cận 407

này cho thấy sự hiệu quả trong việc kiểm soát ETEC 408

mang gen F4 và F18, tuy nhiên sự xâm chiếm thành 409

ruột của các kháng nguyên có trong vắc xin có thể bị 410

ức chế bởi các kháng thể được cung cấp từ sữa mẹ, 411

làm giảm hiệu lực của vắc xin54. 412

Các nghiên cứu gần đây đã sử dụng kháng nguyên 413

F4 tinh sạch qua đường miệng thay vì toàn bộ tế bào 414

vi khuẩn như một loại vắc xin phòng PWD. Loại vắc 415

xin tiểu phần F4 này giúp gia tăng các tế bào có khả 416

năng tiết kháng thể, chủ yếu là IgM, trong các đốm 417

Peyer (Peyer’s patches), hạch bạch huyết trung thất 418

(Mediastinal lymph nodes), máu và màng mô liên kết 419

ruột54. Từ đây, có thể nhận thấy vắc xin tiểu phần, chỉ 420

chứa kháng nguyên protein có sinh miễn dịch mang 421

nhiều ưu điểm: dễ tạo và thu nhận, kích thích tạo 422

đáp ứng miễn dịch đặc hiệu hiệu quả, tránh rủi ro từ 423

khả năng hồi tính, cũng như giảm tỷ lệ ETEC cường 424

độc được đưa trở lại môi trường bên ngoài qua đường 425

bài tiết phân. Để có thể phát triển được loại vắc xin 426

này, đầu tiên cần lựa chọn và chuẩn bị nguồn kháng 427

nguyên có khả năng kích thích đáp ứng miễn dịch 428

hiệu quả. 429

Nhận thấy các nhân tố bám dính cũng độc tố đều là 430

kháng nguyên protein tiềm năng để phát triển vắc xin 431

phòng bệnh, rất nhiều nghiên cứu đã được thực hiện 432

nhằm tạo ra vắc xin phòng bệnh PWD do ETEC gây 433

ra. 434

VẮC XIN DỰA TRÊN NHÂN TỐ BÁM 435

DÍNH (TIÊMMAO) 436

Vắc xin uống tiểu đơn vị 437

Vắc xin uống là loại vắc xin được quan tâm đến nhiều 438

nhất để nhắm đến mục tiêu phòng bệnh. Vào năm 439

1999, Van den Broeck và cộng sự đã chứngminh rằng 440
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tiêm mao F4ac tinh sạch có khả năng tạo ra đáp ứng441

miễn dịch thông qua đường uống. Thử nghiệm cho442

heo cai sữa uống F4ac tinh sạch với liều lượng 1 mg443

trong ba ngày liên tiếp và liều tăng cường vào ngày thứ444

16 đã cho thấy khả năng chống lại chủng ETEC/F455.445

F4R hiện diện ở ruột khá ít nhưng lại đóng vai trò446

quan trọng trong quá trình xâm nhiễm cũng như là447

tạo ra đáp ứng miễn dịch khi được gây đáp ứng bằng448

F4 tinh sạch. Tuy nhiên, ở những con heo không449

biểu hiện F4R thì không ghi nhận đáp ứng miễn dịch450

sau khi cho uống F4 tinh sạch55. Joensuu và cộng451

sự (2006) đã đề xuất việc sử dụng cây cỏ linh lăng452

biến đổi gene làm một phương tiện vận chuyển F4453

và tiểu đơn vị chính FaeG an toàn và chi phí thấp454

cho. Tuy nhiên, việc này làm giảm mức độ đáp ứng455

miễn dịch. Vì vậy, tá dược CT (Chorela toxin) được456

sử dụng bổ trợ đã giúp nâng cao khả năng đá chống457

lại ETEC/F456.458

Trong khi đó, cho uống tiêm mao F18 tinh sạch459

lại không thể tạo ra đáp ứng miễn dịch chống lại460

E. coli/F18 với liều lượng lên đến 30 mg kết hợp461

với LTR192G (kháng nguyên LT đột biến, không gây462

độc) 57. Kết quả như vậy là do sự khác nhau về cấu463

trúc của F18 và F4. Có thể thấy, phát triển vắc xin dựa464

vào tiêm mao F18 đã được thực hiện nhưng không465

mang lại khả năng bảo vệ heo con khỏi bệnh PWD.466

Phần bám dính của F18 là FedF khá nhỏ và tương467

tác yếu với FedA, rất khó tạo đáp ứng miễn dịch, vì468

vậy dễ dàng bị phân huỷ trong ruột khi tồn tại đơn469

lẻ58,59, trong khi phần bám dính của F4 là FaeG biểu470

hiện mạnh60. Thêm nữa, sự tương tác giữa FedF và471

FedA không ổn định, càng gây bất lợi về mặt cấu trúc472

khi được đưa vào đường ruột57,58. Tuy nhiên, trong473

những nghiên cứu gần đây, việc gây đáp ứng bằng474

FedF tái tổ hợp kết hợp với tiêm mao F4 bổ trợ đã475

làm giảm E. coli/F18 trong phân59. Từ những điều476

trên có thể thấy tiềm năng phát triển vắc xin kết hợp477

có thể chống lại sự xâm nhiễm của cả F4 lẫn F18.478

Năm 2020, Mai Quốc Gia và cộng sự61 đã biểu hiện479

thành công protein dung hợp giữa protein neo α-480

agglutinin của Saccharomyces cerevisae và nhân tố481

bám dính F18 trên bề mặt tế bào nấm men Pichia482

pastoris. Việc biểu hiện kháng nguyên trên hệ thống483

nấm men vừa giúp đảm bảo tính toàn vẹn của kháng484

nguyên, vừa biểu hiện được kháng nguyên trên bề485

mặt, đây là cơ sở có thể ứng dụng để tạo ra vắc xin-486

uống hiệu quả không chỉ riêng vắc xin phòng ETEC.487

Vắc xin uống nhược độc488

Một hướng phát triển khác đó là sử dụng chủng ETEC489

bất hoạt và nhược độc để làm vắc xin. Sau khi uống,490

các vi khuẩn bất hoạt hoặc nhược độc sẽ bám vào tế491

bào biểu mô ruột và kích hoạt miễn dịch niêm mạc 492

đường ruột. 493

Năm 2003, một nghiên cứu đã chứng minh khả năng 494

làm giảm triệu chứng của PWD, thử nghiệm chủng 495

ngừa cho heo bằng đường uống là một chủng ETEC 496

nhược độc có biểu hiện F4ac chỉ hiệu quả nếu có kết 497

hợp với việc tiêmLevamisole (một chất điều hòamiễn 498

dịch) vào cơ ba ngày liên tiếp trước khi gây đáp ứng 499

miễn dịch62. Năm 2008, Coliprotec, một loại vắc xin 500

uống chống lại chủng ETEC biểu hiện F4 gây bệnh 501

PWD đã được thương mại hóa ở Canada, sau đó lần 502

lượt ở các nước khác như Brazil (năm 2011), Mỹ và 503

Mexico (năm2012), và ChâuÂu (năm2014). Loại vắc 504

xin uống nhược độc, chứa E. coli biểu hiện F4 nhưng 505

không tiết độc tố. Coliprotec cho thấy hiệu quả giúp 506

chống lại chủng ETEC/F4 và đã được chứng minh độ 507

an toàn ở các trang trại heo ở ba tỉnh của Canada. 508

Vắc xin này có thể sử dụng dễ dàng bằng cách cho 509

vào nước uống của heo và theo khuyến cáo nên dùng 510

cho heo khỏe mạnh sau cai sữa 17 ngày. Tuy nhiên, 511

ETEC/F4 gây bệnh PWD chỉ sau khoảng ba đếnmười 512

ngày sau khi cai sữa, vì vậy, sẽ cómột khoảng thời gian 513

heo sau cai sữa không được bảo vệ63. 514

Để cải thiện tính hiệu quả, vắc xin được sử dụng vào 515

giai đoạn heo con đang bú. Một nghiên cứu được tiến 516

hành với kết quả khả quan. Ở thí nghiệm này, 10 ngày 517

trước cai sữa, heo con được sinh ra được chủng ngừa 518

đường uống bằng vắc xin E. coli/F18ac trong ba ngày 519

liên tiếp. Sau khi cai sữa từ 9 đến 11 ngày, heo được 520

cho tiếp xúc với vi khuẩn gây bệnh trong ba ngày liên 521

tiếp. Mặc dù lượng IgA kháng đặc hiệu F18ac trong 522

huyết thanh tăng đáng kể nhưng lại không cho thấy 523

khả năng bảo vệ khỏi sự xâm nhiễm của tác nhân gây 524

bệnh. Bên cạnh đó, cũng không có sự phản ứng bảo 525

vệ chéo đối với F18ab64. 526

Đóng gói vắc xin uống 527

Đểđảmbảo tính toàn vẹn của vắc xin, chiến lược được 528

nhắm đến là đóng gói kháng nguyên để bảo vệ khỏi 529

acid, enzyme khi đi qua đường tiêu hoá, hoặc chống 530

lại khả năng trung hoà của các kháng thể trong sữa 531

của heo nái65. 532

Năm 2000, chủng E. coli/F18 và tiêm mao F18 533

được đóng gói vào vi cầu poly(lactide-co-glycolide) 534

(PLGA) bằng phương pháp sấy phun, được sử dụng 535

để gây đáp ứng miễn dịch đường uống ở heo sơ sinh 536

và heo cai sữa. Kết quả cho thấy tiêm mao F18 tinh 537

sạch cũng như E. coli/F18 được đóng gói trong PLGA 538

đều không cho thấy hiệu quả đáp ứng miễn dịch bảo 539

vệ heo khỏi sự xâmnhiễm của vi khuẩn. Nguyênnhân 540

có thể do PLGA không bị phân huỷ trong ruột, hoặc 541

PLGA đã được vận chuyển qua tế bào M khiến cho 542
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kháng nguyên không thể giải phóng từ đó làm giảm543

đáp ứng miễn dịch66.544

Một hệ thống đóng gói có thể phân giải trong ruột545

non để giải phóng kháng nguyên khác đã được áp546

dụng. Thử nghiệm được thực hiện để thử khả năng547

gây đáp ứng miễn dịch chống lại ETEC/F4 trong giai548

đoạn heo còn đang bú bằng tiêm mao F4 tinh sạch549

dạng viên nang và tiêm mao F4 dạng hoà tan trong550

dung dịch67. Mặc dù cả hai dạng đều gây đáp ứng551

miễn dịch nhưng vẫn không cho thấy khả năng bảo552

vệ heo khỏi tác nhân xâm nhiễm 67. Một nghiên cứu553

khác đã sử dụng hạt nanomethylvinylether-co-maleic554

anhydride (Gantrez®AN) để đánh giá khả năng bảo vệ555

khỏi ETEC/F4. Thêm vào đó, nhóm nghiên cứu còn556

bổ sung Wheat Germ Agglutinin – bao bọc hạt nano557

– để nhắm đến tế bào ruột. Trong bốn nghiệm thức,558

thì chỉ có tiêm mao F4 trộn với hạt nano Gantrez®AN559

trống là giúp chống lại sự xâmnhiễm của ETEC/F468.560

Ở những nghiệm thức khác, tiêm mao F4 đóng gói561

trong hạt nano Gantrez®AN chỉ làm tăng nhẹ kháng562

thể đặc hiệu trong huyết thanh, còn lại đều không cho563

thấy hiệu quả bảo vệ. Như vậy, hạt nano Gantrez®AN564

phù hợp để làm chất bổ trợ như tá dược 68.565

Các nghiên cứu trên cho thấy việc đóng gói và cho566

heo uống trong giai đoạn chưa cai sữa mẹ đã không567

mang lại hiệu quả bảo vệ heo trước các chủng ETEC568

gây bệnh PWD.569

Vắc xin tiêm570

Vắc xin tiêm được sử dụng để tránh tác động của các571

nhân tố trong sữa khi chủng ngừa cho heo còn đang572

bú. Vắc xin tiêm chủ yếu kích thích đáp ứng miễn573

dịch hệ thống tiết IgG. Một nghiên cứu cho biết khi574

gây đáp ứng đường uống bằng ETEC/F4 bất hoạt và575

đường tiêm đều không kích hoạt đáp ứng miễn dịch576

bảo vệ ở cảmô hình chuột và heo. Vậy, vắc xin tiêm có577

nhiều điểm hạn chế, không hiệu quả để gây đáp ứng578

miễn dịch niêm mạc ở ruột để chống lại PWD 69.579

Ở nghiên cứu khác, liều lượng kháng nguyên cũng có580

tác động đến hiểu quả gây đáp ứng miễn dịch bằng581

đường tiêm. Với liều lượng kháng nguyên lần lượt là582

1; 0,1 và 0,01mg tiêmmao F4, liều lượng 0,1 mg thích583

hợp nhất để kích hoạt đáp ứng miễn dịch, lượng IgA584

đặc hiệu F4 cao nhất, với liều lượng 1 mg, cần thêm585

liều tăng cường để cải thiện hiệu quả đáp ứng miễn586

dịch. Liều lượng 1 mg F4 gây đáp ứng sơ cấp (IgG và587

IgM đặc hiệu F4) thấp hơn so với liều 0,1 và 0,01 mg,588

nhưng sau liều tăng cường đáp ứng IgM đặc hiệu F4589

sẽ được cải thiện. Liều lượng 0,1 mg F4 gây đáp ứng590

với IgA đặc hiệu F4 cao hơn so với liều lượng 1 và 0,01591

mg. Hơn nữa, liều 0,1 và 0,01mg F4 cho thấy số lượng592

nhiều hơn tế bào tiết kháng thể IgA và IgG đặc hiệu593

F4 ở hạch bạch huyết cục bộ của heo 70.594

Để chuyển hướng từ đáp ứngmiễn dịch hệ thống sang 595

đáp ứng miễn dịch màng nhầy tạo IgA, Van der Stede 596

và cộng sự đã sử dụng 1α ,25-dihydroxyvitamin D3 597

(1α ,25(OH)2D3), một steroid hormone có tác dụng 598

hỗ trợ điều hoà đáp ứng miễn dịch Th2 71,72. Các 599

cá thể heo mô hình được tiêm đồng thời cả kháng 600

nguyên và vitamin D3 giảm đáng kể tình trạng bệnh 601

tương quan với đáp ứng IgA thứ cấp. Kết quả này cho 602

thấy rằng các tế bào miễn dịch B nhớ đã xuát hiện ở 603

Gut-associated lymphoid tisue (GALT) vào thời gian 604

thực hiện thí nghiệm71. 605

Một khó khăn khác trong việc phát triển vắc xin 606

phòng ETEC đó là tính không đồng nhất của kháng 607

nguyên (tổ hợp nhiều nhân tố bám dính và độc tố). 608

Vì vậy, một chiến lược phát triển vắc xin được hỗ trợ 609

bằng mô hình hoá protein và mô phỏng động lực học 610

phân tử dựa vào cấu trúc gọi là multiepitope fusion 611

antigen (MEFA) hay tạm gọi là kháng nguyên dung 612

hợp đa epitode để tạo ra vắc xin phòng ETEC hiệu 613

quả, an toàn và giải quyết được vấn đề không đồng 614

nhất kháng nguyên. MEFA đã được nghiên cứu trước 615

đó với các chủng ETEC gây bệnh ở người 73,74. Nhằm 616

mục tiêu phát triển vắc xin phòngETEC, trong nghiên 617

cứu củaQiangdeDuan và cộng sự 75 năm 2020, nhóm 618

tác giá đã tạo ra hai MEFA sử dụng tiểu phần chính 619

của F4 là FaeG và tiểu phần chính của F18 là FedF để 620

làm xương sống gắn những tiểu phần khác của tiêm 621

mao F5, F6 và F41 lần lượt là FanC, FasA và Fim41a 622

để cuối cùng tạo ra hai kháng nguyên dung hợp FaeG- 623

Fim41a-FanC-FasA và FedF-FasA-Fim41a-FanC. Sau 624

đó, haiMEFAnày được đồng gây đáp ứng bằng đường 625

tiêm trên mô hình chuột. Kháng huyết thanh thu từ 626

chuột được trộn với chủng ETEC gây bệnh và được bổ 627

sung vàomôi trường nuôi cấy của hai dòng tế bào ruột 628

heo là IPEC-1 và IPEC-J2. Kết quả cho thấy rằng khả 629

năng bám của ETEC lên hai dòng tế bào này đều giảm 630

đi đáng kể (p < 0.05). Có thể, sau khi được đồng gây 631

đáp ứng, các cá thể chuột đều tạo kháng thể ngăn chặn 632

sự bám của chủng ETEC biểu hiện tiêm mao tương 633

ứng, đây có thể là kháng nguyên tiềm năng để phát 634

triển vắc xin. 635

VẮC XIN DỰA TRÊN ĐỘC TỐ 636

Để tạo ra vắc xin vừa an toàn, vừa đảm bảo tính hiệu 637

quả, đặc biệt là đối với các loại độc tố nguy hiểm, 638

cần có lưu ý một số vấn đề. Các phân tử độc tố mục 639

tiêu cần được sửa đổi để không còn khả năng gây độc 640

nhưng vẫn phải mang đặc tính sinh miễn dịch76. 641

Các nghiên cứu trước ở mô hình chuột con sơ sinh 642

đang bú sữa đã ước tính tỷ lệ mol của kháng thể 643

kháng độc tố ST cần để trung hoà độc tố là 1:1 77. 644

Nhưng chưa có thông tin chính xác về lượng độc tố 645

mà ETEC tiết ra khi xâm nhiễm và đôi khi cơ thể 646
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không thể tạo ra đáp ứng hiệu quả để trung hoà hoàn647

toàn độc tố. Tuy nhiên, việc chủng ngừa bằng vắc xin648

dù không cung cấp sự bảo vệ toàn vẹn nhưng cũng649

góp phần chống lại độc tố, giúp hạn chế tác động của650

ETEC78. Một vấn đề khác cần phải quan tâm khi tạo651

vắc xin từ độc tố là khả năng phản ứng chéo giữa các652

kháng thể kháng độc tố và các peptide nội sinh, cụ653

thể, STa có trình tự và cấu hình giống với guanylin và654

uroguanylin và cùng tương tác với thụ thểGC-C 78–80.655

Vì vậy, vắc xin lý tưởng phải vừa an toàn, hiệu quả và656

không xảy ra phản ứng chéo không mong muốn.657

Vắc xin uống658

Sử dụng vắc xin uống choheo nái trước khi sinh có thể659

cung cấp miễn dịch thụ động cho heo con thông qua660

sữa, và giúp bảo vệ heo con khoảng một tuần trong661

điều kiện nuôi bình thường18. Tuy nhiên, sự bảo vệ662

toàn diện và hiệu quả trước PWD vẫn thiếu81. Ở khu663

vực Bắc Mỹ, chủng ETEC gây ra tiêu chảy chủ yếu là664

những chủng biểu hiện tiêm mao F4ac và F18 82. Vì665

vậy, ở giai đoạn đầu chủ yếu phát triển vắc xin dự trên666

tiêm mao và các thử nghiệm trên heo cai sữa đã cho667

thấy kết quả của gây đáp ứng bằng đường uống hiệu668

quả hơn so với đường tiêm cơ. Tuy nhiên, ở một số669

quốc gia khác như Trung Quốc, Hà Lan, Nhật Bản,670

Thuỵ Điển hiếm khi tìm thấy trên các chủng ETEC671

gây bệnh cho heo con11. Vì vậy các loại vắc xin dựa672

trên tiêm mao có thể ít hiệu quả, từ đây vắc xin dựa673

trên kháng nguyên độc tố ruột được tập trung nghiên674

cứu11.675

Với loại vắc xin uống nhược độc, vài nghiên cứu đã sử676

dụng chủng E. coli nhược độc biểu hiện kháng nguyên677

dung hợp nhân tố bám dính – độc tố. Từ lâu, E. coli là678

hệ thống biểu hiện protein tái tổ hợp phổ biến, E. coli679

có thể sử dụng để biểu hiện kháng nguyên của ETEC,680

vừa có thể vận chuyển và bảo vệ kháng nguyên tốt681

hơn. Một thử nghiệm trên mô hình chuột, các nhóm682

chuột không xuất hiện dấu hiệu bệnh khi được cho683

uống vi khuẩn E. coli biểu hiện kháng nguyên dung684

hợp LTR192G-STaA13Q và LTR192G-STb với liều lượng685

vi khuẩn cao (109 CFU). Các nhóm chuột kích thích686

đáp ứng miễn dịch hệ thống và miễn dịch màng nhầy687

với các kháng thể IgG và IgA đặc hiệu kháng LTA,688

LTB, STa, STb và miễn dịch qua trung gian tế bào689

(type-2 helper T lyphocyte, Th2). Với nghiên cứu, E.690

coli được cho là vật mang kháng nguyên hiệu quả để691

sử dụng làm vắc xin chống ETEC 10.692

Với mục tiêu kết hợp tiêm mao và độc tố, trong một693

nghiên cứu khác đã tạo ra chủng E. coli biểu hiện694

kháng nguyên dung hợp có cấu trúc giống với cấu trúc695

của LT (1A:5B). Cụ thể cấu trúc kháng nguyên dung696

hợp là 1FaeG−FedF−LTR192GA2:5LTB (FaeG của F4,697

FedF của F18, tiều phần A2 dung hợp tiểu phần B 698

của LT). Những cá thể được cho uống chủng E. coli 699

nhược độc biểu hiện kháng nguyên dung hợp không 700

hề xuất hiệu triệu chứng bệnh mà còn đã kích hoạt 701

đáp ứngmiễn dịchmàng nhầy vàmiễn dịch hệ thống. 702

Sau đó, khi được cho tiếp xúc với chủng ETEC 3030-2 703

(K88ac/LT/STb), các cá thể đều không xuất hiện tiêu 704

chảy, cũng như rất ít ETEC được tìm thấy ở ruột non 705

khi so sánh với nhóm đối chứng81. Vì vậy, đây là 706

kháng nguyên dung hợp nhân tố bám dính–độc tố, 707

rất phù hợp để phát triển vắc xin uống chống ETEC 708

nói chung và PWD nói riêng. 709

Độc tố ST, được xem là nhân tố quyết định gây nên 710

bệnh PWD ở heo, vì vậy việc nhắm đến tạo ra vắc xin 711

dựa trên độc tố này rất quan trọng83. Năm 2019, Feng 712

và Guan cũng đã tạo ra chủng E. coli biểu hiện kháng 713

nguyên dung hợp mang đầy đủ độc tố của ETEC 714

LTA-STaA13Q-STb-LTA2-LTB-STaA13Q-STb. Kháng 715

nguyên dung hợp này được chứng minh là đã mất đi 716

độc tính, và an toàn trong thí nghiệm in vitro và in 717

vivo. Sau đó, thử nghiệm gây đáp ứngmiễn dịch bằng 718

đường uống trên mô hình chuột đã ghi nhận sự gia 719

tăng lượng IgG trong huyết thanh và IgA trong phân. 720

Điều này chứng minh rằng kháng nguyên dung hợp 721

đã kích hoạt đáp ứngmiễn dịch hệ thống vàmiễn dịch 722

màng nhầy. Các kháng thể IgG kháng F41, LTA, LTB, 723

STa và STb đều được tìm thấy trong huyết thanh và 724

phân, và đều có khả năng trung hoà độc tố. Hơn nữa, 725

42 ngày sau khi gây đáp ứngmiễn dịch, kháng thể IgG, 726

IgA đặc hiệu đã được tìm thấy trong sữa, lá lách, hạch 727

bạch huyết, và màng nhầy ở ruột. Ngoài ra, với lượng 728

Interleukin-4 (IL-4) cao hơn Interferon gamma (IFN- 729

γ), kháng nguyên độc tố dung hợp này kích thích đáp 730

ứng miễn dịch theoTh2 83. 731

Vắc xin tiêm 732

Như đã đề cập ở trên, STa có tính sinh miễn dịch khi 733

kết hợp với protein có tính sinhmiễn dịchmạnh khác 734

và độc tố này mất hoạt tính, từ đây Zhang và cộng 735

sự (2010) đã gây đột biến gene mã hoá STa ở ba vị 736

trí amino acid (STaN11K , STaP12F và STaA13Q) và kết 737

hợp với genemã hoá LT (độc tố LTR192G) tạo ra độc tố 738

dung hợp LTR192G:Sta84. Độc tố STaP12F và STaA13Q 739

với việc thay đổi chỉ một amino acid ở vị trí 12 và 13 740

đều được nhận diện bởi kháng thể kháng STa, chứng 741

minh rằng cấu hình của hai độc tố này không có sự 742

thay đổi lớn so với STa nguyên bản. Hai độc tố này 743

không còn độc tính đáng kể, với những kết quả như 744

không có sự tích nước trong mô hình thắt ruột heo, 745

không biểu hiện triệu chứng tiêu chảy ở mô hình heo 746

bệnh và sự gia tăng cGMP ở dòng tế bào T84. Khi 747

gây đáp ứng bằng đường tiêm bắp ở mô hình thỏ với 748
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các kháng nguyên độc tố này đều có hiệu giá kháng749

thể cao ở kháng thể kháng LT và STa (LT192:STa12750

cao hơn LT192:STa13 ở cả IgG, IgA và sIgA). Ngoài ra,751

kháng thể trongmáu và kháng thể trong phân của thỏ752

vẫn có thể trung hoà độc tố CT (đồng phân của LT)753

và STa. Hơn nữa, heo con được sinh ra từ heo nái754

đã chủng ngừa đều được bảo vệ khi thử nghiệm với755

chủng ETEC/STa.756

Một nghiên cứu khác đã thử kết hợp tiểu phần bám757

dính và tiểu phần độc tố để nhắm đến mục tiêu bảo758

vệ toàn diện cho heo khỏi ETEC. Nhóm tác giả đã759

kết hợp FaeG của F4, FedF của F18, tiều phần A2760

dung hợp tiểu phần B của LT, để tạo ra kháng nguyên761

dung hợp FaeG−FedF−LT192A2:B. Kháng nguyên762

được dùng để gây đáp ứng miễn dịch trên mô hình763

chuột và heo. Kết quả trên đối tượng thử nghiệm764

đã tạo ra kháng thể kháng tiêm mao F4, kháng tiêm765

mao F18, và kháng LT. Các cá thể sau đó đều có766

khả năng chống lại sự xâm nhiễm của chủng ETEC767

K88ac/LT/STb và không xuất hiện triệu chứng của768

bệnh 85.769

Bên cạnh đó, đã có hai nghiên cứu chứng minh heo770

được bảo vệ khỏi ETEC, còn có thể cung cấp miễn771

dịch thụ động từ heo mẹ sang heo con. Năm 2017,772

Nandre và cộng sự đánh giá khả năng tạo đáp ứng773

miễn dịch với kháng nguyên dung hợp 3×STaN12S-774

dmLT, gồm ba độc tố STaN12S dung hợp với độc tố LT775

mang đột biến kép (LTR192G/L211A)86. Sau đó, năm776

2019, Seo và cộng sự cũng sử dụng kháng nguyên này777

(3×STaN12S-mnLTR192G/L211A) và kháng nguyên liên778

kết hoá học là BSA-STaA14T với độc tố STa liên kết779

với BSA (bovine serum albumin)86,87. Các kết quả780

thu được chứng minh rằng các kháng nguyên cho781

khả năng bảo vệ tương tự nhau trên mô hình chuột782

và heo. Heo nái được tiêm ba loại kháng nguyên783

trên và sau đó heo con bú sữa được cho tiếp xúc với784

chủng ETEC/STa. Cả ba nhóm được gây đáp ứng đều785

tạo ra kháng thể IgG và IgA kháng STa và LT trong786

huyết thanh cũng như trong sữa non của heo nái.787

Trong nghiên cứu của Nandre và cộng sự vào năm788

2017, heo con được thử nghiệm với chủng ETEC/STa789

sau 24 tiếng uống sữa từ heo mẹ, thì cả 28 heo con790

được sinh ra từ heo mẹ được tiêm kháng nguyên791

đều không có triệu chứng tiêu chảy (chỉ tám cá thể792

có triệu chứng tiêu chảy nhẹ, chiếm 28,8%), 26/32793

heo con thuộc nhóm đối chứng xuất hiện tiêu chảy794

(chiếm 81,3%). Ngoài ra, tám cá thể heo con từ heo795

mẹ đã chủng ngừa và tám cá thể heo con đối chứng796

được tiếp tục thử nghiệm với chủng ETEC/LT. Sau797

24 tiếng, chỉ 1/8 cá thể heo con từ heo mẹ đã chủng798

ngừa có triệu chứng tiêu chảy (chiếm 12,5%), trong799

khi tỷ lệ này ở nhóm đối chứng là 7/8 cá thể (chiếm800

87,5%)86. Ở nghiên cứu của Seo và cộng sự vào năm801

2019 cũng có thử nghiệm tương tự. Cụ thể, ở nhóm 802

3×STaN12S-mnLTR192G/L211A có 15/16 cá thể khoẻ 803

mạnh (trong đó năm cá thể bị tiêu chảy nhẹ), chỉ một 804

cá thể xuất hiệu tiêu chảy nặng (chiếm 6,3%), nhóm 805

BSA-STaA14T có 14/17 cá thể khoẻ mạnh (trong đó 806

hai cá thể bị tiêu chảy nhẹ), ba cá thể còn lại xuất 807

hiện triệu chứng bệnh nặng (chiếm 17,6%) 8. Như 808

vậy, hai nghiên cứu trên đã chứng minh được rằng 809

việc tiếp nhận miễn dịch thụ động từ heo mẹ của heo 810

con thông qua sữa có thể giúp chống lại chủng ETEC 811

gây tiêu chảy. 812

Tuy nhiên, STa có sự tương đồng với một số peptide 813

nội sinh như guanylin, uroguanylin nên có thể tạo 814

ra những đáp ứng không mong muốn79,80. Vì vậy, 815

Ngoài STa, độc tố STb cũng đặc biệt được quan tâm 816

và nghiên cứu để phát triển vắc xin phòng PWD nói 817

riêng và ETEC nói chung. Đặc tính sinh miễn dịch 818

yếu của STb đã được phát hiện từ rất lâu và sự kết 819

hợp với phân tử có tính sinhmiễn dịchmạnh cũng đã 820

được đề xuất. Năm 1996, Dubreuil và cộng sự đã biểu 821

hiện kháng nguyên độc tố có dung hợp với maltose 822

binding protein (MBP) là MBP-STb (toàn bộ STb) và 823

MBP-STb2 (vùng epitope của STb từ amino acid thứ 824

8 đến 30), và đánh giá khả năng tạo kháng thể kháng 825

độc tố này trên mô hình thỏ8. Thỏ sau khi được tiêm 826

kháng nguyên MBP-STb đã tạo ra kháng thể trung 827

hoà độc tố STb tự nhiên. Tuy nhiên, kháng nguyên 828

này vẫn còn khả năng gây độc tính. Ngược lại, MBP- 829

STb2 không gây độc nhưng lại không kích thích đáp 830

ứng miễn dịch hiệu quả. Từ kết quả này, hầu hết các 831

nghiên cứu khác đều biến đổi STb để đảm bảo mục 832

tiêu không gây độc khi sử dụng làm vắc xin. 833

Các nghiên cứu gần đây hơn sử dụng độc tố LT dung 834

hợp với độc tố STb để tạo ra kháng thể kháng LT và 835

STb ở heo88. Ở nghiên cứu này, nhóm tác giả dung 836

hợp độc tố LTR192G với độc tố STb (LTR192G-STb) 837

để tăng cường tính sinh miễn dịch của STb. Kháng 838

nguyên này được chứng minh giảm độc lực trước khi 839

sử dụng gây đáp ứng. Kháng thể kháng LT, STb đều 840

được tạo ra khi gây đáp ứng trên mô hình thỏ và 841

heo. Khả năng trung hoà độc tố của những kháng thể 842

kháng LT được chứng minh bằng thí nghiệm in vitro, 843

cụ thể là không làm thay đổi nồng độ cyclic adeno- 844

sine monophosphate (cAMP) nội bào trong dòng tế 845

bào T84. Không giống với độc tố LT hay STa, độc 846

tố STb không làm tăng mức độ cAMP hay cGMP ở 847

dòng tế bào T84 hay những dòng tế bào khác, nên 848

việc đánh giá độc tính và khả năng trung hoà độc tố 849

của kháng thể kháng STb chỉ được thực hiện trên mô 850

hình thắt ruột heo 37,89,90. Trong thử nghiệm trên heo 851

với chủng ETEC/STb, tất cả 10 heo con sinh ra từ heo 852

mẹ đã được gây đáp ứng đều khoẻ mạnh, trong khi 853

7/9 heo con ở nhóm đối chứng xuất hiện triệu chứng 854
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tiêu chảy chứng tỏ heo con được sinh ra từ heo nái855

được gây đáp ứng có kháng thể kháng STb và LT và856

chúng đều bảo vệ heo con khi thử nghiệm với chủng857

ETEC/STb88. Nghiên cứu này cũng đưa ra giả thiết858

là kháng nguyên STb dung hợp tại đầu C của kháng859

nguyên LT192 với đoạn nối dài hơn có thể giúp biểu860

hiện và nhờ đó tăng cường tính sinh miễn dịch của861

STb. Ở đây, nhóm tác giả vẫn chưa rõ những kháng862

nguyên dung hợp như LT192-Gly:Pro-STb hay LT192–863

L-linker–STb. Vì vậy, vấn đề này cần được nghiên cứu864

và đánh giá thêm kháng nguyên dung hợp LT192-STb865

[88]. Để STb trở nên phù hợp cho việc phát triển vắc866

xin, STb phải được biến đổi làm mất hoạt tính. Đã867

có nghiên cứu về các đột biến có thể làm giảm hoạt868

tính của STb. Khi các đột biến F37K, I41S và M42S ở869

chuỗi xoắnα làm thay đổi tính kỵ nước, làm giảm khả870

năng tương tác với thụ thể cũng như độc tính giảm đi871

sáu lần91. Các đột biến K22A, K23A, and R29A trong872

vùng lặp từ C21 đến C36 cũng làm giảm tính bám và873

độc tính của STb91. Đặc biệt hơn, khi D30 được thay874

bằng alanine hoặc valine thì khả năng liên kết với thụ875

thể tăng gấp đôi nhưng độc tính lại giảm một nửa 91.876

Ngoài ra, STb có hai cầu nối disulfide giúp ổn định877

cấu trúc thứ cấp, việc gây đột biến làmmất một trong878

hai hoặc cả hai cầu nối có thể làm giảm độc lực của879

STb. Một nghiên cứu đã nghiên cứu độc tính của STb880

khi đột biếnmấtmột trong hai cầu nối disulfide so với881

STb tự nhiên. Kết quả đã chứngminh khimấtmột cầu882

nối disulfide đã đủ làm mất hoạt tính của STb so với883

STb tự nhiên92. STb đột biến ở C33S và C71S không884

làm thay đổi cấu trúc thứ cấp của STb, trong khi STb885

đột biến ở C44S và C59G làm giảm xoắn α ở thể đột886

biến này92. Nhưng khi STb mất cả hai cầu nối disul-887

fide, xoắn α bị mất đi hoàn toàn, từ đó làm mất cấu888

trúc thứ cấp gây độc của STb. Các thể đột biến STb889

được tạo ra và nghiên cứu, nhắm vào sự tương tác với890

thụ thể cũng như cấu hình có thể làm giảm độc lực891

của STb nhưng không làm thay đổi các epitode, từ đây892

STb phù hợp với chiến lược vắc xin kháng độc tố của893

các chủng ETEC gây bệnh.894

Một nghiên cứu vào năm 2011 đã tạo ra protein dung895

hợp ba độc tố STa–LTB–STb– SLS (STamang đột biến896

mất hoạt tính) bằng công nghệ protein tái tổ hợp, và897

đánh giá tính sinh miễn dịch và khả năng trung hoà898

độc tố STa và STb trên mô hình chuột93. Trước hết,899

SLS được kiểm tra độc tính, cụ thể nhóm chuột được900

gây đáp ứng miễn dịch bằng SLS đều tạo ra kháng thể901

đặc hiệu (IgG) kháng ba loại độc tố khi so sánh với902

các nhóm đối chứng. Khi được thử nghiệm với ETEC903

bằng đường uống, tỉ lệ sống của các nhóm chuột SLS,904

LTB và F4ac bất hoạt lần lượt là 70%, 40% và 20% so905

với nhóm đối chứng. Nghiên cứu này chứng minh906

được kháng nguyên dung hợp SLS cho khả năng bảo907

vệ khỏi chủng ETEC. Bên cạnh đó, chứng minh thêm 908

việc chủng ngừa đường uống bằng chủng vi khuẩn 909

ETEC bất hoạt có nhiều hạn chế và hiệu quả không 910

cao. Ngoài ra, kết quả đánh giá hiệu giá kháng thể 911

bằng ELISA còn cho thấy LTB giúp cải thiện khả năng 912

sinh miễn dịch của STa và STb. 913

Với những kết quả thu được, đến năm 2018, SLS được 914

kết hợp với tiêmmao F4ac và F5 (thu từ chủng ETEC 915

gây bệnh) để tạo ra kháng nguyên đa thành phần SLS- 916

F4ac-F5, (VSFF ), đây là kháng nguyên tiềm năng có 917

thể cung cấp khả năng bảo vệ toàn diện cho heo 94. 918

Kháng nguyên này được sử dụng để gây đáp ứng 919

cho heo nái và so sánh với nhóm SLS, nhóm tiêm 920

mao F4ac&F5, nhóm ETEC/F41 bất hoạt và nhóm 921

đối chứng. Hiệu giá kháng thể IgG với kháng nguyên 922

tương ứng được đánh giá 30 ngày trước khi heo sinh 923

con. Giá trị hiệu giá kháng cuối cùng của IgG trong 924

kháng huyết thanh và IgG trong sữa non kháng các 925

kháng nguyên mục tiêu sau khi tiêm VSFF đều cho 926

chỉ số cao hơn đáng kể so với nhóm đối chứng (p < 927

0,05). Heo con sinh ra từ các nhóm heo nái đều được 928

theo dõi và đánh giá cảm quan để xác định các triệu 929

chứng bệnh. Kết quả, hầu hết heo con đều không biểu 930

hiện bệnh ngoài trừ nhóm đối chứng, điều này càng 931

chứngminh heo con nhậnmiễn dịch thu động từ heo 932

mẹ thông qua sữa non21,94. 933

Một khó khăn khác trong việc phát triển vắc xin 934

phòng ETEC đó là tính không đồng nhất của kháng 935

nguyên (tổ hợp nhiều nhân tố bám dính và độc tố). 936

Năm 2020, Lu T và cộng sự 95 đã ứng dụng MEFA để 937

phát triển và thử nghiệm vắc xin phòng ETEC. Cụ 938

thể, nghiên cứu này tạo MEFA tiêm mao – độc tố 939

gồm có epitope của LT đóng vai trò khung cơ bản để 940

giữ các epitope của hai tiểu đơn vị bám dính của F18 941

(FedF), hai tiểu đơn vị bám dính của F4 (FaeG), bốn 942

epitope độc tố STb, Stx2e, hai STaN11S. Chuột được 943

tiêm MEFA đáp ứng mạnh với tiêm mao F4, F18, LT, 944

STb, và đáp ứng vừa phải với Stx2e và STa. Các kháng 945

thể thu được sau khi gây đáp ứng với MEFA có thể ức 946

chế khả năng bám của F4 và F18 vào tế bào ruột của 947

heo và trung hoà được 4 loại độc tố. Với kết quả tích 948

cực này đã chứng minh được khả năng tạo ra vắc xin 949

phòng ETEC phổ rộng và cụ thể là PWD. Tuy nhiên 950

vẫn cần đánh giá thêmMEFA về khả năng và hiệu quả 951

trên mô hình heo trong tương lai. Ngoài ra, nhóm tác 952

giả đề xuất thay đổi vector và hệ thống biểu hiện để 953

biểu hiện protein MEFA trên màng tế bào giúp tối ưu 954

protein này cho dạng vắc xin đường uống. 955

PHÁT TRIỂN VẮC XIN UỐNGĐỊNH 956

HƯỚNG TẾ BÀOM 957

Vắc xin đường uống là dạng vắc xin hiệu quả nhất để 958

phòng vi khuẩn gây bệnh đường ruột nói chung và 959
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Bảng 1: Các nghiên cứu vắc xin phòng bệnh PWD do ETEC gây ra.

Cách sử dụng Kháng nguyên Động vật
thử nghiệm

Tài liệu tham
khảo

Tiêm MBP-STb (toàn bộ STb)
MBP-STb2 (AA8 -AA30)

Thỏ 1996 8

Uống F4 Heo 1999 55

Uống E. coli/F18ac nhược độc Heo 2000 64

Uống E. coli/F18 và F18 đóng gói trong poly(lactide-co-
glycolide) (PLGA)

Heo 2000 66

Tiêm F4 Heo 2002 70

Tiêm F4-Vitamin D3 F4-CpG-ODN Heo 2003 71

Tiêm Levamisole và
đưa trực tiếp vào
ruột

E. coli/F4ac nhược độc và tiêm Levamisole Heo 2003 62

Uống F4 trong viên nang, F4 hoà tan Heo 2003 67

Uống plant-produced FaeG (pFaeG) Heo 2006 56

Uống và hít F18 tinh sạch kết hợp LTR192G Heo 2007 57

Tiêm LTR192G:STaP12F
LTR192G:STaA13Q

Thỏ và heo 2010 84

Tiêm 6×His-tagged-LT192–L-linker–STb
6×His-tagged-LT192-Gly:Pro-STb

Thỏ và heo 2010 88

Uống F4 trong Gantrez®AN Heo 2011 68

Tiêm 6×His-tagged-FaeG-FedF-LT192A2:B Chuột và heo 2011 85

Tiêm STa-LTB-STb Chuột 2011 93

Uống 1FaeG-FedF-LTR192GA2:5LTB Heo 2013 81

Uống E. coli/LTR192G-STb
E. coli/LTR192G-STaA13Q

Chuột 2015 10

Tiêm 3×STaN12S-dmLT (LTR192G/L211A) Heo 2017 86

Tiêm STa-LTB-STb-F4ac-F5
F4ac&F5
ETEC/F41 bất hoạt

Heo 2018 94

Uống LTA-STaA13Q-STb-LTA2-LTB-STaA13Q-STb Chuột 2019 83

Tiêm 3×STaN12S-mnLTR192G/L211A
BSA-STaA14T

Chuột và heo 2019 87

Tiêm FaeG-Fim41a-FanC-FasA và FedF-FasA-Fim41a-FanC Chuột 2020 75

Tiêm LTA-FedF-STa-Stx2e-FedF-LTA-STa-FaeG-FaeG-Stb Chuột 2020 95
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PWD nói riêng. Bên cạnh những ưu điểm, việc tạo960

ra vắc xin uống vẫn đang đối mặt với nhiều khó khăn961

nhất định. Đầu tiên, vắc xin uống tiểu phần phải đi962

qua môi trường khắc nghiệt, có độ pH thấp (pH 1–963

2) trong dạ dày, với một lượng lớn các enzyme phân964

giải như pepsin, protease, muối mật, v.v, có thể làm965

ảnh hưởng đến kháng nguyên của vắc xin96. Thứ hai,966

kháng nguyên của vắc xin bị phân tán trong lòng ruột967

với diện tích bề mặt niêm mạc ruột rộng lớn, kháng968

nguyên không thể tiếp xúc hoặc thời gian tiếp xúc quá969

ngắn, nồng độ không đủ để cơ quan miễn dịch nhận970

diện và tạo đáp ứng miễn dịch. Ngoài ra, các enzyme971

tiêu hóa như lysozyme, phospholipase A, v.v, không972

đảm bảo được tính toàn vẹn của kháng nguyên97.973

Thứ ba, ruột có hiện tượng dung nạp miễn dịch do974

phải tiếp xúc với nhiều kháng nguyên bên ngoài trong975

quá trình ăn uống hằng ngày nên không thể kích hoạt976

đáp ứng miễn dịch98. Để giải quyết những khó khăn,977

cần có định hướng kháng nguyên đến tế bào M của978

hệ miễn dịch niêm mạc đường ruột.979

Tế bào M đóng vai trò như cánh cổng miễn dịch và980

khởi sự các phản ứng miễn dịch niêm mạc ở đường981

ruột. Tế bào M là tế bào biểu mô ruột chuyên biệt,982

có ở biểu mô liên kết nang (follicle-associated epithe-983

lium), thuộc đốm Payer (Payer’s patches). Đây là tế984

bào có khả năng nhận diện, và vận chuyển kháng985

nguyên xuyên màng đến tế bào miễn dịch12. Tuy986

nhiên số lượng tế bào này trên biểu mô ruột là khá ít,987

ở chuột và người (5–10%) 99,100, ở heo (20–30%)101,988

nên việc định hướng kháng nguyên đế tế bào M là989

cần thiết102. Việc định hướng kháng nguyên này có990

thể dựa vào sự tương tác giữa phối tử với các thụ991

thể trên bề mặt tế bào M. Hiện nay, nhiều cặp thụ992

thể – phối tử trên bề mặt tế bào M đã được phát993

hiện, và nghiên cứu về cấu trúc lẫn sự tương tác 103994

(Bảng 2). Claudin-4 (Cldn-4) là một protein xuyên995

màng được tìm thấy ở tế bào M 104, protein này được996

chứng minh là thụ thể tương tác với Clostridium per-997

fringens enterotoxin (Cpe) tại Ecl2 (the second extra-998

cellular loop) của Cldn-4105,106. Cơ chế tương tác999

giữa cặp thụ thể – phối tử Cldn-4/Cpe đã được nghiên1000

cứu rõ ràng106,107. Trong nghiên cứu của Jun Ling1001

và cộng sự (năm 2008), nhóm tác giả đã dung hợp1002

protein hemagglutinin (HA) ở virus cúm A cùng với1003

trình tự hỗ trợ trimer hoá (ts, từ Fibritin-C) cho HA,1004

có thêm đuôi His (mục đích tinh sạch protein) ở đầu1005

C và dung hợp với Cpe30 (30 amino acid ở đầu C của1006

Cpe (HA-ts-HT-Cpe30) và kết quả cho thấy protein1007

dung hợp này vẫn giữ được tương tác với Cldn-4 107.1008

Năm 2009, HA-ts-HT-Cpe30 được gói trong hạt nano1009

PLGA, sau đó được đưa vào cơ thể chuột bằng đường1010

hít và uống để đánh giá khả năng nhắm định hướng1011

đến tế bàoM.Qua kiểm tramôhọc, có thể xác định sự1012

hiện diện của hạt nano chứa protein ở biểumô đường 1013

ruột và đường hô hấp trên108. Ngoài ra, Cldn-4 cũng 1014

biểu hiện vượt mức ở nhiều tế bào ung thư như ung 1015

thư vú, đại trực tràng và tuyến tiền liệt109. Vì vậy, 1016

ngoài tiềm năng phát triển vắc xin, việc nhắm định 1017

hướng Cldn-4 cũng là chiến lược điều trị ung thư. 1018

Thụ thể Glycoprotein-2 (GP2) cũng là một thụ thể 1019

tiềm năng khác trên tế bào M được nghiên cứu. 1020

Năm 2014, Hideaki Shima và cộng sự đã tạo ra 1021

kháng nguyên tái tổ hợp gồm phần Fab (antigen- 1022

binding fragment) của kháng thể và một protein 1023

kháng nguyên khác, và cụ thể trong nghiên cứu này 1024

là anti-GP2-SA, trong đó anti-GP2 là phần Fab từ 1025

chuột, SA là treptavidin, và các protein kháng nguyên 1026

được gắn biotin. Nhóm tác giả đã chứng minh kháng 1027

nguyên này có thể mang protein gắn biotin đến tế bào 1028

M ở ruột, kích hoạt đáp ứng miễn dịch niêm mạc tạo 1029

sIgA đặc hiệu ngay cả khi không có tá dược 110. Năm 1030

2017, Inam Ullah Khan và cộng sự đã tìm ra peptide 1031

Gb1 có ái lực với thụ thể GP2. Nghiên cứu sử dụng 1032

kháng nguyên mô hình enhanced green fluorescence 1033

protein (EGFP) dung hợp với peptideGb1 tạo raGb1- 1034

EGFP và sau đó để đánh giá khả năng gây đáp ứng 1035

miễn dịch ở chuột. Kháng nguyên này không những 1036

cho thấy khả năng định hướng đến tế bào M mà còn 1037

kích thích đáp ứng miễn dịch niêmmạc và miễn dịch 1038

hệ thống thông qua đánh giá kháng thể đặc hiệu thu 1039

từ máu và phân, cytokine và sự hoạt hoá các tế bào 1040

miễn dịch111. 1041

Năm 2018, peptide Co1 nhắm trúng đích tế bào M 1042

được sử dụng trong nghiên cứu tạo vắc xin đường 1043

uống phòng bệnh tiêu chảy cấp ở heo (Porcine epi- 1044

demic diarrhea, PED) do porcine epidemic diarrhea 1045

virus (PEDV) gây ra. Sunting Ma và cộng sự 112 đã 1046

tạo ra vắc xin là chủng vi khuẩn Lactobacillus casei 1047

393 (L. casei 393, L393) tái tổ hợp dạng uống chống 1048

lại PEDV nhắm định hướng tế bào M. Bằng cách 1049

sử dụng thêm peptide nhắm trúng đích tế bào tua 1050

DCpep (dendritic cell-targeting peptide) mang kháng 1051

nguyênCOE (core neutralizing epitope) từ protein gai 1052

của PEDV để tạo ra chủng tái tổ hợp pPG-COE-Col- 1053

DCpep/L393. Chủng này được định hướng đến tế 1054

bào M thông qua tương tác peptide Co1 với thụ thể 1055

tương ứng sau đó được vận chuyển qua GALT nơi có 1056

sự hiện diện của DC. Sau đó, DCpep cho phép DC 1057

bắt lấy COE. Hơn nữa, kháng nguyên COE dung hợp 1058

với DCpep còn làm COE được bắt trực tiếp bởi các 1059

DC ở giữa các tế bào biểu mô. Nhờ đó, kích thích tế 1060

bào lympho B tạo sIgA và tăng sinh tế bào lympho T 1061

(Th1 và Th2). Tóm lại, chủng L. casei 393 biểu hiện 1062

COE của PEDV và dung hợp với peptide định hướng 1063

tế bào M là Co1 và peptide định hướng DC là DCpep 1064

ở ruột hiệu quả trong việc tạo đáp ứngmiễn dịch niêm 1065
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mạc, miễn dịch dịch thể và miễn dịch qua trung gian1066

tế bào chống lại PEDVquađườnguống. Trongnghiên1067

cứu vắc xin phòng bệnh lởmồm longmóng (Foot and1068

mouth disease, FMD) của Fudong Zhang và cộng sự1069

vào năm 2021 113, cũng sử dụng peptide Co1 để định1070

hướng đến tế bào M nhằm phát triển vắc xin uống1071

chống lại virus gây FMD (FMDV). Nhóm nghiên cứu1072

đã tạo ra chủng Lactococcus lactis (L. lactis) mang đa1073

kháng nguyên của FMDV và chủng L. lactis mang đa1074

kháng nguyên dung hợp với peptide Co1 lần lượt là L.1075

lactis-TB1 và L. lactis-TB1-Co1. Sau đó đánh giá khả1076

năng đáp ứng miễn dịch bằng đường uống trên mô1077

hình chuột và chuột lang. L. lactis-TB1-Co1 cho thấy1078

khả năng tạo đáp ứngmiễn dịch vượt trội so với L. lac-1079

tis-TB1, từ việc thúc đẩy tạo IgG và sIgA đến điều hoà1080

sự tăng sinh tế bào lympho T (T CD4+ và T CD8+)1081

ở chuột. Tóm lại, L. lactis-TB1-Co1 có thể tạo được1082

đáp ứng miễn dịch niêm mạc cũng như miễn dịch hệ1083

thống, cung cấp sự bảo vệ chống lại FMDV.1084

Gầnđây hơn, vào năm2022, nghiên cứuphát triển vắc1085

xin kiểm soát sự xâm nhiễm của Helicobacter pylori1086

(H. pylori). Trong những nghiên cứu trước, vắc xin1087

đa giá FvpE chống lại bốn yếu tố độc lực chính củaH.1088

pylori (Urease, CagA, VacA vàNAP). Tuy nhiên trong1089

nghiên cứu này, một hệ thống biểu hiển bề mặt nhắm1090

mục tiêu tế bào M cho L. lactis có tên là plSAM được1091

thiết kế để giúp các kháng nguyên kích thích phản ứng1092

miễn dịch hiệu quả trong đường tiêu hóa. Từ đó, tạo1093

ra L. lactis tái tổ hợp nhắm mục tiêu tế bào M LL-1094

plSAM-FvpE và biểu hiện protein SAM-FVpE trên bề1095

mặt vi khuẩn. Thửnghiệm cho uống LL-plSAM-FvpE1096

và SAM-FVpE bổ sung tá dược đều kích thích tạo IgG,1097

sIgA và tế bào lympho T CD4+ chống lại bốn yếu độc1098

lực của H. pylori kể trên114. Đây là, ứng viên vắc xin1099

tiềm năng để bảo vệ khỏi H. pylori.1100

Bên cạnh việc định hướng, thông qua các hệ thống1101

phân phối như: thể mang kích thước nano, vi khuẩn1102

lactic (Lactobacillus spp.), nấm men (Saccharomyces1103

cerevisiae, Pichia pastoris), các kháng nguyên được1104

dung hợp / liên hợp với các phối tử định hướng tế1105

bào M, vừa đảm bảo tính toàn vẹn của kháng nguyên1106

cũng như hỗ trợ kích thích đáp ứng miễn dịch12.1107

Trong một bài nghiên cứu khác, Mai Quốc Gia và1108

cộng sự đã đề xuất việc biểu hiện các epitope tiềm1109

năng của ETEC dung hợp với các phối tử định hướng1110

tế bàoM lên bềmặt của tế bào nấmmen. Những công1111

bố trên mang đến tiềm năng phát triển vắc xin uống1112

cụ thể là vắc xin phòng ETEC gây ra bệnh, vì vậy cần1113

thêm nhiều nghiên cứu sâu hơn trong tương lai.1114

KẾT LUẬN1115

ETEC là nguyên nhân chính gây bệnh tiêu chảy sau1116

cai sữa ở heo con, ảnh hưởng đến ngành công nghiệp1117

chăn nuôi heo trên toàn thế giới. Mặc dù kiến thức 1118

về chủng ETEC gây bệnh đã được hiểu rõ, tuy nhiên 1119

thực tế cho đến nay vẫn không có vắc xin nào có thể 1120

cung cấp sự bảo vệ phổ rộng hiệu quả. Như đã đề cập, 1121

các chủng gây bệnh không đồng nhất kháng nguyên, 1122

chúng có thể tiếtmột hoặc nhiều độc tố, có thể có hoặc 1123

không có tiêm mao bám dính. Vì vậy, các nghiên cứu 1124

phát triển vắc xin thế hệ mới tập trung vào việc tạo 1125

ra vắc xin có thể kháng ETEC phổ rộng giúp phòng 1126

PWD. Hai thành phần kháng nguyên tiềm năng đó 1127

là nhân tố bàm dính và độc tố, nên vắc xin dựa vào 1128

kháng nguyên nguyên này được tập trung nghiên cứu. 1129

Việc kết hợp giữ các độc tố ruột không bền nhiệt và 1130

độc tố bền nhiệt cùng với các epitope của tiêm mao 1131

trong cùng một phân tử là phương pháp đầy hứa hẹn, 1132

vừa hỗ trợ tính sinh miễn dịch, vừa đảm bảo đầy đủ 1133

các kháng nguyên, từ đó đảm bảo cho heo tạo ra các 1134

kháng thể trung hoà độc tố cũng như ức chế sự bám 1135

của tiêm mao lên bề mặt biểu mô ruột. 1136

Hầu hết các nghiên cứu kể trên (Bảng 1) đều cho kết 1137

quả hiệu quả nhất định khi thử nghiệm in vitro và in 1138

vivo. Các nghiên cứu cũng lựa chọn hình thức thử 1139

nghiệm gây đáp ứng ở đường tiêm hoặc đường uống. 1140

Tuy nhiên ở mỗi dạng đều có các yếu tố khác nhau 1141

ảnh hưởng. Ở dạng tiêm, tính nguyên vẹn của kháng 1142

nguyên không bị ảnh hưởng nhiều nhưng chỉ tạo IgG 1143

là chủ yếu. vắc xin đường uống có thể kích thíchmiễn 1144

dịch màn nhầy tạo sIgA cũng như IgG, nhưng vấn đề 1145

là phải đảmbảo tính toàn vẹn của khángnguyên khi đi 1146

qua môi trường khắc nghiệt của hệ tiêu hoá. Đối với 1147

bệnh đường tiêu hoá do vi khuẩn gây ra thì sử dụng 1148

vắc xin đường uống là hiệu quả nhất để kích thích đáp 1149

ứng miễn dịch sản xuất sIgA. Ngoài ra, việc gây đáp 1150

ứng miễn dịch cho heo nái cũng giúp cung cấp miễn 1151

dịch thụ động cho heo con trong giai đoạn sơ sinh 1152

thông qua sữa non. 1153

Chiến lược phát triển vắc xin đường uống nhắm định 1154

hướng tế bàoM là hướng tiếp cận đầy tiềmnăng trong 1155

tương lai. Mặc dù tế bàoM đã được phát hiện, nghiên 1156

cứu về cấu tạo, các tương tác giữa các cặp phối tử – thụ 1157

thể trên tế bào M từ lâu, nhưng việc ứng dụng trong 1158

sản xuất vắc xin uống còn khá ít, trong tương lai cần 1159

thêm nhiều nghiên cứu để tạo ra vắc xin uống với chi 1160

phí thấp, hiệu quả, đặc biệt là các vắc xin liên quan 1161

đến bệnh liên quan đến đường tiêu hoá. 1162

Tóm lại, trong nhiều nămqua, việc nghiên cứu vắc xin 1163

phòng PWDdo ETEC gây ra đã được thực hiện và đạt 1164

nhiều kết quả tích cực. Đây là cơ sở cho những nghiên 1165

cứu trong tương lai để xác định lại những kết quả đã 1166

đạt được cũng như thử nghiệm trên quy mô lớn hơn 1167

để tạo ra một chế phẩm vắc xin hiệu quả. Bên cạnh 1168

đó, các loại độc tố ruột này cũng phổ biến ở những 1169

chủng ETEC gây bệnh ở người, vì vậy các nghiên cứu 1170
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Bảng 2: Các cặp phối tử − thụ thể của tế bàoM [12].

Phối tử tương ứng Thụ thể trên tế bào M

Protein FimH, FimHrb GP2

Hsp60 PrPc

Invasin β1-integrin

SlpA Uromodulin

CPE Claudin 4

protein σ1 α-L-sialic acid

Lectin UEA-1 glycoprotein chứa α-L-fucose

Kháng thể SIgA Dectin-1, Siglec-5

NKM 16-2-4 glycoprotein chứa α-L-fucose

3G7-H9 GP2

9C7 Siglec-F

Peptide Gb1 GP2

P25d nd

RGD, GRGDS β1-integrin

Co1, OmpH C5aR

CTGKSC, LRVC nd

CPE30, CPE16, CPE12 Claudin 4

CKS9 nd

nd, không xác định

được đề cập ở trên cũng là tiền đề để phát triển vắc1171

xin phòng ETEC ở người.1172

DANHMỤC CHỮ VIẾT TẮT1173

cAMP Cyclic adenosine monophosphate1174

CFU Colony-forming units1175

cGMP Cyclic guanosine monophosphate1176

Cldn-4 Claudin-41177

Cpe Clostridium perfringens enterotoxin1178

CT Cholera toxin1179

EAST1 Enteroaggregative heat-stable toxin 11180

ETEC Enterotoxigenic Escherichia coli1181

GC-C Guanylate cyclase C1182

HA Hemagglutinin1183

IgA Immunoglobulin A1184

IgG Immunoglobulin G1185

IL Interleukin1186

kDa Kilodalton1187

LT Heat-labile enterotoxin1188

MBPMaltose binding protein1189

MEFAMultiepitope fusion antigen1190

NST Nhiễm sắc thể1191

PLGA Poly(lactide-co-glycolide)1192

PWD Post-weaning diarrhea 1193

sIgA Secretory Immunoglobulin A 1194

ST Heat-stable enterotoxin 1195

EGFP Enhanced Green Fluorescence protein 1196

PED Porcine epidemic diarrhea 1197

PEDV Porcine epidemic diarrhea virus 1198

GALT Gut-associated lymphoid tisue 1199

XUNGĐỘT LỢI ÍCH 1200

Các tác giả cam kết không có xung đột lợi ích 1201

ĐÓNGGÓP CỦA CÁC TÁC GIẢ 1202

Ngô Phan Minh Vũ: Tổng hợp, viết, và chỉnh sửa bản 1203

thảo. 1204

Mai Quốc Gia: Chỉnh sửa bản thảo. 1205

TrầnVănHiếu: Lên ý tưởng, chỉnh sửa, và chấp thuận 1206

bản thảo. 1207
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ABSTRACT
Post-weaning diarrhea (PWD) in piglets is primarily caused by the enterotoxigenic Escherichia coli
(ETEC) strains. ETEC expresses adhesins attached to the intestinalmucosa, specifically fimbriae such
as F4, F5, F6, F7 and F18. F4 and F18 are particularly prevalent in strains that cause PWD. ETEC then
releases enterotoxins that play a central role in the pathogenic process, such as heat-labile en-
terotoxin (LT), heat-stable enterotoxin (ST), and a small amount of enteroaggregative heat-stable
toxin 1 (EAST1), which lead to dehydration, electrolyte imbalances, damage to the intestine, re-
duced nutrient absorption, growth rate, and resulting in death. Vaccination is the most effective
preventive measure against PWD. Although there is an existing ETEC vaccine based on fimbrial im-
munization, enterotoxins are the primary cause of diarrhea in ETEC. Therefore, the development of
new-generation vaccine that target both adhesins and enterotoxins has been carried out. In recent
years, many studies have successfully generated fusion antigens of these two factors and tested for
their ability to induce immune responses in mouse, rabbit, and pig models. Along with the de-
velopment of targeted M cell strategies, this opens a promising new direction for the creation of
both general and specific ETEC oral vaccines. In this paper, the development strategies for vaccines
based on fimbrial adhesins and enterotoxins to protect piglets from PWD are summarized. These
studies also serve as a basis for the development of ETEC vaccines in humans.
Key words: Adhesin factor, enterotoxins, enterotoxigenic Escherichia coli, M cells, post-weaning
diarrhea, vaccine
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