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NGHIÊN C�U CH� T�O VÀ �ÁNH GIÁ HI�U L�C C�A KHÁNG TH� 
IgY KHÁNG VI KHU�N T� VÀ ��C T� T� TRÊN TH�C NGHI�M 

HOÀNG TRUNG KIÊN (1), HOÀNG ��C H�U (2), NGUY�N ��NG D�NG (1)  

1. ��T V�N ��  

Tiêu ch�y c�p do nhi�m vi khu�n t� (VKT) ���ng tiêu hóa, còn g�i là b�nh t�, 
là b�nh truy�n nhi�m c�p tính, th��ng di�n bi�n nhanh. Theo k�t qu� th�ng kê c�a 
T� ch�c Y t� Th� gi�i (WHO) trong n�m 2016 �ã ghi nh�n 132.121 tr��ng h�p 
nhi�m VKT t�i 38 qu�c gia trên th� gi�i, trong �ó 2.420 tr��ng h�p t� vong (chi�m 
t� l� 1,8%). Trong 5 n�m g�n �ây, s� ng��i m�c và ch�t vì b�nh t� không có xu 
h��ng gi�m, t� l� t� vong do m�c b�nh t� v�n còn cao [6, 7, 8, 9, 10]. 

Bên c�nh công ngh� ch� t�o kháng huy�t thanh truy�n th�ng t� ��ng v�t có 
vú, ch� t�o kháng huy�t thanh ch�a kháng th� IgY trong lòng �� tr�ng gà c�ng có 
nhi�u �u �i�m. IgY là m�t kháng th� có trong huy�t thanh gà mái ���c v�n chuy�n 
tích c�c sang lòng �� tr�ng gà. Ph��ng pháp t�o kháng th� IgY trong lòng �� tr�ng 
gà có m�t s� �u �i�m so v�i ph��ng pháp t�o kháng huy�t thanh truy�n th�ng nh� 
��n gi�n và d� th�c hi�n, giá thành ch� ph�m th�p, s�n l��ng khá cao [3, 4]. 

Nghiên c�u này ���c th�c hi�n nh�m ch� t�o kháng th� ��c hi�u v�i VKT và 
��c t� t� (�TT) b�ng công ngh� ch� t�o IgY t� lòng �� tr�ng gà, ��ng th�i �ánh giá 
hi�u qu� kháng vi khu�n t� và ��c t� t� c�a kháng th� IgY ��c hi�u trong �ng 
nghi�m và trên ��ng v�t th�c nghi�m. 

2. ��I T��NG, V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. ��i t��ng, v�t li�u nghiên c�u 

- Gà mái trên 20 tu�n tu�i, ���c nuôi trong �i�u ki�n �� th�c �n, n��c u�ng, 
v�i ánh sáng t� nhiên 10÷12 gi� /ngày. 

- Chu�t nh�t tr�ng 3÷5 ngày tu�i, tr�ng l��ng trung bình 2,2÷2,5 gam.  

- VKT: ch�ng V. cholerae O1 Ogawa phân l�p t� phân b�nh nhân.  

- �TT d�ng b�t �ông khô, b�o qu�n � 2÷8o C. 

- Hoá ch�t, sinh ph�m: Môi tr��ng nuôi c�y t�ng sinh VKT: BHI broth, 
Nutrient agar; tá ch�t Freund hoàn ch�nh (CFA) và không hoàn ch�nh (IFA); amoni 
sulfate (NH4)2SO4; c�ng h�p IgG c�u kháng IgY-peoxidase; c� ch�t o-
phenylenediamine (OPD) 

2.2. Ph��ng pháp 

2.2.1. Ch� t�o kháng nguyên t� bào VKT và �TT  

C�y ch�ng VKT (l�u tr� trong labô) vào canh thang BHI, � 37oC/24h; thu c�n 
t� bào, pha thanh huy�n d�ch 1011 CFU/ml; b�t ho�t VKT � 80oC (cách th�y)/20 
phút. Tr�n huy�n d�ch VKT l�n l��t v�i tá ch�t CFA và IFA (t� l� 1:1 v� th� tích). 
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�TT d�ng �ông khô (5 mg) ���c hoàn nguyên và pha thành các n�ng �� khác 
nhau, sau �ó tr�n v�i tá ch�t v�i CFA và IFA (t� l� 1:1 v� th� tích). 

2.2.2. Gây mi�n d�ch t�o kháng th� IgY 

Tiêm trong c� ng�c l�n, th� tích 1 ml kháng nguyên/1 con gà; tiêm nh�c l�i 
4÷6 l�n, cách nhau 3 tu�n; s� d�ng tá ch�t FCA cho l�n gây mi�n d�ch ��u tiên, và tá 
ch�t IFA cho các l�n tiêm nh�c l�i. Li�u gây mi�n d�ch: VKT l�n l��t là 0,375 x 
1010; 0,75 x 1010; 1,5 x 1010 và 3 x 1010 CFU/ml; �TT n�ng �� 0,05 và 0,1 mg/ml. 

2.2.3. Tách chi�t, tinh s�ch IgY t� tr�ng gà 

Tr�n lòng �� tr�ng gà v�i n��c c�t 4oC (t� l� 1:9 v� th� tích); ly tâm, thu d�ch 
n�i; t�a phân �o�n IgY b�ng mu�i amoni sulfate; th�m tích lo�i mu�i t� dung d�ch 
IgY: s� d�ng màng th�m tích, trong 48 gi� v�i dung d�ch PBS. 

S� d�ng c�t anion trên h� th�ng s�c ký áp su�t th�p, v�i h� ��m g�m ��m A 
(Tris-HCl, pH 7,94) và ��m B (là ��m A b� sung 0,5 M NaCl). N�p ��y h� th�ng 
s�c ký v�i ��m A; cho 2 ml dung d�ch IgY sau th�m tích ch�y qua c�t s�c ký (t�c �� 
1ml/phút). R�a gi�i thu h�i protein g�n c�t b�ng ��m B. 

2.2.4. Xét nghi�m ELISA phát hi�n kháng th� IgY ��c hi�u 

2.2.4.1. Xét nghi�m ELISA phát hi�n kháng th� IgY t� gà ���c gây mi�n d�ch 
v�i VKT (kháng th� IgY ��c hi�u v�i VKT) 

Chu�n b� khay ph�n �ng: 100 �l huy�n d�ch kháng nguyên VKT siêu nghi�n 
(5 �g protein/ml, trong NaHCO3 0,1M; pH 9,6) � qua �êm � 4oC trong các gi�ng c�a 
khay ELISA; r�a gi�ng 5 l�n b�ng ��m PBS-T (0,01% Tween20; pH 7,4); � gi�ng 
ph�n �ng v�i 150 �l BSA 1% � 37oC/2 gi�; r�a gi�ng 5 l�n b�ng PBS-T.  

Th�c hi�n ph�n �ng: � 100�l m�u th� (huy�t thanh gà, ho�c dung d�ch ch�a 
IgY t� lòng �� tr�ng gà) trong gi�ng � 37oC/1 gi�; r�a gi�ng 5 l�n b�ng PBS-T. Phát 
hi�n IgY ��c hi�u kháng nguyên VKT: b� sung 100 �l c�ng h�p peroxidase - kháng 
th� kháng IgY gà; � khay ph�n �ng � 37oC/1 gi�; r�a gi�ng 5 l�n b�ng PBS-T, ti�p 
�ó b� sung 100 �l OPD (0,5 mg/ml, m�i 50 ml OPD b� sung thêm 20 �l H2O2), gi� 
khay ph�n �ng trong bu�ng t�i, � nhi�t �� phòng/ 10 phút; ng�ng ph�n �ng: 50 �l 
H2SO4 2M. �o m�t �� quang h�c (optical density - OD) c�a dung d�ch ph�n �ng t�i 
b��c sóng 450 nm: giá tr� OD t��ng quan thu�n v�i hi�u giá kháng th� ��c hi�u. 

2.2.4.2. Xét nghi�m ELISA phát hi�n kháng th� IgY t� gà ���c gây mi�n d�ch 
v�i �TT (kháng th� IgY ��c hi�u v�i �TT) 

Chu�n b� khay ph�n �ng: � 100 �l GM1 (0,2 �g/100�l, trong PBS 1X) trong 
gi�ng qua �êm � nhi�t �� phòng. R�a gi�ng 5 l�n b�ng PBS-T; � gi�ng v�i 150 �l 
BSA 1% � 37oC/2 gi�; r�a gi�ng 5 l�n b�ng PBS-T, ti�p �ó b� sung 100 �l �TT 
(100 ng/ml), � 37oC/1 gi�; r�a gi�ng 5 l�n b�ng PBS-T. 

Th�c hi�n ph�n �ng: theo ph��ng pháp ���c mô t� t�i m�c 2.2.4.1. 
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2.2.5. Kh�o sát tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY kháng VKT và IgY kháng 
��c t� t� trên chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m VKT 

B�ng 1. Tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY kháng VKT và IgY 
kháng ��c t� t� trên chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m VKT 

                           Nhóm 
Can thi�p 

1 
(n = 30) 

2 
(n = 30) 

3 
(n = 30) 

4 
(n = 30) 

5 
(n = 30) 

Gây nhi�m VKT  
(gi� 0) 

50 �l NaCl 
0,9% 

50 �l VKT 
108CFU/ml

50 �l VKT 
108CFU/ml

50 �l VKT 
108CFU/ml 

50 �l VKT 
108CFU/ml 

�i�u tr� (gi� th� 3 sau 
nhi�m VKT) 

50 �l 
NaCl 0,9%

50 �l 
NaCl 0,9%

50 �l IgY  
kháng CFA*

50 �l IgY  
kháng VKT 

50 �l IgY  
kháng �TT 

(*) CFA: Complete Freund adjuvant - tá ch�t Freund hoàn ch�nh (s� d�ng �� tr�n v�i 
kháng nguyên VKT ho�c kháng nguyên �TT khi gây mi�n d�ch cho gà mái). 

Chu�t nh�t tr�ng 3÷5 ngày tu�i (���c tách kh�i chu�t m� tr��c khi ti�n hành 
thí nghi�m 3 gi�), g�m 5 nhóm, m�i nhóm 30 con. Trong nhóm 1 (��i ch�ng sinh 
h�c), chu�t ���c cho u�ng 50 �l NaCl 0,9%; � nhóm 2, 3, 4 và 5, chu�t ���c gây 
nhi�m VKT ���ng u�ng (50 μl huy�n d�ch VKT, m�t �� 1x108 CFU/ml). 3 gi� sau 
khi gây nhi�m VKT, chu�t nhóm 1 và 2 ���c cho u�ng 50�l NaCl 0,9%; chu�t nhóm 
3 (��i ch�ng âm) ���c cho u�ng 50�l dung d�ch IgY (n�ng �� IgY là 1 mg/ml) phân 
l�p t� tr�ng gà gây mi�n d�ch v�i CFA (tá ch�t s� d�ng khi gây mi�n d�ch); chu�t 
nhóm 4 và 5 ���c cho u�ng l�n l��t là 50�l kháng th� IgY (n�ng �� IgY là 1 mg/ml) 
kháng VKT và IgY kháng �TT. Ghi nh�n s� chu�t s�ng sót cho ��n khi chu�t trong 
nhóm 2 (nhóm nhi�m VKT ���c �i�u tr� b�ng NaCl 0,9%) ch�t hoàn toàn.  

2.2.6. Kh�o sát tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY kháng �TT trên mô hình 
��ng v�t th�c nghi�m nhi�m �TT 

B�ng 2. Tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY kháng �TT trên 
chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m �TT 

                 Nhóm 
Can thi�p 

1 
(n = 30) 

2 
(n = 30) 

3 
(n = 30) 

4 
(n = 30) 

5 
(n = 30) 

Gây nhi�m �TT 50 �l NaCl 
0,9% 

50 �l �TT
1 mg/ml 

50 �l �TT 
1 mg/ml 

50� l �TT 
1 mg/ml 

50 �l �TT 
1 mg/ml 

�i�u tr� (gi� th� 3 
sau nhi�m �TT) 

50 �l 
NaCl 0,9% 

50 �l 
NaCl 0,9%

50 �l IgY  
kháng CFA

50 �l IgY  
kháng VKT 

50 �l IgY  
kháng �TT 

Chu�n b� ��ng v�t thí nghi�m t��ng t� nh� mô t� t�i m�c 2.2.5, g�m 5 nhóm, 
m�i nhóm 30 con. Trong nhóm 1 (��i ch�ng sinh h�c), chu�t ���c cho u�ng 50 �l 
NaCl 0,9%; � nhóm 2, 3, 4 và 5, chu�t ���c gây nhi�m �TT ���ng u�ng (50 �l, 
n�ng �� 1 mg/ml). 3 gi� sau khi gây nhi�m �TT, chu�t � nhóm 1 và 2 ���c cho 
u�ng 50 �l NaCl 0,9%; chu�t nhóm 3 (��i ch�ng âm) ���c cho u�ng 50 �l dung 
d�ch IgY (n�ng �� IgY là 1 mg/ml) t� tr�ng gà gây mi�n d�ch v�i CFA; chu�t nhóm 
4 và 5 ���c cho u�ng 50�l kháng th� IgY (n�ng �� IgY là 1 mg/ml) kháng l�n l��t 
VKT và �TT. Ghi nh�n s� chu�t s�ng sót cho ��n khi chu�t trong nhóm 2 (nhi�m 
VKT ���c �i�u tr� b�ng NaCl 0,9%) ch�t hoàn toàn.  
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 2.2.7. Ph��ng pháp x� lý s� li�u 

S� li�u thu th�p trong nghiên c�u ���c x� lý b�ng các thu�t toán th�ng kê (so 
sánh các s� trung bình quan sát b�ng ki�m ��nh T-test; so sánh các t� l� b�ng thu�t 
toán χ2; so sánh th�i gian s�ng thêm c�a ��ng v�t th�c nghi�m gi�a các nhóm b�ng 
ph��ng pháp xây d�ng ���ng cong s�ng sót Kaplan - Meier) trên các ph�n m�m 
Microsoft Excel và SPSS 20.0.  

3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1. Ch� t�o kháng th� kháng VKT và kháng �TT t� lòng �� tr�ng  

 

                             �� pha loãng kháng th� (x1000) 

Hình 1. Ph�n �ng ELISA �ánh giá ho�t tính kháng th� IgY kháng VKT 

t� lòng �� tr�ng gà 

Kháng th� IgY t� tr�ng gà ���c gây mi�n d�ch v�i kháng nguyên VKT có 
ph�n �ng ��c hi�u v�i kháng nguyên VKT � m�c pha loãng kháng th� 1/64.000.  
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K�t qu� ph�n �ng ELISA ���c trình bày trong hình 2 cho th�y kháng th� IgY 
có ph�n �ng ��c hi�u v�i �TT, khi n�ng �� kháng th� là 1/200.000. 

K�t qu� c�a nhóm tác gi� phù h�p v�i m�t s� k�t qu� ���c công b� tr��c �ây 
[1, 2, 5]. K�t qu� này m�t l�n n�a ch�ng minh ph��ng pháp gây mi�n d�ch trên gà là 
phù h�p cho m�c �ích t�o kháng th� IgY. 

3.2. Tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY ��c hi�u v�i VKT và �TT trên 
mô hình ��ng v�t gây b�nh t� th�c nghi�m  

3.2.1. Tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY ��c hi�u v�i VKT và �TT trên 
chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m VKT  

B�ng 3. T� l� chu�t s�ng sót � các nhóm sau khi nhi�m VKT 

Nhóm
Thông s� 

1 
(n = 30) 

2 
(n = 30) 

3 
(n = 30) 

4 
(n = 30) 

5 
(n = 30) 

Gây nhi�m VKT 
50 �l   

NaCl 0,9% 
50 �l VKT 
108CFU/ml 

50 �l VKT 
108CFU/ml 

50 �l VKT 
108CFU/ml 

50 �l VKT 
108CFU/ml 

�i�u tr� 
(3h sau nhi�m VKT) 

50 �l  
NaCl 0,9% 

50 �l 
NaCl 0,9% 

50 �l IgY  
kháng FCA 

50 �l IgY  
kháng VKT 

50 �l IgY  
kháng �TT 

S� chu�t còn s�ng 
sau 60 gi� 

17 0 0 12 7 

T� l� chu�t s�ng sau 
60 gi� (%) 

56,7 0 0 40 23,3 

T� l� s�ng sót sau 60 gi� nhi�m VKT c�a ��ng v�t th�c nghi�m trong các 
nhóm 4 và 5 (chu�t nhi�m VKT ���c �i�u tr� b�ng kháng th� IgY ��c hi�u l�n l��t 
v�i VKT và v�i �TT, ���ng u�ng) cao h�n rõ r�t so v�i chu�t thu�c nhóm 2 (nhi�m 
VKT, �i�u tr� b�ng gi� d��c NaCl 0,9%) và nhóm 3 (nhi�m VKT, �i�u tr� b�ng IgY 
không ��c hi�u v�i VKT ho�c �TT). 

 

Hình 3. Th�i gian s�ng thêm c�a chu�t nhi�m VKT ���c u�ng kháng th� IgY 
kháng VKT và IgY kháng �TT 
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T�ng th�i gian s�ng thêm � nhóm chu�t ���c �i�u tr� b�ng kháng th� IgY 
kháng VKT (nhóm 4), và nhóm chu�t ���c �i�u tr� b�ng kháng th� IgY kháng �TT 
(nhóm 5) cao h�n rõ r�t so v�i nhóm ��i ch�ng âm (nhóm 2 và 3) v�i p < 0,001. 

3.2.2. Tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY ��c hi�u v�i VKT và �TT trên 
chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m �TT 

B�ng 4. T� l� chu�t s�ng sót � các nhóm sau khi nhi�m �TT 

Nhóm 
Thông s� 

1 
(n = 30) 

2 
(n = 30) 

3 
(n = 30) 

4 
(n = 30) 

5 
(n = 30) 

Gây nhi�m VKT 
50 �l 

NaCl 0,9% 
50 �l 

�TT 1mg/ml
50 �l 

�TT 1mg/ml
50 �l 

�TT 1mg/ml 

50 �l 
�TT 

1mg/ml 

�i�u tr� (3h sau 
nhi�m VKT) 

50 �l 
NaCl 0,9% 

50 �l 
NaCl 0,9% 

50 �l IgY 
kháng FCA 

50 �l IgY 
kháng VKT 

50 �l IgY 
kháng �TT 

T� l� chu�t s�ng 
sau 66h 

70% 0% 0% 65% 65% 

Chu�t nhi�m �TT �i�u tr� b�ng IgY kháng VKT (nhóm 4) và chu�t nhi�m 
�TT �i�u tr� b�ng IgY kháng �TT (nhóm 5) có t� l� s�ng sót sau 66 gi� nhi�m �TT 
cao h�n rõ r�t (65%) so v�i chu�t nhi�m �TT �i�u tr� gi� d��c NaCl 0,9% (nhóm 2) 
và chu�t nhi�m �TT �i�u tr� b�ng IgY không ��c hi�u v�i �TT (nhóm 3). 

 

Hình 4. Th�i gian s�ng thêm c�a chu�t nhi�m �TT ���c �i�u tr� b�ng IgY 

kháng VKT và kháng �TT 

Chu�t thu�c nhóm 2 (nhi�m �TT, �i�u tr� b�ng gi� d��c) và nhóm 3 (nhi�m 
�TT �i�u tr� b�ng IgY không ��c hi�u) có t�ng th�i gian s�ng thêm t��ng ���ng 
nhau (t� l� s�ng sót t�i th�i �i�m 66 gi� c�a c� 2 nhóm này là 0%). T�ng th�i gian 
s�ng thêm � chu�t thu�c nhóm 4 (nhi�m �TT, �i�u tr� b�ng IgY kháng VKT) và 
nhóm 5 (nhi�m �TT, �i�u tr� b�ng IgY kháng �TT) là t��ng ���ng nhau (p > 0,05) 
và cao h�n nhi�u so v�i th�i gian s�ng thêm c�a chu�t nhóm 2 và 3 (p < 0,001). 
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K�t qu� nghiên c�u c�a nhóm tác gi� phù h�p v�i k�t qu� c�a Hirai v� tác 
d�ng �i�u tr� c�a kháng th� IgY kháng VKT trên chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m 
VKT. Nhóm nghiên c�u này c�ng ch�ng minh tác d�ng �i�u tr� b�nh t� th�c nghi�m 
c�a IgY kháng CTB [5].  

Cùng v�i �ánh giá tác d�ng b�o v� c�a kháng th� IgY ��c hi�u v�i VKT và 
�TT trên chu�t nh�t tr�ng gây nhi�m VKT, nhóm tác gi� �ã kh�o sát tác d�ng b�o 
v� c�a kháng th� IgY ��c hi�u v�i �TT trên chu�t nh�t tr�ng gây nhi�m �TT v�i 
li�u gây nhi�m là 50 �l dung d�ch �TT n�ng �� 1 mg/ml cho m�t chu�t nh�t tr�ng 
s� sinh (b�ng 4). K�t qu� cho th�y s� khác bi�t có ý ngh�a th�ng kê v� th�i gian 
s�ng thêm gi�a các nhóm chu�t b� gây nhi�m �TT nh�ng ���c �i�u tr� b�ng kháng 
th� IgY ��c hi�u �TT, so v�i chu�t nhi�m �TT nh�ng không �i�u tr� b�ng kháng 
th� IgY ��c hi�u �TT. Nh� v�y, kháng th� IgY ��c hi�u �TT, bên c�nh tác d�ng 
�i�u tr� trên ��ng v�t nhi�m VKT, còn th� hi�n tác d�ng �i�u tr� khi ��ng v�t nhi�m 
��c tr�c ti�p v�i �TT. �i�u này có th� có ý ngh�a th�c ti�n quan tr�ng trong tr��ng 
h�p ngu�n n��c �n u�ng ho�c th�c ph�m b� nhi�m �TT khi mà kháng th� kháng 
VKT s� không th� hi�n tác d�ng b�o v�. 

4. K�T LU�N 

�ã tách và tinh s�ch kháng th� IgY t� lòng �� tr�ng gà ��c hi�u v�i VKT và 
v�i �TT b�ng ph��ng pháp gây mi�n d�ch trên gà mái. Ho�t tính kháng th� IgY sau 
tinh s�ch: IgY ��c hi�u VKT có ph�n �ng ��c hi�u v�i kháng nguyên VKT � �� pha 
loãng 1/64.000; IgY ��c hi�u �TT có ph�n �ng ��c hi�u v�i kháng nguyên �TT � 
�� pha loãng 1/200.000. 

Kháng th� IgY ��c hi�u v�i VKT có tác d�ng �i�u tr� trên chu�t nh�t tr�ng s� 
sinh nhi�m VKT (1x108CFU). Kháng th� IgY ��c hi�u v�i �TT có tác d�ng �i�u tr� 
trên chu�t nh�t tr�ng s� sinh nhi�m �TT (50 μ1, n�ng �� 1 mg/ml). 
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SUMMARY 

RESEARCH ON PRODUCTION AND PROTECTIVE EFFECT  

OF YOLK IMMUNOGLOBULIN AGAINST VIBRIO CHOLERAE  

AND CHOLERATOXIN ON EXPERIMENTAL ANIMAL 

Cholera, an acute infectious disease caused by the Vibrio cholerae, which 

usually develops rapidly. Egg yolk immunoglobulin (IgY) used to treat and prevent 

cholera. In this study, IgY antibodies against V. cholerae and choleratoxin were 

created by immunization method for egg-laying hens. The eggs of immunizated hens 

were collected for isolating antibodies against V. cholerae and choleratoxin from 

yolk. These IgY antibodies had shown activity after purification, the V. cholera and 

choleratoxin specific IgY antibody had a specific response to antigen at 1/64,000 

dilution and 1/200,000 dilution, respectively. In addition, the protective activity of 

antibodies was also carried out on animal model as V. cholera (1x108 CFU) and 

choleratoxin (1 mg/ml) injected mice. Subsequently, IgY antibody protected mice 

against V. cholerae as well as choleratoxin.  

T� khóa: Choleratoxin, IgY, V. cholerae.  
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