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LOI CAM POAN

Toi la Lé Hai Thao, hoc vién cao hoc khoa 15 - Hoc vién Y dugc hoc
cb truyén Viét Nam. Tdi xin cam doan:
1. Luan vian nay do ban than tbi truc tiép thuc hién dudi sy hudng
dan ctia PGS. TS Vii Nam
2. Noi dung cua luan vin khdng tring lip véi bat cir mot nghién ciru
nao khéac duogc cong bd tai Viét Nam.
3. Cac s6 liéu trong luan an hoan toan trung thuc va khach quan, duoc

Xac nhan cua co s nghién ctu.

Ha Noi, ngay thang nam 2024

Tac gia luan vin

Lé Hai Thao



LOI CAM ON

Loi dau tién, toi xin duge to long biét on siu séc, 161 cam on tran trong
nhét dén: Dang uy, Ban Giam ddc, Phong Pao tao Sau dai hoc cung toan thé
cac thﬁy cO gido - Hoc vién Y Duoc hoc cd truyén Viét Nam; Ban gidm dbc,
khoa Da liéu, Khoa Dugc - Bénh vién Y hoc cd truyén Trung wong da tao
diéu kién thuén loi cho toi trong qua trinh hoc tap va nghién ctu.

T6i xin dugc té 1ong kinh trong va biét on sau sac thay: PGS.TS Vil
Nam, nguoi thiy di truc tiép hudng dan tan tinh, cung cap cho toi kién thuc
va phuong phap luan quy bau, gitp t6i hoan thanh luan van nay.

To61 xin chan thanh cam on ¢6 PGS.TS. Pham Thi Van Anh, giang vién
B6 mon Duoc 1y — Truong Pai hoc Y Ha Noi, ¢ TS. Nguyén Thi Minh Thu,
giang vién B6 moén Dugc 1y, ¢d ThS. Nguyén Thi Thu Hang, giang vién B
mén Vi sinh ky sinh tring — Hoc vién Y duoc hoc ¢ truyén Viét Nam va céc
giang vién, ki thuat vién khac da nhiét tinh giup d& va tao diéu kién thuan loi
cho t61 hoan thanh luan van nay.

T6i xin chan thanh cam on cac thdy, cac cd trong hoi dong cham dé
cuong, hoi dong dao dirc, hoi ddng chuyén dé, hoi dong cham luan vin va cac
nha khoa hoc, ddng nghiép di déng goép nhiing y kién, kinh nghiém quy bau
dé luan vin hoan thién hon.

T61 cling xin chan thanh cdm on nguodi than trong gia dinh, ban be,
déng nghi¢p da dong vién khich 1€ to1, tao diéu kién thuan loi, gitp do toi
trong sudt qua trinh hoc tap va nghién ciru.

To1 xin tran trong cam on !

Ha N¢i, ngay  thang  nam 2024

Hoc vién

Lé Hai Thao
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PAT VAN PE

Viém da co dia (VDCD) la mét bénh da man tinh tai phat, co lién quan
dén co dia di tmg.

Bénh sinh bénh nguyén ciia VDCP 1a téng hop cta nhiéu yéu t6 nhu di
truyén, mién dich, nhiém tring, hang rao bao vé da [1].

Bénh gap ¢ cd 2 gidi, tuy nhién nir hay bi hon (ti 1€ nit/nam 1a 1.3/1,0).
Trong nhitng nim gan day, ti 18 viém da co dia ting, ké ca & nhiig nudc phat
trién va cac nudc dang phat trién [1]. Theo thong ké & My va mot sd nudc
Tay Au, c6 khoang 10-20% tré em va 1-3% nguoi 16n bi bénh nay [2]. Hién
nay, chua c6 nghién ctru vé ty 1€ hién mic viém da co dja ¢ Viét Nam. Theo
bao céo ctia phong kham Vién Da lidu quéc gia, c6 khi viém da co dia chiém
khoang 20% s6 bénh nhan dén kham tai phong kham [3].

Hinh anh 1am sang ctia bénh VDCD thay ddi theo giai doan bénh, theo
thoi ky va theo 1tra tudi [4],[5],[6].

Piéu tri VDCP cha yéu 1a diéu trj triéu ching bang corticoid boi va cac
ché pham tc ché calcineurin tai chd, két hop giit am cho da, dung khang
histamin H1 theo duong udng két hop cac chat tc ché mién dich khac va
chéng phan bao [1].

Theo Y hoc ¢6 truyén (YHCT), bénh thuéc pham vi ching thip chan,
thap sang,... V& diéu tri c6 nhiéu vi thuéc dudi dang udng, ngam rira, boi
ngoai voi cac tac dung thanh nhiét giai doc, nhuan dudng bi phu, binh on vé
khi, duoc st dung trong cong dong, hoic cac co sd y t& YHCT, tir d6 ning
cao thé trang, gop phﬁn diéu trj theo can nguyén y hoc hi¢n dai cua bénh.
Cung vé6i sy phat trién cuia YHCT, thuc dung ngoai trong da liu ciing co
nhimng tién bo khong ngimg, thé hién bang nhiing nghién ciru duge 1y hoc va
su tich liiy khong ngimg nhiing bai thudc méi voi hidu qua tét, doc tinh thap,

dé két hop, phat trién nhanh [7].



Khoa Da liéu, bénh vién YHCT Trung Uong véi hon 10 nim kinh
nghiém sir dung bai thudc gdm céc vi Pai hoang, Hoang b4, Hoang dang, K¢é
dau ngya, La méng, Kho sam dung 1am thudc ngdm dé ngam cho tén thuong
cua viém da co dia, ching t61 da dat dugc nhiing két qua kha quan nhét dinh.
Tuy nhién chua c6 nghién ciru danh gia vé doc tinh, tic dung dugc 1y ciing
nhu tac dung diéu tri VDCP mdt cach khoa hoc. Vi vay, chiing to1 tién hanh
nghién ctru ché pham TAD véi cac muyc tiéu sau:

1.  Ddnh gid tinh kich itng da ciia ché pham TAD trén thwe nghigm.
2. Ddnh gid tic dung khding khudn, chong viém, giam ngira ciia ché

pham TAD trén thwe nghiém.



Chwong 1
TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. Céu trac, sinh Iy da
1.1.1. Céu tricc ciia da
1.1.1.1 Thuong bi

La 16p ngoai cing ctia da, bao gém chu yéu 1a té bao biéu mo simg
(keratinocyte) str dung toi 95%, ngoai ra con té bao sic td, té bao bao Merkel
va té bao Langerhans. Thuong bi tac dung nhu hang rao bao vé da, gom 4 16p
chinh: tinh tir ngoai vao trong 1a 16p té bao simg, 16p hat, 16p gai, 16p day (16p
té bao mam). Riéng 10ng ban tay, ban chan c6 thém 1 16p sang xen k& giira
16p stung v61 16p hat (5 16p). Thuong bi day khoang 0,4-1,5mm tuy theo vi tri
trén co thé (day nhat ¢ long ban tay, ban chan, mong tay nhat & mi mat, ving
sinh duc). Thuong bi c6 cac 16p sau:
Lop day

Lép té bao day con goi 1a 10p té bao co ban (t& bao day). Py 1a 16p sau
nhat ciia thugng bi, gdm mot hang té bao hinh try, nhan co tryc dai, thang
dung. Nguyén sinh chit wa kiém chuta cac hat sic t melanin. Pay 1a 16p té
bao co ban lam nhiém vy sinh san, doi méi thuong bi. Céc té bao day co kha
nang sinh san manh mé&, mdi té bao day s& phan chia thanh 2 té bao, trong do
1 té bao day s& di 1én cac 16p trén, tir d6 té bao bao mai sé& thay thé cac té bao
cli da biét hoa.
Trong bao tuong cta 16p té bao ddy bat dau san xuat cac soi keratin rit manh
gitip cac té bao lién két vi nhau mot cach chic chan. Thoi gian can thiét cho
mot té bao day phan chia ,dic biét va di chuyén t6i 16p simg khoang 14 ngay.
Thoi gian & 16p stmg dén khi thanh sit da va bong ra khoang 14 ngay nita.
Nhu vay thoi gian dé tai tao toan bo bi bi 1 khoang 4 tuan.



Lép té bao gai

Con goi 14 16p nhét Malpighi. La 16p té bao hinh da dién, nam trén 16p
té bao day, xép tir 6 dén 20 hang, cang vé phia trén té bao cang det dan. Pay
la nhitng té bao trudng thanh cta biéu bi. Lép gai duge coi 1a mot 16p qua
trinh héa hoc cua té bao biéu mod. Cac té bao gai cling c6 kha ning sinh san
bang gian phan. Hoat dong gian phan cta 16p day va 16p gai déu manh mé va
lién tuc. Trong 16p té bao gai con co cac té bao tua di chuyén hay con goi 1a té
bao Langerhans
Lép té bao hat

La nhitng té bao bao nam ¢ trén 16p gai bao gdm, 3-4 hang té bao, nhan
sang. Bé day cua 16p hat dao phu thudc vao mirc do hoa hda. Lop hat day &
nhitng noi c6 16p stmg day. O nhitng noi c6 stmg thi thuong khong co 16p hat.
Trong té bao bao san xuét rat nhidu hat keratohyaline nén con duoc goi 13 16p
té bao hot/hat. Thanh phan chii yéu cua céc keratohyaline 1 tién chat filaggrin
va cac 4 keratin trung gian. Su xuit hién cta cac bang chimg nay trong qué
trinh xtr Iy hién tai. Trong qua trinh chuyén dan tir té té bao thanh té bao simg,
cac tién chat filaggrin s& chuyén thanh filaggrin va 1a thanh phan chi yéu cia
yéu té dinh dudng tu nhién (yéu t6 giit 4m tu nhién) va vo t& bao 16p stng
Lép té bao sang

L&p nay chi ¢ ¢ long ban tay, ban chan va nam & trén 16p hat, dudi 16p
stmg bao gdm nhitng t& bao bao trong, tinh nhat, khong c6 nhén, det, sip xép
thanh 2 hodc 3 hang. Cac té bao nay chura chat eleidin, hinh thanh do hoa hoa
cac hat stng trong chira nhiéu nhom disulfid.
Lép té bao simg

Lép té bao simg 1a 10p ngoai cung cua da, cd bé diy khoang 0,1mm;
day nhit 1a & 1ong ban tay, long ban chan tir 0,8-1,4mm, mong nhat 13 ¢ mi

mat, 50 pm. Pay 14 nhing té bao c6 kich thudc 16n nhat & 16p thuong bi.



Thanh phan chu yéu la chét stmg (keratin). Qué trinh strng héa dién ra lién tuc
tro gitp da ludn doi méi. Qud trinh nay chiu anh huodng cua ca yéu té bén
ngoai moi trudng va bén trong (gen, cac yéu té toan than). Thuong bi khong
c6 mach mau va dugc nudi dudng bang dich khu tra & lién gian bao.
Cdc té bao thwong bi c6 tua

Thuong bi chua hai loai t& bao c6 gia tac 1a t& bao hic td va té bao
Langerhans [1].
1.1.1.2. Trung bi

Trung bi gom cac 16p
Trung bi néng

La 16p nuoi dudng, rat mong chi khoang d6 0,Imm. Trén bé mit co
nhitng gai nho 1€n con goi 1a nhu bi hay gai bi (papille) an sau vao thugng bi.
Céac td chirc lién két gai do khong dugc tao nén & do co nhiéu mao mach. Cac
nhl bi ¢6 chiéu cao va do 16n khac nhau tiiy theo ving da. Da & da long ban
tay, ban chan cac nhu c6 khi cao t6i 0,2 mm, & da mat thi 16p nhi rit mong.
Trung bi chinh thirc hay con goi la trung bi sau

Pay 1a 16p chéng d&, day khoang 0,4mm, gom cé:
- Nhitng soi chéng do: so1 keo hay con goi la sgi1 ho, soi chun, sgi ludi, soi
lién vong.
- Céc chat co ban
- Té bao
- Mach mau
1.1.1.3. Ha bi

Ha bi (con goi 1a 16p m& dudi da) chira mo lién két, nhiéu mach mau,
than kinh dam bao cho da séng va thuc hién cac chtc niang ctia minh. Cau
hinh gdm nhiéu tang nhiéu 6, chira nhiéu chat ma. O ha bi ¢ nhiéu mach mau

l6n. D6 day caa ha bi tiy thudc vao thé hién cia mdi nguoi. Pay 1a kho du trit



m& 16n nhit cua co thé, ca danh co vai trd bao vé co hoc chdng lai nhitng stc
ép, chan dong tic; xem nhu cai gdi che da va nhing cau tric bén dudi va co
vai trd diéu hoa nhit do.
1.1.1.4. Céc thanh phan phu ciia da
Tuyén md hoi, tuyén ba, nang 16ng, méng, niém mac [1].
1.1.2. Sinh ly da
Da, co quan 16n nhat trong co thé nguoi, cé dién tich bé mit khoang
1,5 dén 2 mét vuong, chiém 16% trong luong co thé. Da duoc coi 1a mot
trong nhitng co quan quan trong nhat ctia co thé, khong chi 1a mét vo boc don
gian ma ciling 13 mot co quan c6 nhiéu chirc ning quan trong bao vé co thé
khoi cac chat gay hai vé sinh hoc, 1y hoc, hod hoc. Ngoai nhiém vu chd che,
béo vé, da cling mang chitc ning hap thu, dy trit va chuyén hoa cac chat, bai
tiét cac chat bao vé da (chét ba), dao thai céc chat doc, thu nhan cam giac,
diéu hoa nhiét do, can bang n6i méi. Da ciing c6 chirc nang mién dich [1].
Céc chirc ndng cua da:
- Churc nang bao vé¢: khéi cac chin thuong co hoc, cac vi sinh vat, nhitng ton
thuong vat 1y, tén thuong do chat héa hoc va chéng lai sy mat dich cta co
thé.
- Chirc nang diéu hoa than nhiét
- Chtic ning bai tiét: mo hoi, chit ba.
- Chirc nang chuyén hoéa.
- Chtrc nang thu nhan cam giac.
- Chirc nang tao sing, tao sic to.
- Chirc nang mién dich.
- Chirc nang ho hap.
- Chure ndng tao ngoai hinh va chung toc.

- Su lién quan gitra da va nd1 tang [1].



1.2. Tong quan vé bénh viém da co dia theo y hoc hién dai
1.2.1. Thugt nga@

Véi ton thuong 1am sang da dang va thay ddi theo lta tudi nén bénh da
dugc mo ta véi nhiéu tén khac nhau. Mot s nhu “Cham thé tang”, “Cham tré
em”, “San ngira Besnier” dugc dung dé chan doan cho tré nho, “Cham nép
gap”, “Lichen don gian man tinh”, “Viém da than kinh” cho tré 16n va nguoi
16n [8], [9]. Hay Coca va cong su dung thudt ngli atopy véi nghia 1a “Lac
chd”, “tang di ung”, “co dia di tmg” dé mo ta mot sb biéu hién 1am sang qua
mAan ¢ ngudi, dic trung boi hen, sbt c6 kho va ban dang cham [8], [10].

Pén 1930, Sulzberger va cong su di dé nghi dung thuat ngir Viém da co dja
(Atopic dermatitis) [8], [9].

Thuat ngir VDCPD hay con goi 1a cham thé tang duoc str dung phd bién
trén thé gid1 vi né phu hop véi cac biéu hién 1am sang, sinh bénh hoc va t6
chure hoc [9].

1.2.2. Dich té
1.2.2.1. Trén thé gidi

Trén thé gidi, VDCD 1a mot bénh phd bién & cac nude. VDCP con
duogc goi 1a bénh cham thé tang, 1a mdt tinh trang viém da tai phat man tinh
[11]. Ty 1é mac AD da ting gip 2 dén 3 1an & cac qubc gia cong nghiép hoa,
anh huong dén khoang 15% dén 20% tré em va 1% dén 3% ngudi 16n trén
toan thé gidi [12]. Theo Schultz Hanifin, trong ba thap ky vira qua ty 18 bénh
tang 1én gap 3 lan [13].

Theo nghién ctru gan ddy, tai Trong mot cudc khao sat cat ngang trén
toan thé gidi dugc thuc hién vao nim 1999, Nghién ctru Qudc té vé Hen
suyén va Dj tng & Tré em di bao céo rﬁng, nhin chung, ty 1¢ mic bénh
VDCP 6 tré em & Chau A cao hon ¢ tré em ¢ Bic Au [6], voi ty 18 AD &
Trung Qudc, Han Quédc va Nhat Ban l1an luot 12 1,2, 3,4 va 10,5%. Giai doan



I1I ctia ISAAC xuat ban nam 2009 cho thiy su gia ting ty 16 mic bénh AD &
tré em trong thap ky qua, dat 10-20% ¢ nhiéu nudc cong nghiép dang phat
trién & Chau A [14].
1.2.2.2. Trong nuoc

O Viét Nam, ty 1€ bénh “Cham” no6i chung chiém 25% téng s6 cac bénh
ngoai da [15]. Tai Bénh vién Da liéu Trung wong ttr nim 1995 — 2000 VDCD
chiém khoang 4,2 % trong cac bénh da. Theo bao cdo cua phong kham Vién
Da lidu quéc gia, c6 khi viém da co dia chiém khoang 20% sb bénh nhan dén
kham tai phong kham [3].

Ty 1& mic ngdy cang ting, tr nhiing ndm 1960, ty 1¢ mac VDCD
tang 3 1an. Bénh chiém khoang 10% dan sd, trong d6 VDCP tré em chiém tir
10 — 20% , VDCP nguoi 16n chiém tir 1 — 3% dan sb.

Tubi phat bénh: 60% xuét hién trong nim dau tién, 30% & tré < 5 tudi,
10% & Itra tudi 6-20, bénh hiém khi bat dau ¢ tudi truéng thanh.

Nam hay gap hon nir [16].
1.2.3. Co ché bénh sinh

Viém da co dia 1a bénh viém da mén tinh pho bién nhét. Nhimg yéu té
nhu khuynh huéng di truyén, sy pha v& hang rao biéu bi va rdi loan diéu hoa
hé thong mién dich 14 mot sé cin nguyén quan trong caa VDCP. Hang rao
bao vé da bi suy yéu co thé 1 budc dau tién trong qua trinh phat trién bénh di
g cling nhu bénh VDCD, dan dén tinh trang viém da va min cam di mg
nang hon. Céc cytokine loai 2 cling nhu interleukin 17 va interleukin 22 gép
phan gy rdi loan chic ning hang riao bao vé da va phat trién bénh
VDCP. Nhiing hiéu biét méi vé sinh 1y bénh ciia VDCP da tap trung vio cau
trdc lipid biéu bi, mién dich va rdi loan sinh 1y vi khuan. Céc chién lugc diéu
trt mdi hon tdp trung vao viéc cai thién chirc ndng hang rao bao v€ da va

nhim vao cac con dudng mién dich [17].



1.2.3.1. Hang rdo bdo vé da bi ton thiong

Trong bénh VDCP c¢6 sy giam san xuat filaggrin, loricrin, giam céc
chat gin két té bao da nén lam ting sy mat nudc, 1lam cho da kho. Ngoai ra
hang rao da ciing c¢6 thé bi ton thuong do cac men protease ciia cac con mat
nha va tu cau vang tiét ra [1]. Sy mat dot bién chtrc ning cua filaggrin c6 lién
quan dén VDCP nghiém trong do c6 kha ning ting mat nudc qua biéu bi,
thay d6i d6 pH va mat nudc [18].
1.2.3.2. Yéu t6 di truyén

Qua nghién ctru nguoi ta thay rang c6 nhicu gen lién quan dén VDCD,
t6n thuong chtrc nang hang rao da, dap tmg mién dich véi cac di nguyén, biét
héa té bao biéu mo da. Mot sb nghién ctu cho réng néu ca bd va me bi
VDCD thi c6 t6i 80% con bi bénh nay, khoang 50% néu chi c6 bd hoic me bi
bénh [1].
1.2.3.3. Réi logn mién dich

Mic du co ché bénh sinh ctia viém da co dia con nhiéu diéu chua rd
rang, song nhiéu tac gia cho rang réi loan diéu hoa mién dich dong mot vai tro
quan trong trong tién trién bénh [1].

Sy mat can bang giira cic cytokine Th2 va Thl dugc quan sat thiy
trong viém da di tng c6 thé tao ra su thay doi trong phan tng mién dich qua
trung gian té bao va c6 thé thuc ddy qua man qua trung gian IgE [18]. Thl va
Th2 kich thich lympho B san xuat IgE. IgE gan trén bé mat cac té bio mast.
Céc chét hoa hoc trung gian tir cac té bao mast (histamin 1a chu yéu) s& duoc
giai phong khi c6 phan ing viém va gay ngua [1].
1.2.3.4. Cdc té bao déng vai tro quan trong

Té bao trinh dién khang nguyén, Lympho T va cac té bao simg ciing c6

vai to co ban trong sinh bénh hoc cia VDCPD [1].
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1.2.3.5. Vai tro cua IgE

C6 t6i 80% bénh nhan VDCP c¢6 ndng d6 IgE trong méu cao [1].
1.2.3.6. Cdc yéu t6 khdc

Mot sb yéu td ¢o lién quan téi su xuét hién bénh hodc 1am bénh nang
1én dd dugc cac nha nghién ctru dd dé cap tir lau: yéu t6 than kinh, dic biét 1a
stress, thay d6i thoi tiét, khi hau, di ung thirc an, di nguyén tur khong khi, chét
tay rira, chat bao quan...[18].
1.2.4. Diic diém lim sang ciia viém da co dia

Bénh tién trién dai dang, thanh ting dot cip tinh, man tinh va c6 lién
quan téi nhiéu yéu t6 nhu thirc dn, nhiém tring duong ho hap, nhiém tring tai
chd, khi hu, réi loan tiéu héa.

Thuong tién trién qua cac giai doan:

- Giai doan cap tinh: hay gip & VDCPD ¢ tré < 2 tudi. Ton thuong chay
nhiéu nudc, phu né, da do, nglra nhiéu

- Giai doan béan cap: thuong ton giam phu né, giam xuat tiét, kho hon

- Giai doan man tinh: hay gip & tré > 10 tudi, khoang 50% sb tré khong
khoi bénh va chuyén sang giai doan khu tra, dai dang, khé diéu tri va c6 thé
ton tai dén tudi nguoi 16m

Nguoi ta chia lam 3 giai doan vai cac triéu chung 1am sang nhu sau
* Giai doan 4u tho: duéi 2 tudi.

- Thuong gip & tré em 2-3 thang tudi.

- Vi tri: Hay gdp ¢ ma4, trén, cam. Tuy nhién, co thé lan ra tay, chan,
lung, bung, ... c6 tinh chat déi xtmng.

- Triéu chimg co ning: ngra nhiéu.

- Thuong t6n co ban 1a cac myun nudc tip trung thanh timg dam. Céc

mun nudc tién trién qua cac giai doan:



11

+ Giai doan téy do: da do, ngtra va cd cdc muyn nho li ti nhu hat ké.

+ Giai doan mun nudc: trén nén da d6é xuét hién nhiéu mun nudc béng
dau dinh ghim, tap trung thanh timg dam day dic.

+ Giai doan chay nudc/xuat tiét: cac mun nude vd ra, chay nudc (con
goi 13 “giéng cham”). Thuong ton tdy do, phu né rat dé& boi nhiém.

+ Giai doan dong vay: cac dich kho dan , dong vay tiét mau vang nhat.
Néu c6 bdi nhiém vay day mau nau.

+ Giai doan bong vay da: vay tiét bong dé lai 16p da mong, dan dan bj
ntt ra bong thanh cac vay da mong trang. Da trd lai binh thuong.

* Giai doan tré em: Ttr 2-12 tudi.

- Hay gidp nhét 13 tir 2-5 tudi.

- Vi tri thuong ton: mat dudi hay nép gap nhu khuyu tay, khoeo chan,
cb tay, mi mat, thuong t6n & hai bén hodc dbi ximg.

- Triéu chimg co ning: rat ngta.

- Thuong ton co ban 1a cac sdn ndi cao hon mat da, tap trung thanh
mang hodc rai rac. Da day, lichen hoa. C6 thé giap cac mun nudc tap trung
thanh dam.

* Giai doan thanh thiéu nién va ngudi 16n: Trén 12 tudi.

- Bénh tién trién tir giai doan tré em chuyén sang, mot s khoi phat &
tu6i day thi, mot s phat & tudi 1on hon.

- Vi tri khu tra ctia thuong ton hay gip & cac nép gip nhu khoeo chan,
khuyu tay, cd tay, vung hau mon sinh duc, num vu,...

- Triéu chimg co ning: rt ngira.

- Thuong ton co ban: san ndi cao hon mat da, rai rac hodc tap trung
thanh dam. C6 thé c6 mot s6 mun nude kém theo nhiéu vét xude do gai.

- Céc dang ton thuong da hay gip trong VDCD & thoi ki vi thanh nién:
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viém da ving nép gip, viém da ban tay, viém da ving mi mat, lichen hoa,
cham nim vd,...[1].
1.2.5. Cédn lam sang

- Tang ndng d6 IgE trong huyét thanh.

- M6 bénh hoc: thuong bi co xép bao xen k& vdi hién tuong 4 sung;
trung bi c6 sy xam nhdp cua bach cau lympho, mono, dudng bao, c6 hodc
khong co cac té bao ai kiém. Truong hop lichen hoa c6 hién tuong ting san
tuong bi.

- Test lay va test ap: dé xac dinh di nguyén [19].

1.2.6. Chén dodn

1.2.6.1. Chan dodn xdc dinh

Theo tiéu chuan chan doan cta Hanifin va Rajka dé nghi niam 1980. Theo
Hanifin va Rajka géom 4 tiéu chuan chinh va 23 tiéu chuan phu, chan doan
bénh VDCD phai c6 it nhat 3 tiéu tiéu chuan chinh + it nhat 3 tiéu chuan phu
[1].

Bdng 1.1: Tiéu chudn chén dodn ciia Hanifin va Rajkia

Tiéu chuan chinh Tiéu chuan phu

1. Khoé da

2. Vay ca thong thuong

3. Phan tng da tuc thi

+ Ngua 4. Tubi phat banh sém

+ Hinh thai va vi tri . Z
5. Tang IgE huyét thanh

thuong tén dién hinh: tré

o 6. D& nhiém tring da
em Mmun nudoC tap trung

7. Viém da ban tay ban chan khong dac hiéu
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thanh dam & mat, tré 16n | 8. Cham ndm v

va nguoi Ié6n cac mang 9 Viem moi

lichen hoa thuong & nép
gap

+ Viém da man tinh

10. Viém két mac tai phat

11. Nép dudi mi mat cua Dennie Morgan

A oA .| 12. Giac mac hinh ché
+ Tién st ca nhan hoac : P

gia dinh bi bénh co dia | 13- Duc thuy tinh thé duéi mang boc trudc

nhu: hen phé quan, viém | 14. Tham quanh mit

da mii di Gng, viem da |15 Ban do , ban xanh & mat

dia : .
cod 16. Vay phan alba

17. Nép lan c6 truéc

18. Ngua khi ra mo hoi

19. Khéng chiu duoc len va chat hoa tan m&

20. Day surng quanh nang I6ng

21. Di ting thirc an

22. Tién trién bénh cé anh huéng boi yéu td

moi trudng va tinh than

23. Da V& ndi

1.2.6.2. Chdn dodn phdn biét
Cham vi tring, viém da dau, viém da tiép xdc, ghé,...
1.2.7. Bién ching
- Khoang 70% tré bi viém da co dia s€ khoi khi 16n 1€n. Con lai 30% kéo
dai dai dang.

- Khoang 30-50% ngojoi bénh viém da co dia s& xuat hién thém cac bénh
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di ing khac nhu viém miii di ung, hen phé quan [19].

- Mot sb bién chimg thuong théy nhu boi nhiém, cham, chdc héa, do da
toan than, viém da ban tay,... 1 sd truong hop c6 thé gy viém cau than

cap do khong diéu tri kip thoi [1].

1.2.8. Diéu tri

Diéu tri dut diém VDCP la viéc 1am kho hién nay vi can nguyén bénh
sinh rat phtrc tap. Ké hoach diéu tri phai phu hop véi timg tinh trang cu thé
cua tung bénh nhan.

- Phuc hdi chirc ning hang rao bao vé da: Lam am da bang cach dung
cac sita tdm, kem, lotion giflr am da nhim muc dich tai tao lai 16p lipid &
thuong bi, chéng mat nudc qua da va lam giam sy suy yéu chirc ning hang
rao cua da.

- Piéu tri tai chd;

+ Giai doan cip tinh: Dung dich Jarish dap lién tuc vao thuong ton.
Néu khong c6 Jarish ¢ thé dung nudc mudi dang truong NaCl 9%.

+ Giai doan ban cip: dung cac loai hd nuéc, hd Brocq, hé/kem co
corticoid

+ Gial doan man tinh: dung cac loai m& nhu md ichtyol, goudron,
salicylat, kem c6 corticoid nhu clobetason hydrocortison, betamethason, mé&
tacrolimus 0,03 % hay 0,1 % va pimecrolimus.

+ Cac thudc 1am mém da, 4m da: bdi thuong xuyén dé tranh tai phat

dung cac ché pham steroid tai chd, cac ché pham e ché calcineurin tai
chd. Trudng hop ning, tro véi diéu tri thong thuong thi dung thém cac tri liéu
trc ché mién dich (cyclosporin, azathioprin,..).

- biéu tri két hop:

+ Khéng histamine: gidm ngua, phototheraphy: UVA, UVB dai hep,
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cac chit tc ché mién dich khac va chéng phan bao: Cyclosporine,
Azathioprin, Methotrexate hay Dupixent (dupilumab) trong diéu tri VDCP
ngudi 16n thé vira - ning.

Tim va loai trir cic yéu t6 bénh tién trién: tu vin ngudi bénh tranh cac
tac nhan kich thich nhu xa phong, chat tiy rura, cac thuc an d& di ung, di
nguyén dudng ho hip, kiém ché cac stress,...[1].
1.3. Viém da co dia theo y hoc ¢6 truyén

Viém da co dia thugc chung thép chén, thép sang, cham,... Ngoai ra,
tuy thude vao vi tri bi bénh con co6 tén goi khac nhau nhu & tai goi 1a hoan nhi
sang, & va goi 1a nhii dau phong, ¢ rén goi 1a t& phong sang, & 4m nang goi 1a
than nang phong, & viing khoeo goi la tir loan phong [20].
1.3.1. Nguyén nhén va co ché bénh sinh

- Bat noi ngoai nhén:
Do bam thu doanh huyét bat tic, biéu vé khong bén, phongnhiét kiém thap uat
nhan chd hu xdm pham vao co phu giy vit 1ap doanh vé, chén ép tau 1y &
trong ma thanh chan. Thép vt 1am khén ty, lai do an dd béo, ngot, nudng, ran
lam hai ty, 1am ty khong dam nhan t6t chic ning van hoa d6 dn udng sinh
thap.

- NO1 nhan:
Mot sb trang thai tinh chi nhu lo ldng, cang thang kéo dai... ¢6 lién quan t6i
khéi phat viém da co dia hodc 1am bénh nang 1én.

- Ngoai nhan:
Phong, nhiét, thap ta két hop voi nhau gy bénh [20].
1.3.2. Triéu chvrng lam sang

Theo YHCT VDCP duoc phan 1am 2 thé 1am sang [20].
* Phong thap nhiét
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-Triéu ching:

Giai doan cdp: Thuong ton co ban 1a mun nude nho li ti tap trung thanh
dam trén nén dat do. Myn nude dap vo, XUt tiét, chay dich, phu né nhiéu con
goi 1a “giéng cham”.

Triéu chimg co ning 12 ngra nhiéu. Giai doan nay dién hinh ¢ thoi ky
tré em < 2 tuoi.

Giai doan bdn cdp: Giam phu né, giam xudt tiét, bat dau dong vay tiét.
Vi tri dbi xtmg hai bén: M4, cam, nang lan ra tay chan, than minh. Toan than
tam phién, miéng khat, dai tién tdo, tiéu tién it va do, réu ludi vang nhﬁy,
mach hoat sac. Truong hop thip ning thi chan an, ngudi mét moi, mach
huyén hoat.

- Phap diéu tri: Thanh nhiét loi thap, luong huyét giai doc.

* Huyét hu phong tdo

-Tri¢u ching:

Thé nay hay gip & giai doan viém da co dia man tinh: Thuong ton co
ban 1a cic san phan bd tap trung thanh mang hay rai rac kém theo day da,
lichen hod, cac vét xudc, nat dau sic da tham, day l1a hau qua cua viéc bénh
nhan ngta gii nhiéu. Thuong ton hay gip ¢ cac nép gap 16n, 1ong ban tay,
ban chan, cac ngon, co, gay, co tay, cang chan.

Toan than chat ludi nhot, réu ludi tr.'flng, mach tram té hodc trim hodn.
Tinh trang nday do bénh lau ngay lam hao ton 4m huyét, huyét hu phong tao
gdy nén bénh.

- Phap diéu tri: Khu phong, dudng huyét, nhuan tao [20].

1.3.2. Diéu tri viém da co dia theo y hoc cé truyén

*Phong thap nhiét

Thudc uéng trong:
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Bai 1: Thé phuc linh 16g, Nhan tran 20g, Khé sdm 12g, Kim ngan 16g,
Hoang b4 nam 12g, Ha kho thao 12g, Ké dau ngua 12¢g, Hoat thach 8g.

Bai 2: Thanh nhiét hoa thip thang gia giam:

Hoang cim 12g, Hoang ba 12g, Bach tién bi 12g, Phuc linh bi 12g,
Hoat thach 20g, Kho sdm 12g, Sinh dia 20g, Ngan hoa 20g, Pam tric diép
20g.

Thuéc ding ngoai:

Giai doan cép, khi bénh méi phat chi d6 tai cho, san va mun nuéc chua
v, chua xuét tiét: Lo cam thach, dung dich 2% bang phién.

Khi cac mun nudc di v& va xuét tiét nhiéu thi nén dung cac thube thu
liém, tiéu viém. Sic 1éy nuoc dac, dép w6t cac thude sau: Rau sam 60g,
Hoang b4, Sinh dia mdi vi 30g, B cong anh, Long dom thao, Cuc hoa mdi vi
30g [20].

Khi c6 boi nhiém c6 thé thém vao nudc dap cac vi Xuyén tam lién, Sai
dat. Khi xuat tiét nhiéu dung Tam diéu tan (Hoang ba, Nguu tit, Thuong
truat) hodc Trir thip tan (Pai hoang 30g, Hoang cam 30g, Han thach thiy
30g, Thanh dai 3g) tron v6i Glycerin thanh cao long roi boi 1én ton thuong
[7].

Giai doan bong vay: Cao thanh luong (Puong quy 30g, Tt thdo 6g, Pai
hoang 5g, Dau thyc vat 480g, Sap ong 120g). Hodc cao Hoang lién: Hoang
lién 20g, Vaselin 80g [20].

Giai doan ban cap: voi nguyén tic tiéu viém, trir ngira, thu liém c6 thé
ding m& oxyd k&m. Trir thip tan hay Tan diéu tan luyén voi dau thyc vat
thanh cao, dau tir thao 5%, dau dia du-oxyd k&m 10% [7].

* Huyét hu phong tao

Thubc uéng trong
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Bai 1: T vat tiéu phong 4m gia giam

Thuc dia, Sinh dia, Kinh gidi déu 16g, buong quy, Bach thuoc,
Thuong truit, Phong phong, Pia phu tir déu 12g, Khd sam, Thuyén thoai,
Bach tién bi, Bach tat 18 déu 8g. Sic udng.

Bai 2: T vat thang hop Ty giai tham thap thang gia giam

Puong quy, Sinh dia, Bach thugc, Xuyén khung, Kinh giéi, Phong
phong, Thuyén thoai, Ty giai, Y di, Trach ta, Hoat thach, Thong thdo. Gia
giam: bénh phat ¢ dau mit gia Bach chi, Cdo ban. Bénh ¢ than minh gia Nguu
tat, Do trong. Bénh phat ¢ tir chi gia Qué chi, B¢ hoat. Ngtra nhiéu gia Kho
sam, Bach tién bi [20].

Thuéc ding ngoai

Vé6i nguyén tic 1a diéu tri ngtra, Grc ché tang sinh ctia biéu bi, tiéu trir
tinh trang viém nhiém trong 16p chan bi. Dung Cao hoang lién gom Hoang
lién 20g, vaselin 80g hoic Cao dau dau den 10%-20% [7].
1.4. Tong quan mot s6 nghién ciru vé diéu tri viém da co dia bing thudc
Y hoc c6 truyén
1.4.1. Trén thé gidi

Trén thé gii c6 nhiéu nghién ctru vé hiéu qua cua cac vi thuéc YHCT
v6i bénh VDCP ca vé duong udng va duong boi.

Theo Sheehan va cong su (1992) danh gid hi€u qua cua thio dugc
truyén thong voi VDC [21].

Theo Fenggen Yan va cong su (2020) cong thirc va hoat chat sinh hoc
ctia thudc YHCT diéu tri VDCD [22].

Theo Yuan-Cui Meng va cdng su (2022) danh gia hiéu qua cua kem
dudng da tr Lo cam thach nhu mét liéu phap bd tro cho thubc méd

mometasone furoate trong diéu tri VDCD & tré so sinh [23].
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Theo Beom-Chan Park va cong sy (2021) danh gia tac dung ctuia Cao
Hoang lién, Cam thao va chiét xuat Glycine max v&i bénh VDCD [24].

Theo Yunlong Chen va cong su (2016) danh gia tac dung chdng viém,
chéng di tng va co ché co ban cua chiét xuat Hoang lién giai doc thang trong
viém da co dia, gdm céc thanh phan: Hoang lién, Hoang cam, Hoang ba, Chi
tu [25].

Theo Seon Gyeong Bak va cong su (2023) danh gia tac dung cta chiét
xuat Pau den va hop chat ciia né hemiphloin chéng VDCP nhu viém da di
ung [26].

1.4.2. Viét Nam

Tai Viét Nam, tuy chua c6 co nhiéu nghién clru vé thuéc YHCT trong
viém da co dia nhung céc thay thudc luon két hgp nhuan nhuyén, ké thira giira
bai thubc c6 phuong va nhitng nghién ctru ¢ nude ngoai trong diéu trj viém da
co dia dé dat két qua cao.

Bai thubc T vat tiéu phong am gdm cac vi ¢6 tac dung thanh nhiét,
dudng huyét, khu phong, trir thap cho két qua khoi 5%, d& 82,5% va khong
két qua 12,5% véi bénh nhan VDCP theo tac gia Nguyén Thi Phuong 2015
[27].

Vi thuéc Long dom thao co vai trd chéng viém cap va man theo dudng
toan than va tai chd véi bénh VDCP theo P6 Thi Kim Chung 2012 [28].

1.5. Tong quan vé bai thudc ché pham TAD

Nhitng vi thude c6 trong ché pham TAD 1a bai thude theo kinh nghiém
ctia khoa Da liu - bénh vién Y hoc ¢6 truyén Trung Uong rat ra tir qua trinh
diéu tri 1am sang trong khoang 10 nim cho két qua giam ngtra cic bénh nhu
viém da co dia hi¢u qua. Véi tdc dung thanh nhiét, tru théip, gidi doc theo y

hoc cd truyén va tdc dung khang khuan, chong viém hi¢u qua tir nghién ctru
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ctia timg vi thudc nhu sau.
1.5.1. Hoang béa

Tén vi thudc: Cortex Phellodendri (vo than va vo canh da cao bo 16p

ban, phoi hay sdy kho)

Hinh 1.1. Hoang ba

Hoang ba c6 tinh kho han vao kinh than, bang quang. C6 céng nang la
thanh nhiét tao thap, tw 4m giang hoa, giai doc nén chu tri cac chimg mun
nhot 16 ngtra [29].

Hoang ba co thé dap chita cac bénh ngoai da, mun nhot [30]

Trén thé gidi, tai Trung Qudc, 1 s6 loai kem boi ngoai da duge sir dung
trong viém da co dia nhu PHF vdéi cac vi thudc: Hoang ba, Kim ngan hoa,
Pan bi, Bd hoang, Bach truat véi tic dung 1am giam tinh trang viém da di ung
[31], [32]. Mot thanh phan hoat chat khac cua Hoang bé, berberine, gan day
da dugc chiing minh la lam gidm chung viém di img trén mod hinh chudt bi
viém miii di img do bui nha gay ra [33].

Bai thudc Tiéu hoang cao theo Tham Thi Tén Sinh Thu gém cac vi:
Pai hoang, Hoang ba, Hoang cam lugng bang nhau dung diéu tri cac bénh ton
thuong viém da, d6 da [34]. Bai thuéc Tam diéu tan ciing c6 Hoang ba co tac

dung trong bénh viém da co dia, cham [15].
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Hoang ba con 1a mot trong cac vi thudc ngan chin su giai phong cac
chat trung gian gdy viém tir t& bao mast, mot trong nhitng tic nhan gdy viém
va ngra & VDCP [21]. Nhiéu thi nghiém chimg minh tac dung khac sinh cta
hoang ba, dich chiét bang con tc ché cac vi trang Staphyllococcus, ly,
salmonella [29],[30].

1.5.2. Dai hoang
Tén vi thudc: Rhizoma Rhei (than 1& di cao bé vo phoi hodc sdy kho).

Ho rau ram

Hinh 1.2. Dai hoang

bai hoang tinh khd, han vao cac kinh ty, vi, dai trang, can, tam bao
[29].

Cay dai hoang thudc loai cay thudc cua y hoc dan gian Viét Nam két
hop v&i mot ) cay thude khac 1am thang thudc chira dugc nhiéu loai bénh. O
Viét Nam da chiét xuat duogc axit chrysophanic tir cdy Pai hoang dé diéu ché
ra cream chrysophanic c6 kha ning chéng nim [35]. Pai hoang con co tic
dung diét khuén staphyllococcus va chita héic lao véi cong thuc Pai hoang 10,
dam 5ml, rugu 50ml ngdm trong 10 ngay boi 1én cac vét hic lao da rira sach
[29]. Bai thuc Dai hoang thang gom Dai hoang, Qué chi, Pao nhan nghién
nho sap nudce dip tén thuong vay nén [36].

Trén thé gidi, dac biét 1a Trung Quéc tlr 1é cay dai hoang, cac nha khoa
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hoc d phan 1ap duoc 5 hop chat hydroxyantraquinon c6 kha niang chéng vi
khuan [35]. Pai hoang, Chi ttr, Thing ma, Nhan sam duogc ap dung vao viéc
diéu tri Véy nén, hd tro giam cac triéu chung néng, khé da. Hon nira, cac hop
chit chinh tr cac loai duge liéu nay duoc biét 1a c6 hoat tinh chéng viém,
chéng viém da di ung [12],[32],[37],[38],[39].

Pai hoang c6 tac dung khang khuan véi tu cau, lién cau, song cau
khuan 1au va trc ché ndm gay bénh. Thanh phan e ché vi khuan chu yéu 1a
dan chat cua anthraquinone. Emodin 13 mot anthraquinon ty do c6 trong Pai
hoang, Emodin c6 tac dung 1én mang sinh hoc, c6 ai luc cao vdi cac mang
phospholipid vi thé c6 kha ning khang virus, vi khuan [40],[41],[42].

1.5.3. Hoang ding

Tén vi thudc: Caulis et Radix Fibraureae (than va ré di phoi hay siy

kho). Ho Tiét dé.

Hinh 1.3 : Hoang dang
Hoang dang tinh kho han vao kinh tdm, can, dom, vi. C6 cong ning
thanh nhiét tiéu viém, 101 thép, gidi doc nén chu tri chimg mun nhot méan ngua
[16].
Trong Hoang dang c6 hoat chét 13 alkaloid trong d6 thanh phan chinh 13
palmatin ham lugng tir 1-3%. Palmatin ¢ dang clorid c6 tac dung tc ché voi

tu cAu khuén (Staphylococcus) va lién cau khuan (Streptococcus) [43].
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1.5.4. Ké dau ngwa
Tén vi thude: Fructus Xanthii strumarii (qua va toan bo phan trén mit

dat cay).

Hinh 1.4. Ké diu ngwa

Ké dau ngua co tinh tan, kho, 6n, vao kinh phé. C6 cong ning tiéu doc
nén chu tri: myn nhot, man ngira [29].

Sesquiterpenoid 14 thanh phan c6 trong Ké dau ngua co nhiéu chirc
nang sinh hoc va tac dung dugc 1y quan trong nhu chong vi khuan, chéng vi
rat, chdng khéi u va chdéng viém [44],[45].

Mot nghién ctru cia Sato va cong sy ndm 1997 di chi ra rang hop chat
xanthatin dugc phan 1ap tir 1 ciia Ké dau ngua cho thay tiém ning chong lai
manh mé& cac loai Staphylococcus aureus, bao gém ca S. aureus khang
methicillin va moét sé vi khuan khac nhu Staphyloc Focus cholermidis,
Bacillus cereus , Klebsiella pneumoniae , Pseudomonas aeruginosa va
Salmonella fyphi [46]. Sau d6, A Devkota va RK Das nghién ciru chi ra chiét
xuat methanol cta 14 cidy Ké dau ngua c6 kha ning khang sau loai vi khuan
gdy bénh, ba gram am: Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Escherichia
coli va ba gram duong: Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus & cac nong do khac nhau (50 mg/ml, 100 mg/ml, 150
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mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml). Nhitng phat hién nay cho thiy Ké dau ngua
c6 tiém nang phat trién thanh thudc khang khuan [47].

Tac dung chong ndm cua Ké dau ngya ciing da dugc cac nha khoa hoc
tién hanh nghién ctru chuyén sau. Nam 2002, Kim va cong su da tim thiy mot
thanh phan chdng ndm tir Ké dau ngua, dugc dit tén la deacetylxanthumin
[48]. Nam 2016, Parveen va cac cong sy da thuc hién phan tach cac thanh
phan tir 14 Ké dau ngyua bang phuong phap sac ky khi khéi pho va thu dugc
cac hop chit c6 kha niang chéng ndm nhu: B-caryophyllen (17.53%), a-
cadinol (6.66%), spathulenol (6.09%), limonen (5.66%) va 1,3,5-trimethyl-
2[2-nitroallyl] benzen (3.29%). Cac chat nay cho thay tac dung {rc ché ting
truong dang cha ¥ voi mot sd chung ndm nhu: A. Niger, Aspergillus flavus,
F. oxysporum, Fusarium solani, Alternaria alternata va Penicillium digitatum
Vo1 gia tri néng d6 kiém khuan t4i thiéu MIC va néng d6 diét khuan tdi thiéu
MBC la 8 ug/mL [49].

1.5.5. Khé siam

Tén vi thudc: Folium et Ramulus Crotonis tonkinensis (14 va canh da

dugc phoi hoac séy kho). Ho Théu dau.

Hinh 1.5. Khd sim
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Kho sam vi drfmg hoi ngot, chat va tinh mat, quy vao kinh can, dai
truong. Co cong nang thanh nhiét, tiéu doc, sat trung. Chu tri cac chirng ung
nhot, 1& loét ngoai da [29].

Trong bai thudc cb phuong Tiéu phong tan hay Long dém ta can thang
diéu tri Viém da co dia thé thap nhiét, trong d6 Kho sam 1a vi thudc gop phan
vao tac dung cua bai thude [34].

Theo TS. Truong Nhu Van va cac cong su [50], hoat chit 14 kho sam
chu yéu thudc céc 16p flavonoit va ancaloit, trong ¢4 nhom flavonoit cd tac
dung khang khuén. Tai phong thir nghiém hoat tinh sinh hoc Vién khoa hoc
va cong nghé Viét Nam, nguoi ta tim thay trong khd sim c6 chat khang ndm
Candida albicans [51].

1.5.6. LA mong
Tén khoa hoc: Folium Lawsoniae (14 tuoi hodc da phoi hay say kho).

Ho Tu vi

Hinh 1.6. La mong

L4 mong hoi chat, tinh 4m vao kinh can, than. Chu tri cac ching sang
16, mun nhot, hic lao, nAm mong tay, nam mong chan, ngra [29].
Chiét xuat ethanol cia 1a mong cé tic dung khang khuan, chéng lai

Bacillus subtilis, Salmonella typhi, Sal.paratyphi, Pseudomonas aeruginosa,
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va Staphylococcus aureus, v6i gia tri MIC lan luot 1a 800,1200, 1600, 4000
va 1200 mg/ml [52].

Cao con va lawson chiét tir 14 mong c6 tac dung khang sinh, chng
viém. O trang thai tuoi, 14 mong chta cac Hetorosid khi thity phan cho chét
Lawson v6i ham luong khoang 1%, c6 tac dung khang sinh rat manh [53].

1.6. Mt s6 mé hinh nghién citu vé tinh kich &ng da, khang khuén, chéng
viém, giam ngira
1.6.1. Tinh kich vrng da

Pé bao vé nguoi tiéu dung khoi cac tic dung phu khong mong mudbn
hodc tham chi 1a ton hai nghiém trong dén strc khoe, tat ca cac thanh phﬁn hoa
hoc cuia cai goi 1a san pham tiéu dung phai trai qua qué trinh dénh gia doc tinh
mo rong. Da nguoi 13 noi tiép xtc dau tién voi nhiéu loai hoa chat. Do dé, cac
phuong phap thir nghiém trong dng nghiém, nham muc dich xac dinh dang tin
cdy cac phan tng cta hoa chét gy kich tmg voi mé da, da dugc phat trién. Ké
tir nam 2009, chi cac thir nghiém trong dng nghiém moi dugce phép thuc hién
& Lién minh Chau Au dé ching minh tinh an toan cta cac thanh phan my
pham méi cho da (EU, 2009). Trong thap ky qua, cic mo hinh da ba chiéu mo
phong chit ché 16p biéu bi ban dia ctia con ngudi vé mit kién tric va sinh Iy
mo da duoc cong nhan 1a céng cu phu hop dé thir nghiém nhiéu loai hoa chét
khac nhau. Tuy nhién, viéc xac nhan va chdp thuin cua cic t6 chic nhu
EURL-ECVAM va OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development) 1a bt bude di voi bat ky phuong phép thir nghiém trong ong
nghiém nao trudc khi dugc sir dung trong khudén khoé Quy dinh my pham EU
(EC) s 1223/2009 (EU, 2009).

Phién ban méi nhat cia OECD TG 439 liét ké 4 phuong phéap thi
nghiém in vitro c¢6 san trén thi trudng dé thir nghiém kich tng da, dua trén cac

chat twong duong biéu bi khac nhau, di trai qua qua trinh x4c nhan chinh
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thirc: cac md hinh EpiSkin va EpiDerm, Skin Ethic RHE va LabCyte EPI-
MODELZ24SIT.

Mot s6 mo hinh biéu bi tinh khiét khac — Sterlab Epidermis,
StratiCELL RHE, epiCS (trudc day la EST-1000) va KeraSkin -VM ciing da
c6 mit trén thi truong, mic du van chua cé su chép thuan chinh thic vé mit
quy dinh dua trén nghién ctru xac nhan vé thir nghiém kich tng da [54].

Trong nghién ctru ndy chung t6i stt dung OECD 2015 dé danh gié tinh
kich tng da ctia Ché pham TAD.

1.6.2. Tinh khdng khudn

C6 rat nhiéu phuong phap dé thir hoat tinh khang khuan da duoc ap
dung trén thé gidi, tuy nhién khong phai phuong phéap nao ciing phu hop dé
thir hoat tinh cta dich chiét dugc liu. Mot s6 phuong phap phu hop dé thu
hoat tinh khang khuan cua dich chiét thuc vat duoc dé cap sau day:

Phuong phap khuéch tan dia thach (Agar disk- diffusion method):
Phuong phéap khuéch tan dia thach duoc phat trién vao nim 1940, 1a phuong
phap quan trong duoc st dung thuong quy trong nhiéu phong thi nghiém vi
sinh dé kiém tra tinh nhay cam khang sinh. Céac chat thir c6 hoat tinh tir
khoanh giéy s& khuéch tan vao thach va @ ché su phat trién cta vi sinh vat
thir nghiém. Poc két qua bang cach do duong kinh vong trc ché vi khuén.

Phuong phap khuéch tan giéng thach ( Agar well diffusion method):
Pay 1a phuong phap duogc sir dung rong rai dé danh gia hoat tinh khang khuan
cta thuc vat hodc chiét xuat tir vi sinh vat. Nguyén tac: Pau tién, cac dia
thach petri dugc céy chung vi sinh vt trén bé mat, sau d6 duc 18, nho dich thir
Va0 giéng va u ¢ dicu kién thich hop.

Phuong phap pha loang: Phuong phap pha loang 1a phuong phap thich
hop nhit dé xac dinh gia tri MIC (ndng do trc ché téi thiéu). C6 thé sir dung
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phuong phéap pha lodng thach hodc méi trudng dé dinh luong hoat tinh khang
khuan va khang ndm in vitro.

Pha loang thach (Agar dilution method): Ky thuat nay thich hop cho ca
thtr nghiém tinh khang khuan va khang ndm. Nguyén tic: Tron chat khang
khuan véi cac ndng do khac nhau vao méi truong thach dang chay long
(thudng sir dung cac miu thir pha lodng hai lan lién tiép). Sau khi thach dong
lai, cdy vi sinh vat 1én bé mat dia thach va i ¢ diéu kién thich hop. Piém cudi
MIC dugc ghi nhan la nf‘mg d6 chat khang khuén thép nhét tc ché hoan toan
su phat trién vi sinh vat trong diéu kién u thich hop.

Pha lodng moi truong (Broth dilution method): Néu phuong phap pha
loang dugc thuc hién trén cac dia thach thi phuong phép pha loang moi
truong thuong sir dung dia 96 giéng hodc 6ng nudi cay té bao. Cac mau thir
dugc pha lodng dan (thuong 1a 2 1an) trén dia 96 giéng hodc 6ng nudi cdy té
bao, sau d6 mdi giéng hodc 6ng duoc thém cing mot luong vi sinh vat da
hoat héa va c¢6 d6 duc tuong 0.5 McFarland [55].

1.6.3. Tinh chéng viém, giam ngiva
Mot s6 mé hinh dong vt gdy viém cdp tinh

Phi chan do Carrageenan gay ra: M6 hinh phi né ban chan do
carrageenan gay ra duoc str dung rong rai dé danh gia hoat dong chong viém
ciia mot sé hop chat tu nhién va tong hop. Pay 1a mé hinh dac biét cua tinh
trang viém cap tinh c6 kha ning tai tao cao hon. Carrageenan 1a tic nhan gay
viém khéng khang nguyén va khdng cé bat ky tac dung toan than nao co thé
nhin thay.

Phu chan do Histamine/5-HT gay ra: C4&c m6 hinh viém ban chéan do
histamine va 5-HT gay ra duoc sir dung dé sang loc nhiéu hop chat chong

viém khéc nhau. Histamine 1a chat trung gian quan trong cua tinh trang viém
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cap tinh. Histamine va 5-HT thuc day tinh thim cua mach méau va hoat dong
Vi prostaglandin dé gay viém.

Phu chan do Bradykinin gay ra: Phu chan do bradykinin gdy ra mot
phan dugc trung gian bai prostaglandin.

Phii chan do Dextran: M6 hinh phi né ban chan do dextran gay ra lién
quan dén tinh thAm mach méu ting 1én, hoat hoa kinin, giai phong cac chit
trung gian nhu histamine va serotonin, phat trién pht né tham thau c6 luong
bach cau trung tinh va protein t6i thiéu.

Phi chan do Lipopolysaccharide (LPS) gay ra: LPS duogc biét 1a gay ra
su gia ting theo thoi gian trong biéu hién TNF-a, IL-1p va hoat dong cua
myeloperoxidase ¢ ban chan chudt.

Phu tai do axit Arachidonic: M6 hinh viém tai ¢6 gia tri trong viéc danh
gia tiém ning chdng viém cua cac hop chat tong hop va chiét xuat thao duoc.
Phu tai chuot do axit arachidonic gay ra dugc tao diéu kién thuan loi bdi cac
chat chuyén hoéa axit arachidonic nhu prostaglandin E2 (PGE2) va leukotriene
C4 (LTC4).

Dau Croton/TPA gy phu tai: Phu tai do dau cdy kho sam hodc chat
gay kich tng chinh cua né la 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) da
dugc str dung rong rai dé danh gid hoat dong chéng viém cua thudc chéng
viém steroid va khong steroid. Viém tai do TPA gay ra la md hinh viém da
hitu ich cho viéc danh gia cac hop chat chdng viém toan than va tai chd. Hon
nita, tic dung giy viém ctia TPA duoc thuc diy béi su kich thich cua protein
kinase C, sau do6 kich hoat cac enzyme khac nhu protein kinase hoat hoa
mitogen (MAPK) va phospholipase A2. Cac chat irc ché COX, LOX va PLA2
cung vdi corticoid cd kha nang ngin chan tinh trang viém x4y ra sau khi boi
TPA tai chd. Trong nghién ctru ndy ching t6i ciing Iya chon mé hinh nay dé

danh gi4 tinh chéng viém cuia ché pham TAD.
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Phi tai do Oxazolone gay ra: Oxazolone 1a chat giy di Gmg duoc s
dung thudng xuyén nhat dé khoi phat qua min cam loai cham (DTH).
Oxazolone 1am ting té bao lympho T CD8+ va gdy nhay cam da. Viéc sir
dung oxazolone tai chd din dén ting cac chat chuyén hoa arachidonate nhu
prostaglandin va leukotriene trong mé.

Axit axetic/Compound 48/80-Tinh thAm mach mau duoc tao ra: Xét
nghiém nay duoc sir dung dé nghién ctru hoat dong trc ché cua thube chdng
lai tinh thdAm mach mau ting 1én do cac tic nhan gdy viém nhu axit axetic va
hop chét 48/80. Hop chat 48/80 1a chat giai phong hat cia té bao mast va 1a
chat hoat hoa manh giai phong histamine [56].

M0t s6 mé hinh gidm ngira

Ngutra 1a mdt dac diém chung cua nhiéu rdi loan vé da, trong do co
VDCD. Vi co ché sinh bénh ctia nd phan 16n chua dugc biét dén nén chua co
phuong phap diéu tri thich hop. Viéc phat trién cac phuong phap diéu tri méi
bi can tr& do thiéu mé hinh dong vat dé nghién ctru ngira (Woodward va cong
su, 1985). Ku- raishi va cong sy, (1995) di dé xuat rang cic tic nhan giy
ngtra nhung khong gay dau kich thich hoat dong gai & chuot. Viéc gai thuong
duogc ghi lai bang cach dém s6 lan gai tir quan sat truc tiép bang mat hoic tir
ban ghi video (Gmerek va Cowan, 1983; Larsen va cdng su, 1994; Thomas va
cong su, 1994). Elliott va cong su, (2000) da phat trién mot phuong phép cho
phép tu dong ghi lai hoat dong gai ¢ chan sau ctua chudt trong thoi gian dai
hon 24 gio.

Sau nhiéu nam thi phuong phap dénh gia da c6 nhiéu thay doi.

Inagaki va cong su (2002, 2003) da sir dung thiét bi méi, MicroAct, dé
nghién ciru cac co ché trong viéc giy ra hanh vi cao xudc & chuot BALB/c
bang hop chat 48/80. Mot sb tac gia da st dung md hinh hanh vi gii do hop

chat 48/80 gy ra ¢ chudt. Sugimoto va cong su (1998) di nghién ciru tac
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dong cua chit d6i khang thu thé histamine H1 dén hanh vi gii do hop chit
48/80 gay ra ¢ chudt. Rojavin va cong su (1998) da nghién ctu tic dung
chéng ngtra cua song milimet & chudt duoc diu tri bang hop chat 48/80.
Inagaki va cong sy (2002) dd nghién ctru co ché giy ra hanh vi gdi ¢ chudt
BALB/c bang hop chat 48/80. Shinmei va cong su (2004) di nghién ctru tac
dung cua keo ong Brazil dbi véi hanh vi gii do hop chét 48/80 va histamine
gay ra ¢ chudt. Trong nghién ctu nay chung t61 cling st dung compound
48/80 dé danh gia tinh giam ngira ctia ché pham TAD.

Ngoai ra, Umeuchi va cong su (2005) da thir nghiém hanh vi gai tu
phat & chudét MRL/lpr, mdt md hinh c6 thé gdy ngira trong cac bénh tu mién.
Hansson va cong sy (2002) da mo t4 mot mo hinh viém da nglra man tinh &

chudt chuyén gen c6 biéu hién qua mirc enzym chymotryptic & 16p simg [57].
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Chwong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Chat liéu nghién ciéu
2.1.1. Ché phéim lam nghién civu
Ché pham TAD
Thanh phan 250ml chira: Dai hoang, Hoang ba, Hoang ding, Ké dau
ngua, La mong, Khd sam.
Cao toan phén chiét xuét tai Khoa Dugc — Bénh vién Y hoc ¢ truyén
Trung Uong dat tiéu chuan co s& va Duoc dién Viét Nam V [29]. Pugc bao
ché dudi dang cao 16ng, c6 mau nau den, mui thom duge liu. Gom céc loai

duoc licu sau voi ti lé€ 1:1:1:1:1:1:

Hoang ba Cortex Phellodendri DbVN V
Pai hoang Rhizoma Rhei DDbVN V
Hoang dang Caulis et Radix Fibraureae DDVN V
Ké dau ngua Fructus Xanthii strumarii DDVN V
Kho sam Folium et Ramulus Crotonis tonkinensis DBDVN YV
L& mong Folium Lawsoniae DDbVN V

2.1.2. Thuéc, hoa chdt, may méc phuc vu nghién cizu
2.1.2.1. Nghién cuu tinh kich ung da

- Tong do dién.

- Kéo, pank.

- Céc thay tinh, dng dong thuy tinh chia vach.

- Bang, gac vo trung.

- Kinh lup.

2.1.2.2. Nghién ciru tinh khdng khudn
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- Nude cét cong thirc H20 theo tiéu chuan DDVN V
Bing 2.1. Béng thiét bi sir dung trong nghién ciru

STT Thiét bi Model/ xuat xir

1 Can phan tich Sartorius — BP121S — btrc
2 Noi hap tiét trung HIRAYAMA HV -110

3 Ta am FROILABO BC 120

4 Ta ciy vi sinh CLEAN BENCH

5 Tu lanh Panasonic

6 Ta say Memmert ULE 600

7 Ong MacFaland bioMerieux — My

Bdadng 2.2. Bang dung cu s dung trong nghién cuu

STT | Dung cu STT | Dung cu

1 Binh dinh mtrc 100ml 8 Nhiét ké

2 Binh tam giéc 9 Ong nghiém

3 Bong khong tham nudc 10 | Phéu thuy tinh

4 Coc thily tinh 100ml, 250ml | 11 | Pipet vach, pipet bau, micro pipet
5 Pén con 12 | Que cay vi khuan

6 Dia Petri 13 | Que trang thuy tinh

7 Diia thuy tinh 14 | Thudce do

Bing 2.3. Héa chit, dung moi

STT Héa chat/dung moi Cong thire Tiéu chuin

1 Nudc cat H,O DDVN V
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2.1.2.3. Nghién ciru tinh chéng viém, giam ngira
- Clobetason propionat 0,05%, biét dugc Eumovate (Glaxo Operations UK.,
LTD, Anh)
- Compound 48/80 1o 250 mg (Sigma-Aldrich, Durc)
- Croton oil (Sigma-Aldrich, btc)
- Dung dich acetone (Xilong, Trung Quéc)
- Dung dich NaCl 0,9%
- Pong ho bam gid
2.2. Poi twong nghién ciu
2.2.1. Doi twong nghién civu tinh kich ving da

Tho truong thanh (Oryctolagus cuniculus L.), tong s6 06 con, cin ning
trung binh 2,1 £ 0,2 kg, 2 thang tudi, khée manh, khong phan biét duc - cali,
do Trung tAm nghién ctru dé va tho Son Tay cung cap. Pong vat cai khong
mang thai, khong nudi con bl va chua sinh san 14n nao. bong vat duoc nuoi

6n dinh 5 ngay trong diéu kién thi nghiém trudc khi tién hanh nghién ctru.

2.2.2. Déi twong nghién ciru tinh khdng khudn
2.2.2.1. Chiing vi khudn
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Streptococcus mutans ATCC 35668
Nguédn goc: Vién Kiém nghiém thude Trung wong
2.2.2.2. Méi truong nudi cdy
Moi truong Casein dau tuong long

Bidng 2.4. Moi truwong casein ddu twong long

Thanh phan Khoi luwong

Pancreatic digest of casein 17,0 g/l

Enzymatic digest of soya bean 3,09/
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NaCl 5,0 g/l
Dipotassium hydrogen phosphate 2,5 g/l
Glucose 2,59/l
pH 7,3

Moi truong Thach dinh dudng

Bdng 2.5. Moi trwong Thach dinh dwéong

Thanh phan Khoi lwong
Peptone 6,0 g/l
Beef Extract 1,0 g/l
Yeast Extract 2,0 g/l
NacCl 5,049/
Agar 14,0 g/l
pH 7,3

Moi truong Mueller — Hinton

Bdng 2.6. Moi truong Mueller - Hinton

Thanh phan Khoi lwong
Acid Digest of Casein 17,5 g/l
Beef Extract 2 g/l
Starch 1,59/
NaCl 5,00d/l
Agar 17 g/l
pH 7,3

2.2.3. DPéi twong nghién ciru tinh chong viém, giim ngira
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- Chudt nhét trang, chung Swiss, ca hai gidng, khoe manh, trong luong
20 +2g, do Vién Vé sinh Dich t& Trung wong cung cap.
- Pong vat dugc nudi trong didu kién phong thi nghiém véi day du thic
an va nudc uéng tai BO mon Duoc 1y - Truong Pai hoc Y Ha Noi.
2.3. Phuwong phap nghién ciru
2.3.1. Nghién czzu tinh kich @#ng da cia ché pham TAD
Mo hinh nghién ctru duoc thiét ké va tién hanh dya trén huéng dan cua
OECD 401 - Organisation for Economic Co-operation and Development: TH
chtrc Hop tac va Phat trién Kinh té vé viéc dénh gia kich tmg da danh cho céac
san pham duoc pham va my pham dung ngoai da [58] va Lién minh Chau Au
[59].
Quy trinh nghién ctru:
- Tho dugc nudi trong léng riéng, cho an bf?mg ché d6 an riéng, gitt & nhiét do
phong trong vong 5 ngay trude khi tién hanh nghién ciru.
- Trude thi nghiém, lam sach 1ong thé & vung bén suon mot khoang du rong
dé dit cac mau thtr va dbi chimg (khoang 10 x 15 cm). Chi nhimg thé c6 da
kho¢ manh, ddng déu va lanh lin méi duoc dung vao thi nghiém (hinh 2.1 va
2.2).

Hinh 2.1: Cao 1ong thé Hinh 2.2: Chon thé ¢é da lanh lin
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- Cit cac miéng gac vo trung véi kich thude 2,5 x 2,5 cm tir miéng gac 16n
ban dau c6 do day 2 mm. Tam mdi miéng gac voi 2,0 ml Ché pham TAD.
Mobi miéng gac chta 2,0 g duoc lidu. Mdi tho déu c6 vung da bén suon dit 1
miéng gac Ché pham TAD va bén canh d6 dat 1 miéng gac tam nudc ct,

cach nhau 2 cm.

Hinh 2.3: Chuén bi miu thir dit1én  Hinh 2.4: Pit miu thir 1én da thé
da tho

- Pip nhiing miéng gac c6 kich thude 2,5 x 2,5cm (dién tich 6 cm?) 1én ca hai
phan boi thude va phan ding 1am ching [59].

- Pt trén da tho & mot bén sudn 1 miéng gac tim mau thtr va bén canh 1a 1
miéng gac tim nude cat (hinh 2.4). C6 dinh miéng gac bang bang dinh khong
gay kich tng da va gac trong 24 gid (hinh 2.5, 2.6). Tai mdi thoi diém quan
sat, bo gac va bang dinh, dung nudc cat lau nhe dé 1am sach mau tht con lai

trén da.

Hinh 2.5: Pit mAu thir 1én da thé  Hinh 2.6: Bing c6 dinh miéng dan
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- Quan sét va ghi diém phan tmg trén chd da dit chat thtr so v6i da khong dat
chat thir ¢ cac thoi diém 1 gio, 2 gio, 4 gio, 6 gid va 24 gid sau khi lam sach
mau thir. Panh gid phan tng trén da & cac mirc do gy ban do, phu né theo qui
dinh.

- Ban do trén da:

Bdng 2.7. Bdang danh gid ban do trén da tho

Khong c6 ban do 0 diém

C6 ban do rat nhe (vira du nhan thay) | 1 diém

Ban d6 nhan thiy rd 2 diém

Ban do6 vira phai dén nang 3 diém

Ban d6 nghiém trong (d6 tiy) dén tao | 4 diém
thanh vay

- Su phu né cua da:

Bing 2.8. Béng ddnh gid phii né trén da thé

Khéng phu né 0 diém

Phui né rat nhe (vira di nhan thay) 1 diém

Phu né nhan thay rd (vién phu né | 2 diém

phong 18n 13)

Phu né vira phai <Imm so v&i méat da | 3 diém

Phu né nang nhd cao >Imm lan ra | 4 diém

ngoai vung boi

- Nhiing thay doi khac trén da s& duogc theo ddi va ghi chép day du
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- Trén mobi thd, diém phan tmg dugce tinh bang téng sé diém ¢ hai muc d6 ban
d6 va phu né chia cho s6 1an quan sat. Piém kich ung ctia mau thir dugc 13y
trung binh diém phan tng ctia cic tho di thir. Trong truong hop c6 ding mau
d6i chimg, diém phan Gng cia miu tht duoc trir di s6 diém cua miu ddi

chung.

- Chi sir dung cac diém tai thoi gian quan sat & 6 gid dé tinh két qua. Doi
chiéu diém kich tng véi cac mirc d6 quy dinh trén bang 2 dé xac dinh kha
ning gay kich mg trén da thé ctia mau thir.

Bing 2.9: Bing xép loai kich itng da

Xép loai Piém
Kich tmg khong dang ké 0-0,5
Kich tng nhe >0,5-2,0
Kich trng vira phai >20-5,0
Kich ung nghiém trong >5,0-8,0

2.3.2. Nghién civu tinh khdng khudn ciia ché phiam TAD

Phuong phap khuéch tan giéng thach, Phuong phap dém khuan lac
[55],[60].
Hoat héa ching vi khudn: Ciy vi khuan trén méi truong dinh dudng Casein
dau twong. Khi vi khuan phét trién lam duc méi trudng thi cdy chuyén sang
moi truong thach dinh dudng, bao quan trong tu lanh ¢ 2 - 8 °C.
Tham do nong d khang khudn ciia ché pham TAD
- Chuén bi dung dich pha lodng ché phdm TAD va huyén dich 02 loai vi
khuan:

Tir 6ng nghiém gbc chira ché pham TAD (1 g/ml), pha lodng v&i nudc
cat dé duoc cac dung dich c6 néng do 0,1, 0,05, 0,02 va 0,01 g/ml.
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Pha huyén dich chra vi khuin ching chuan tir khuin lac thuin nuodi
trong moi truong thach dinh dudng dén khi dat d6 duc twong duong 0.5 d6
McFarland (108 vi khuan/ml). Cdy chuyén vi khuan sang méi truong Mueller
Hinton.

- Panh gia tac dung khang khuan bang phuong phap duc 16 thach: Tir khuan
lac thuan, pha huyén dich vi khuan ndng do 108 vi khuan/ml (cdy chuyén vao
2ml nudc cat vo trung), diéu chinh do duc cta huyén dich vi khuin twong
duong d6 duc chuan 0,5 McFarland. Hat 100 ul huyén dich vi khuan, d6 1én
bé mat thach Mueller- Hinton, dan déu vi khuan trén dia moi truong, lan luot
duc cac 16 nho cao trén moi truong, dé & nhiét do phong trong 30 phut, roi dé
ti am 37°C. Sau 24 gid, do vong tc ché vi khuan bang thuéc kep Panme co
d6 chinh xac 0,1 mm. Pudng kinh vong trc ché vi khuan dugc tinh bang gia
tri trung binh giira 3 an thir nghiém.
Xac dinh MIC cua ché pham TAD
- Chuén bi dung dich pha lodng ché pham TAD va huyén dich 02 loai vi
khuan: tién hanh twong ty nhu phan Tham do & trén.
- U vi khuan trong dung dich ché pham TAD & cac nong do khac nhau trong
15 phat va 30 phdt.
- Cay 100 pl dung dich @ & trén 1én dia thach Muller — Hinton va xac dinh
noéng d6 ché pham TAD thip nhat va thoi gian G ma vi khuan khong moc
dugc (diét 99% $6 luong vi khuén).
2.3.3. Nghién civu tinh chong viém, giam ngira ciia ché phim TAD
2.3.3.1. Phirong phdp gdy mé hinh nghién ciru tinh chong viém
*Mo hinh gay viém tai cdp bang dau croton

Mo hinh viém cap bang dau croton trén tai chudt nhat tring dugc st
dung trong nghién ctru nay. Hoat chét chinh cta dau croton 1a chat hiru co

dugc goi 1a phorbol [61]. Co ché gay kich umg da ciia dau croton dugc giai
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thich thong qua Phospholipase A2 (PLA2). Dau croton 1am ting hoat tinh cua
PLA2 dan tdi tang tao acid arachidonic va sau d6 1a cac yéu to lién quan t6i
qua trinh viém nhu leucotrien va prostaglandin. Co ché gay kich tmg da cta
dau croton c6 sy tham gia hoat hoa ciia hai hé enzym 13 Cyclooxygenase
(COX) va Lipooxigenase (LOX) [62],[63]. M6 hinh niy dd duoc nhiéu nha
nghién ctru trén thé gidi sir dung dé danh gia tac dung chéng viém cia céc
thudc hodc duoc chat [64],[65],[66].

Mo hinh giy viém & tai chudt nhit tring boi dau croton dugc tién hanh
dua theo mo hinh do Tubaro va cong sy da dua ra (1985) [67].

Chuan bj dau croton: Pha 40 mg diu croton vao 2 mL aceton (nhu vay
trong mdi 20 uL hdn hop s& chira 0,4 mg dau croton).

Mit ngoai va mat trong cua tai chudt dugc bodi 20 uL dung dich dau
croton (trong aceton) dé gy mo hinh viém tai (mdi mat 10 pL), tién hanh
viéc boi dung dich dau croton bang pipet.

Chuot nhat tréng duoc chia ngﬁu nhién thanh 4 16, mdi 16 10 con, dugc
gay mo hinh ¢ tai phai va dung thudc nhu sau:

- Lo 1 (Mo hinh): Bdi croton + Khong boi thude gi vao tai PHAI

- Lo 2 (Clobetason): Boi croton + Boi clobetason liéu 0,02 g/lan, bdi 2 1an ¢
tai PHAI sau khi gdy mo hinh 1 gio va 3 gio.

- L& 3 (TAD2): B6i croton + Boi TAD liéu 0,2 mL/Ian, bdi 2 1an ¢ tai PHAI
sau khi gdy mo hinh 1 gio va 3 gio.

- L6 4 (TAD3): Béi croton + Boi TAD liéu 0,2 mL/lan, boi 3 1an & tai PHAI
sau khi gady mo hinh 1 gi0, 3 gid, va 5 gio.

O tét ca cac chudt, tai phai dugc boi thude thir tai thoi diém sau khi bdi
croton 1 gid va 3 gio, tai trai khong gdy mo hinh va khong boi thube gi. Trudc
khi gy mo hinh bang dung dich dau croton (trong aceton), chudt duoc do

chi€u day tai & tat ca cac 16. Bo chiéu day tai tai vi tri sat dinh cua tai cach xa
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chop sun vanh tai. Chi mot nghién ciru vién tién hanh do chiéu day tai dé han
ché sai sd.

Do day tai chudt dugc do lai tai cac thoi diém sau khi béi croton 1, 3, 5
(do ngay trude khi boi thudc) va 6 gio.

6 gid sau khi gdy mo hinh, giét chudt bang cach lam chéch dét séng co,
dung dung cu sinh thiét c6 dudng kinh 7 mm dé cit phan trung tdm tai chudt
dé xé4c dinh can nang. Su chénh l&ch trong lugng gifra tai trai va phai ctia
cing mot chudt duge danh gia 1a mic d6 phu né (E). Mtc d6 tc ché viém
(1%) & mdi 16 duoc tinh theo cong thirc sau:

1% = (Econtrol — Etreated) + Econtrot X 100
Trong d6: Econtror: mitc do phit né ctia nhom mé hinh
Etreated: murc d§ phu né cta nhém dugce boi thude

So sanh mirc do phu né va trc ché viém giira cac 16 dé danh gia két qua.
2.3.3.2. Phuong phap nghién ciru tinh giam ngua
*M5 hinh gdy ngtra bang compound 48/80
Pha compound 48/80: 10 mg compound + NaCl 0,9% = vira ¢a 10 mL dung
dich compound 48/80 nong do 0,1%.
Phuong phap gady mé hinh: tiém dudi da gay chudt dung dich compound
48/80 ndéng do 0,1% vai thé tich 0,1 mL/chudt (100 pug compound/chudt)
[68],[69].
Chuot nhat tréng, duoc chia ngﬁu nhién thanh 5 16, mdi 16 10 con.

Bing 2.10. Bing ddnh gid so lan gdi ciia chudt

STT | Boi thude Bdi thudc Tiém dwéi da gay

1 Chuing sinh hoc Nudc NaCl 0,9%

2 Mo hinh Nudce Compound 48/80

3 Chung duong Clobetason 0,029/ 1an, bdi | Compound 48/80
2 lan, khoang cach gifra
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STT | Boi thude Béi thudc Tiém duéi da gay

cac lan boi 1a 3 gio

Ché pham TAD 2 | Ché pham TAD 0,2mL/ | Compound 48/80

lan, boi 2 lan, khoang

) cach giita cac 1an boi 1a 3
gio
Ché pham TAD 3 | Ché pham TAD 0,2mL/ | Compound 48/80
. lan, bdi 3 lan, khoang

cach gifta cac lan boi 1a 3

gio

Chudt duge diing mau thtr lién tuc trong thoi gian 5 ngay.
- Dang thudc boi: Chudt duoc cao 16ng ving da gay dé boi miu thir véi dién
tich 1,5 cm? trude khi tién hanh nghién ciu 24 gio.

Ngay thtr 5, sau khi dung mau thir 1an cudi 30 phat, chudt & cac 16 2-5 duoc
tiém dudi da gy dung dich Compound 48/80 ndng dd 0,1% véi thé tich 0,1
mL/chudt, chudt 16 ching sinh hoc dugc tiém dudi da gay dung dich NaCl
0,9% véi thé tich twong ty. Ngay sau khi tiém, chudt duoc dua vao cac 1ong
quan sat dé dém sd 1an gai cua chudt trong thdi gian 30 phat (0-5 pht, 5-10
phut, 10-15 phat, 15-20 phat, 20-25 phat, 25-30 phat) [70],[71],[72].
Chi sb6 danh gia: thoi diém gai dau tién, sé lan gdi trung binh tai tirng thoi
diém, sé lan gdi trung binh trong 30 phit duoc so sanh giira cac 16 dé danh
gia tac dung giam ngtra ctia thudc thir.
2.4. Pia diém nghién ciu

Nghién cuu tinh kich tng da dugc thuc hi¢én tai phong thi nghiém Bo
moén Dugc 1y va Vién Nghién ctru Y Duoc cb truyén Tué Tinh, Hoc vién Y

Duoc hoc ¢o truyén Viét Nam.
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Nghién ctru tinh chdng viém giam ngira tai phong thi nghiém B6 mén
Duoc ly, Pai hoc Y Ha No6i

Nghién ciru tinh khang khuan phong thi nghiém B mén Vi sinh — ky
sinh tring, Hoc vién Y Duoc hoc ¢d truyén Viét Nam.
2.5. Thoi gian nghién ctru

Dy kién tir ndm 5/2024 dén 9/2024
2.6. Céc bién s6 va chi s6 trong nghién ciru
2.6.1. Cdc bién sé va chi sé trong nghién ciru tinh kich vng da cia ché
pham TAD

- Ban do trén da

- Phui né trén da

- Hinh anh giai phau bénh khang dinh ton thuong
2.6.2. Cdc bién sé va chi sé trong nghién civu tinh khdng khudn ciia ché
pham TAD

- Puong kinh vong khang khuan (mm)

- S6 luong khuan lac (CFU/mI)
2.6.3. Cdc bién so va chi so trong nghién cibu tinh chong viém, giim ngira
ciia ché phdm TAD

- b§ day tai chudt.

- Khdi lugng tai chuot.

- Mre dd e ché viém.

- Thoi diém gai dau tién.

- S 1an gdi trung binh tai timg thoi diém.

- S6 lan gai trung binh trong 30 phiit.
2.7. Phwong phap phan tich va xir Iy s6 liéu
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S liéu duoc nhap bang phan mém Excel 2007— Microsolf, xir Iy bang
phan mém SPSS 20.0. S4 lidu duoc biéu dién dusi dang X + SD. Kiém dinh
cac gid tri bang test t — Student, test t ghép cip, test ANOVA 2 chiéu.

Sy khéc biét c6 ¥ nghia théng ké khi p < 0,05.
2.8. Sai s6 va cach khong ché sai s6

Pé han ché céc sai s6 trong qua trinh nghién ctru, nghién ctru nay thuc
hién mot sb quy dinh vé dong vat dung cho thir nghi¢m nhu sau:

Tho ca hai giéng, khoé manh, trong luong 1,8-2,5 kg, dugc nudi trong
diéu kién day du thic an va nudc udng tai phong thi nghiém tir 5 -10 ngay
trudc khi nghién ciru va trong sudt thoi gian nghién ctru.

2.9. Dao dirc nghién ciru

Nghién ctru dugc thuc hién vdi muc dich xac dinh tinh kich ung, khang
khuan va chéng viém, giam ngtra ctia Ché pham TAD trén thuc nghiém nham
muc dich danh gia tac dung duoc 1y ctia Ché pham TAD. Ngoai ra khong c6
muc dich nao khéc.

Céc s6 liéu thu nhap trong nghién ctru 12 hoan toan trung thuc, c6 do tin
cay va chinh x4c.

Nghién ctru da dugc thong qua boi Hoi déng khoa hoc cua Hoc vién Y

duoc hoc ¢b truyén Viét Nam.
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Ché pham TAD
dat ti€u chuan

— 1

Danh gia
tinh kich
ung da cua
Ccao

Két qua trén thyc nghiém va xu ly

.

Danh gia banh gia
kha nang kha nang
chong viém, khang
giam nglra khuan
cua cao cua cao

sO liéu

Két luan

So d6 2.1. So' d6 quy trinh nghién ciru
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Chuong 3

KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Panh gia tinh kich ng da ciia ché pham TAD
Trong subt thoi gian theo ddi, tai cac thoi diém sau khi dit thude 1, 2, 4, 6 va
24 gio, ving da dit mau thir van binh thuong, khong c6 dau hiéu ban do,
khong bi kich tng, khéng phu né hay viém. Sau khi boc mau thir, ving da dat
chét thir c6 mau nau vang, nhung da nguyén ven, lanh lan, khong c6 biéu hién
sung tiy, do hay viém nhiém. Da hoan toan khoe manh. Vung da dit chit thir

va vung da chung tuwong tu nhau (hinh 3.1-3.5).

Hinh 3.1: Da tho s6 3 Hinh 3.2: Da tho 2 Hinh 3.3: Da thé6 5

sau 1 gio diit mAu thir  sau 2 gio dit miu thir  sau 4 gio dit miu thir
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Hinh 3.4: Da tho 1 sau 6 gio- dat ~ HInh 3.5: Da thé 6 sau 24 gio dat
mau thir mau thir

Nhan xét: Ca 6 tho déu c6 ving da dat mau thir lanh 13n, khong viém, khong
sung tay, khong kich tng hay ban do. Vung da dit mau thir va ving da dit
nudc cat trong ty nhau.
Vay sau khi thr nghiém tac dung kich tmg da tho ciia Ché pham TAD véi lidu
2,0 g dugc ligu, dat trén dién tich da 2,5 x 2,5 cm nhan théy, da thé hoan toan
binh thudng, khoe manh, khong bét cr biéu hién di tng hay viém nao trong
sudt thoi gian dit mau 24 gio. Ché pham TAD an toan véi da tho & mirc lidu
da thu nghiém.
3.2. Panh gia tinh khang khuin ciia ché pham TAD
3.2.1. X&c dinh hoat tinh khang khudn in vitro ciia ché phim TAD trén 2
chiing vi khudn

*Staphylococcus aureus ATCC 6538
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Hinh 3.6: Nong dd pha lodng 1x Hinh 3.7: Nong dd pha lodng 10x

Hinh 3.8: Nong dd pha loing 20x Hinh 3.9: Nong do pha loiing 50x

Hinh 3.10: Nong d6 pha lodng 100x
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Bdng 3.1. Nong d¢ khang khudn ciia ché pham TAD déi véi chaiing vi
khudn Staphylococcus aureus ATCC 6538

STT Nong d6 ché phim TAD Puong kinh khuéch tan vong
(g/ml) khang khuén (mm)
1 Ché pham gdc 1g/ml 27,10 +0,707
2 0,1 25,05 + 0,289
3 0,05 15,95 + 0,2889
4 0,02 12,67 £ 0,381
5 0,01 8,20+0,5

Ché pham TAD c6 kha ning khang Staphylococcus aureus ¢ tat ca cac
noéng do. Puong kinh vong v6 khuan giam dan khi nong d¢6 TAD giam xudng.
Puong kinh vong khang khuan 16n nhat 1a 27,10 £ 0,707 mm (ndng do 1
g/ml), 16n hon, c6 y nghia thong ké so véi cac ndng do con lai (P < 0,05) va
nho nhét 12 8,2 + 0,500 mm (ndng d6 0,01 g/ml).

* Streptococcus mutans ATCC 35668

Hinh 3.11: Nong d6 pha lodang 1x  Hinh 3.12: Nong d¢ pha loang 10x
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Hinh 3.13: Nong d6 pha loiing 20x

Hinh 3.14: Nong d6 pha loing 50x

Hinh 3.15: Nong d6 pha lodng 100x

Bing 3.2. Néong d¢ khang khudn ciia ché pham TAD déi véi chiing vi
khudn Streptococcus mutans ATCC 35668

STT Nong dj ché pham TAD Puwong kinh khuéch tan vong
(g/ml) khang khuin (mm)
1 Ché pham gdc 1g/ml 28,67 + 0,661
2 0,1 26,50 £ 0,541
3 0,05 16,33 £ 0,567
4 0,02 13,10 £ 0,567
5 0,01 8,8 +0,333
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O tit ca cac nong do di tho, ché pham TAD c6 kha ning khang
Streptococcus mutans. Puong kinh vong v6 khuan ting giam ty 18 thuan véi
noéng do TAD. Pudng kinh vong vo khuan 16n nhat 6 ndng do 1 g/ml (28,67 +
0,661 mm), 16n hon c6 ¥ nghia thdng ké so véi cac ndng do con lai (P < 0,05)
va nho nhét & nong d6 0,01 g/ml (8,8 + 0,333 mm).

Két luan: Nhu vay budce dau da xac dinh dugc hoat tinh khang khuan in
vitro ctia ché pham TAD trén 2 ching vi Staphylococcus aureus ATCC 6538;
Streptococcus mutans ATCC 35668 & tat ca cac nong do thir va c6 kha nang
khang dén ndng d6 0,01 g/ml.

3.2.2. Xac dinh nong dé irc ché téi thiéu (MIC) ciia ché pham TAD
trén 2 chiing vi khudn
*Staphylococcus aureus ATCC 6538

Hinh anh vi khuan Staphylococcus aureus ATCC 6538 & cac nong do ché pham
1x, 10x, 20x, 50x, 100x trong 15 phut va 30 phut.

-

Hinh 3.16: Nong dé cao 1x u trong 15 phut va 30 phit
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Hinh 3.19: Nong dé cao 50x i trong 15 phit va 30 phiit
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Hinh 3.20: Nong dé cao 100x 1 trong 15 phiit va 30 phit

Bdng 3.3. Nong dg e ché téi thiéu ciia ché pham TAD déi véi chiing

vi khudn Staphylococcus aureus ATCC 6538

STT Nong d9 ché pham TAD K&t qua vi sinh vat con séng sau

(g/ml) thoi gian & (CFU/mI)
Thoi gian u 15| Thoi gian a 30
phat phat
1 Ché pham gbc 1g/ml 0 0
2 0,1 0 0
3 0,05 0 0
4 0,02 34,5 x 102 19,5 x 107
5 0,01 56,5 x 102 27,2 x 102
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Ché pham TAD c6 kha nang diét 100% vi khuan Staphylococcus aureus
ATCC 6538 ¢ cac nong do 0,05, 0,1 va 1 g/ml véi thoi gian 1 15 va 30 phat. O
nong d6 pha lodng 0,02 va 0,01 g/ml, TAD khong con kha niang diét khuan
hoan toan. MIC cua ché pham TAD dbi vai Staphylococcus aureus ATCC 6538
& 15 phat va 30 phut o déu 1a 0,05 g/ml.

*Streptococcus mutans ATCC 35668
Hinh anh vi khuan Streptococcus mutans ATCC 35668 & cac ndong do ché pham
1x, 10x, 20x, 50x%, 100x trong 15 phat va 30 phut.

Hinh 3.22: Nong dé cao 10x i trong 15 phiit va 30 phut
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-

Hinh 3.25: Nong d cao 100x w trong 15 phut va 30 phiit
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Bdng 3.4. Nong d¢ rc ché téi thiéu ciia ché pham TAD déi véi chiing
vi khudn Streptococcus mutans ATCC 35668

STT Nong d¢ ché pham TAD | K{¢ qua vi sinh vat con séng sau

(g/ml) thoi gian & (CFU/mI)
Thoi gian 4 15| Thoi gian b 30
phut phut
1 Ché pham gdc 1g/ml 0 0
2 0,1 0 0
3 0,05 0 0
4 0,02 39,2 x 10? 22,4 x 102
5 0,01 60,5 x 102 35,7 x 102

O cac nong @6 0,05, 0,1 va 1 g/ml, ché pham TAD c6 kha niang diét
100% vi khuan Streptococcus mutans ATCC 35668 véi thoi gian u 15 va 30
phat. Hai nong d6 0,01 va 0,02 g/ml khong c6 kha ning diét khuan hoan toan
& ca thoi gian u 15 va 30 phut. MIC cia ché pham TAD ddi véi chung
Streptococcus mutans ATCC 35668 ¢ 15va 30 phdt u déu 1a 0,05 g/ml.

Két luan: Nhu vay ta di xac dinh duoc nong do khang khuan tdi thiéu
(MIC) cua ché pham TAD trén 2 chang vi Staphylococcus aureus ATCC 6538;
Streptococcus mutans ATCC 35668 ¢ thoi gian ¢ 15 phit va 30 phat déu la
0,05g/m.
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3.3. Ddnh gid tinh chéng viém, giam ngiva ciia Ché phiam TAD
3.3.1. Tdc dung chong viém tai cdp do diu croton

Bing 3.5. P$ day trung binh ciia tai chudt trwéc va sau khi boi dau croton

Lo Trwéc boi Sau bdi croton
nghién ctru croton 1 gio 3 gio 5 gio 6 gio
. 0,26 £0,03 | 0,40+0,04 | 0,42 +0,03 | 0,41 £0,02
Mo hinh 0,19+ 0,01
(a) (@) (@) ()
0,27 +0,03 | 0,38+0,04 | 0,33+0,03 | 0,33+0,03
Clobetason | 0,19 + 0,02
(@) (@ (@***) (@**)
0,26 £0,02 | 0,41 +£0,04 | 0,38 +0,04 | 0,36 +0,02
TAD2 0,19 £ 0,01
(a) @ (a*##H) (@***#)
0,28+0,03 | 0,38+0,04 | 0,38+0,03 | 0,34 +£0,02
TAD3 0,19+ 0,01
(a) @ (a**##) (@***$)

S6 liéu dwoc biéu dién dwdi dang X + SD (mm)

4<0,001 so véi thoi diém trede béi croton (paired samples t-test)

*0<0,05; ***p<0,001 so voi 16 mé hinh (Student’s t-test)

#p<0,05; ##p<0,0] so voi 1o boi clobetason; $p<0, 05 so voi 16 TAD2 (Student’s t-test)

——M6 hinh Clobetason TAD2 TAD3
0,50

0,45 j
0,40

0,35 /g
0,30

0,25

0,20 =
0,15

0,10

0,05

0,00

— e
—— = —J>—4

Do day (mm)

Trudc boi 1 gio 3 gio 5 gio 6 gio
croton

Sau boi croton

Biéu dé 1. Sw thay doi dp day tai chuét theo thoi gian trong 6 gio
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Bang 3.5 va Biéu d6 1 trinh bay s6 liéu vé d6 day trung binh cua tai chudt
trudc va sau khi boi dau croton. Clobetason thé hién hiéu qua chdng viém cap
t6t théng qua tac dung lam giam dang ké d6 day tai chudt sau khi boi 2 1an
cach thoi diém boi croton 1 gid va 3 gio. Tac dung chéng viém tuong tu cling
dugc quan sat théy v6i cac 16 béi TAD, hiéu qua cling dugc thé hién sau khi
boi TAD hai 1an cach thoi diém béi croton 1 gio va 3 gio. Bén canh do, hi¢u
qua ctia TAD duoc ting cudng thém khi boi thém mdt 1an nita cach thoi diém
bdi croton 5 gio, nhan dinh nay dua trén d6 day tai chudt tai thoi diém 6 gio

sau boi dau croton ¢ 16 TAD3 nhé hon c6 y nghia thong ké so vdi 16 TAD2

v6i p<0,05.
Bing 3.6. Mirc dp trc ché viém ciia Ché phim TAD sau 6 gio béi diu croton
Trong lugng (mg) Murc do
L6 nghién ctru _ . o Muc tang tic ché
Tai phai Tal trai N
trong luong@ | viém (%)
L6 1: M6 hinh 37044 21,1+3,0 15,95 + 2,33
L0 2: Clobetason | 25,1 +6,2*** | 19,0+£19 | 6,10 £553*** | 61,76
L6 3: TAD2 31,3+6,3** | 20,629 10,69 £ 8,01 32,98
L6 4: TAD3 30,9 +6,1* 20,3+2,2 | 10,53 +5,49* 33,98
*p<0,05; “p<0,001 so véi I6 mé hinh (Student’s t-test)

#p<0,05 so véi 16 béi clobetason (Student’s t-test)

@Mirc tang trong lrong = Khéi lwong tai phai — Khoi leong tai trdi

S6 liéu Bang 3.6 cho thay:

- Clobetasol ¢6 hiéu qua chdng viém rd rét, thé hién ¢ tac dung lam giam
dang ké mirc tang trong luong tai so v&i 16 mo hinh (p < 0,001). Mirc d6 tc
ché viém cuia clobetason so v6i 16 md hinh 1a 61,76%.

- Muc tang trong lugng tai chudt ¢ hai 160 boi TAD cé xu hudng giam, su
khac biét so v6i 16 md hinh dugc quan sat thiy véi 16 boi TAD ba lan voi p
< 0,05. Mirc d6 trc ché viém ctia hai 16 boi TAD hai ldn va ba lan so véi 16
m0 hinh 1an luot 14 32,98% va 33,98%.
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3.3.2. Pdnh gid tic dung chong ngiva

1000 -
2 800 -
E
S 600 -
c
c 400 -
8
(@)}
% 200 - I
£ 1 I I
0 I I I 1

Chang sinhhoc Mo hinh - Clobetason ~ TAD2 TAD3

*p<0,05 so véi chirng sinh hoc (Student’s t-test)

Biéu dé 2. Thoi diém khéi phdt con ngira dau tién

Biéu d6 2 biéu dién thoi diém khoi phat con ngira dau tién ctia chudt ¢ cac 16
nghién ctru. Chudt & cac 16 duoc tiém dudi da gay compound 48/80 xuat hién
ngtra sém hon dang ké so véi chudt 16 chimg sinh hoc duoc tiém dudi da gay
NaCl 0,9%. So v6i 16 mé hinh, clobetason c¢6 xu hudéng kéo dai thoi diém
khoi phat con ngura, tuy nhién sy khac biét 1a chua c6 ¥ nghia théng ké. TAD
b6i 2 1an (16 TAD2) va boi 3 lan (16 TAD3) déu chua thé hién tac dung tri

hoan thoi diém khoi phat con nglra so voi 16 mé hinh
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Bdng 3.7. Anh huéng ciia TAD dén sé lin gdi ngira trung binh

ciia chugt nhit tai tirng khodng thoi gian quan sdt

S6 1an gii (s6 14n/5 phut)

L0 chugt
(n = 10) 0-5 >5-10 | >10-15 | >15-20 | >20-25 | > 25-30
phat phat phat phat phat phat
L61 060+ | 080 0,30 + 020+ | 1,30+
Chung sinh hoc ° 0,70** | 1,62** 0,67** | 0,63*** | 1,49**
L6 2 10,50 | 8,60+ | 8,20+ 5,90 + 730+ | 7,90+
M& hinh +7,04 | 7,37 5,39 5,20 4,55 5,20
Lo 3 380+ | 390+ | 350% 4,00 = 410+ | 3,20
Clobetason 4,24* | 3,07 2,72*% 3,56 4,89 3,01*
Lo 4 890+ | 10,70+ | 6,50 % 6,10 £ 7,70+ | 540+
TAD2 4,91% | 4,08%# 4,79 4,28 521 3,57
L6 5 6,40+ | 830+ | 8,40% 7,10 £ 690+ | 510+
TAD3 3,66 4,64* 4,40% 3,81 3,38 4,86

“p<0,05; p<0,01 so véi 16 mé hinh (Student’s t-test)

#p<0,05; ¥ p<0,001 so voi 16 béi clobetason (Student’s t-test)

Két qua ¢ Bang 3.7 va Biéu do 2 cho thay:

- B6i clobetason c6 xu huéng 1am giam sb lan gii cua chudt so véi 16 mod

hinh & tat ca cac khoang thoi gian danh gia, mirc giam c6 ¥ nghia thong ké

dugc quan sat rd nhat tai cac khoang thoi gian 0-5 phdt, 10-15 phut, va 25-

30 phit (p<0,05).

- Cao long TAD thé hién hi€u qua lam giam so lan gai cua chudt so voi 16

mo hinh kém hon tai cac khoang thoi gian quan sat (p>0,05).
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nhdt trong 30 phiit
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Quan sat Biéu do 4 nhan thay:

Chudt & 16 chimg sinh hoc c6 téng sb 1an gii trong 30 phut dao dong chu
yéu trong khoang 1-5 14n, sb 1an gi nhiéu nhét va it nhat tuong tng 12 9 va
0.

Chudt ¢ 16 md hinh khong duogc diéu tri gi co tong sé 1an gii trong 30 phit
dao dong chu yéu trong khoang 37-60 1an, s6 14n gii nhiéu nhat va it nhét
tuong img 1a 71 va 20.

Chudt & 16 boi clobetason vao ving da gay c6 tong s6 1an gii trong 30 phut
dao ddng chu yéu trong khoang 16-31 1an, s6 1an gii nhiéu nhat va it nhat
tuong img 1a 42 va 02.

Chudt & 16 TAD2 duoc boi TAD hai lan/ngdy vao ving da gay cé tong sb
lan gai trong 30 phut dao dong chii yéu trong khoang 38-56 lan, so lan gai

nhiéu nhat va it nhat twong tng 13 61 va 15.
Chudt ¢ 16 TAD3 dugc boi TAD ba lan/ngdy vao ving da gay c6 tong so lan
gii trong 30 phit dao dong chu yéu trong khoang 39-49 lan, s6 1an gai nhiéu

nhat va it nhat tuong tng 1a 60 va 10.

Bdng 3.8. Anh hwéng ciia thuéc thiv dén tong sé lin gii trung binh

ciia chugt nhit trong 30 phat

Lo nghién ciru (n = 10) S6 1an gii trung binh
L0 1 (Chirng sinh hoc) 3,20 + 3,29***
L6 2 (MG hinh) 48,40 £ 16,65
L6 3 (Clobetason) 22,50 £ 13,90***
L6 4 (TAD2) 45,30 + 13,97
L6 5 (TAD3) 42,20 + 13,96%

®4%n<() 001 so véi 16 mé hinh (Student’s t-test); #p<0,01 so véi 16 béi clobetason (Student’s t-test)
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Két qua Bang 2 cho thay, clobetason va ché phdm TAD déu c6 xu hudéng 1am
giam s6 1an gai trung binh trong 30 phut so v6i 16 md hinh, sy khac biét co y

nghia thong ké dugc quan sat thiy véi 16 boi clobetason (p<0,001).
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Chuong 4
BAN LUAN
4.1. Vé tinh kich vng da ciia Ché pham TAD

Mubn ap dung mot loai thudc mai vao diéu trj cho nguoi bénh, trude tién
can phai xac dinh tinh an toan ctia thuc. Ché pham TAD 1a ché pham duong
ngoai, dung dé diéu tri bénh viém da co dia. Dé ¢6 co sé khoa hoc khi st
dung ché pham dudi dang cao long trong diéu tri, ching toi da tién hanh
nghién ctru tinh kich ung da, nham danh gi4 tinh an toan. Pong thoi nghién
ctru tinh khang khuan, chéng viém, giam ngira cia Ché pham TAD trén thuc
nghiém.

Nghién ctru tinh kich tng da trén dong vat thuc nghiém la mot phﬁn
nghién ciru rat quan trong trong qua trinh phét trién thudc méi. Cac két qua tir
nghién ctru tinh kich ung da s& cung cip bang chimg cho tinh an toan trudc
Khi sir dung trén nguoi va 1a co so dé tinh liéu dung trén 1am sang.

Nghién ctru tinh kich tng da cta thudc duoc tién hanh trén tho tring
theo huéng dan cua Bo Y té va OECD 404.

4.1.1. Lwa chon dong vat nghién ciru

Trong nghién ciru danh gia kich ng da thudng dugc khuyén cdo nén
tién hanh trén da c6 tinh min cam cao. Da thé mong va nhay cam nhat trong
cac loai dong vat, mong va dé kich ung hon da nguoi [73].

Céc nghién ctu vé doc tinh trén da duogc thuc hién trén dong vat co
nhiéu 16ng (d6ng vat gim nham / tho) c6 16p biéu bi twong ddi mong so véi
nguoi. Nhin chung, da nguoi va da linh truéng khong phai ngudi dugce cho la
it thAm cac chat thir nghiém hon nhiéu so véi da tho va / hodc dong vat gam
nhim. Can luu y két qua thu duoc ¢ tho khong phai lic nao ciing du doan

duoc phan tng clia con ngudi vi da tho dé bi kich tmg boi cac tac nhan hoa
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hoc hon da ngudi [73]. Do vay, khi tinh kich tng trén da thé bang 0 thi gan
nhu chic chin trén da nguoi s& twong tu.
4.1.2. Chudn bi dpng vt nghién ciiu

Pong vat thir nhiém nhu chudt, tho... co 16p da day doi hoi cao long
truée khi cho tiép xuc véi thudc nghién ctru, didu ndy c6 thé lam tiang kha
nang tiép xuc va doc tinh toan than. Nén st dung téng do dién, ngoai ra c6 thé
str dung tai chd cac chat hoa hoc lam rung 16ng gitip mang lai bé mit da min
mang va khong c6 1ong. Tuy nhién, Sy rung 16ng do hoa chit & dong vat co
16p biéu bi twong ddi mong co6 thé 1am mat hodc giam 16p sing, khién da nhay
cam hon véi cac tic nhan bdi ngoai da. N6 ciing co thé dan dén viée tiép xtic
toan than véi cac hop chat dugc dung tai chd cao hon dang ké so v4i ving da
bi cat [73]. Trong nghién ctru, khong tién hanh st dung héa chat lam rung
16ng.

pé ngan chdn vi¢c dong vat liém, nudt va bat chude viée st dung 1am
sang cac cong thirc thir nghiém trén da, vi tri tng dung thuong bé mit lung
ctia dong vat, sau do bang kin hodc cd dinh bang bang dinh... dé cb dinh gac
tai chd. Viéc quén than hodc co thé qua chat cé thé dan dén nhitng hau qua
khong luong trude duoc [73]. Trong nghién ciru, sau khi dit 16p gac tam ché
pham TAD, ching tdi chi ¢ dinh gac can than bang bang dinh khong gay di
ung.
4.1.3. Két qud chi sé kich trng da

Trong nghién ctru, tit ca cac tho & cac giai doan déu khong c6 hoat dong
bat thuong; vung da thé tiép xtic voi thube khong co biéu hién tao ban do, tao
vay hodc viém phu né. Nhu vay, tong sé diém kich tmg da bang 0, twong tng
v6i loai kich ing da khong dang ké.

Ban d6 duoc dinh nghia 1a dé da hodc niém mac, khi an vao thi bién mat,
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tha ra thi xudt hién trd lai. bay 1a mdt trong nhiing biéu hién chinh cta kich
tmg da do hoa chit. Nguyén nhan do chat thir 4p dung trén bé mat da xam
nhap vao 16p stmg va gy pha huy cac 16p bén dudi cac té bao simg. Té bao
stng ton thuong giai phong chét trung gian viém hoat dong trén cac té bao 16p
trung bi, dac biét 1a 16p dém va 16p ndi mac mach mau. Xuét hién gian mach
va tang tinh thdm thanh mach boi sy thay d6i ndi mé mach mau, dic biét 1a &
mao mach lam ting luu lugng mau (xung huyét) gay ban d6 [73]. Dé tranh sy
danh gia cha quan, anh hudng béi mau sic da, da bong vay do d6 khi danh
gia va ghi nhan ban d6 can tir mot ngudi trd 1én.

Két qua ciing cho thdy khong ghi nhan bat ctr phan ung tao vay da nio
trén tat ca tho thuc nghiém & cac thoi diém nghién ctru. Vay da duoc hinh
thanh dé ngin ngira sy tién trién cta ban do va xuat hién ¢ phan ing muc do
ban d6 nghiém trong (do tiy) nén khong ghi nhan vay da 1a hop 1y.

Phu né duge dinh nghia 1a su sung Ién so véi viung da ké can, cling la
mot biéu hién chinh cua kich tmg da [73]. Phu né c6 cung co ché véi ban do,
sy gian mach va tang tinh thAm thanh mach lam tdng thoat dich vao cac mo
co thé va gy biéu hién phu né. Két qua dong thoi cling cho thay khong c6 cac
biéu hién thay ddi khac (thay ddi mau sic da, mun nudc, bong nudc, kho
da...) trén da tho tai cac ving da dit mau thir trong thoi gian quan sat.

Két qua danh gia tinh kich tng da ché pham TAD rat quan trong ddi voéi
mot ché pham dung trén da dé diéu tri viém da co dia, viéc sitr dung cac ché
pham diéu trj c6 d6 kich ung khong phu hop khong chi giy dau dén, khé chiu
cho bénh nhan, ma con c6 thé giy ra ton thuong thém tinh trang cic ton
thuong.

4.2. Vé tinh khang khuan ciia Ché pham TAD

VDCP c6 thé boi nhiém virus herpes, vi khuan nhu lién cau, tu
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cau.Mot sd truong hop boi nhidm tén thuong da tai chd khong duge diéu tri
kip thoi ¢ thé gay nhiém khuan huyét, viém cau than,...[1]. Vay nén t6i lya
chon nghién ciru tinh khang khuan ctia ché pham TAD trén 2 ching vi khuan
la Staphylococcus aureus (tu cau vang) va Streptococcus mutans (lién cau) nham
d4nh gia tac dung ctia ché pham TAD véi cac trudng hop VDCP ¢6 nhiém khuan.

Vé tac dung khang khuan dugc nghién ciru bang phuong phap khuéch
tan giéng thach va dém khuan lac, 1a phuong phap pho bién hién nay véi uu
diém don gian, chi phi thap, cho két qua nhanh chong, kha ning khang vi
khuan duoc thé hién qua duong kinh vong tic ché vi khuan.

Phuong phap khuéch tan giéng thach (Agar well diffusion method) Ia
phuong phap dugc sir dung rong rii dé danh gia hoat tinh khang khuén cta vi
sinh vat. Hoat tinh khang khuan cta nhitng dong phan lap duoc tinh bang
vung vo khuan quanh miéng giéng trén dia [55].

Sau nghién ciru, ta thidy ché phim TAD cé kha ning khang ching
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ¢ tat ca cac nong do. Puong kinh giam dan
khi ndng d6 ché pham giam xudng. Puong kinh vong khang khuan 16n nhat 13
27,10 mm (Ché pham gdc) va nho nhat 1a 8,2 mm (ndéng d6 0,01 g/ml). Viy &
noéng do goc va nong d6 0,01 g/ml thi ché pham TAD c6 kha ning khang
khuan Staphylococcus aureus 1a tot nhat.

Nghién ctru vé& Pai hoang ¢6 két qua thir nghiém trai dia trong dng thir nghiém
da tim thay 11,02 pg/dia hdn hop rin c6 viing tic ché trung binh 14 8,13 + 0,05 mm
ddi véi Staphylococcus aureus ATCC 29213 [74].

Nghién ctru vé kha ning khang khuan ctia tinh du tir cay sa chanh ctia Nguyén
Thi Thanh Mai, Tran Bao Tram va cac cong su cho thay dudng kinh khang khuan
cta tinh dau sa chanh véi Staphylococcus aureus 16n nhat [a 16,5, nho hon so voi ché
pham TAD.
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Nghién ctru vé hoat tinh khang khuan ctia tinh dau bach dan tht sinh cta Phing
Thi Lan Huong va cac cong su cho thay duong kinh khang khuan ctia tinh dau bach
dan voi Staphylococcus aureus 16n nhat 1a 23, it hon so véi ché pham TAD [55].

Ché pham TAD c6 kha nang khang chung vi khuan Streptococcus mutans
ATCC 35668 ¢ tit ca cac nong do. Puong kinh giam dan khi ndng do cao
giam xubng. Pudng kinh vong khang khuan 16n nhét 1a 28,67 mm (Ché pham
gbc) va nho nhét 1a 8,8 mm (noéng d6 0,01 g/ml). Vay & néng do gdc va nong
d6 0,01 g/ml thi ché pham TAD cé kha ning khang khuan Staphylococcus
mutans 13 tot nhat.

Viay ¢6 thé ndi ché pham TAD s& dat hiéu qua cao trong diéu tri VDCD va
khang khuan ot voi Staphylococcus aureus va Staphylococcus mutans khi dé sir
dung ché pham gdc hodc pha lodng ché pham & ti 16 < 0,01g/ml.

Phuong phap dém khuan lac cho phép xéac dinh sé luong té bao vi sinh
vat con song hién dién trong mau. Py 1a 1 trong nhitng phuong phap tot dé
xéac dinh mat do té bao séng. Ngoai ra phuong phap nay con c6 vu diém 1a do
nhay cao, cho phép dinh luong vi sinh vat & mat do thép trong mau, duogc st
dung rong rai trong kiém nghiém vi sinh vat trong nudc, thuc phém, bénh
pham [60].

Sau nghién ctru, ta thidy ché pham TAD c6 kha ning tiéu diét 100% vi
khuan Streptococcus mutans ATCC 35668 va Staphylococcus aureus ATCC 6538
& cac nong do: 0,05, 0,1 va 1g/ml & ca hai thoi gian u 1a 15 phat va 30 phut.
Tuy nhién & nong d6 0,02 va 0,01 thi khong con kha ning diét khuan hoan toan
& ca thoi gian G 15 phut va 30 phit. MIC cua ché phim TAD d6i voi ching vi
khuén Streptococcus mutans ATCC 35668 va Staphylococcus aureus ATCC 6538
& cac nong do 1 15 phit va 30 phat déu 1a ndng do pha loang 0,05 g/ml.

Vay c6 thé noi ché pham TAD sé& dat hiéu qué cao trong diéu tri VDCP va
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khang khuan t6t v6i Staphylococcus aureus va Staphylococcus mutans khi ngam ton
thuong tir 15 phat dén 30 phut.

Nghién ctru pha ché dung dich Nano bac trong ethanol ctia Lé Thi Tuong
Vi, 2021 vé Dung dich thir nghi¢m két hop Ethanol 30,4% va Nano bac 1,53
ppm c6 kha ning trc ché hoan toan E.coli ngay khi vira tiép xtic va & moi thoi
gian 0. Pbi voi S.aureus, kha ning {rc ché c6 dugc sau khi u 15 phut [55].

Mot nghién ctru cta Sato va cong su nim 1997 da chi ra rang hop chét
xanthatin duoc phan 1ap tir L4 mong cho thiy tiém ning chdng lai manh mé
cac loai Staphylococcus aureus va Streptococcus mutans [13]. Va ¢ day Cao
tiéu viém tri doc — TAD (Ché pham TAD) c6 thanh phan L4 méng ciing dat
dugc khang khuan véi 2 chiing vi khuan trén va c6 kha nang khang dén nong
do pha loang 0,01g/ml.

Mot sb hop chat tir cdy La mong cé tac dung trc ché Staphylococcus
aureus voi duong kinh khang khuin dao dong tir 15 dén 26mm & ndng do
0,06-0,08mg/MI [75]. Vay dudng kinh khéng ctia ché pham TAD cao hon so
v6i hop chat phan lap tir La mong véi chiing Staphylococcus aureus.

4.3. Vé tinh chéng viém, giam ngira ciia Ché pham TAD
4.3.1. Tinh chéng viém

Dau croton c¢6 chira 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) va cac
ester phorbol khac 13 cac tac nhan giy kich mg manh. Dau croton thudng
dung nhu mot tdc nhan gy viém trong cdc mo hinh thyc nghiém trén chudt
nhat dé danh gia tac dong khang viém da cua cac chat/ché pham diung ngoai
[76].

Vi ¢6 hoat tinh kich Gmg ngoai da manh nén dau croton dugc sir dung
dé nghién ctru cac chat chong viém. Co ché gay kich tng da cta dau croton

dugc giai thich théng qua phospholipase A2 (PLA2). Dau croton 1am ting
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hoat tinh cia PLA2 dan t6i ting tao acid arachidonic va sau d6 1a cac yéu t6
lién quan t6i qua trinh viém nhu leucotrien va prostaglandin. Co ché gy kich
tmg da cua dau croton c6 sy tham gia hoat hoa cia hai hé enzym la
cyclooxygenase (COX) va lipooxigenase (LOX). M6 hinh nay d3 dugc nhiéu
nha nghién ctru trén thé giodi sir dung dé danh gia tac dung chong viém cua cac
thudc hodc duoc chét [28].

Mo hinh nay duoc xay dung dua trén nguyén nhan va co ché bénh sinh
ctia VDCPD, bénh c6 thé xuét hién hodc nang 1én khi BN tiép xuc véi cac di
nguyén nhu my pham, cac thudc boi, mot sé chat tiép xtc trong moi truong
lam viéc hodc sinh hoat ciling c6 thé gdy viém da. Va dua trén biéu hién 1am
sang cta bénh VDCD, bénh xuat hién voi nhiéu dot cip xen k& man tinh, giai
doan cﬁp tinh bénh c6 thé biéu hién chi 1a nhirng dat do, hodc giai doan chay
nudc, xuat tiét thi thuong ton thuong bi tdy do, phu né [28].

Clobetason (mot loai corticoid) dugc sir dung dé 1am thube doi chiing
duong. Corticoid dd duoc chimg minh 1 ¢6 tac dung manh nhét trén mo hinh
viém cép bang dau croton [28].

Nghién ctru sir dung dau croton dé thuc hién, két qua cho thay tac dung
chéng viém cua ché phim TAD khi bdi 2 1an cach thoi diém boi croton 1 gid
va 3 gio twong tu hiéu qua chong viém cua Clobetason. Tham chi, hiéu qua
ctia ché pham TAD con tang thém khi boi thém 1 1an nira cach thoi diém boi
croton 5 gio.

Sau 6 gio boi croton thu duogc két qua, mic do Uuc ché viém cua
Clobetasol so voi 16 mé hinh 13 61,76% con muc dd (e ché viém cta hai 16
bdi ché phadm TAD 2 1an va 3 1an so voi 16 mo hinh lan luot 1a 32,98% va
33,98%. Day ciing 1a két qua cd y nghia ddi v6i diéu tri bénh VDCP.

Nhu vay, voi bénh VDCD 1a mot bénh viém da man tinh hay tai phat,

néu dung thude chéng viém lau dai thi s& c6 nhiéu tac dung phu dac biét 1a
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corticoid, do vay néu sir dung 1au dai ché phdm TAD duong nhu ciing 13 mot
uu thé trong diéu tri VDCP.

Nghién ctru ciia Nguyén Manh Tuyén va cic cong sy nam 2017 c6
nghién ctru vé tinh chéng viém cua Vién nang hd trg diéu tri Eczema va Cao
dic EZ c6 dua ra Hoang ba c6 tac dung chong viém trén chudt nhit tring
[77].

Kruti M.Patel, Pratik R.Patel nghién ctru vé tinh chéng viém cua chiét
xuat 14 dang nudc ciia La mong da phat hién tac dung lam giam phu chan cia
ché pham thir trén moé hinh giy phu chan chudt céng bang carrageenin véi
lidu uéng 250 mg/kg. Chiét xuat 14 méng methanol ciing cho thay hoat dong
chéng viém dang ké (p < 0,01) trong thir nghiém gay quin dau bang acid
axetic gay ra & chudt nhat [75].

4.3.2. Tinh giam ngura

Str dung Compound 48/80 1a san pham polymer hoa ctia n-methyl-p-
methoxy-phenethylamine vi formaldehyde tir 3-6 don phan c6 vai tro 1a mot
di nguyén kich ung giai phong histamin tir t& bao mast, tir d6 kich thich té bao
mast giai phong tiép cac chat trung gian gy biéu hién di tmg. Compound
48/80 khi dung liéu thap c6 thé giy ra tinh trang phi ngira nén thuong duoc
sir dung trong cac moé hinh di tng, giam ngua [77].

Sau nghién ctru cho thay, clobetason va ché pham TAD déu c6 xu
huéng 1am giam s6 lan gai trung binh trong 30 phut so voi 16 mo hinh, su
khac biét c6 ¥ nghia thong ké dugc quan sat thay véi 16 boi clobetason.

Theo nghién ctru ctia Nguyén Manh Tuyén va cac cong su nim 2017
nghién ctru vé tinh chéng viém cua Vién nang hd trg diéu tri Eczema va Cao
dic EZ c6 dua ra Hoang ba c6 tac dung chéng di img, giam ngia trén chudt

nhat trang do compund 48/80 gay ra [77].
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Dua trén tong sd con ngira dugc ghi nhdn trong 30 phat, ché phim
TAD c6 xu hudng 1am giam s6 1an gii trung binh trong 30 phit so véi 16 mo
hinh, xu huéng tac dung ciing r& hon khi TAD dugc boi 3 1an so véi boi 2
lan/ngay. Bén canh tac dung chdng viém, duoc liéu Hoang ba co6 mit trong
TAD con duoc chimg minh tac dung ngan chin su giai phong cac chit trung
gian gdy viém tir té bao mast, mot trong nhimng tac nhan gy viém va nglra &
VDCP [27]. Dugc liéu Ké dau ngua ciing cho thiy hiéu qua vira e ché giai
phong histamin, IgE vira ¢ tinh chéng viém thong qua viéc trc ché san xuét

TNF-a, IL-1B, IL-5 va IL-6 bang dudng udng [78].
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KET LUAN
1. Nghién ciru tinh kich wng da ciia Ché pham TAD
- Da tho hoan toan binh thuong, khée manh, khong bat cr biéu hién di ung

hay viém nao trong subt thoi gian dat mau véi ché pham TAD.
- Ché pham TAD an toan véi da tho & murc lidu di thir nghiém.

2. Nghién ctru tinh khang khuan, chdng viém, giam ngira ciia Ché pham
TAD

Tinh khdng khudn:

- Ché pham TAD c6 kha nang khang 2 chang vi Staphylococcus aureus ATCC
6538; Streptococcus mutans ATCC 35668 o tat ca cac nong do thir, kha ning
khang t6t nhat & nong do 1g/ml va c6 kha nang khang dén nong do 0,01 g/ml.

- Nong d6 khang khuén tbi thiéu (MIC) ctia ché pham TAD trén 2 chung vi
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Streptococcus mutans ATCC 35668 ¢ thoi
gian U 15 phat va 30 phut déu 1a nong d6 0,05 g/ml.

Tinh chong viém:

- Ché pham TAD boi 2 lan/ngdy va 3 lan/ngay da thé hién tac dung chong
viém cip trén mo hinh gy viém tai cdp bang dau croton thong qua kha ning
lam giam do day tai va trong luong tai so v&i 16 mo hinh. Ché pham TAD boi
3 1an thé hiéu qua chong viém tot hon khi boi 2 lan.

Tinh giam ngua:

- Ché pham TAD béi 2 lan/ngay va 3 lan/ngay lién tuc trong 5 ngdy c6 xu
huéng lam giam ngira trén md hinh gay ngira bang compound 48/80 liéu 100
ng/chudt, thé hién ¢ xu hudng lam giam tong s6 1an gii cta chudt trong 30

phtt so véi 16 mo hinh.
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KIEN NGHI

Mic du di thu duoc mot sb két qua kha quan, nhung do thoi gian va
kinh phi c6 han nén nghién ctru méi chi tap trung danh gia dugc tinh kich Gng
da, khang khuan va chéng viém, giam ngira.

Pé co thé tiép tuc phat trién Ché pham TAD, ching t6i xin dé xut mot
s6 khuyén nghi sau:

+ Nghién ctru tinh khang ndm cua Ché pham TAD nham gitp diéu tri
nhitng truong hgp VDCD ¢6 két hop nhiém nam.

+ Nghién ctru tac dung trong diéu tri VDCP ctia Ché pham TAD trén
|am sang nham lam rd tac dung ciia ché pham trong céc ching bénh cu thé
theo YHCT.

+ Hién dai hoa ché pham TAD dé ché pham duoc tng dung tt hon.
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PHU LUC
Phu luc 1: QUY TRINH SAN XUAT CHE PHAM TAD
1. PAC PIEM THANH PHAM

1.1. Cong thirc bao ché: Cho 1 chai 250ml

Nguyén li¢u S6 lwong Nguyén li¢u S6 lwong
Hoang ba 41,67g Ké dau ngua 41,67g
Pai hoang 41,679 Kho sam 41,679

Hoang dang 41,679 L4 mong 41,679

Nuérc tinh khiét Vira di

1.2. Dang thudc: Cao long

1.3. Tiéu chuan:
1.3.1. Tinh chdét: Chat 16ng hoi sanh, mau vang nau, mui thom duoc liéu.

1.3.2. P§ trong va dé dong nhdt: Sanh, dong nhat, khong c6 vang mdc, cin bi

duoc liéu va vat la.

1.3.3. Thé tich: Khong dudi thé tich ghi nhan.

1.3.4. Ty trong (¢ 20°C) : 0,90 - 1,15.

1.3.5. Kim logi nidng: Khong dugc qua 20 phan triéu.

1.3.6. Pinh tinh: Ché pham phai thé hién phép thtr dinh tinh cua Hoang ba, Pai
hoang, Hoang dang, Kho sam.
1.4. Cong dung:
- Piéu trj cic bénh ngoai da: viém da co dia, eczema, nam da, zona,
tring ca,...
1.5. Liéu lwong, cach dung:
- Viém da co dja, ndm da: Pha 100ml v6i 1000ml nuéc sach, ngdm ving

ton thuong 30p vao budi toi.



- Trimg c4, viém da co dia, ndm da, zona, eczema: boi vung tdn thuong 2
lan/ ngay

1.6. Pong géi: Chai 250ml nat kin.

1.7. Bao quan: Bao quan noi kho mat.

1.8. Han dung: 12 thang ké tir ngay san xuat.

2. PAC PIEM NGUYEN PHU LIEU

STT | TEN NGUYEN LIEU PAT TIEU CHUAN
1 | Hoang ba Pat tiéu chuan DDVN V.
2 | Hoang dang Pat tiéu chuan DDVN V.,
3 | Pai hoang Pat tiéu chuan DDVN V.
4 | Ké dau ngua Pat tiéu chuan DDVN V.
5 | Lamodng Pat tiéu chuan DDVN V.
6 |Kho sim Pat tiéu chuan DDVN V.
6 | Nudc tinh khiét Pat tiéu chuan DDVN V.

3.MAY MOC, THIET BI

STT | Tén may méc thiét bi PVT S6 lwong
1 Hé thdng chiét xuat Hé thong 01
2 Hé thong c¢o chan khong Hé thong 01
3 Can k¥ thuét Cai 01
4 Can dia Cai 01
5 Ong dong cac loai Cai 02
6 X0 Inox Cai 04
7 Cdc thuy tinh Cai 01
8 Tui loc Cai 01

4. SO PO CAC GIAI POAN SAN XUAT
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Hoang ba, Pai hoang, Hoang ding, Ké

dau ngua, Kho sam, L4 mong.

Rura sach l Nudc

Bam chat nho 5- 10 cm

Tron déu l Nudc

N4u chiét DL bang

hé thong co chiét

Loc

y

Dich chiét

y

C6 dén thé tich dat,

diéu chinh thé tich.
Chai, nut dat TC v
l bé nguoi.
Rira sach Kiém nghiém
v v ban thanh pham
Say kho > Dong chai
1 Lau kho
Déan nhan
A\ 4
Dong goi

5. MO TA QUA TRINH SAN XUr—=

Giai doan so ché:

A 4

Giao kho

Kiém nghiém

thanh pham

- Lua chon nguyén liéu: Pé loai bé nhiing bd phan khong dung, khong
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du tiéu chuan lam thudc. Tao ra su d@)ng déu vé mat kich thudc.

- Rtra: Nham 1am sach, 1am mém nguyén liéu dé thuén tién cho viéc thai
phién, dinh hinh nguyén liéu.

- Say: Nguyén liéu duoc cho vao cac khay va tién hanh sdy trong tu say.
Nhiét d6 say duoc cai & 70°C.

Giai doan chiét xudt

- Cho dugc liéu da so ché vao ndi nau tudn hoan.

- Gai vi ndi nau. P6 dung méi ngap dugc liéu khoang 20 cm

- Van hanh ndi nu, mé van hoi tir tir | cép hoi vao ndi chiét.

- Céc thong s6 clia qué trinh chiét xuét:

+ Dung moi chiét: Nudc tinh khiét

+ Thoi gian chiét mdi lan: 2h / 3 dich

+ Nhiét d6 chiét xuat: 100°C

- Rut dich chiét, lang, loc.

Céc tiéu phan, cac tap chat khong tan, tia hodc van duc lo limg trong
dich chiét, s& lang xudng sau mot thoi gian. Thoi gian dé lang ty 1& nghich véi
kich thudc cua tiéu phan va hiéu sb ty trong cta cac tiéu phan chat ran véi
dich chiét, ty 1€ thuan voi1 do nhét cua dich chiét. Cac tap chét tan trong dich
chiét can phai loai bé‘mg nhiéu cach khéac nhau. Dich chiét sau khi dé léng, gan
loc qua vai loc. Thu lay dich trong.

- Tiép tuc bo sung dung moi. S6 1an chiét xuat: 3 lan

- Ché pham TAD thu dugc c6 ty 1¢ (01 ml cao long twong ung véi 01 g
nguyén liéu), thém chét bao quan.

- Pong gbi, dan nhan, bao quan: Dan nhin dang quy ché, bao quan noi
thoang mat, kho rao, nhiét do it thay doi.

- Kiém nghiém thanh pham: Kiém nghiém theo Tiéu chuan co so.
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6. PHUONG PHAP KIEM SOAT VA KIEM NGHIEM

6.1. Kiém sodt nguyén liéu

2 So lan Phuong
Giai doan | N§i dung kiém 2 Thoi gian o Nguwoi
2 ki€ém 2 phap kiém 2
kiém tra tra kiém tra kiém tra
tra tra
bung loai, tap i Phu trach
. , Cam quan,
A chat chi trong Khi nhén| , ky thuat SX
Nguyén o doi chiéu
n giéi  han cho 01 tu kho| = + CB duogc
phu li¢u ) R . VOl tiéu ) R
phep, khong chinh . phan co6ng
. chuan. _
mo1 mot thuc hién.
Phu trach
Cong thure, ) _ L k¥ thuat SX
, Trude khi | 3 kiém tra
Can, dong | trong luong, thé 01 . <. .. |t CB duogc
. so ché 3 do1 chiéu . R
tich phan cong
thuc hién

6.2. Kiém tra

bdn thanh pham,

bao bi, nhan.

. o A . X S0 lan \e e Phuong \eop e R
Giai doan | N0i dung kiém 2 Thoti gian .z | Ngwoi kiém
2 kiem 2 phap kiém
kiém tra tra kiém tra tra
tra tra
Mau sac, mui o
oo . Nguoi lay
. .| vi, do trong, do o x
Ban thanh| | , Trude khi | Kiém tra mau: Can b0
. dong nhat, ti 01 ‘
pham o dong chai | theo TCCS | phu trach
trong, giédi han .
, . chat lugng.
kim loai nang
i Cén bo ky
Cam quan A
N | she g ek thuat +
Bao bi, , Trudce khi | doi chiéu _
. Dung quy ché 01 _ _ Nguoi dugc
nhan dong chai | voi nhan o
. phan cong
goc :
thuc hién
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6.3. Kiém tra thanh pham, déng géi, nhdp kho.

kho

= Phuong oz
Giai doan | NOi dung So lan | Thoi gian o Nguwoi kiém
. . . . phap kiém
kiém tra kiém tra kiém tra | kiém tra ‘ tra
ra
Mau sac, mui .
_ Gui mau o
vi, d0 trong, A Nguoi lay
. . Trung tam x
. do dong nhat, ) ., mau: can b
Thanh . Trude khi | ki€ém )
, ti trong, gidi 01 . . . | phu trach
pham . . dong chai | nghi¢ém dé p
han kim loai . chat luong
. kiém tra
nang, dinh
] theo TCCS
tinh
) . ) .| D061 ching
Dung sO Trude khi y
Nhap kho 01 phi€u nhdp | Thu kho
luong nhap kho

7. PONG GOI

Chai nhya, nat rira sach, dem say nhe cho kho. Dung dich thudc dong

chai 250ml d3 duoc xtr 1y, nat chit, dan nhin dung quy ché.

8. VE SINH AN TOAN LAO PONG

Phong san xuat phai dugc vé sinh sach s€ trude va sau khi san xuat

May moc phai dugc lau chui sach s€.

Khay chau va cac dung cu can thiét phai dugc rira sach, say kho trude khi san

Xuat.

Nguoi san xuat phai mic trang phuc, d6i mil, deo khau trang dung quy

ché trong khi lam viéc.

May méc thiét bi phai c6 ndi quy sir dung
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Phu luc 2: TIEU CHUAN CO SO

BENH VIEN YHCT TW | CHEPHAMTAD |S§TC:

C6 hiéu luc ké tir ngay ky

1. YEU CAU KY THUAT
1.1. Cong thirc diéu ché cho 250 ml ché pham:

Hoang ba (vo than) Bdén muoi mét phay sdu muoi bay 41,679
gam

Pai hoang (than ré) Bdén muoi mét phay sdu muoi bay 41,679
gam

Hoang dang (than va Bdén muoi mét phay sdu muoi bay 41,679

ré) gam

Ké dau ngua (qua) Bdén muoi mét phiy sdu muoi bay 41,679
gam

Kho sam (14 va canh) | Bdén muoi mét phiy sdu muoi bay 41,679
gam

L& mong (18) Bdén muoi mét phiy sdu muoi bay 41,679
gam

Nudre tinh khiét Vira du hai trim nim muoi mililit Vd 250 ml

1.2. Nguyén li¢u:

Hoang ba (vo than) Cortex Phellodendri Dat tiéu chuan DDVN V
Pai hoang (than ré) Rhizoma Rhei Pat tiéu chuan DDVN V
Hoang dang (than va r&) | Caulis et Radix Fibraureae Pat tiéu chuan DDVN V
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Ké dau ngya (qua) Fructus Xanthii strumarii Pat tiéu chuan DBVN V

Kho sam (14 va canh) Folium et Ramulus Crotonis bat tiéu chuan DDVN V
tonkinensis

L& mong (14) Folium Lawsoniae Dat tiéu chuan DDVN V

Nude tinh khiét Aqua purificata Dat tiéu chuan DDVN V

1.3. Chit lwgng thanh pham:

1.3.1. Tinh chdt: Chat long hoi sanh, mau vang nau, mui thom dugc liu.

1.3.2. D¢ trong va dp dong nhdt: Sanh, dong nhat, khong c6 vang méc, cin

ba duoc li€u va vat la.

1.3.3. Thé tich: Khong dudi thé tich ghi nhin.

1.3.4. Ty trong (¢ 20°C) : 0,90 - 1,15.

1.3.5. Kim loai ning: Khong dugc qué 20 phan triéu.

1.3.6. Dinh tinh: Ché pham phai thé hién phép thir dinh tinh ciia Hoang ba,

Pai hoang, Hoang ding, Kho sam.

1.3.7. P$ nhiém khudn:
- Tong s6 vi sinh vat hiéu khi: Khong qua 10° CFU/m.

- Tong s6 nam: Khong qua 10* CFU/m.

- Tong s6 vi khuan Gram 4m dung nap mat: Khong qua 10* CFU/m.

- Khong dugc co6 Salmonella sp. trong 10 ml.

- Khong duoc c¢o Escherichia coli trong 1 ml.

1.3.8. Kich irng da: Khong kich ung.
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2. PHUONG PHAP THU

2.1. Tinh chat: Kiém tra bang cam quan, ché pham phai dat cac yéu cau da
néu.
2.2. D) trong va do dong nhit: Thir theo DDVN V, phu lyc 1.1. Muc cao
long.
Lay riéng phan phia trén cta chai thudc, chi dé lai khoang 10 ml dén 15 ml.
Chuyén phan con lai trong chai vao mot bat sir men trang, nghiéng bat cho
chdy trén thanh bat tao thanh mot 16p dé quan sit. Quan sat dudi anh sang tu
nhién, thudc phai dat cac yéu cau quy dinh. Néu khong dat, phai thir lai 1an
hai vé6i chai thudc khac, néu khong dat, coi nhu 16 thudc khong dat chi tiéu
nay.
2.3. Thé tich: Thir theo DDVN V, phu lyc 11.1 - “Giéi han cho phép vé thé
tich cta cac thudc dang 1ong”.
2.4. Ty trong (& 20°C): Thu theo DDVN V, phu luc 6.5, phuong phap diung
ty trong ké.
2.5. Kim loai nang: Thir theo DDVN V, phu luc 9.4.8 — Phuong phap 3.
Tién hanh: Ly 1,0 g ché pham, dung 2 ml dung dich chi mau 10 phan triéu
Pb dé 1am dung dich mau dbi chiéu.
2.6. Dinh tinh:
2.4.1. Hoang ba: Phuong phép sic ky 16p mong (DPVN V, phu luc 5.4).
Dung cu, thuéc thir:

- Ban mong silica gel GF2s4 trang san (Merck), hoat héa ¢ 100 °C trong
30 phut.

- n-butanol, acid acetic, ethanol (TT).
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- Hé dung méi trién khai sic ky: n-butanol- acid acetic — nuéc (7 : 1:2)

- Quan sat ban mong dudi dén tr ngoai & budc song 366 nm
Cach thu:

- Dung dich thu: Léy 3 ml ché phém, cd dén cin, thém 5 ml methanol,
siéu am 20 phut, dé nguodi, loc duoc dung dich chim séc ky.

- Dung dich déi chiéu: Ly 0,5 g Hoang b4 (mAu chuén) di cit nhé hoic
nghién thanh bét, thém 50 ml nudc dun sdi nhe 1h, dé ngudi, loc. Dich loc
dem c6 dén can, thém 5 ml methanol, l4c siéu am 20 pht, dé nguoi, loc duogc
dung dich cham sic ky.

Cham riéng biét 1én ban méng 10 ul mdi dung dich thir va dung dich d6i
chiéu. Trién khai sic ky cho dén khi dung méi di dugc khoang 12-13 cm, lay
ban mong ra, dé kho & nhiét do phong rdi quan sat ban mong dudi anh sang tir
ngoai ¢ budc séng 366 nm
Két qua: Sic ky dd cua mau thtr phai cho céc vét phat quang co cling mau sic
va cung gi tri Ry véi cac vét thu duge trén sac ky do cia mau déi chiéu.
2.6.2. Hoang ding: Phuong phép sic ky 16p méng (DPVN V, phu luc 5.4).
Dung cu, thuéc thir:

- Ban moéng silica gel GFzs4 trang san (Merck), hoat hoéa & 100°C trong 30
phat

- Toluen, ethyl acetat, methanol, dung dich amoniac ddc, ethanol tuyét ddi
(TT).

- Hé dung mdi trién khai sic ky:

Toluen — ethyl acetat — isopropanol — methanol - amoniac
(6:3:1,5:1,5:0,5) (v/v).

- Thubc thir hién vét:
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Thudc thir 1: Dung dich Dragendorff (TT).

Thudc thtr 2: Dung dich acid sulfuric 10 % trong ethanol (TT).
Cach thu

- Dung dich déi chiéu: Lay 0,5 g Hoang dang (mau chuan) di cat nho
hodc nghién thanh bot, da cat nho hodc nghién thanh bot, thém 50 ml nudc
dun s6i nhe 1h, dé ngudi, loc. Dich loc dem c6 dén can, thém 5 ml methanol,
l4c siéu am 20 phtt, dé nguoi, loc dugc dung dich chim séc ky.

- Dung dich thu: Dung dung dich thur dinh tinh Hoang ba

Ch4m riéng biét 1én ban moéng 10 ul mdi dung dich d6i chiéu va dung
dich thtr. Trién khai sic ky cho dén khi dung méi di duoc khoang 12-13 cm,
ldy ban mong ra, dé kho ¢ nhiét do phong r6i phun thude thir Dragendorff, sau
d6 tiép tuc phun dung dich acid sulfuric 10% trong ethanol. Quan sat ban
mong dudi anh sang thuong

Két qua: Sic ky d6 ctua dung dich thir phai cho cac vét co cing mau
sac, cung gia tr1 Rf vo1 cac vét thu duoc trén sic ky dd cua dung dich ddi
chiéu.
2.6.3. Pai hoang: Phuong phép sic ky 16p mong (DDVN V, phu luc 5.4).
Thuéc thir, dung cu:
- Ban mong silicagel 60 Fas4 trang san (Merck), hoat hod & 100° C trong 30
phut.
- Toluen, ethyl acetat, methanol, acid formic, ethanol tuy¢t ddi, cloroform,
acid hydrocloric (TT).
- Dung médi trién khai sac ky: Toluen - ethylacetat - methanol - acid formic -
nuée (30 : 10 :2: 0,5 : 5) (lac k¥, dé tach 16p, lay 16p trén).

- Quan sat ban mong dudi den tir ngoai ¢ budc séng 366 nm
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Cdch thi:

- Dung dich thir: Lay 6 ml ché pham, thém 20 ml dung dich acid hydrocloric
10 % va 20 ml cloroform, dun héi luu trong cach thuy trong 2 h, dé ngudi.
Chuyén dich thu dugc vao binh gan, gan lay 16p cloroform. Lép nude con lai
lic v&i cloroform thém 2 1an nira, mdi lan 20 ml. GOp cac dich chiét
cloroform ¢ trén, c6 trén cach thuy dén can. Hoa cén thu duoc trong 5 ml
ethanol dugc dung dich cham sic ky.

- Dung dich dwoc liéu doi chiéu: Ly 1,0 g bot dugc liéu, thém 50 ml nudc,
dun s6i nhe 2 h, dé ngudi. Thém vao can 20 ml dung dich acid hydrocloric 10
% va 20 ml cloroform, dun hdi luu trong cach thiy trong 2 h, dé nguoi.
Chuyén dich thu dugc vao binh gan, gan léy 16p cloroform. Lop nudce con lai
lic véi cloroform thém 2 1an nira, mdi lan 20 ml. GOp cac dich chiét
cloroform & trén, cd trén cach thay dén can. Hoa cén thu duoc trong 5 ml
ethanol dugc dung dich cham sac ky.

Ch4m riéng biét 1én ban mong 10 pl mdi dung dich ddi chiéu va dung dich
thir. Trién khai sic ky cho dén khi dung moéi di dugc khoang 12 -14 cm, lay
ban mong ra, dé kho ¢ nhiét dd phong, quan sat ban mong dudi dén tir ngoai &
budc song 366 nm, sau d6 dem ho amoniac, quan sat ban bong dudi anh sang
thuong.

Két qua: Sic ky d6 ctia mau thir phai cho cac vét phat quang c6 cing
mau sic va cung gia tri Ry voi cac vét thu duoc trén sic ky d6 cia mau doi
chiéu. Cac vét phat quang vang chuyén thanh mau hdéng khi ho trong hoi
amoniac.

2.6.4. Kho sam: Phuong phép sic ky 16p mong (DDVN V, phu luc 5.4)

Dung cu, thuéc thii:
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- Ban mong Silica gel GFass trang san (Merck), hoat hoa ¢ 100 °C trong 30
phut.

- n-hexan, methanol, ethyl acetat, acid sulfuric, ethanol (TT).

- Hé dung méi trién khai sic ky: n-Hexan - ethyl acetat (2: 1).

- Thudc thir: Dung dich acid sulfuric 10 % trong ethanol.

Cach thu:

- Dung dich thir: Lay 3 ml ché pham, c6 dén cin, thém 5 ml methanol,
siéu am 20 phut, dé nguoi, loc dugc dung dich chim séc ky.

- Dung dich doi chiéu: Ly 0,5 g Kho sam (mau chudn) da cat nho hodc
nghién thanh bét, thém 50 ml nudc dun sdi nhe 1h, dé ngudi, loc. Dich loc
dem c6 dén can, thém 5 ml methanol, l4c siéu am 20 phut, dé nguoi, loc duogc
dung dich cham sic ky.

Ch4m riéng biét 1én ban moéng 10 ul mdi dung dich thir va dung dich
d6i chiéu. Trién khai sic ky cho dén khi dung méi di duoc khoang 12-13 cm,
ldy ban mong ra, dé kho ¢ nhiét 6 phong. Phun dung dich acid sulfuric 10 %
trong ethanol, sdy ban mong & 110 °C trong 5 min dén khi hién rd vét. Quan
sat ban méng dudi deén tir ngoai ¢ budc song 366 nm.

Két qua: Sac ky do cua dung dich thir phai cho cac vét c6 cung mau sic, cling
vi tri v6i cac vét thu dugc trén sic ky do cua dung dich ddi chiéu.
2.7. Do nhiém khuin: Tién hanh thir theo DDVN V, phu luc 13.6 - Thir giéi
han nhiém khuén, phuong phap dia thach.
2.8. Kich wng da:
*Chuén bi dung cu va trang thiét bj

- Tong do dién hoac dung cu thich hgp dé cao sach long tho.

- Kéo, panh, bong va biang dinh y té.
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- Gac khong gay kich tng (2,5cm x 2,5cm), c6 do day tur 2-3 mm.
* Chuén bi dong vt thi nghiém

- Trudce thi nghiém, 1am sach 16ng thd ¢ vung bén suon mdt khoang du
rong dé dat cac mau thir va dbi ching (khoang 10 x 15 cm). Chi nhimg thé ¢6
da khoé manh, déng déu va lanh 13n méi duoc dung vao thi nghi¢m
* Tién hanh:

- Cit cac miéng gac vo trung véi kich thude 2,5 x 2,5 cm tir miéng gac
16n ban dau c6 d6 day 2 mm. Tam mdi miéng gac v6i 2,0 ml Ché pham TAD.
Mobi miéng gac chia 2,0 g duge liéu. Mbi tho déu co ving da bén sudn dit 1
miéng gac Ché pham TAD va bén canh d6 dat 1 miéng gac tam nudc cat,
cach nhau 2 cm.

- Cat nhiing miéng gac c6 kich thudc 2,5 x 2,5 cm, tAm nudc cat vai ty 18

2,0 mL/miéng (d6i chimg).

- bat trén da thd & mét bén suodn 1 miéng gac tam mau thir va bén canh
la 1 miéng gac tam nudc cat. Co dinh miéng gac bang bang dinh khong giy
kich tmg da va gac trong 24 gid. Tai mdi thoi diém quan sat, bo gac va bang
dinh, dung nuéc cat lau nhe dé 1am sach mAu thir con lai trén da.

- Quan sat va ghi diém phan tmg trén chd da dit chat thir so voi da khong
dit chét thir ¢ cac thoi diém 1 gio, 2 gio, 4 gio, 6 gid va 24 gid sau khi 1lam
sach mau thir. Panh gia phan tng trén da & cac muc do giy ban do, phi né

theo qui dinh & bang sau.
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Bang 1. Mirc d§ phan urng trén da thé

So tt Phéan @ng trén da thé Thang
diém
Ban dé va va su tao vay
1 Khong cé ban do 0
2 Ban d6 rét nhe (c6 thé phan biét) 1
3 Ban d6 dugc nhin thay o 2
4 Ban do tir muc trung binh dén ning 3
5 | Ban d6 ning (mau d6 thAm) dén tao thanh vay dé 4
ngan ngira sy tién trién cua ban do.
Phu né
1 Khong ¢ phu né 0
2 | Phuné rat nhe (co thé phan biét) 1
3 | Phu né nhe (xac dinh dugc gd cia khu vuc bi phu 2
né)
4 Phui né trung binh (gd cao khoang 1 mm) 3
5 Phu né ning (go cao hon 1 mm va lan ra xung 4
quanh)
Tong so diém kich ing toi da c6 thé 8

* Tinh két qua:
- Diém phan tng trén mdi thé duoc tinh biang tong s6 diém & hai mirc do ban
d6 va phu né chia cho so lan quan sat. Piém kich tmg cua mau thtr dugc lay

trung binh diém phan tmg cta cac tho da thir.
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TRUONG PAI HOC Y HA NOI
BO MON DUQC LY
TRUNG TAM DUQC LY LAM SANG

KET QUA NGHIEN CUU TAC DUNG
GIAM NGUA VA CHONG VIEM DA CAP
CUA CAO TIEU VIEM TRI PQOC TAD
TREN THUC NGHIEM

Noi tién hanh nghién cru: B9 mén Duge Iy va
Trung tim Dwgc ly 1Am sang

DPai hoc Y Ha No¢i

HA NOI - 2024
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1. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1.1. San pham nghién ciru

Tén san phdm: Cao tiéu viém trj doc TAD (TAD)

Thanh phan: 100 mL chira Pai hoang, Hoang ba, Hoang dang, Ké dau

ngua, La mong, Kho sam.

- Tiéu chuan: Cao tiéu viém tri doc TAD duoc san xuit tai Khoa Duoc,

Bénh vién Y hoc co truyén Trung wong, san pham dat tiéu chuan co s& va

Duoc dién Viét Nam V.

Céch dung:

+ Viém da co dia, ndm da: Pha 100 ml véi 1000 ml nude sach, ngdm ving
t6n thuong 30 phut vao budi tdi.

+ Trung c4, viém da co dia, nam da, zona, eczema: Boi vung tdn thuong 2
lan/ngay.

+ Luu y: Khong duoc udng

NSX: 22/05/2024 HSD: 05/2025

1.2.May moc va héa chit phuc vu nghién ciru

Clobetason propionat 0,05%, bi¢t dugc Eumovate (Glaxo Operations UK.,
LTD, Anh)

Compound 48/80 1o 250 mg (Sigma-Aldrich, Dirc)

Croton oil (Sigma-Aldrich, Puc)

Dung dich acetone (Xilong, Trung Qudc)

Dung dich NaCl 0,9%

Pong ho bam gio

1.3. Pong vat thi nghiém

Chudt nhat tréng, chung Swiss, ca hai giéng, khée manh, trong luong 20 +

2g, do Vién Vé sinh Dich t& Trung wong cung cép.
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- DPong vat duge nudi trong diéu kién phong thi nghiém véi day du thice an
va nude udng tai Bo mon Dugce 1y - Truong Pai hoc Y Ha Noi.

1.4. Phwong phap nghién ctru

1.4.1. M6 hinh géy ngira bang compound 48/80

Pha compound 48/80: 10 mg compound + NaCl 0,9% = vira du 10 mL dung

dich compound 48/80 néng do 0,1%.

Phuong phap gy mo6 hinh: tiém dudi da gay chudt dung dich compound

48/80 nong do 0,1% véi thé tich 0,1 mL/chudt (100 pg compound/chudt) [1].

Chuot nhit tréng, duoc chia ngau nhién thanh 5 16, mdi 16 10 con. Cao 1ong

viing da gay chudt dé boi thude véi dién tich 1,5 cm? trude khi tién hanh

nghién ctru 24 gio.

Chuot & cac 16 duoce boi thude nhu sau:

i Tiém dwdi
STT | Lo nghién ciru Boi thuoc ]
da gay
1 | Chtng sinh hoc | Nudc NaCl 0,9%
. Compound
2 | M0 hinh Nudc
48/80
Clobetason 0,02 g/lan, bdi 2 lan, Compound

3 | Chung duong _ . . _
khoang cach gitra cac 1an boi 1a 3 gio | 48/80

TAD 0,2 mL/lan, bdi 2 1an, khoang | Compound
4 |TAD?2 .
cach gitta cac lan boi 1a 3 gio 48/80

TAD 0,2 mL/lan, boi 3 lan, khoang | Compound
5 | TAD3 | o
cach gitra cac lan boi 1a 3 gio 48/80

Chu6t duoc boi thude thir lién tuc trong thoi gian 5 ngay. Ngay thir 5, sau khi
boi thude thir 1an cudi 30 phut, chudt & cac 16 2-5 dugc tiém dudi da gay dung

dich Compound 48/80 néng do 0,1% véi thé tich 0,1 mL/chuét, chudt 16
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chung sinh hoc dugc tiém dudi da gay dung dich NaCl 0,9% véi thé tich

tuong tu. Ngay sau khi tiém, chudt duoc dua vao cac 16ng quan sat dé dém s

1an gdi cua chudt trong thoi gian 30 phut (0-5 phdt, 5-10 phat, 10-15 phat, 15-

20 phat, 20-25 phat, 25-30 phuat).

Chi sé ddnh gia:

-Thoi diém gii dau tién

- S6 1an gii trung binh tai timg thoi diém

- S lan gii trung binh trong 30 phut

Céc két qua thu duoc so sanh giita cac 16 dé danh gia tic dung giam ngua cia

Cao ti€u viém tri doc TAD.

1.4.2. M6 hinh gdy viém da tai cdp bang dau croton

Chuan bi dau croton: Pha 40 mg dau croton vao 2 mL aceton (nhu vay trong

mdi 20 uL hdn hop sé& chira 0,4 mg dau croton).

Mait ngoai va mat trong cua tai chudt dugc bdi 20 uL dung dich dau croton

(trong aceton) dé gy mo hinh viém tai (mdi mat 10 pL), tién hanh viéc boi

dung dich dau croton bang pipet.

Chuét nhit tring dugc chia ngu nhién thanh 3 16, mdi 16 10 con, duoc gay

mo hinh & tai phai va dung thudc nhu sau:

- Lo 1 (Mo hinh): Bdi croton + Khong boi thude gi vao tai PHAI

- L& 2 (Clobetason): B6i croton + Boi clobetason lidu 0,02 g/lan, boi 2 1an &
tai PHAI sau khi gdy mo hinh 1 gio va 3 gio.

- L6 3 (TAD2): Béi croton + Boi TAD liéu 0,2 mL/lan, boi 2 1an & tai PHAI
sau khi gdy mo hinh 1 gio va 3 gio.

- L6 4 (TAD3): Béi croton + Boi TAD liéu 0,2 mL/lan, boi 3 1an ¢ tai PHAI
sau khi gady mo hinh 1 gi0, 3 gid, va 5 gio.

O tat ca cac chuét, tai phai dugc boi thudc thir tai thoi diém sau khi bdi croton

1 gid va 3 gio, tai trai khong gy mo hinh va khong boi thude gi. Trude khi
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gay m6 hinh bing dung dich dau croton (trong aceton), chudt dugc do chiéu
day tai ¢ tat ca cac 16. Po chiéu day tai tai vi tri sat dinh cua tai cach xa chop
sun vanh tai. Chi mot nghién ctru vién tién hanh do chiéu day tai dé han ché
sai s0.

Do day tai chudt dugc do lai tai cac thoi diém sau khi bdi croton 1, 3, 5 (do
ngay trudc khi boi thude) va 6 gio.

6 gid sau khi gdy mo hinh, giét chudt bang cach 1am chéch dot séng co,
dung dung cuy sinh thiét c6 dudng kinh 7 mm dé cit phan trung tam tai chuot
dé xac dinh can ning. Sy chénh léch trong lugng giita tai trai va phai caa
cing mdt chudt dugce danh gia 1a mic d6 phu né (E). Mirc d6 trc ché viém
(1%) & mdi 16 duoc tinh theo cong thirc sau:

1% = (Econtrol — Etreated) + Econtrot X 100
Trong d6: Econtrol: mitc ¢ phtt né ctia nhém mo hinh
Etreated: murc d§ phu né cta nhém dugce boi thude

So sanh mirc do phi né va trc ché viém giira cac 16 dé danh gia két qua.
1.5. Xir 1y s0 liéu

Céc sb liéu thu thap dugc dugc biéu dién dudi dang X + SD va xu ly
bang phuong phap théng ké y sinh hoc sir dung test thong ké thich hop trén
phan mém Microsoft Excel 2010 va SPSS 20.0.
2. KET QUA NGHIEN CUU
2.1. Tac dung giam ngiwra do compound 48/80
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*n<0,05 so voi chirng sinh hoc (Student’s t-test)

Biéu d6 1. Thoi diém khoi phat con ngira dau tién

Bicu do 1 bi€u dién thoi di€ém khoi phat con nglra dau tién cua chudt & cac 16

nghién ctru. Chudt & cac 16 duge tiém dudi da gay compound 48/80 xuat hién

ngira som hon déng ké so vai chudt 16 chimg sinh hoc dugc tiém duéi da gay

NaCl 0,9%. So vdi1 16 mo hinh, clobetason ¢6 xu huéng kéo dai thoi diém

khai phat con ngta, tuy nhién sy khac biét 1a chua c6 y nghia thong ké. TAD

b6i 2 1an (16 TAD2) va boi 3 1an (16 TAD3) déu chua thé hién tac dung tri

hoan thoi diém khéi phat con ngra so véi 16 mo hinh.

Bang 1. Anh hudng ctia TAD dén s6 lan gii ngtra trung binh

ctia chudt nhit tai ting khoang thoi gian quan sat

S6 1an gii (so 1an/5 phut)

Lo chugt > 25-
0-5 | >5-10 | >10-15 | >15-20 | > 20-25
(n =10) ] ] ] ] ] 30
phut | phut phut phut phut ]
phat
L61 0 0,60+ | 080« | 0,30+ | 0,20+ | 1,30
Chung sinh hoc 0,70** | 1,62** | 0,67** |0,63*** | 1,49**
L6 2 10,50 | 8,60+ | 8,20+ | 590+ | 7,30+ | 7,90+
M® hinh +7,04| 7,37 5,39 5,20 4,55 5,20
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S6 lan gii (s6 1an/5 phut)
L6 chudt > 25-
0-5 | >5-10 | >10-15 | >15-20 | > 20-25
(n = 10) ] ) ) , . 30
phut | phut phut phut phut ]
phut
L6 3 380+ 390+ | 350+ | 400+ | 410+ | 3,20+
Clobetason 4,24* | 3,07 2,72* 3,56 4,89 3,01*
10,70
L6 4 8,90 + 6,50+ | 6,10+ | 7,70+ | 540+
+
TAD2 4,91% 4,79 4,28 5,21 3,57
4,08%#
L65 6,40+ | 830+ | 840+ | 7,10+ | 6,90+ | 510+
TAD3 3,66 | 4,64* | 4,40 3,81 3,38 4,86

“p<0,05; “p<0,01 so véi 16 mé hinh (Student’s t-test)

#p<0,05; #p<0,001 so vdi I6 boi clobetason (Student’s t-test)

Két qua & Bang 1 va Biéu d0 2 cho thay:

- B6i clobetason c6 xu hudng 1am giam so lan gii cua chudt so véi 16 mo
hinh & tat ca cac khoang thoi gian danh gid, muc giam c6 ¥ nghia thong ké
dugc quan sat rd nhat tai cac khoang thoi gian 0-5 phdt, 10-15 phut, va 25-
30 phut (p<0,05).

- Cao tiéu viém tri doc TAD chua thé hién rd hiéu qua lam giam s lan gai

cua chudt so vdi 16 mo hinh tai cac khoang thoi gian quan sat (p>0,05).
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Biéu d6 2. Anh huong ctia TAD dén s 1an gii ngtra ctia chudt nhit tai timg thoi diém nghién ctru
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Biéu d6 3. Anh hudng ciia Cao tiéu viém tri doc TAD dén tong sb lan gai
ctia chudt nhit trong 30 pht

Quan sat Biéu do 3 nhan thay:
Chudt & 16 chimg sinh hoc c6 téng sb 1an gii trong 30 phit dao dong chu
yéu trong khoang 1-5 1an, sb 1an gi nhiéu nhét va it nhat trong tng 13 9 va
0.
Chudt ¢ 16 md hinh khong duogc diéu tri gi co tong s 1an gii trong 30 phut
dao déng chu yéu trong khoang 37-60 1an, s6 1an gii nhiéu nhat va it nhat
twong Umg 1a 71 va 20.
Chudt & 16 boi clobetason vao ving da gay c6 tong sb 1an gii trong 30 phut
dao dong chu yéu trong khoang 16-31 1an, s6 1an gii nhiéu nhét va it nhét
tuong ing 1a 42 va 02.
Chuét ¢ 16 TAD2 dugc bdi TAD hai 1an/ngay vao ving da gy c6 tong sd
lan gai trong 30 phut dao dong chil yéu trong khoang 38-56 lan, s6 lan gii

nhiéu nhit va it nhat twong tng 13 61 va 15.



- Chudt 6 16 TAD3 dugc bdi TAD ba lan/ngdy vao ving da gay c6 tong sd
lan gai trong 30 phut dao dong chi yéu trong khoang 39-49 lan, s6 1an gai

nhiéu nhat va it nhat twong tng 13 60 va 10.

Bang 2. Anh hudng ctia Cao tiéu viém trj doc TAD dén tong sb 1an gii trung

binh cta chudt nhit trong 30 phut

Lo nghién ciu (n = 10) S6 1an gii trung binh
L0 1 (Chung sinh hoc) 3,20 £ 3,29***
LG 2 (MG hinh) 48,40 + 16,65
L6 3 (Clobetason) 22,50 £ 13,90***
L6 4 (TAD2) 45,30 + 13,97%#
L6 5 (TAD3) 42,20 + 13,96

*kkn<(),001 so voi 16 moé hinh (Student’s t-test); #p<0,01 so véi 16 boi
clobetason (Student’s t-test)

Két qua Bang 2 cho thay, clobetason va TAD déu c6 xu. Huéng 1am giam sb
lan gai trung binh trong 30 phit so v&i 16 md hinh, sy khac biét c6 ¥ nghia
théng ké dugc quan sat thy voi 16 bdi clobetason (p<0,001).

2.2. Tac dung chong viém da tai cap do dau croton

Bang 3. Do day trung binh ciia tai chudt trude va sau khi boi dau croton

L6 Sau boi croton
) Truwdc boi
nghién
] croton 1 gio 3 gio 5 gio 6 gio
cuu
0,26 + 0,40 + 0,42 + 0,41 +
Mo hinh | 0,19 + 0,01 0,03 0,04 0,03 0,02
() () () (a)
0,27 + 0,38 + 0,33 + 0,33+
Clobetason | 0,19 + 0,02
0,03 0,04 0,03 0,03




(@) (@) (@**) (@)
0,26 £ 041+ 0,38 £ 0,36 £

TAD2 |0,19+0,01| 0,02 0,04 0,04 0,02
(@) (@) (@) | (@)
0,28 £ 0,38 £ 0,38 £ 0,34+

TAD3 |0,19+0,01| 0,03 0,04 0,03 0,02
(@) (@) (@*##) | (a9

S6 liéu dwoc biéu dién diedi dang X + SD (mm)

2)<0,001 so véi thoi diém trude boi croton (paired samples t-test)

*n<0,05; ***p<0,001 so voi 16 mé hinh (Student’s t-test)
#p<0,05; #p<0,01 so vdi 16 béi clobetason; $p<0, 05 so voi lo TAD?2

(Student’s t-test)

—e—M5 hinh
0,50
0,45
0,40
0,35
= 030
E 0,25
B 0,20 L=
Q-
A 015
0,10
0,05

0,00
Trudc boi 1 gio

Clobetason

TAD2 TAD3
- 1
i —1
/F | }
I 1
3 gio 5 gio 6 gio

croton

Sau boi croton

Biéu do 4. Su thay d6i do day tai chudt theo thoi gian trong 6 gio




Bang 3 va Biéu d6 4 trinh bay sd liéu vé d6 day trung binh cia tai chudt trudce
va sau khi boi dau croton. Clobetason thé hién hiéu qua chdng viém cap t6t
thong qua tac dung lam giam dang ké do6 day tai chudt sau khi boi 2 lan cach
thoi diém bdi croton 1 gid va 3 gio. Tac dung chdng viém tuong tu ciing dugc
quan sat thdy véi cac 16 boi TAD, hiéu qua cling dugc thé hién sau khi boi
TAD hai 1an cach thdi diém boi croton 1 gid va 3 gio. Bén canh dé, hiéu qua
ciia TAD dugc ting cudng thém khi boi thém mot 1an nita cach thoi diém boi
croton 5 gid, nhan dinh nay dua trén d§ day tai chudt tai thot diém 6 gi0 sau
bdi dau croton ¢ 16 TAD3 nho hon ¢6 ¥ nghia thong ké so vai 16 TAD2 véi
p<0,05.

Bang 4. Muc do uc ché viém cua TAD sau 6 gio boi dau croton

Trong luong (mg) Murc do

L6 nghién ctru o Mtrc tdng tic ché
Tai phai Tal tral n
trong luong® | viém (%)
L6 1: M6 hinh 370+£44 21,1+ 3,0 15,95 £ 2,33

L0 2: Clobetason | 25,1 +6,2*** | 19,0£19 | 6,10 £553*** | 61,76
L0 3: TAD2 31,3+6,3* | 20,6+29 10,69 + 8,01 32,98
LO 4: TAD3 30,9+6,1* 20,3+22 | 10,53 %5,49* 33,98

*p<0,05; ““p<0,001 so vdi 16 moé hinh (Student’s t-test)

#»<0,05 so vdi 16 boi clobetason (Student’s t-test)

@Mite tang trong lwong = Khéi lwong tai phdi — Khoi lwong tai trdi

S liéu Bang 4 cho thay:

- Clobetasol c6 hiéu qua chong viém rd rét, thé hién ¢ tac dung lam giam
dang ké muc ting trong luong tai so v&i 16 md hinh (p < 0,001). Mirc do tre

ché viém cua clobetason so véi 16 mo hinh 13 61,76%.




- Miurc tang trong lugng tai chudt ¢ hai 16 b61 TAD ¢6 xu huong giam, su
khac biét so v6i 16 md hinh dugc quan sat thiy véi 16 boi TAD ba lan véi p
< 0,05. Mirc d6 tre ché viém cua hai 16 bdi TAD hai 14n va ba 1an so véi 16
mé6 hinh 1an lugt 1a 32,98% va 33,98%.

3. KET LUAN

3.1. Tac dung giam ngira do compound 48/80

Cao tiéu viém tri doc TAD béi 2 1an/ngay va 3 lan/ngay lién tuc trong 5 ngay

c¢6 xu hudng lam giam ngira trén mo hinh gay ngira bang compound 48/80

liéu 100 pg/chudt, thé hién ¢ xu hudng lam giam tong so lan gii cua chudt

trong 30 phut so v6&i 16 mo hinh, tuy nhién sy khac biét 1a chua c6 ¥ nghia

théng ke.

3.2. Tac dung chong viém da tai cap do dau croton

Cao tiéu viém tri doc TAD boi 2 lan/ngay va 3 lan/ngay da thé hién tac dung

chbng viém cap trén mo hinh gdy viém da tai cap bang dau croton thong qua

kha nang lam giam do day tai va trong luong tai so véi 16 mo hinh. Cao tiéu

viém tri doc TAD boi 3 1an thé hiéu qua chéng viém tét hon khi boi 2 1an.
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HOC VIEN Y DUGC HOC CTVN  CONG HOA XA HQI CHU NGHIiA VIET NAM
VIEN NGHIEN CUU Y DUQC Péc 1ap — Tw do — Hanh phiic
CO TRUYEN TUE TiNH

BAO CAO KET QUA THU NGHIEM

TINH KiCH UNG DA VA XAC PINH TiNH KHANG KHUAN CUA
CAO TIEU VIEM TRI PQOC - TAD TREN THU'C NGHIEM

1. Nhom nghién céu

1. BS. Lé Hai Thao
2. TS. Nguyén Thi Minh Thu
3. TS. Pham Thanh Tung
4. Ths.Nguyén Thi Thu Hang
5. Vamot s6 KTV
CHUONG 1: TINH KiCH UNG DA CUA CAO TIEU VIEM TRI POC-
TAD

TREN THU'C NGHIEM

1.1. Pia diém, thai gian nghién ciu
Nghién ctru duoc tién hanh thang 7 nam 2024 tai Phong thi nghiém Bo

mon Dugc 1y , BO mon Vi sinh — Ky sinh trung va Vién Nghién ctiru Y - Duogc
cd truyén Tué Tinh, Hoc vién Y - Duoc hoc ¢b truyén Viét Nam.
1.2. Béi twgng nghién ctu

M4u nghién ctru 1 Cao Tiéu viém trj doc -TAD (ché pham TAD) duoc
bao ché dudi dang cao 16ng, c6 mau nau den, mui thom dugc li€u. Ty 1€ cac
thanh phan trong 1 chai 250 ml cao 16ng nhu sau:

Bang 1. Thanh phan ctia Cao Tiéu viém tri doc-TAD

T Tén vi thuoc S6 gam
1 | Hoang Ba (Cortex Phellodendri) Pong luong
2 | Ké dau ngua (Fructus Xanthii strumarii)
3 | Dai hoang (Rhizoma Rhei)
4 | Kho sam (Folium et Ramulus Crotonis
tonkinensis)




5 | Hoang ddng (Caulis et Radix Fibraureae)

6 | Lamodng (Folium Lawsoniae)

Tong 250

Cac dugce liéu déu dat tiéu chuan Duoc dién Viét Nam V, duoc rira sach,
nau thanh cao 10ng ty 1& 1:1, dong chai 250 ml.
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Hinh 1. Cao tiéu viém tri doc-TAD

1.3. Dong vat dung trong nghién ciru

Tho truong thanh (Oryctolagus cuniculus L.), tong s6 06 con, cin ning
trung binh 2,1 = 0,2 kg, 2 thang tudi, khée manh, khong phan biét duc - cali,
do Trung tAm nghién ctru dé va tho Son Ty cung cdp. Pong vat cai khong
mang thai, khong nudi con bl va chua sinh san 14n nao. bong vat duoc nuoi
6n dinh 5 ngay trong diéu kién thi nghiém trudc khi tién hanh nghién ciru.
1.4. Dung cu dung trong nghién cau

+ Tong do dién.

+ Kéo, pank

+ Cbc thuy tinh, 6ng dong thuy tinh chia vach.

+ Bang, gac vo0 trung.

+ Kinh lap.




1.5. Tién hanh nghién ciéu

Thir nghiém tién hanh trén tho theo huéng dan ciia B6 Y té va OECD
404,
Chudan bi dong vat:

Trudce thi nghiém, lam sach 16ng thd ¢ vung bén sudn mdt khoang du
rong dé dit cac mau thir va ddi chimg (khoang 10 x 15 cm). Chi nhiing tho c6
da khoé manh, déng déu va lanh 1an méi dugc dung vao thi nghiém (hinh 2 &
3).

Hinh 2: Cao 16ng thd Hinh 3: Chon tho ¢6 da lanh lan
Chudn bi mau thir:

Cit cac miéng gac vo triung véi kich thude 2,5 x 2,5 cm tir miéng gac 16n
ban dau c6 d6 day 2 mm. Tam mdi miéng gac voi 2,0 ml Cao Tiéu viém tri
doc-TAD. Moi miéng gac chtra 2,0 g duoc liéu. Mdi thod déu co vung da bén
suon dat 1 miéng gac Cao Ti€u viém tri doc-TAD va bén canh d6 dat 1 miéng
gac tim nudce cat, cach nhau 2 cm.

Hinh 4: Chuan bi mau tht dit 1én da Hinh 5: Dat mau thir 1én da tho



tho

Chudn bi miéng gac tam dung méi (mede cat):

Cit nhirng miéng gac co6 kich thuoc 2,5 x 2,5 cm, tam nude cat voi ty 1€
2,0 mL/miéng (d6i chimg).
Dat mau thir:

bat trén da tho & mot bén suon 1 miéng gac tam mau thir va bén canh 1a
1 miéng gac tim nudc cat (hinh 5). C6 dinh miéng gac bang bing dinh khong
gay kich ung da va gac trong 24 gid (hinh 6, 7). Tai mdi thoi diém quan sat,
b6 gac va bang dinh, dung nudc cat lau nhe dé 1am sach mau thtr con lai trén
da.

Hinh 6. Pit mau thi 1én da tho Hinh 7. Bang c¢6 dinh miéng dan
Quan sdt va ghi diém:

Quan sat va ghi diém phan tng trén chd da dit chét thi so véi da khong
dat chat thir & cac thoi diém 1 gio, 2 gid, 4 gio, 6 gio va 24 gio sau khi lam
sach mau thir. Panh gia phan tng trén da & cac muc do giy ban do, phi né
theo qui dinh & bang 2.

Bang 2. Muc d6 phan tng trén da thé

Phan &ng Piém danh gia

Su tao vay va ban dé
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- Khong ban dé

- Ban do rét nhe (vtra du nhan théy)

- Ban d6 nhan thay rd

- Ban dé vura phai dén nang

AW NN | O

- Ban d6 nghiém trong (d6 tay) dén tao thanh vay dé ngin
ngira sy tién trién cia ban do

Gay phu né

- Khéng phi né

- Phu né rat nhe (vira di nhan thay)

- Phu né nhan thay rd (vién phu né phong 1én rd)

- Phii né vira phai (da phong 1én khoang 1mm)

A W NN ]| O

- Phu né nghiém trong (da phong 1én trén 1mm va c6 lan
rong ra vung xung quanh)

Tong s6 diém kich tGng tdi da c6 thé 8

Nhitng thay d6i khac trén da s& duoc theo ddi va ghi chép day du.
DBadnh gid két qua:

Trén mdi tho, diém phan tmg dugc tinh bang tong s6 diém & hai mirc do
ban dé va phu né chia cho s 1an quan sat. Piém kich tng ctia mau thir dugc
lay trung binh diém phéan tng cta cac thé da thir. Trong truong hop ¢ ding
mau dbi chung, diém phan tng ctia miu thir dugc trir di s6 diém ctia mau d6i
ching.

Chi st dung cac diém tai thoi gian quan sat & 6 gid dé tinh két qua. Ddi
chiéu diém kich ung véi cac mirc d6 quy dinh trén bang 2 dé xac dinh kha
ning giy kich tmg trén da thé ctia mau thir.

Bang 3. Phan loai cac phan Ung trén da tho

Loai phan tng Piém trung binh

Kich ung khong dang ké 0-0,5
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Kich Umg nhe >0,5-2,0

Kich tng vira phai >2,0-5,0

Kich tng nghiém trong >5,0-8,0

1.6. Két qué nghién ctru

Trong subt thoi gian theo doi, tai cac thoi diém sau khi dat thube 1, 2,
4, 6 va 24 gio, vung da dat mau thir van binh thuong, khong co dau hiéu ban
do, khong bi kich tmg, khong phi né hay viém. Sau khi boc mau thir, ving da
dat chét thir c6 mau nau vang, nhung da nguyén ven, lanh ln, khong c6 biéu
hién sung tdy, o hay viém nhiém. Da hoan toan khoe manh. Ving da dat chéat
thir va vung da ching tuwong ty nhau (hinh 8-12).

.

Hinh 8: Da tho s6 3 sau 1 gio dit miu thu

Hinh 9: Da tho 2 sau 2 gio dat mau thr ~ Hinh 10: Da tho 5 sau 4 gio diat mau thu
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Hinh 11: Da tho 1 sau 6 gio dit miu Hinh 12: Da thé 6 sau 24 gid dit mau thir
thur

Ca 6 tho déu c6 ving da dit mau thir 1anh lan, khong viém, khong sung
tay, khong kich (mg hay ban dé. Ving da dat mau thir va ving da dat nudc cat
tuong tu nhau.

1.7. Két lun

Da thir nghiém tac dung kich Uing da thdé cua Cao Ti€u viém tri doc-
TAD véi liéu 2,0 g dugc liéu, dat trén dién tich da 2,5 x 2,5 cm nhan théy, da
tho hoan toan binh thuong, khoe manh, khong bat ctr biéu hién di tng hay
viém ndo trong sudt thoi gian dat mau 24 gio. Cao Tiéu viém tri doc-TAD
(ché pham TAD) an toan véi da thé ¢ muc lidu d3 thir nghiém.

13



CHUONG 2: XAC PINH TiINH KHANG KHUAN CUA CAO TIEU
VIEM TRIPOQC - TAD
2.1. Pbi twong nghién ciru
Péi tuong nghién ctru: Cao Tiéu viém tri doc — TAD (ché pham TAD)
Nguédn goc: Khoa Duge, bénh vién YHCT Trung Uong
2.2. Phwong tién nghién ciu
2.2.1. Chung vi khudn khudn
- Staphylococcus aureus ATCC 6538
- Streptococcus mutans ATCC 35668
Nguédn goc: Vién Kiém nghiém thude Trung wong
2.2.2. Méi trwong nuéi ciy VSV
% Moi trwong Casein diu twong long

Bdadng 2.1. Moi trwong casein ddu twong long

Thanh phan Khoi lwong
Pancreatic digest of casein 17,0 g/l
Enzymatic digest of soya bean 3,09/
NaCl 5,09/l
Dipotassium hydrogen phosphate 2,5 g/l
Glucose 2,59/l
pH 7,3

s Moi trwong Thach dinh duwong
Bang 2.2. Moi truong thach dinh duiong

Thanh phan Khoi lwong
Peptone 6,0 g/l
Beef Extract 1,0 g/l
Yeast Extract 2,09/l
NaCl 5009/l
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Agar

14,0 g/l

pH 7,3

% Moi trwong Mueller — Hinton

Bdng 2.3. Moi truong Mueller - Hinton

Thanh phan Khoi lwong
Acid Digest of Casein 17,5 ¢/l
Beef Extract 2 g/l
Starch 1,59/l
NacCl 5,09/l
Agar 17 g/l
pH 7,3

2.2.3. Phwong phap nghién cuu
Phuong phap khuéch tan giéng thach, Phuong phép dém khuén lac
2.2.4. Chi s6 nghién ciru
Puong kinh vong khang khuan (mm), S6 luong khuan lac (CFU/ml)

2.2.5. Thiét bi, dung cu
Thiét bi
STT Thiét bi Model/xuat xir
1 | Céan phan tich Sartorius — BP 121S — buc
2 | Noi hap tiét tring HIRAYAMA HV-110
3 | Tuam FROILABO BC 120
4 | Tu cay vi sinh CLEAN BENCH
5 | Tulanh Panasonic
6 | Tusay Memmert ULE 600
7 | Ong MacFaland bioMerieux — My
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Dung cu

STT | Dung cu STT |Dungcu
1 | Binh dinh mirc 100ml 8 | Nhiétke
2 | Binh tam giac 9 Ong nghiém
3 | Bong khong thAm nudc 10 Phéu thuy tinh
4 | Cbc thuy tinh 100 ml, 11 Pipet vach, pipet bau, micro
250ml pipet
5 | Pén con 12 Que céy thay tinh
6 | bia Petri 13 | Que trang thuy tinh
7 | Dia thuy tinh 14 Thudce do

Hoa chét, dung moi

STT Hoéa chit/dung moi Cong thire Tiéu chuan

1 Nudc cat H,O DDVN V

2.3. Phuong phap nghién ciru
2.3.1. Quy trinh nghién cuu

Giai doan 1: Hoat héa chiing vi khudin

Céy vi sinh vat trén mdi truong dinh dudng Casein dau twong. Khi vi sinh vat
phat trién 1am duc mai truong thi cdy chuyén vi khuin sang méi truong thach
dinh dudng, bdo quan trong ti lanh & 2 — 8 d6 C.

Giai doan 2: Khao sat n5n2 do khang khuén ciia ché phcfm TAD

Budc 1: Chuan bi dung dich pha lodng ché pham TAD va huyén dich 02 loai

vi khuan
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Ong nghiém gbc chira ché pham TAD (6ng nghiém ghi 1x). Thém ché pham
TAD va nuéc cit tuong duong véi cac ti 1€ 1:9; 1:19; 1:49; 1:99; khuéy cho
dén khi hoa tan hoan toan, pha lodng ché pham TAD & nhiét d6 25°C. Nhu
vay ché phém TAD s€ co6 cac né)ng do: 1x, 10x, 20x, 50x, 100x.

Pha huyén dich chtra 02 loai vi sinh vat chung chuén tir khuén lac thuan nuéi
trong mdi truong thach dinh dudng dén khi dat do duc twong duong 0.5 d6
McFarland (mat d6 vi khuan dat 108 vi khuan/ml). C4y chuyén vi sinh vat
sang moi truong Mueller Hinton dé thtr tinh khang khuén.

Budc 2: Panh gia tac dung khang khuan bang phuong phap duc 16 thach

Tir khuan lac thudn, pha huyén dich vi khuan néng d6 108 vi khuan/ml dé
thuc hién thur nghiém: Dung que céy cham vong céy vao bé mit thach dinh
dudng roi cdy chuyén vao 2ml nudc cit vo trung. Piéu chinh do duc cua
huyén dich vi khuan tuong duong do duc chuan 0,5 McFarland.

Dung pipet hat 100 ul huyén dich vi khuan, do 1én bé mit thach Mueller-
Hinton. Dung que trang dan déu vi khuéan trén dia moi truong, lan lugt duc
cac 16, nho cao vao cac 16 trén moi truong, dé ngoai nhiét d6 phong trong
vong 30 pht, sau d6 dé ti 4m 37°C. Sau 18-24 gid doc két qua bang cach do
vong tc ché vi khuan.

Po dudng kinh vong trc ché vi khuan bang thudc kep Panme c6 do chinh xéac
0,1mm. Puong kinh vong tc ché vi khuan dugc tinh bang gia tri trung binh
giita 3 1an thir nghiém.

Giai doan 3: Xdc dinh nong do MIC ciia ché phim TAD

Budc 1: Chuan bi dung dich pha lodng ché pham TAD va huyén dich 02 loai
vi khuan

Ong nghiém gbc chia ché pham TAD (6ng nghiém ghi 1x). Thém ché pham
TAD va nuéc cat tuong duong véi cac ti 1¢ 1:9; 1:19; 1:49; 1:99; khuéy cho
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dén khi hoa tan hoan toan, pha lodng ché phim TAD & nhiét d6 25°C. Nhu
vay ché phém TAD sé€ c¢o6 cac néng do: 1x, 10x, 20x, 50x, 100x.

Pha huyén dich chtra 02 loai vi sinh vat chung chuén tir khuén lac thuan nuéi
trong mdi truong thach dinh dudng dén khi dat d6 duc twong dwong 0.5 do
McFarland (mat d6 vi khuan dat 108 vi khuan/ml). C4y chuyén vi sinh vat
sang moi truong Mueller Hinton dé thtr tinh khang khuén.

Budc 2: U vi khuan trong dung dich ché pham TAD & cac nong do khac nhau
trong thoi gian 15 phut va 30 phat

Budc 3: Xéac dinh MIC ctia dung dich ché pham TAD

Cay 100 pl dung dich 0 & budc 2 1én dia thach Muller — Hinton va xéac dinh
noéng do ché pham TAD thap nhat cing thoi gian & ma vi khuan khong moc
duoc (diét 99% sd luong vi khuan)

2.3.2. Xur Iy 50 liéu

- S liéu duoc ghi chép day du va chinh xéac theo thdi gian

- X1r Iy bang phan mém Microsoft Excel

2.4. Pao dirc nghién ciru

Thuc hién sd liéu trung thuc véi phuong phap khoa hoc dam bao so licu
khach quan, trung thuc

Thuc hién day di quy trinh kiém soat vi sinh vét trong phong thi nghiém.
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CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Xéc dinh hoat tinh khang khuan in vitro cisa ché pham
TAD trén 2 ching vi khuan
(Hinh anh minh hoa ¢ phu luc).

% Staphylococcus aureus ATCC 6538

Bang 3.1. Két qua khao sat nong do khang khuan caa ché pham TAD

di véi chung vi khuan Staphylococcus aureus ATCC 6538

STT Nong do ché pham TAD Puong kinh khuéch tan vong khang
khuan (mm)
1 Cao chiét goc 27,10 + 0,707
2 Cao chiét pha loing 1/9 25,05 + 0,289
3 Cao chiét pha lodng 1/19 15,95 + 0,2889
4 Cao chiét pha lodng 1/49 12,67 + 0,381
5 Cao chiét pha loing 1/99 8,20+0,5

% Nhan xét: Ché pham TAD c6 kha ning khang ching vi khuan

Staphylococcus aureus ATCC 6538 & tat ca cac nong do. Puong

kinh giam dan khi néng do cao giam xuong. Duong kinh vong

khang khuan 1én nhét 1a 27,10 mm (cao chiét goc) va nhé nhat 1a

8,2 mm (pha lodng 1/99).

% Streptococcus mutans ATCC 35668

Bang 3.2. Két qua khao sat nong ¢ khang khuan ctia ché pham TAD ddi véi

chung vi khuéan Streptococcus mutans ATCC 35668

STT

Nong d6 cao chiét

Puong kinh khuéch tan vong khang
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khuan (mm)
1 Cao chiét gbc 28,67 + 0,661
2 Cao chiét pha lodng 1/9 26,50 + 0,541
3 Cao chiét pha lodng 1/19 16,33 + 0,567
4 Cao chiét pha lodng 1/49 13,10 + 0,567
S Cao chiét pha lodng 1/99 8,8 +0,333

Nhan xét: Ché pham TAD c6 kha ning khang chung vi khuan
Streptococcus mutans ATCC 35668 & tit ca cac nong do. Puong kinh
giam dan khi nong d6 cao giam xudng. Puong kinh vong khang khuan
16n nhat 13 28,67 mm (cao chiét goc) va nho nhat 1a 8,8 mm (pha lodng
1/99).

KET LUAN: Nhu vay buéc dau nhoém nghién ctiru di xac dinh duoc
hoat tinh khang khuan in vitro ciia ché pham TAD trén 2 chung vi
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Streptococcus mutans ATCC 35668 &
tat ca cac nong do thir va c6 kha ning khang dén nong do pha lodng
1/99.

3.2. Xé&c dinh néng d$ tc ché toi thiéu (MIC) cia ché pham TAD
trén 2 chiing vi khuan
++ Staphylococcus aureus ATCC 6538

Bang 3.3. Két qua khao sat nong do e ché téi thiéu cia ché pham TAD
d6i vai chang vi khuan Staphylococcus aureus ATCC 6538

STT Nong d¢ ché pham TAD Két qua vi sinh vat con séng

sau thot gian u (CFU/)
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Thoi gian 1 15| Thoi gian u 30
phut phut
1 Cao chiét gbc 0 0
2 Cao chiét pha lodng 1/9 0 0
3 Cao chiét pha loang 1/19 0 0
4 Cao chiét pha lodng 1/49 34,5 x 102 19,5 x 102
5 Cao chiét pha loing 1/99 56,5 x 102 27,2 x 10?

Nhan xét: Ché pham TAD c6 kha ning tiéu diét 100% vi khuan
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ¢ cac nong do: cao chiét goc, cao
chiét pha lodng 1/9, cao chiét pha lodng 1/19 & ca hai thoi gian u la 15
phat va 30 phit. Tuy nhién & néng d6 pha lodng 1/49 va 1/99 thi khong
con kha nang diét khuan hoan toan & ca thoi gian o 15 phit va 30 pht.
Nong do6 diét khuan téi thiéu caa ché pham TAD déi véi ching vi khuan
Staphylococcus aureus ATCC 6538 & cac nong do u 15 phat va 30 phut
déu 1a nong do pha lodng 1/19.
% Streptococcus mutans ATCC 35668

Bang 3.4. Két qua khao sat nong do e ché téi thiéu cia ché pham TAD
d6i vai chiing vi khuan Streptococcus mutans ATCC 35668

STT Nong d6 ché pham TAD Két qua vi sinh vat con song
sau thot gian u (CFU/)

Thot gian 0 15| Thot gian u 30
phut phut

1 Cao chiét gbc 0 0
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2 Cao chiét pha loing 1/9 0 0
3 Cao chiét pha lodng 1/19 0 0
4 Cao chiét pha lodng 1/49 39,2 x 102 22,4 x 102
5 Cao chiét pha loang 1/99 60,5 x 102 35,7 x 102

Nhan xét: Ché pham TAD c6 kha ning tiéu diét 100% vi khuan Streptococcus
mutans ATCC 35668 ¢ cac nong do: cao chiét goc, cao chiét pha lodng 1/9, cao
chiét pha lo&ing 1/19 & ca hai thoi gian u 1a 15 pht va 30 phat. Tuy nhién & nong
d6 pha lodng 1/49 va 1/99 thi khdng con kha ning diét khuan hoan toan & ca thoi
gian u 15 phut va 30 phat. Nong do diét khuan téi thiéu caa ché pham TAD doi
vé6i chang vi khuan Streptococcus mutans ATCC 35668 & cac nong do u 15 phit va
30 phut déu 1a nong do pha lodng 1/19.
KET LUAN: : Nhu vay budce dau nhdm nghién ctru da xac dinh duoc ndng do
khang khuan téi thiéu (MIC) ctia ché pham TAD trén 2 ching vi
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Streptococcus mutans ATCC 35668 ¢ thoi
gian U 15 phat va 30 phut déu 13 nong d6 pha loang 1/19.

Phu luc hinh dnh

3.1. Xac dinh hoat tinh khang khuan in vitro caa ché pham

L

3.2.  Xac dinh nong do e ché téi thiéu caa ché pham TAD trén

2 chang vi khuan
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Nghién ciru tinh kich &ng da va tac dung khang khuin ciia
“Cao tieu viém tri doc-TAD” trén thue nghiém

EXPERIMENTAL STUDY ON SKIN IRRITATION AND ANTIBACTERIAL
EFFECTS OF “TAD - ANTI-INFLAMMATORY AND DETOXIFYING
EXTRACT”

Lé Hai Thaol, Vit Nam’, Nguyén Thi Thu Hiing?,
Pham Thanh Tung?2, Nguyén Thi Minh Thu?
1 Bénh vién Y hoc c6 truyén Trung Uong, 2 Hoc vién Y Duoc hoc ¢d truyén Viét Nam

Tac gia lién hé: Lé Hai Thao
Dién thoagi: 0986189006
E-mail: lehaithaogd@gmail.com

TOM TAT

Muc tiéu: Danh gia tinh kich ing da va tic dung khang khudn ciia Cao tiéu viém tri djc-
TAD (ché pham TAD) trén thuc nghiém.

Qéi tuwgng va phwong phdp: Danh gia tinh kich img da trén tho theo huong dan ciia Bé Y
te va OECD. Tac dung khdng khudn dwoc danh gia trén 2 chung Staphylococcus aureus
ATCC 6538 va Streptococcus mutans ATCC 35668 bang phwong phdp khuéch tan giéng
thach va dém khudn lac.

Két qua: Da thé hoan toan binh thuong, khoe manh, khong co biéu hién di ing, ph né hay
viém khi dap 2,0 g mau thir trén dién tich da 2,5 x 2,5 cm trong suot 24 gw Ché phim
TAD c6 tinh khang khudn tot in vitro trén 2 chiing Staphylococcus aureus va Streptococcus
mutans o' cac nong do 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 va 1 g/ml voi gia tri MIC ¢ 15 va 30 phut u déu la
0,05 g/ml.

Két ludn: Cao tiéu viém tri déc-TAD khéng gdy kich iing da thé va ¢ tinh khdng khudn
voi 2 Staphylococcus aureus ATCC 6538 va Streptococcus mutans ATCC 35668.

Tir khéa: Cao tiéu viém tri doc-TAD, kich vmg da, tic dung khang khudn in vitro.
SUMMARY

Objectives: To evaluate the skin irritation and antibacterial effects of "TAD-anti-
inflammatory and detoxifying extract™ (TAD preparation) in experiments.

Subjects and Methods: Skin irritation was assessed on rabbits according to the guidelines
of the Ministry of Health of Vietnam and OECD. Antibacterial effects were evaluated on
two bacterial strains including Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Streptococcus
mutans ATCC 35668 by agar well diffusion and colony counting methods.

Results: Rabbits’ skins were completely healthy with no signs of allergy, edema or
inflammation when 2.0 g of samples weres applied to skin areas of 25 x 2.5 cm
continuously for 24 hours. The TAD preparation had good in vitro antibacterial effects on
2 strains of Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans at concentrations of 0.01,
0.02, 0.05, 0.1 and 1 g/ml with MIC values at 15 and 30 minutes of incubation both being
0.05 g/ml.
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Conclusions: "TAD-anti-inflammatory and detoxyfying extract” did not irritate rabbits’
skins and had good antibacterial effect against Staphylococcus aureus ATCC 6538 and
Streptococcus mutans ATCC 35668.

Key words: TAD-Anti-inflammatory and Detoxifying Extract, skin irritation, in vitro
antibacterial effect.
DAT VAN DE

Viém da co dia (VDCD) la mdt bénh da man tinh tai phat, cé lién quan dén co dia di
mg. Nguyén nhan cua VDCD 1a tdng hop cua nhiéu yéu t6 nhu di truyén, mién dich,
nhiém tring hang rao bao vé da [5].

Hié¢n nay, diéu tri VDCPD chu yéu 1a diéu tri triéu chung bﬁng corticoid boi va cac
ché pham trc ché calcineurin tai chd, két hop giit 4m cho da, dung khang histamin H1 theo
duong udng két hop cac chat e ché mién dich khac va chéng phan bao. Y hoc ¢6 truyén
(YHCT) co nhiéu vi thuéc dudi dang uéng, ngam rura, bdi ngoai dé diéu tri VDCD. Mot s
bai thudc, vi thudc di duoc nghién ctru duge 1y va thé hién hiéu qua tt, doc tinh thap, dé
sir dung va c6 kha nang phat trién thanh dang thudc ding diéu tri trén nguoi [1]. Xuit phat
tir nhu cau phat trién duoc liéu trong y hoc, Khoa Da lidu, bénh vién YHCT Trung Uong,
voi hon 10 nam kinh nghiém sur dung bai thudc gom cac vi Dai hoang, Hoang ba, Hoang
dang, Ké dau ngua, La mong, Kho sam dung lam thubc ngdm dé diéu tri ton thuong cia
VDCD, di dat dugc nhitng két qua kha quan nhat dinh. Tuy nhién, cho dén nay, chua co
nghién ctru khoa hoc rd rang dé danh gia tinh an toan va tac dung cua bai thudc trén.

Vi vay, dé gop phan phat trién dang thudc ding ngoai da trong diéu tri VDCD tir
cac duge lidu trén, nghién ciru nay duoc tién hanh nham danh gia tinh kich tmg da va tac
dung khang khuan trén thyc nghiém ctia Cao tiéu viém tri doc-TAD (ché pham TAD) do
Bénh vién san xuét.

POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Poi twong nghién ciru
Ché phim TAD

Cao tiéu viém tri doc-TAD (ché phém TAD) duoc chiét xuét tir 6 dugc liéu (dat
tiéu chuan co s& hodc tiéu chuin Duoc dién Viét Nam V) gém: Hoang ba (Cortex
Phellodendri), Pai hoang (Rhizoma Rhei), Hoang ba (Caulis et Radix Fibraureae), Ké dau
ngua (Fructus Xanthii strumarii), Kho sam (Folium et Ramulus Crotonis tonkinensis), La
moéng (Folium Lawsoniae). Duoc liéu sau khi thu hai, dugc phan loai, rira sach, siy kho &
nhiét do 70°C, sau d6 thai phién rdi chiét voi nude tinh khiét (3 1an), loc iy dich trong.
Gop 3 dich chiét roi co bot dé dugc cao long. Mdi 252 ml ché phém TAD chua: Hoang ba
42 g, hoang dang 42 g, dai hoang 42 g, ké dau ngua 42 g, kho sam 42 g, 14 mong 42 g.
Lleu dung du kién trén nguoi 1a 100 ml/ngay (100 g dugc liéu/ngay). Ché pham duoc chiét
xuat tai Khoa Dugc, Bénh vién Y hoc ¢6 truyén Trung Uong va di duoc kiém nghiém dat
tiéu chuan co so.

Déng vit, vi khudn

Tho truong thanh (Oryctolagus cuniculus L.), 06 con, can nang 2,1 + 0,2 kg, 2 thang
tudi, khoe manh, khong phan biét duc - cai, do Trung tdm nghién ctru dé va tho Son Tay
cung cap. Pong vit cai khong mang thai, khong nudi con bi va chua sinh san 1an nao. Tho
dugc nudi on dinh 5 ngay trong diéu kién thi nghiém trudc khi tién hanh nghién ctu.

Céac chung vi khuan Staphylococcus aureus ATCC 6538 va Streptococcus mutans
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ATCC 35668 do Vién kiém nghiém thudc Trung Uong cung cép.
Thuéc, héa chit

Céc hoa chat dé pha moi truong nudi ciy vi khuan g(f)m: mdi truong casein dau
tuong long, thach dinh dudng va Mueller-Hinton déu tinh khiét, do cong ty Himedia (An
bJ) san xuat.
Thiét bi va dung cu

- Nudce cit, tong do dién, kéo, pank, éng dong thuy tinh chia vach, bang, gac vo
trang, kinh lap.

- Can phan tich, ndi hép ti¢t trung, tu Am, to céy vi sinh, ta lanh, tu séy, 6ng
MacFaland, binh dinh muc 100 ml, binh tam giac, bong khong tham nudc, coc thuy tinh
100 ml, 250 ml, dén con, dia petri, dia thuy tinh.

Phuong phap nghién ciru
Danh gia tinh kich irng da
Tién hanh trén thé theo hudng dan ciia Bo Y té va OECD 404 [2], [3], [6].

Trudc thi nghiém, lam sach 16ng tho & ving bén suon mot khoang du rong dé dit cac
mau thir va ddi ching (khoang 10 x 15 cm). Chi nhung tho c6 da khoé manh, dong déu va
lanh 1an m6i duge dung vao thi nghiém. Cit cac miéng gac v trung vai kich thuge 2,5 x
2,5 cm tir miéng gac 16n ban dau ¢6 do day 2 mm. Tam mdi miéng gac voi 2,0 ml Cao
Tiéu viém tri doc-TAD. Mdi miéng gac chira 2,0 g dugc liéu. Mdi tho déu c6 ving da bén
suon dat 1 miéng gac Cao Tiéu viém tri doc-TAD va bén canh do dat 1 miéng gac tam
nude cat, cach nhau 2 cm. Pit trén da thé & mot bén suon 1 miéng gac tim mau thir va bén
canh 1a 1 miéng gac tam nuéc cat. Co dinh miéng gac bang bang dinh khong gay kich tmg
da va gac trong 24 gid. Tai mdi thoi diém quan sat, bo gac va bing dinh, dung nudc cit lau
nhe dé 1am sach mau thir con lai trén da.

Quan sat va ghi diém phan tng trén chd da dat chat thir so voi da khong dat chét thi
& cac thoi diém 1 giod, 2 gio, 4 gio, 6 gio va 24 gid sau khi 1am sach méu thir. Panh gia
phan mg trén da & cac muc do giy ban do, phu né theo qui dinh & bang 2.

Bang 1. Mtrc do phan tng trén da tho

Phén irng Piém danh gia

Su tao vay va ban do

- Khong ban do

- Ban d6 rét nhe (vira du nhan thay)

- Ban d6 nhén thiy rd

- Ban do vura phai dén nang

& wl N R O

- Ban d6 nghiém trong (do tdy) dén tao thanh vay dé ngan ngira su
tién trién cuia ban do

Gay phu né

- Khéng phi né 0

- Phu né réat nhe (vira da nhan thay) 1
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- Phu né nhan thiy rd (vién phu né phong 1én 13) 2

- Phu né vira phai (da phong 1én khoang 1mm)

- Phu né nghiém trong (da phong 1én trén Imm va c6 lan rong ra 4
vung xung quanh)

Tong sd diém kich tng ti da c6 thé 8

Trén moi tho, di€ém phan Gmg dugc tinh bang tong s6 diém & hai mirc do ban do va
phu né chia cho sé lan quan sat. Piém kich g ctiia mau thir dugce liy trung binh diém
phan tmg cua cac tho da thir. Chi sir dung cac diém tai thoi gian quan sat & 6 gio dé tinh
két qua. Dbi chiéu diém kich tng véi cac mirc do quy dinh trén bang 2 dé xac dinh kha
ning gy kich tng trén da thd ctia mau thur.

Bang 2. Phan loai cac phan tng trén da tho

Loai phan @rng Piém trung binh
Kich ung khong dang ké 0-0,5
Kich tmg nhe >0,5-2,0
Kich g vira phai >2,0-5,0
Kich tmg nghiém trong >5,0-8,0

Ddnh gid tic dung khing khuan

Tién hanh theo phuong phap khuéch tan giéng thach va d¢ém khuan lac [4].

Hoat hoa chung vi khuan CAy vi khuan trén méi truong dinh dudng Casein déu tuong.
Khi vi khuan phat trién 1lam duc méi truong thi ciy chuyén sang méi truong thach dinh
dudng, bdo quan trong ti lanh ¢ 2 - 8 °C.

Théim do nong dé khang khudn ciia ché pham TAD

- Chuén bi dung dich pha lodng ché pham TAD va huyén dich 02 loai vi khuan:

Tir ong nghiém gdc chira ché pham TAD (1 g/ml), pha lodng véi nude cat dé duge
cac dung dich ¢6 nong d9 0,1, 0,05, 0,02 va 0,01 g/ml.

Pha huyén dich chira vi khuan ching chuan tir khuan lac thudn nudi trong moi
truong thach dinh dudng dén khi dat do duc twong dwong 0.5 d6 McFarland (108 vi
khuan/ml). Cay chuyén vi khuan sang méi truong Mueller Hinton.

- Panh gia tac dung khang khuin bang phuong phéap duc 16 thach: Tir khuan lac thuan, pha
huyén dich vi khuan ndéng d6 10° vi khuan/ml (cay chuyén vao 2ml nudc cit vo triung),
diéu chinh d6 duc ctia huyén dich vi khuan twong duong do duc chuan 0,5 McFarland. Hit
100 pl huyén dich vi khuan, d6 1én bé mat thach Mueller- Hinton, dan déu vi khuén trén
dia méi truong, 1an lugt duc cac 16 nho cao trén moi trudng, dé ¢ nhiét do phong trong 30
phut, rdi dé t 4m 37°C. Sau 24 gid, do vong we ché vi khuan bang thudc kep Panme c6 do
chinh x4c 0,1 mm. Puong kinh vong trc ché vi khuan duoc tinh bing gia tri trung binh giita
3 1an thir nghiém.

Xac dinh MIC ciia ché pham TAD

- Chuén bi dung dich pha loang ché phdm TAD va huyén dich 02 loai vi khuan: tién hanh
tuong tw nhu phan Tham do & trén.

- U vi khuén trong dung dich ché pham TAD & cac nong d¢ khac nhau trong 15 phut va 30
phat.
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- Ciy 100 ul dung dich 0 & trén 1én dia thach Muller — Hinton va xac dinh ndng d6 ché
pham TAD thap nhat va thoi gian i ma vi khudn khong moc duoc (diét 99% sé luong vi
khuan).
Chi tiéu danh gia

Mirc d6 phan (mg trén da tho, su tao vay va ban do, phu né, kich Gng.

Puong kinh vong khang khudn (mm), S lugng khuan lac (CFU/ml), nong d6 trc
ché t6i thiéu (MIC).
Xir Iy s ligu

Céc sb liéu nghién ciru dugc biéu dién duéi dang X + SD. S6 liéu duoc xu 1y theo

phwong phap thong ké y hoc véi ¢& miu nhé (< 30), sir dung T-test Student, test trudc
sau (Avant - Aprés) bang phan mém Microsoft Excel 2010. Su khac biét c6 y nghia thong
ké voi p < 0,05.
Thoi gian va dia diém

Nghién ciru dugc tién hanh tir thang 5 - 7 nam 2024, tai Hoc vién Y Dugc hoc ¢6
truyén Viét Nam.
Pao dirc nghién ciru

Nghién ctru tuan tha cac quy dinh vé an toan sinh hoc. Sb lugng dong vat va vi
khuén nam trong giéi han quy dinh, di dé thu dugc két qua co do tin ciy va xir 1y théng ke.

Pong vat va vi khuan sau khi str dung duoc loai bo theo quy dinh.
KET QUA NGHIEN CUU
Tinh kich &ng da

Trong sudt thoi gian theo doi, sau khi dat thude 1, 2, 4, 6 va 24 gi0, vung da dat
mau thir van binh thuong, khong cé dau hiéu ban do, khong bi kich ing, khong phi né hay
viém. Sau khi béc mau thir, ving da dat chat thir c6 mau nau vang, nhung da nguyén ven,
lanh 1an, khong c6 biéu hién sung tiy, d6 hay viém nhiém. Da hoan toan khoe manh. Ving
da dit chat thir va ving da chtng twong tu nhau (hinh 1-5).

Hinh 1: Datho s 3sau  Hinh 2: Datho 2 sau2 gid  Hinh 3: Da tho 5 sau 4 gio dat
I gior dit mau thix dt mau thix mau thit
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Hinh 4: Da tho 1 sau 6 gio dit mau thir Hinh 5: Da tho 6 sau 24 gi¢ dit mau thir
Cé 6 tho déu c6 ving da dat mAu thir lanh 1an, binh thuong. Ving da dat mau thir
va vung da dat nudc cat tuong tu nhau.
Panh gia tic dung khang khuén
Két qua thir tic dung khang khudn ctia ché pham TAD dugc thé hién ¢ bang 3-6.
Bang 3. Nong do khang khuan cua ché pham TAD dbi véi Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Nong d9 ché pham TAD (g/ml) Puwong kinh vong vd khuan (mm)
Cao chiét goc 1 g/ml 27,10 £ 0,707
0,1 25,05 + 0,289
0,05 15,95 # 0,2889
0,02 12,67 + 0,381
0,01 8,20 + 0,500

Ché pham TAD c6 kha nang khang Staphylococcus aureus ¢ tat ca cac nong do.
DPuong kinh vong vo khuan giam dan khi nong d6 TAD giam xudng. Puong kinh vong
khang khuan 16n nhat 13 27,10 £ 0,707 mm (nong do 1 g/ml), 16n hon ¢ y nghia théng ké
s0 véi cac ndng d6 con lai (P < 0,05) va nho nhat 1a 8,2 + 0,500 mm (ndng d6 0,01 g/ml).

Bang 4. Nong do khang khuén ciia ché pham TAD d6i véi Streptococcus mutans ATCC 35668

Nong d¢ ché pham TAD (g/ml) Puong kinh vong vo khuan (mm)
Cao chiét gbc 1 g/ml 28,67 + 0,661
0,1 26,50 + 0,541
0,05 16,33 = 0,567
0,02 13,10 £ 0,567
0,01 8,8 + 0,333

O tat ca cac ndong do da thi, ché pham TAD c6 kha nang khang Streptococcus
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mutans. Puong kinh vong vo khuan ting giam ty 18 thuin véi ndng 46 TAD. Puong
kinh vong v6 khuén 16n nhit & néng d6 1 g/ml (28,67 + 0,661 mm), 16n hon ¢ y
nghia théng ké so voi cac ndng d6 con lai (P < 0,05) va nho nhit & ndng do 0,01
g/ml (8,8 £ 0,333 mm).

Bing 5. MIC cua ché pham TAD ddi véi Staphylococcus aureus ATCC 6538

Nong dg ché pham TAD (g/ml) | g4 vi khuin con song sau thoi gian @
(CFU/ml)
15 phut 30 phat

Cao chiét gbc 1 g/ml 0 0
0,1 0 0
0,05 0 0
0,02 34,5 x 10? 19,5 x 10°
0,01 56,5 x 102 27,2 x 10?

Ché pham TAD c6 kha ning diét 100% vi khuan Staphylococcus aureus
ATCC 6538 & cac néng dd 0,05, 0,1 va 1 g/ml véi thai gian @ 15 va 30 phat. O
nong d6 pha lodng 0,02 va 0,01 g/ml, TAD khong con kha ning diét khuan hoan
toan. MIC caa ché pham TAD déi véi Staphylococcus aureus ATCC 6538 & 15 phut
va 30 phat  déu 12 0,05 g/ml.

Biang 6. MIC caa ché pham TAD ddi véi Streptococcus mutans ATCC 35668

Nong d che pham TAD (g/ml) | §§ vi khuin con song sau thoi gian @
(CFU/mI)
15 phut 30 phat

Cao chiét gbc 1 g/ml 0 0
0,1 0 0
0,05 0 0
0,02 39,2 x 10? 22,4 x 10?
0,01 60,5 x 102 35,7 x 102

O cé4c ndng do 0,05, 0,1 va 1 g/ml, ché pham TAD c6 kha niang diét 100% vi
khuan Streptococcus mutans ATCC 35668 véi thoi gian o 15 va 30 phdt. Hai nong d6 0,01 va
0,02 g/ml khdng c6 kha niang diét khuan hoan toan & ca thoi gian u 15 va 30 phat. MIC cua
ché pham TAD déi véi chung Streptococcus mutans ATCC 35668 ¢ 15va 30 phut u déu 12 0,05
g/ml.

BAN LUAN
Viéc danh gia tinh kich tng da thuong duoc tién hanh trén dong vat c6 tinh man cam
cao. Trong so cac loai dong vat, tho c6 vung da rat mong va nhay cam, dong thoi kha rong

30



du dé dat miu thir nén thuong duogc lya chon. Cac chi s6 danh gia gff)m ban do, phu né,
viém, tao vay, mun nudc hodc bit ctr biéu hién bat thudng nao trén da [6], [7].

Két qua nghién ctru cho thiy, & liéu 2,0 g/dién tich da 2,5 x 2,5 cm trong 24 gio lién
tuc, da tho van binh thuong, lanh lan, khong co ban do, khong phu né, khong viém. Ving
da dit thudc twong ty ving da ching. Diéu nay chimg t6 ché pham TAD an toan véi da thd
& liéu da thtr nghiém.

Tac dung khang khuan duoc nghién ctru bing phuong phap khuéch tan giéng thach
va dém khuén lac, 13 phuong phap phd bién hién nay v6i wu diém don gian, chi phi thip,
cho két qua nhanh chéng, kha nang khang vi khuan dugc thé hién qua duong kinh vong trc
ché vi khuén va s6 CFU/ml. K&t qua tir bang 3-6 cho thay, ché phdm TDA ¢ cac noéng do
0,01, 0,02, 0,05, 0,1 va 1 g/ml d€u c6 tac dung khang 2 loai Staphylococcys aureus va
Streptococcus mutans voi gia tri MIC déu la 0,05 g/ml & 15 va 30 phut u. Di€u nay chimg
td TAD c6 kha nang di¢t khuan tot.

Két qua nay ciing pht hop voi nghién ciru cia Sato va cong su (1997) khi danh gia
tac dung cuia xanthatin (phan lap tir L4 mong) cho thay khang tot cac loai Staphylococcus
aureus va Streptococcus mutans [8].

KET KUAN

Cao Tiéu viém tri doc-TAD (ché pham TAD) véi liéu 2,0 g duoc liéu/dién tich da
2,5 > 2,5 cm an toan voi da tho. Da tho hoéq toan binh thuong, khée manh, khong bat cu
bi€u hién di ing hay viém nao trong 24 gid dap mau thir.

Ché pham TAD ¢6 tinh khang khuén t6t in vitro trén 2 ching Staphylococcus aureus
ATCC 6538 va Streptococcus mutans ATCC 35668 & cég nong d6 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 va 1
g/ml. MIC ctiia TAD véi 2 ching trén ¢ 15 va 30 phiit i déu 1a 0,05 g/ml.
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	Ở các nồng độ 0,05, 0,1 và 1 g/ml, chế phẩm TAD có khả năng diệt 100% vi khuẩn Streptococcus mutans ATCC 35668 với thời gian ủ 15 và 30 phút. Hai nồng độ 0,01 và 0,02 g/ml không có khả năng diệt khuẩn hoàn toàn ở cả thời gian ủ 15 và 30 phút. MIC của ...
	Kết luận: Như vậy ta đã xác định được nồng độ kháng khuẩn tối thiểu (MIC) của chế phẩm TAD trên 2 chủng vi Staphylococcus aureus ATCC 6538;  Streptococcus mutans ATCC 35668 ở thời gian ủ 15 phút và 30 phút đều là 0,05g/ml.
	2. ĐẶC ĐIỂM NGUYÊN PHỤ LIỆU
	3.MÁY MÓC, THIẾT BỊ
	5. MÔ TẢ QUÁ TRÌNH SẢN XUẤT


	- Lựa chọn nguyên liệu: Để loại bỏ những bộ phận không dùng, không đủ tiêu chuẩn làm thuốc. Tạo ra sự đồng đều về mặt kích thước.
	- Rửa: Nhằm làm sạch, làm mềm nguyên liệu để thuận tiện cho việc thái phiến, định hình nguyên liệu.
	- Sấy: Nguyên liệu được cho vào các khay và tiến hành sấy trong tủ sấy. Nhiệt độ sấy được cài ở 70oC.
	- Cho dược liệu đã sơ chế vào nồi nấu tuần hoàn.
	- Gài vỉ nồi nấu. Đổ dung môi ngập dược liệu khoảng 20 cm
	- Vận hành nồi nấu, mở van hơi từ từ , cấp hơi vào nồi chiết.
	- Các thông số của quá trình chiết xuất:
	+ Dung môi chiết: Nước tinh khiết
	+ Thời gian chiết mỗi lần: 2h / 3 dịch
	+ Nhiệt độ chiết xuất: 100oC
	- Rút dịch chiết, lắng, lọc.
	Các tiểu phân, các tạp chất không tan, tủa hoặc vẩn đục lơ lửng trong dịch chiết, sẽ lắng xuống sau một thời gian. Thời gian để lắng tỷ lệ nghịch với kích thước của tiểu phân và hiệu số tỷ trọng của các tiểu phân chất rắn với dịch chiết, tỷ lệ thuận v...
	- Tiếp tục bổ sung dung môi. Số lần chiết xuất: 3 lần
	- Chế phẩm TAD thu được có tỷ lệ (01 ml cao lỏng tương ứng với 01 g nguyên liệu), thêm chất bảo quản.
	- Đóng gói, dán nhãn, bảo quản: Dán nhãn đúng quy chế, bảo quản nơi thoáng mát, khô ráo, nhiệt độ ít thay đổi.
	- Kiểm nghiệm thành phẩm: Kiểm nghiệm theo Tiêu chuẩn cơ sở.
	6.1. Kiểm soát nguyên liệu
	6.2. Kiểm tra bán thành phẩm, bao bì, nhãn.
	6.3. Kiểm tra thành phẩm, đóng gói, nhập kho.

	2. PHƯƠNG PHÁP THỬ
	1. Nhóm nghiên cứu
	1.1. Địa điểm, thời gian nghiên cứu
	1.2. Đối tượng nghiên cứu
	1.4. Dụng cụ dùng trong nghiên cứu

	1.5. Tiến hành nghiên cứu

	CHƯƠNG 2: XÁC ĐỊNH TÍNH KHÁNG KHUẨN CỦA CAO TIÊU VIÊM TRỊ ĐỘC - TAD
	2.1. Đối tượng nghiên cứu
	2.2. Phương tiện nghiên cứu
	2.2.1. Chủng vi khuẩn khuẩn


	CHƯƠNG 3: KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
	3.1. Xác định hoạt tính kháng khuẩn in vitro của chế phẩm TAD trên 2 chủng vi khuẩn
	Bảng 3.1. Kết quả khảo sát nồng độ kháng khuẩn của chế phẩm TAD đối với chủng vi khuẩn Staphylococcus aureus ATCC 6538

	3.2. Xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của chế phẩm TAD trên 2 chủng vi khuẩn
	Bảng 3.3. Kết quả khảo sát nồng độ ức chế tối thiểu của chế phẩm TAD đối với chủng vi khuẩn Staphylococcus aureus ATCC 6538
	Nhận xét: Chế phẩm TAD có khả năng tiêu diệt 100% vi khuẩn Staphylococcus aureus ATCC 6538 ở các nồng độ: cao chiết gốc, cao chiết pha loãng 1/9, cao chiết pha loãng 1/19 ở cả hai thời gian ủ là 15 phút và 30 phút. Tuy nhiên ở nồng độ pha loãng 1/49 v...
	Bảng 3.4. Kết quả khảo sát nồng độ ức chế tối thiểu của chế phẩm TAD đối với chủng vi khuẩn Streptococcus mutans ATCC 35668
	Nhận xét: Chế phẩm TAD có khả năng tiêu diệt 100% vi khuẩn Streptococcus mutans ATCC 35668 ở các nồng độ: cao chiết gốc, cao chiết pha loãng 1/9, cao chiết pha loãng 1/19 ở cả hai thời gian ủ là 15 phút và 30 phút. Tuy nhiên ở nồng độ pha loãng 1/49 v...

	3.1. Xác định hoạt tính kháng khuẩn in vitro của chế phẩm TAD
	3.2. Xác định nồng độ ức chế tối thiểu của chế phẩm TAD trên 2 chủng vi khuẩn

	Chế phẩm TAD
	Cao tiêu viêm trị độc-TAD (chế phẩm TAD) được chiết xuất từ 6 dược liệu (đạt tiêu chuẩn cơ sở hoặc tiêu chuẩn Dược điển Việt Nam V) gồm: Hoàng bá (Cortex Phellodendri), Đại hoàng (Rhizoma Rhei), Hoàng bá (Caulis et Radix Fibraureae), Ké đầu ngựa (Fruc...
	Trong suốt thời gian theo dõi, sau khi đặt thuốc 1, 2, 4, 6 và 24 giờ, vùng da đặt mẫu thử vẫn bình thường, không có dấu hiệu ban đỏ, không bị kích ứng, không phù nề hay viêm. Sau khi bóc mẫu thử, vùng da đặt chất thử có màu nâu vàng, nhưng da nguyên ...
	Bảng 3. Nồng độ kháng khuẩn của chế phẩm TAD đối với Staphylococcus aureus ATCC 6538
	Bảng 5. MIC của chế phẩm TAD đối với Staphylococcus aureus ATCC 6538
	Chế phẩm TAD có khả năng diệt 100% vi khuẩn Staphylococcus aureus ATCC 6538 ở các nồng độ 0,05, 0,1 và 1 g/ml với thời gian ủ 15 và 30 phút. Ở nồng độ pha loãng 0,02 và 0,01 g/ml, TAD không còn khả năng diệt khuẩn hoàn toàn. MIC của chế phẩm TAD đối v...
	Bảng 6. MIC của chế phẩm TAD đối với Streptococcus mutans ATCC 35668
	Ở các nồng độ 0,05, 0,1 và 1 g/ml, chế phẩm TAD có khả năng diệt 100% vi khuẩn Streptococcus mutans ATCC 35668 với thời gian ủ 15 và 30 phút. Hai nồng độ 0,01 và 0,02 g/ml không có khả năng diệt khuẩn hoàn toàn ở cả thời gian ủ 15 và 30 phút. MIC của ...
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