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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap bao ché hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag va hé nano khang sinh t6 hop nay. Phuong phép bao ché bao gdm 7
budc, trong d6 nano Ag dugc hinh thanh bang phan tmg cua ion Ag" véi dung dich
chitosan. Phan tmg nay dong thoi giup ting do tan ciia chitosan trong méi truong trung
tinh. Dung dich nay sau d6 dugc phun suong vao dung dich alginat c6 chira doxycyclin.
Florphenicol duoc hoa tan trong etanol trude khi thém vao dung dich ké trén. Sau cing,
dung méi duge khudy cho bay hoi trong 24 h va li tim loai bo tap chat. Hé nano khang
sinh to hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag c6 dang dung dich mau vang nau trong subt,
kich thuéc hat tir 50 dén 100 nm, thé Zeta co gia tri tuyét d6i trén 30 mV, ham luong mdi
khang sinh trong hé nano t6 hop dat tir 10- 30%, nong do nano Ag tur 100-300 ppm. H¢
nano theo sang ché c6 kha nang tiéu diét vi khuan co hai trong chin nudi gia cam.
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Linh vire k¥ thuit dwoge dé cip

Sang ché thudc linh vuc cong nghé nano va tmg dung cdng nghé nano
trong thu y (phong tri bénh cho gia cdm). Cu thé, sang ché‘dé cap dén phuong
phap bao ché hé nano khéng sinh t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag chira
2 khéng sinh phdi hop 12 Doxycyclin va Florphenicol, t6 hop cung thanh phin
nano bac, gitip diét trir vi khuan gy bénh trong chin nuéi gia cam. Ngoéi‘ra, sang
ché con dé cap dén hé nano khang sinh t6 hop Doxycycline-Florphenicol-nano Ag

néu trén.
Tinh trang k§y thuit ciia sing ché

Hién nay, thudc khang sinh giit vai trd quan trong trong du phong va diéu
tri cac bénh truyén nhiém va nhiém khuin trong chin nuoi. Tuy nhién, tinh trang
lam dung thudc khang sinh trong thic in lam chét kich thich sinh trudng ciing
nhu st dung qué liéu trong phong tri bénh gy ra hién tugng khang khéng sinh va
tdn du khang sinh trong thuc pham. Vi vdy, hudng tmg chuong trinh toan cau
trong viéc st dung khang sinh c6 trach nhiém, gitta ndm 2017, Viét Nam cling da
cong bd “Ké hoach hanh déng Qudéc gia vé& quan 1y sit dung khang sinh va phong
chéng khang khéang sinh trong san xut chin nudi va nuéi trong thily san giai doan
2017-2020”. Theo d4, viéc loai bo st dung khang sinh vao muc dich kich thich
ting truéng, han ché va tién t&i loai bo st dung khéng sinh vao muc dich phong
bénh di dugc ghi vao ké hoach hanh dong va di c6 nhitng thuc thi ban dau.
Chéng han, khang sinh di bi cdm st dung trong thirc dn chin nuéi (véi vai trd
chat kich thich sinh truéng), bi han ché st dung va huéng dén cdm sir trong diéu
tri cac bénh trén vat nudi trong vong 10 nadm téi. Nhu vay, dé dam bao strc khoe
cho vat nudi, ning cao ning sut chin nudi, ddng thdi dap ing yéu ciu giam liéu
khang sinh thi viéc tao ra nhitng san ph:flm ma&i vira hi€u qua trong phong tri bénh,

vira khong st dung luong 16n khang sinh 13 van @& cap thiét. Tuy nhién, & ngay ca

-2-



33759

nhitng qudc gia tién tién nhu My, khéng sinh van 12 phuong phép cin thiét phai st
dung dé diéu tri bénh nhiém khuAn trén vat nudi. Vi vdy, vin dé dat ra 1a chiing ta
phai tim duogc gi4i phap dé giam lwong khang sinh st dung nhung van dam bao
duoc hiéu qua phong tri bénh twong duong hodc t5t hon liéu dang dung.

Cong nghé nano da va dang dugc ing dung trong moi linh vuc caa doi séng,
dic biét 1a trong ndng nghiép. Nhidu nghién ctru gin diy da chi ra kha ning tng
dung cta cac hé nano trong nang cao nang sudt, chat lugng ciy trong. Tuy nhién,
g dung cua cong nghé nano trong chdn nudi gia suc, gia cAm van con rat méi
mé. Tai liéu “Development of nanoparticles for antimicrobial drug delivery”
(Current medicinal chemistry 2010) ciia Zhang va cong su boc 10 hé dan thudc
nano 14 mot phwong thirc day hira hen dé vuot qua nhitng thach thirc hién nay lién
quan dén liéu phap khéng sinh do tinh chat héa Iy doc déo clia ching, bao gdm ty
1& dién tich b& mat/khdi lugng 16n, kich thudce nhd va sy tuong tic doc ddo voi vi
sinh vat va té bao cua vat chi, ciing nhu kha ning bién ddi cAu tric va chitc ning
ctia ching. Mot sé chat khang sinh 13 nhiing chét rat it tan trong nuréc 1am cho kha
ning hép thu kém. Trong khi d6, mot s6 chét khang sinh tan dugc trong nudce, kha
ning hip thu t6t hon nhung lai nhanh chéng bi d4o thai khdi co thé, lam cho hiéu
qua diéu tri khong cao. Do d6, mang khéng sinh 1én hé méng nano giup cai thién
kha nang hip thu va hiéu qua diéu tri ciia chiing. Thém vao dé, nhiéu nghién ctru,
ching han nhu “Synergetic effects of doxycycline-loaded chitosan nanoparticles
for improving drug delivery and efficacy” cua Cover va cong su trén tap chi
International journal of nanomedicine 2012, da chi ra h¢ dan thubc nano c6 kha
nang vugt qua cac co ché khang thudc dic hiéu cua vi khuén. Nhitng loi thé nay
g6p phan khic phuc tinh khang thuéc do viéc lam dung khang sinh. Ddng thoi,
cac k¥ thuit nano tao diéu kién 1am ting chi sb diéu trj ctia nhiéu thanh phﬁn hoat
chét. Su thay dbi kich thudc tir hing chuc micromet dén hang chuc hoic hang
tram nanomet da tré thanh mét dot pha dang ké trong cong nghé, y té va thi y.

Patent US 2011/021814.0 Al cung cip thanh phén ciia hat nano chira mét
hodc mot vai polime phan hiy sinh hoc trong sb cac polime poly(lactic acid),
poly(lactide-co-glycollide), ‘ polyanhydride, poly(1,3-bis-

(carboxyphenoxypropane)sebacic acid va 1 tic nhan khdng vi sinh vat. Nhom tac
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gia d'Angelo va cong su trong bai bao “Overcoming barriers in Pseudomonas
aeruginosa lung infections: Engineered nanoparticles for local delivery of a
cationic antimicrobial peptide” (Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 2015) da
bao ché hé din thudc nano mang colistin trén polyme PLGA bang phuong phap
khuéch tan dung moi/nhii twong. HE nano nay duoc phi véi chitosan va PVA cho
phép diéu chinh céc dic tinh bé mait va cai thién su van chuyén cua hé théng nano
thong qua chit nhiy nhan tao; céc hat nano colistin thé hién hiéu qua cao trong
viéc loai boé mang sinh hoc cta vi khuin so véi colistin tu do. Cling trén nén
polyme PLGA, nhom te'lé gia Baelo va cdng sy trong nghién ctru “Disassembling
bacterial extracellular matrix with DNase-coated nanoparticles to  enhance
antibiotic delivery in biofilm infections” (Journal of controlled release: official
journal of the Controlled Release Society 2015) da tong hop hé nano polyme
Ciprofloxacin dugc chirc nang héa véi DNase I, vé6i hoat tinh khang khuin manh
trén chung vi khuin Pseudomonas aeruginosa. Cac hat nano nay 1am thay d6i mé
hinh xtr Iy mang sinh hoc, vi ngoai viée giai phéng c6 kiém soat ciprofloxacin,
chiing c6 thé huéng dich va pha huy mang sinh hoc bang cach 1am suy giam DNA
ngoai bao (yéu t 1am 4n dinh mang lwéi mang sinh hoc) '

Téc gia Boyer va cong sy trong nghién ciru “Co-delivery of nitric oxide and
antibiotic using polymeric nanoparticles” (Chemical science 2016) da bao ché hé
nano polyme mang ddng thoi Gentamicin va oxit nitric. Hé nay cho thiy hiéu qua
lam gidm kha ndng sbng s6t cua P. aeruginosa t&i hon 90%. Tac gia Natasha F
Cover (A Novel Device and Nanoparticle-Based Approach for Improving
Diagnosis and Treatment of pelvic Inflammatory Disease) da bao ché hé nano
Doxycycline duge boc trong cac hat nano lam tir chitosan ¢ thé phan hay sinh
hoc ¢6 thé cai thién viée cung cép thudc tir tir, do d6 giam thiéu tac dung phu va
cai thién hiéu qua cta thudc. Hiéu suat mang thudc dat 56% va hoat tinh khang
khuén in vitro chéng lai Escherichia coli rat cao, e ché hon 90% su phat trién
ctia vi khuan trong 4 gio. |

Chitosan va alginat duoc mot s6 nghién ctru stt dung lam hé mang mot s6

thudc nhu lovastatin  (Thai va cong suw, “Characterization of
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chitosan/alginate/lovastatin nanoparticles and investigation of their toxic effects in
vitro and in vivo”, Scientific Reports 2020) hodc vitamin B2 (Azevedo va cong
su, “Alginate/chitosan nanoparticles for encapsulation and controlled release of
vitamin B2?”, International Journal of Biological Macromolecules 2014). Tuy
nhién, cac nghién ctru nay déu sir dung chung phuong phép gel héa ion, trong d6
mdi dung dich chitosan va alginat déu doi hoi c6 pH dat gia tri chinh x4c, 1an luot
& 4,6 va 4,9. Viéc diéu chinh pH dén pH axit nhu vy c6 thé gdy phét sinh thém
thoi gian va chi phi sén xuAt. Thém vao d6, méi truomg pH axit c6 thé anh huéng

t6i chat luong va hiéu qua st dung cua cac thuéc dugce mang trén hé.

Céc loai khang sinh dugc stir dung phd bién nhét dé diéu tri bénh trong chin
nudi gia stc, gia cAm hién nay 12 Florphenicol va Doxycyclin. Florphenicol 12
khing sinh thuéc nhém Phenicol, 1a din xuét ctia Thiamphenicol. Florphenicol 1a
khang sinh c6 phéd khang khuin rong, cé tic dung trén ca vi khuin Gram 4m va
Gram duong, mot sé vi khuin ndi bao nhu Richketsia, Chlamydia, vi khuén ky
khi nhu Clostridium spp, Bacteroides spp. Doxycycline 1a khang sinh phé rong,
c6 tac dung kiém khun. Thubc nay tc ché vi khudn tdng hop protein do gin vao
tiéu don vi 30S va c6 thé ca véi 50S cla ribosom trong vi khudn nhay cam; thuéc
ciing c6 thé gay ra cac thay d6i & mang bao twong. Doxycycline ¢4 pham vi khang
khuin rong véi vi khuén hiéu khi va ky khi Gram duong va Gram am, va ca vdi
m(f)f s6 vi sinh vat khang thudc nhu Rickettsia, Coxiella burnetii, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia spp., Legionella spp., Ureaplasma, mot sb

Mycobacterium khong dién hinh, va Plasmodium spp.

Trén thi trrong hién nay da cd san phim phdi hop 2 khang sinh ké trén
dung cho chin nudi. Tuy nhién viéc st dung 2 khéng sinh nay dudi dang nano
hodc dudi dang nano phéi hop véi nano bac con chua duge thuc hién.

Bian chit k§ thuit cia sang ché

Muc dich cua sang ché:

Muc dich ctia sang ché 1a dé xuét phuong phép bao ché hé nano khéang sinh
td hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag nhim giai quyét nhitng van dé néu trén.
Hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag thu dugc c6é dang

dung dich mau vang niu trong sudt, kich thuéc hat tir 50 dén 100 nm, thé Zeta c6
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gid tri tuyét ddi trén 30 mV, ham luong mdi khéng sinh trong hé nano t5 hop dat
tir 10-30%, nong d6 nano Ag tir 100-300 ppm. Hé nano theo sing ché c6 kha ning

tiéu diét vi khuin c6 hai trong chan nudi gia cam.

Theo mot khia canh, phuong phép bao ché hé nano khang sinh t6 hop

Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag theo sang ché bao gdm céc bude:

(1) Chitosan dugc hoa tan trong dung dich axit axetic 0,5%. Nong do chitosan
duge khdng ché trong khoang tir 0,2 dén 5 mg/ml. Hoa tan AgNO3 trong
nuée va cho vao dung dich chitosan, khudy déu, sao cho nong d6 ion Ag*
trong dung dich chitosan dat tir 200 dén 2000 mg/1;

(2) dun néng hdn hop tai nhiét do tir 40 dén 80°C trong thdi gian tir 0,5 dén 5
gir @8 thure hién phan (g giita chitosan va ion Ag" tao ra nano Ag phén tan
trong mang ludi cua polime nay. Ddng thoi phén tir chitosan duge oxi héa
béi ion Ag" xuét hién thém cic nhém chic tan t6t trong nuéc nhu COO-
gitip ting kha ning hoa tan cta né trong moi trudng trung tinh. Dung dich
nay duoc dua vé nhiét 3 phong trwde khi thuc hién budce tiép theo (dung
dich 1);

(3)hoa tan alginat trong nudc cat thu duoc dung dich alginat ndng d6 tir 0,5
dén 5 mg/ml. Doxycycline dugc hoa tan trong nudc cit va chuyén vio dung
dich alginat véi ti 1€ doxycyclin:alginat thay ddi tir 1:5 @én 5:1 (dung dich
2);

(4) dung dich 1 & buéc (2) duoc dua vao binh phun swong va phun vao dung
dich 2 & budc (3) véi ap suit hoat dong trong khoang tir 2,5 dén 4 bar.
Trong khi d6 dung dich 1 dugc khudy tron lién tuc véi tbc do khudy tdi
thiéu tir 250 dén 600 vong/phut. Ti 1¢ thé tich dung dich 2:dung dich 1 thay
ddi tai cac ti 1¢ 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 va 1:5;

(5) florphenicol dugc hoa tan trong etanol véi ndng do tir 1 dén 10 mg/ml
(dung dich 3);

(6) dung dich 3 & budc (5) dugc nho giot tir tir vao hon hgp phan tmg & bude
(4) véi tbc do nho giot tir 1 dén 5 giot trong 2 gidy va duy tri khuay tron
trong qua trinh nho giot; ‘

(7)1am bay hoi dung méi tir tir & nhiét d6 phong trong thoi gian 24 gid, sau do

dung dich dugc ly tAm téc d6 450 vong/phit 3 1an roi loc va loai bo cac
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phén khéng tan thu dugc hé nano t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag.
M6 ta vin tit cac hinh vé
Hinh 1 1a so db quy trinh bao ché hé nano khéang sinh t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol—hano Ag
Hinh 2 1a phé FTIR cua Alginat (1), Chitosan (2), Doxycycline (3), Florphenicol
(4), va hé nano khang sinh td hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag (5)
Hinh 3 la gian dd nhiu xa tia X (XRD) cia hé nano t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag |
Hinh 4 13 anh FESEM (a) va TEM (b) cia hé din thudc tich hop Doxycycline-
Florphenicol-nano Ag
Hinh 5 1a phén bb kich thudc hat va thé Zeta ctia hé nano khang sinh t6 hop
Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag
Hinh 6 13 phé UV-Vis va dudng chudn ndng d6-d6 hap thu quang cua (a) (¢)
Doxycycline va (b)(d) Florfenicol
Hinh 7 12 biéu dd giai phéng thudc Doxycycline va Florphenicol tir hé nano khang
sinh t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag
Hinh 8 mé ta hoat tinh khang khuin ciia hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag (D1) trén vi khuin Staphylococcus aureus va Escherichia

coli.
~ M ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét dwa vao cac hinh v& kém theo.
Séang ché dé& cap dén phuong phap bao. ché hé nano khang sinh t6 hop
Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag va hé nano khang sinh t6 hop nay.

'O khia canh thtr nhét, séng ché @& cap dén phuong phdp bao ché hé nano
khéng sinh t6 hgp. |

Phwong phdp bao ché

Trong sang ché, chung t4i st dung cic nguyén liéu nhu alginat, chitosan
duoc san xuat tai Viét Nam, cdc hoa chit nhu AgNOs, Doxycyclin va

Florphenicol 1a san pham thirong mai sén xuét tai Trung Qudc.
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Nhu duge thé hién trén hinh 1, phuong phép bao ché hé nano khéng sinh tb
hop bao gdm 7 bude, trong d6 nano Ag dugc hinh thanh bang phan Ung cua ion
Ag* vé6i dung dich chitosan. Phan ing nay ddng thoi gitp ting do tan cua chitosan
trong moi truong trung tinh do mot s6 nhom chire ciia chitosan bi oxi héa bdi ion
Ag" thanh nhém tan trong nuéc COO". Dy chinh 12 mét diém sang tao cta sang
~ ché, béi 1& cac nghién ctru khac déu doi hoi dung dich chitosan phai dwa vao méi
trudng axit @& duy tri trang thai hoa tan. Trong sang ché nay, chi can hoa tan
chitosan trong méi truong axit & thoi diém ban dau, sau qua trinh oxi héa béi ion
Ag', dung dich ndy vin c6 thé hoda tan trong mdi truong trung tinh (nudce cat).
Trong budc tiép theo, dung dich ndy sau d6 dugc phun suong vao dung dich
alginat c6 chira doxycyclin. Day 1a diém sang tao tiép theo ctia phwong phéap bao
ché hé nano khéng sinh tb hop dé cap trong sing ché nay. Tac dung cﬁé viéc phun
swong 1a gitp cac dung dich duoc tiép xuc theo timg 16p va dam bao khudy trén
déng déu, cac twong tac duoc hinh thanh mét cach bén vitng. Florphenicol duoc
hoa tan trong etanol trudc khi thém vao dung dich ké trén. Sau cung, dung méi
duoc khudy cho bay hoi trong 24 h va li tim loai bé tap chat.

Céc budc chi tiét cia quy trinh bao ché nhu sau: (i) Chitosan dugc hoa tan
trong dung dich axit axetic 0,5%. Noéng do chitosan dugc khéng ché trong khoang
tir 0,2 dén 5 mg/ml. Hoa tan AgNO; trong nudc va cho vao dung dich chitosan,
khudy déu, sao cho nong d6 ion Ag* frong dung dich chitosan dat tir 200 dén 2000
mg/1. (ii) Dun néng hdn hop tai budc (i) dén nhiét d6 tir 40 dén 80°C trong thoi
gian tir 0,5 dén 5 gid dé thuc hién phdn tmg gifta chitosan va ion Ag" tao ra nano
Ag phan tan trong mang ludi cia polime nay. DPong thoi phan tir chitosan dugc
oxi héa boi ion Ag" xuit hién thém cdc nhoém chuc tan t6t trong nuéc nhu COO
gitip tang kha ning hoa tan cua né trong mdi truong trung tinh. Dung dich nay
dugc dwa vé nhiét d6 phong trude khi thue hién budc tiép theo (dung dich 1). (iii)
Hoa tan alginat trong nudc cét thu dugc dung dich alginat ndng do tir 0,5 dén 5
mg/ml. Doxycycline dugc hoa tan trong nude cAt va chuyén vao dung dich alginat
v6i ti 1€ doxycyclin:alginat thay ddi tir 1:5 dén 5:1 (dung dich 2). (iv) Dung dich 1
& budce (ii) duoc dua vao binh phun swong va phun vao dung dich 2 & bude (3)

v6i 4p suat hoat dong trong khoang tir 2,5 dén 4 bar. Trong khi d6 dung dich 1
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duoc khudy tron lién tuc véi tde do khudy t6i thiéu tir 250 dén 600 vong/phit. Ti
18 thé tich dung dich 2:dung dich 1 thay ddi tai cac ti 18 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 va
1:5. (v) Florphenicol dugc hoa tan trong etanol véi ndng do tir 1 dén 10 mg/ml
(dung dich 3). (vi) Dung dich 3 & budc (v) dugc nhd giot tir tir vao hdon hop phan
{mg & budc (iv) véi tée do nhé giot tir 1 dén 5 giot trong 2 gidy va duy tri khudy
tron trong qua trinh nhé giot. (vii) Lam bay hoi dung méi tr tr & nhiét 46 phong
trong thoi gian 24 gid, sau d6 dung dich dugc ly tim tdc do 450 vong/phiit 3 lan
rdi loc vi loai bd cic phin khéng tan thu dugc hé nano t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag.

O khia canh thtr hai, sing ché dé& cap dén hé nano khéng sinh t6 hop
Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag. Céc tc gia sang ché d3 x4c dinh cac dic trung
vé cAu tric va tinh chét cia san phdm ndy, cu thé nhur sau:

Cidc dic diém cau tric ciia hé nano khdng sinh 16 hop:

CAu tric cta hé nano khang sinh t6 hgp Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag
dugc dénh gia bing phd hdng ngoai (Fourier Transfomation Infrared
Spectroscopy — FTIR) (hinh 2). Trong phé FTIR ctia hé nano khang sinh t6 hop,
tht ca céc dao dong dic trung cla cac nhém chirc trong Doxycyclin (DOX),
Alginat, Chitosan hogc Florphenicol (FLO) déu xuét hién tai céc vi tri dic trung
(bang 1). Pdng thoi, su dich chuyén vi tri cac dinh FTIR cta céc khang sinh nay
cho thy su twong tac gitta thudc, nano bac va cic polime.

Bang 1. Cac dinh dic trung trén phd hdng ngoai (cm™)

Alginat Chitosan DOX FLO Hé nano khang sinh t6 hop
Doxycyclin-Florphenicol-
nano Ag
1630 1630 1618 1681 1634 - 1682
(C=0) (C=0) (C=0) (C=0)
1042 (C-0O) 1041 1149 1024-1151
(C-0) (C-0)
3450 3450 3417 3436 3441
(-OH) (-OH) (-OH) (-OH)
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3324

(-NH)

Céc dinh djc trung cia FLO ¢ 1681 em™ (dao dong cong héa tri C = O0) va
1149 c¢cm! (dao dong bién dang C-OH) ciing xuit hién trong phd ctia hé nano
khang sinh t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag. Trong khi do, cac dinh dac
trung ctia FLO & sb séng 3324 ecm™! (dao dong cong héa tri ciia nhém N-H) va
3436 cm’! (dao ddéng hod tri -OH ancol) dugc cho 1a dich chuyén t6i 3441 cm’,
déng thdi dao dong ndy ciing duge chi dinh cho sy hién dién cta dao dong kéo dai
-OH trong Doxycyclin va alginat. Pinh trung binh & mirc 2928 cm! thude v& cac
dao dong kéo dai ctia CH (sp®) cua alginate va Doxycycline. Dinh hép thu trung
binh & 1634-1682 cm! thudc vé dao dong kéo dai cia nhém C=O. Trong hinh 2,
dinh d3c trung cua chitosan & khoang 1630 cm. Dinh nay ciing tdn tai trong phé
ctia hé nano khang sinh t6 hgp Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag. Nhitng dao
dong dién hinh ndy dd x4c nhén su thanh cong trong viéc déng géi Doxycycline

va Florphenicol béi hé mang chira Alginat, Chitosan va nano Ag.

Dic trung cAu tric tinh thé cia hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag duoc thé hién trén hinh 3. Céc két qua cho thay, cic nhiéu
xa dic trung ciia hat nano bac tai cdc goc 20 1a 38°, 44°, 64°, 76° twong ung voi
chc mit phing tinh thé (111), (200), (220) va (311) (theo ngan hang phd JCPDS
card No 04-0783). Nhitng két qua trén khing dinh su hinh thanh cta cdc hat nano
bac trong hé nano khing sinh td hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag.

Hinh théi hoc cta cic hat nano dugc dic trung boi phuong phép chup anh
hién vi dién tir quét (FESEM) va hién vi dién tir truyén qua (TEM). Két qua cho
thdy céc tiéu phan hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag
c¢6 dang hinh cau, véi kich thuée nho trong khoang tir 50-100 nm (hinh 4).

Phuong phdp tan xa laze dong (DLS) duoc st dung dé x4c dinh kich thuéc
trung binh, phan bd kich thudc hat va gid tri dién thé zeta clia hé phan tan trong
mdi tredng nude (hinh 5). Két qua cho thay kich thudc hat trung binh cda c4c hat
nano khang sinh t6 hop Doxycycline-Florphenicol-nano Ag trong nude 1a 128
nm. Kich thudce trung binh céc hat thu dugc bang phuong phap DLS cao hon kich

thudc quan sat duge trén anh hién vi dién tir (50-100 nm). Piéu nay dugc giai
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thich 12 do su khac nhau v& trang théi ton tai ctia hat nano trong hai phuong phép
phan tich ké trén. Pi véi phuong phdp FESEM, mau duoc chup & trang thai kho,
khi @6, céc polime (alginat va chitosan) sé& tdn tai & trang thai chit ché hon. Trong
khi d6, ddi v6i phuong phap DLS, céc hat tdn tai trong moi trudng nudc, cac phan

tir polime s& “rudi” tw do hon 1am cho ban kinh dong hoc cla hat s€ ting lén.

Thé zeta 13 mot dai luwong cho théy dd bén va su 6n dinh cia hé hat phan
tan trong moi truong nude. Gia tri tuyét dbi cua thé zeta cang 16n thi do bén cang
cao. Péi v6i hé hat nano khang sinh té hop Doxycycline-Florphenicol-nano Ag,
thé zeta thu dugc 13 -33,9 mV. Gi4 tri ndy cho théy, hé nano thu duogc bén trong
mdi trudng nude.

Hiéu suit mang thuéc va ham lwgng nano Ag ciia hé nano khing sinh 10
hop

Noéng d6 DOX va FLO trong céc dung dich dugc xac dinh dua trén phuong
trinh thu duoc tir du’b’ng chuin cia chung (DOX: A = 0,02773C + 0,04334, R2 =
0,9999; va FLO: A = 16,21262C + 0,10607, r2 = 0,9993) va d6 hép thu cia thude
tr do trong mau dugc pha loing 30 14n (hinh 6).

Dya vao d6 hép thu cta dung dich truéc va sau qua trinh tai 1én hé chét
mang, ham luong cia DOX va FLO trong mAu bio ché duge x4c dinh 14n luot 12
2,1 va 4,0 mg/mL. Ttr d6, c4c thong s6 v& kha ning mang thudc va hiéu suat nano
hod dugc tinh toan va trinh bay trong bang 2.

Bang 2. Kha ning mang thudc va hiéu suat nano hod ctia hé nano khang sinh t6

hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag

Miu Hiéu suit nano ho4 thudc (%) | Kha ning mang thudc (%)

DOX FLO DOX FLO

Hé nano 87.34+2.05 77.52+1.88 | 12.81£0.75 | 23.65+1.03

Ham lugng bac trong hé nano khing sinh t8 hop duoc x4c dinh bing phd
hép thu nguyén tir AAS (Atomic Absorption Spectrophotometric). Két qua cho
théy ham lugng bac trong hé dan thudc dat 152,43 mg/l (152,43 ppm).

Trong truong hop chung, kha ning mang thudc ctia hé nano t6 hop dat tir
10-30% déi véi mdi khang sinh, ndng d6 nano Ag dat tir 100-300 ppm.

Kha nding gidi phéng thubc in vitro
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Kha ning giai phéng in vitro cia DOX va FLO tir hé nano khang sinh t6
hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag duge thuc hién & 37 °C, pH 7,4 va 5,0,
nhdm muc dich d4nh gia anh hudng ciia céc didu kién niy dén hanh vi clia thudc
trong cac diéu kién moi trudng bén ngoai khac nhau. Déi v6i ca hai loai thude
DOX va FLO, vidc giai phong thudc tir céc hat nano di cho thiy ho so giai phéng
hai pha (hinh 7). Su gidi phong ban dau lién quan dén viéc giai phéng nhanh cic
phan tir thudc dién ra trong 8 gits du tién. Trong giai doan thit hai, thudc da duge
gi4i phéng din din va dat dugc hon 50% luong thude dugc giai phéng.

0 pH 7,4, khoang 3,2% DOX di duoc giai phong trong vong 0,5 gio dau
tién, va sau d6 nhanh chong ting 1én 58,1% sau 8 gio. Sau 72 giv, DOX duoc giai
phéng tir hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag dat
73.5%. So véi DOX, tc @6 phét hanh cia FLO cham hon tir hé din thudc nano
ndy. Sau 8 gio, lwong FLO dugc gidi phong tir hé nano khang sinh 6 hop
Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag 14 khoang 39,2% va dat gia tri cao nhét 13
55,7% sau 72 gio. O pH 5,0, tdc do giai phéng cua ca hai loai thubc nay nhanh
hon & mdi trudng trung tinh pH 7,4. Sau 72 gid, lugng DOX va FLO dugc giai
phéng tir hé théng nano ndy 1an luot 13 85,4% va 68,3%. Diéu nay mot l4n nita
khing dinh méi truong trung tinh ciia qua trinh bao ché gitip huu giit thudc trong
hé chit mang t6t hon. Thém vao dé, pH 5,0 14 gia tri pH ddc trung cho mo6i truong
bénh ly cua dich tiét viem, ciing nhu méi tredong ndi bao cia cac dai thuc bao bi
nhiém bénh. Do d6, hé nano khang sinh t6 hop nay c6 kha ning giai phong cac
loai thudc tot tai vi tri viém, c6 kha nang diéu tri bénh ly truyén nhiém. Ngoai ra,
trong c& hai méi truong pH 7,4 va pH 5,0, tdc do giai phong cia DOX ludn cao
hon FLO, didu nay c6 thé do tinh ky nuéc cao cia FLO trong méi truong dénh
gia.

Hoat tinh khdng khuén in vitro ciia hé nano khdng sinh 16 hop
Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag |

Hoat tinh khéng khuin ctia hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag (D1) Staphylococcus aureus va Escherichia coli dugc x4c
dinh bing phuong phép khuéch tan dia thach (hinh 8). Két qua cho thiy dudng
kinh vong v6 khuan ctia hé nano khéng sinh td hop ddi véi S.aureus va E.coli lan
luot 13 36 va 48 mm. Nhu vay, hé nano nay nhay cdm trén ca chung vi khuén

Gram duong va Gram 4m, trong d6, hoat tinh trén vi khuin Gram am E.coli manh
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hon trén vi khudn Gram duong S.aureus. Két qua ndy cho thdy hé nano thu dugc
theo séang ché niy c6 hat tinh cao hon hé nano Doxycycline trong mét nghién ctru
khéc caa R. Ramirez-Agudelo va cdng sy, voi gia tri duong kinh vong v khuén
trén vi khuin S, aureus tir 23 — 27 nm [16]. |

Gid tri ndng do trc ché 50% ICso va ndng do e ché i thidu 100% vi
khuén (MIC) ciia hé nano khang sinh t6 hop trén mot s6 dong vi khuin dugc trinh

bay trong bang 3, khang dinh hiéu qua diét vi khuan cta sin phdm nay cao hon

nhiéu so véi khang sinh tr do.
Bang 3: ICso va MIC cua h¢ nano khang sinh t6 hop so véi cac khang sinh tu do
Tén | Gié tri Gram (*) . Gram ()
X Bacillu | Lactobacill | Salmonel . Pseudomon
mau | (pg/ml | Staphylococ ¢ s I Escherich s
) cus aureus - . ia coli i
subtilis | fermentum | enterica , aeruginosa
Hé ICso 0,54+0,02 | 0,08+0, | 1,56+0,02 | 0,48+0,0 | 0,012+0,0 | 0,78+0,03
nano 005 1 01
khang [ MiC 12,5 >50 >50 >50 0,78 12,5
sinh
t0
hop
ICso >200 200 >200 >200 >200 >200
DOxX MIC >200 >200 >200 >200 >200 >200
ICso 1,05£0,08 |2,15+0, | 3,19+0,2 | 3,26+0,2 | 0,67+0,05 | 21,77+0,6
FLO ‘ 1
MIC 25 100 >100 >100 1,56 100

Vi du thue hién sang ché

Sang ché tré nén sang t6 hon qua nhing vi du dudi day. Tuy nhién, day

khong phai 1a gidi han thuc hién sang ché.

Vi du thuc hién phuong phap bao ché hé nano khéng sinh o hop:

1) 10 g chitosan dugc hoa tan trong 10 1 dung dich axit axetic 0,5%. Nong d6

dung dich chitosan thu dugc 1a 1 mg/ml. Hoa tan 3,4 g AgNOs vao nudc va

cho vao dung dich chitosan, khudy déu. Nong do ion Ag" trong dung dich

chitosan dat gia tri 216 mg/l.

2) Dun néng hdn hop tai nhiét do tir 40 dén 80°C trong thdi gian tir 0,5 dén 5

gidy dé thuc hién phan ing giita chitosan va ion Ag" tao ra nano Ag phan tan
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trong mang ludi cia polime nay. Dong thoi phan tir chitosan duge oxi héa
b&i ion Ag* xuét hién thém cic nhom chirc tan t6t trong nuéc nhu COO-

gitip ting kha néng hoa tan ciia né trong mdi trueong trung tinh. Dung dich
nay dugc dua vé nhiét do phong trude khi thuc hién bude tiép theo (dung
dich 1).

3) Hoa tan 5 g alginat trong 5 1 nuéc cét thu duge dung dich alginat nong do 1
mg/ml. 5 g doxycycline dugc hoa tan trong nudc cAt va chuyén vao dung
dich alginat (i 1€ doxycyclin:alginat =1:1) (dung dich 2).

4) Dung dich 1 & budce (2) duge dua vao binh phun suong va phun vao dung
dich 2 & budc (3) v6i ap suét hoat dong 13 3 bar. Trong khi d6 dung dich 1
duge khudy tron lién tuc vé6i toe do khudy tdi thiéu 1a 300 vong/phit. Ti 18
thé tich dung dich 2:dung dich 113 1:2.

5) 10 g florphenicol dugc hoa tan trong 1 1 etanol (ndng d6 10 mg/ml) (dung
dich 3).

6) Dung dich 3 & budc (5) duge nho giot tir tir vao hén hop phan tng & bude
(4) véi tde d6 nhéd giot tir 2 giot/gidy va duy tri khudy tron trong qué trinh
nhé giot.

7) Lam bay hoi dung méi tir tir & nhiét 46 phong trong thoi gian 24 gio, sau do
dung dich dugc ly tdm tdc do 450 vong/phit 3 14n 1di loc va loai bo cac
phan khéng tan thu dugc hé nano td hop [Doxycyclin-Florphenicol-nano
Ag.

Nhiing loi ich co thé dat dwoc

Hiéu qua k¥ thuat cua sang ché duoc thé hién & 5 yéu tb chinh:

Mot 1a, viéc phéi hop céc khang sinh thong dung véi nano bac nham dat 3
muc dich: mé rong phd khang khuan, loai trir nguy co xuét hién ching dé khang,
dat dugc tic dung diét khudn nhanh va manh nhd téc dung hiép dong do cong
nghé nano dem lai. Cu thé, h¢ nano khang sinh tich hop cho phép giam liéu dung,
tir 46 han ché du luong khéng sinh trong vat nudi, giam lugng khang sinh bi dao
thai gy bién ddi hé vi sinh vat trong mdi trudng. Ngoai ra, v6i luong thudc it hon
duogc dua vao co thé vat chu s& it gdy tac hai tdi céc té bao lanh cua vat chu, do dé
giam thiéu nhitng tac dong t6i co thé vat chi. Bén canh d6, viéc giam thiéu luong

khéng sinh dugc st dung Ia mot giai phap nhim han ché hién tuong khéng thude
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cia cc loai vi khudn. Pay thuc su 13 diéu c6 ¥ nghia bdi khi hién tuong khing
thudc xut hién s& rit khé khan trong viéc xt ly, chita tri, nhiéu tredng hop con
din t6i viéc khong thé tidu diét cic loai vi khuan khang thudc.

' Hai 13, trén thi trudng hién tai chua cé nhiéu sin phdm khang sinh nano cho
gia cam. Hé nano khang sinh td hop dé xuat trong séng ché nay cho phép phong
va chifa tri bénh cho vat nudi dugc tét hon, lidu ding chi bing 5% dén 10% khéng
sinh thong thuong. Vi nhu ciu str dung khang sinh rét 16n trong chin nudi tai
Viét Nam, khi san phim khéng sinh nano dugc dua ra thi trudng s€ giip gidm
thiéu chi phi sir dung, ting ning suét, chat lugng va hidu qua kinh té cho nganh
chin nudi; ddng thoi dap tng duge cic yéu cAu v& phét trién néng nghiép xanh,
sach.

Ba 13, hé nano khéang sinh t6 hop dé xuit trong sdng ché nay dugc sin xuét
béi cong nghé trong nude, cong nghé do chinh cac nha khoa hoc Viét Nam nghién
ctru va s& hitu, st dung nhidu nguyén liéu sén c6 trong nude nhwr cac polime tur
nhién (alginat va chitosan), gép phin gia ting chudi gia tri trong san Xudt.

Bén 13, v& mit xa hoi, hé nano khang sinh td hop dé xuat trong sing ché nay
cho phép lam gidm liéu khang sinh phai st dung, do dé giam thiéu nguy co vé
khang thudc khang sinh cho cdng ddng trong chin nudi va nudi trong thay san &
Viét Nam va gép phan lam giam thiéu luong khang sinh tén du trong co thé vat
nudi, ddm béao vé sinh an toan thuc phém. Str dung khang sinh nano chinh 1a giai
phap dé bao vé méi trudng, gop phan vio qué trinh phat trién kinh té-x4 hoi mot
c4ch bén viing.

Nam 13, sang ché dé xuat phét trién hé din thudc c6 chu triic nano hoan toan
m&i ¢6 thé phuc vu trong ndng nghiép coéng nghé cao, dac biét 1a trong chan nubi
gia cAm. Hé nano khang sinh t5 hop nay khéng nhitng 1am giam lidu sir dung
thudc khang sinh, ma con gitip 1am tang d¢ tan véi nhitng hoat chét khé tan hodc
kém tan trong nudc, do d6 gitp tang hi€u qua hép thu thudc, tang tac dung diéu tri
ciia thube. Céc diém séng tao trong phuong phap bao ché hé nano khang sinh t6
hop trinh bay trong sang ché nay khoéng chi giup tao ra dugc mdt san phim c6
chit tuong tét v6i gid hop ly ma con gbp phan phét trién, tng dung cong nghé

nano va tirg buédc hién dai hda san xuat thude thu y trong nudc.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Phuong phap bao ché hé nano khéng sinh td hop dung cho gia cdm bao gém

cac budc:

(1)

(i)

(iif)

(iv)

V)

(vi)

(vii)

chitosan dwoc hoa tan trong dung dich axit axetic 0,5%; néng do chitosan
dugc khdng ché trong khoang tir 0,2 dén 5 mg/ml; hoa tan AgNO3 trong

“nudc va cho vao dung dich chitosan sao cho ndng d6 ion Ag' trong dung

dich chitosan dat tir 200 d&én 2000 mg/1;

dun néng hdn hop & bude (i) tai nhiét do tir 40 dén 80°C trong thdi gian tir
0,5 dén 5 gitr dé thuc hién phan tmg giira chitosan va ion Ag" tao ra nano
Ag phén tan trong mang ludi cia polime nay; ddng thoi phan tir chitosan
dugce oxi héa bdi ion Ag” xuit hién thém cac nhém chirc tan tt trong nudc
nhu COO" gitp ting khéa nang hoa tan ciia né trong mdi truéng trung tinh;
dung dich nay dugc dua vé nhiét @6 phong trudce khi thyc hién bude tiép
theo (dung dich 1);

hoa tan alginat trong nudc cit thu duge dung dich alginat ndng d6 tir 0,5

-dén 5 mg/ml; doxycyclin dugc hoa tan trong nudc cAt va chuyén vao dung

dich alginat véi ti 1€ doxycyclin:alginat thay dbi tir 1:5 dén 5:1 (dung dich
2);

dung dich 1 & budc (ii) duge dua vao binh phun suong va phun vao dung
dich 2 & budc (iii) v6i ap sudt hoat dong trong khoéang tir 2,5 dén 4 bar;
trong khi d6 dung dich 1 dugc khudy tron lién tuc véi tbe d6 khudy t6i
thiéu tir 250 dén 600 vong/phit; ti 18 thé tich dung dich 2:dung dich 1 thay
dbi tai cdc ti 18 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 va 1:5;

florphenicol dugce hoa tan trong etanol voi ndng d6 tir 1 dén 10 mg/ml
(dung dich 3);

dung dich 3 & budc (v) duoc nho giot tir tir vao hén hop phan tmg & bude
(iv) véi tbe do nhé giot tr 1 dén 5 giot trong 2 gidy va duy tri khudy tron
trong qua trinh nho giot; -

1am bay hoi dung moi tlr tir & nhiét do phong trong thoi gian 24 gid, sau do
dung dich duoc ly tm tdc do 450 vong/phut 3 1an rdi loc va loai bo cdc
phan khong tan thu dugc hé nano khang sinh t6 hop Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag.
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2. Hé nano khang sinh td hop Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag, chira
doxycyclin véi lugng 10-30%, florphenicol voi lugng 10-30%, néng do nano Ag
tir 100-300 ppm, kich thuéc hat tir 50 dén} 100 nm, trong d6 hé nano khing sinh
ndy c6 dang dung dich mau vang néu, trong subt, thé Zeta c6 gia tri tuyét ddi trén

30 mV, va c6 kha ning tiéu diét vi khuan c6 hai trong chin nudi gia cam.
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Hinh 1. So db quy trinh ché tao hé nano khéng sinh t5 hop [Doxycyclin-

Florphenicol-nano Ag]

Hoa tan trong dung Dung dich chitosan

dich axit axetic

nong d6 0,2-5
mg/ml

Nong d6 Ag™ tir 200
dén 2000 ppm

Dun ndng tai nhiét do tir
40 dén 80°C trong thoi
gian tir 0,5 dén 5 gior

¥

Dung dich 1

Hén hop phan tmg |

Florphenicol

Dung dich Alginat

Hoa tan trong etanol

Doxycyclin nong dé 0,5-5
= mg/ml v S
— | Nong d¢
T : Dung dich 3 | { Florphenicol tir |
| Doxycyclin:Alginat | Hoa tan trong nuée : | 1dén 10 mg/ml |
L tir 135 dén 5:1 | o B
Nho tir tir
Phun suong Khudy lién tuc
khudy lién tuc v ) -

> Dung dich 2 = Hon hop phan tng2

| Tilé dungdich I:

dung djch 2 tir
2:1 dén 15

Khudy bay hoi dung méi
trong 24 gio

Hinh 2. Phd FTIR cta Alginat (1), Chitosan (2), Doxycyclin (3), Florphenicol
(4), va hé nano khang sinh t6 hop [Doxycyclin-Florphenicol-nano bac] (5)

(4)
49

- o - ~/ s .
() (N — -
: 1054 1151 1644 1682 2058

3441
T T 1 T T T T
500 1000 1500 2000 2500. 3000 3500

S6 séng (cmh)
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Hinh 3. Giin dd nhidu xa tia X (XRD) ctia hé nano khang sinh t6 hop
[Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag]

(=4

Expe Hai pa o
£50 4
&30 4
&3¢
B g
T e B b pnn SRR
~ , |
] |
T T T T T - T
& e 7 10 1o 0
=3 CEET A

Hinh 4: Anh FESEM (a) va TEM (b) ctia hé hé nano khang sinh t6 hop
[Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag]

[ B ]

IMS-NKL 5.0kV 4 4mm x60.0k SE(M) 500nm

160 nm
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Hinh 5. Phan bd kich thudc hat va thé Zeta cua hé nano khdng sinh td hop

[Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag]

30
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200000

S6 hat

100000

-200 -100 4] 100 200
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Hinh 6. Phd UV-Vis va dudng chun nong d6-dd hap thu quang cta (a) (c)
Doxycyclin va (b)(d) Florfenicol
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Hinh 7. Biéu d0 giai phong thudc Doxycycline va Florphenicol tir hé nano khang
sinh t6 hop [Doxycyclin-Florphenicol-nano Ag]

80

Doxycyclin gidi phong (%)
Florfenicol giai phong (%)

T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 80

Thoi gian (gio) Thai gian (gid)

Hinh 8. Hoat tinh khang khuin cta hé nano khéng sinh t6 hop [Doxycyclin-
Florphenicol-nano Ag] (D1) trén vi khuan Staphylococcus aureus va Escherichia

coli

Staphylococcus aureus Escherichia coli

D1
(3mg/mL)
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