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Nghién ciru ché tao khang nguyén noc ran cap nia dung trong
san xuat Antivenom tai Viét Nam

Thai Danh Tuyén*; Trinh Xuéan Kiém**; D& Trung Phan***

TOM TAT

Huyét thanh khang noc rdn (HTKNR) - antivenom, 1a thuéc diéu tri rdn déc cén hiéu qua va phd
bién. Tuy nhién, & nuéc ta cling nhw trén thé gi¢i chwa cé HTKNR rén cap nia (RCN) - loai rén doc
nguy hiém nhét. M6t trong nhirng ly do chii yéu la chwa ché tao dwoc khang nguyén (KN) noc RCN.
Chung t6i da nghién ctru, ché tao thanh cong KN noc RCN, dat tiéu chuén: an toan, vé khuan, khong
c6 chét gay sét va cé hiéu lwc sinh khang thé (KT) d&c hiéu tét. Két qua nay 13 co s& dam bao cho
thanh cong cua quy trinh san xudt HTKNRCN.

* T khoa: Khang nguyén noc rén; Ran Cap nia; Antivenom.

Research on developing bungarus candidus and bungarus
multicinctus snake venom’s antigens used for Antivenin
production in Vietnam

SUMMARY

Antivenom has been the most popular and effective treatment for venomous snakebite victims.
However, for the two species of Bungarus candidus (BC) and Bungarus multicinctus (BM) snakes,
which are the most poisonous snakes, the specific antivenin is almost unavailable both in Vietnam
and worldwide, due to the lack of good venom’s antigen for immunization.

In this study, we have successfully produced the BC and BM originated venom’s antigens that
meet all criteria of such antigens, e.g safety, sterility, non-pygogenicity, and most importantly, good
immunogenicity. This success might be paving the way for the two snake’s antivenin production.

* Key words: Bungarus candidus; Antivenom.

DAT VAN PE hang ngan nan nhan bi RCN can. Nan nhan
néu khéng duoc so clru, xir ly dung; khong
duwoc clp clu kip thoi, thuwong nhanh
chéng t& vong. Giai phap diéu tri tbt nhat Ia
str dung HTKNR dac hiéu.

RA&n Cap nia, gdm 2 loai: RCN Béc va
RCN Nam [2], 1 loai rdn doc nguy hiém
nhét trong ho rén Ho (Elapidae). M&i ndm cd
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Do tinh dac hiéu KN noc rén theo vung dia ly va hiéu qua kinh té thap... khién san xuét
HTKNR chwa dwgc quan tdm ddng mirc. Trén thj trirdng hién chwa c6 HTKNRCN. Thyc té doi
hdi phai nhanh chéng nghién ctu, &ng dung cac két qud nghién clru vao san xuét
HTKNRCN, thiét thuc phuc vu d&i sbng nhan dan.

Trong cac khau cla quy trinh san xuat HTKNR: ché tao KN, gay mién dich va theo ddi sw
hinh thanh KT dac hiéu, thu huyét twong c6 KT, ché tao HTKNR, tinh ché san pham, kiém
dinh co s& va kiém dinh qudc gia chat lwgng san pham, lwu trir va bdo quan san pham...,
khau ché tao KN noc rén (l4y noc ran, khtr ddc, tinh loc, kiém tra tinh an toan va hiéu luc) la
khau dau tién, cé y nghia rat quan trong.

Dé s8n sang c6 HTKNR véi ca 2 loai RCN Béc va Nam, can ché tao KN noc da gia clia ca
2 loai (Polyspecific venom antigen). Noc RCN vén rat it va cuc doc, lay dwoc noc ran rat nguy
hiém va kho khan. X& Iy noc tét: bado dam tinh KN cla noc, khtr doc tinh, ddm béo an toan
cho ngwa gay mién dich la yéu ciu béat budc. Trén thé gidi va trong nwéc chua cé nghién
clru ndo vé san xuét KN cla loai ran nay. Vi vay, ching téi tién hanh nghién ciru ché tao KN
noc RCN Viét Nam dung trong san xuat HTKNR, v&i muc tiéu:

- Ché tao KN noc ran dac hiéu cho ca 2 loai RCN.

- Sén xuét KN an toan véi dong vat duoc mién dich, kich thich sinh KT tét.

DOI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Nguyén liéu va déng vat thi nghiém.

- Noc RCN: khoang 3 g noc da dwgc lam dong kho va bao quan lanh -20°C.

- Chuét lang, thé khde (theo tiéu chuan déng vat thi nghiém cuta Vién Vé sinh Dich té
TW).

- Ngwa duc 2 - 3 tudi, khde, trong lvong > 250 kg.

2. Phwong phap nghién curu.

- LAy noc cla 2 loai RCN B&c va RCN Nam.

- Ché tao KN noc RCN da gia giam déc lwc.

- Thye nghiém trén dong vat, xac dinh tinh an toan va kha nang sinh KT dac hiéu cta KN.

* Ky thuéat tién hanh:

- Chon ran lay noc:

Xac dinh va tuyén chon > 100 RCN B&c va > 100 RCN Nam, nudi cach ly khodng 2
thang, sau dé kiém tra strc khoé va lay noc.

- Khir doc noc RCN, ché tao KN dé gay mién dich: theo phwong phap David Theakston va
khuyén céo ctia WHO [7]: 0,3 g noc RCN déng lanh, pha trong dung dich PBS thanh nong dé
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1%, trén véi 300 ml glutaraldehyde, G & 37°C/72 gid/pH = 7,3. Tiép d6, G dung dich noc &
56°C/24 gi®. Loc vo trung dung dich noc, thu dwoc KN noc RCN da khir doc.

* Kiém tra chéat lvong KN noc RCN duoc ché tao:

+ M&rc d6 vo khuan: ding 1 ml KN noc RCN céy trong méi trudng Thioglycolate, mai
trwdng Sabouraud, theo ddi trong 7 ngay, xac dinh nhiém khuan.

+ Tinh an toan: chon 4 chudt lang khde manh, xac dinh trong lwgng mdi chuét. Tiém KN
noc RCN qua dwdng phic mac. Liéu tiém: theo trong lwong chuédt (1 ml/kg). Tiém cho 3
chuét, chudt thr tw khong tiém KN (chuét chirng). Theo d&i 4 chudt trong 21 ngay lién tiép
thay: sét, rung 16ng, gidm trong lwong.

+ Tim chét gay sot trong KN: chon 3 thé khée manh, xac dinh trong lwgng va nhiét do
hau mén thd trude khi tiém KN. Sau dd, tiém KN noc RCN qua dwong tinh mach tai tuy theo
trong lwong thé (1 mi/kg). Theo ddi nhiét dd thé 3 gid lién tiép sau khi tiém KN.

+ X4c dinh tinh dac hiéu ctia KN bang ky thuat Ouchterlony:
St dung KN duwoc ché tao, mién dich cho ngwa nghién ctru theo lich trinh quy dinh.

Sau 4 14n mién dich, tién hanh 14y mau ngwa (khoang 10 ml), tdch huyét thanh lam xét
nghiém. KN st dung la KN noc ctia 2 loai RCN lay ngdu nhién tlr méi trwérng tw nhién dwoc
bdo quan déng lanh -20°C.

* Dung cu, hba chét nghién ciru:
- Méi trwdng nudi cdy vi khudn (méi trwdng Sabouraud, Thioglycolate).
- Dung dich PBS, glutaraldehyde, thudc nhuém mau...

- Dung cu phwong tién lam xét nghiém mién dich, ti lanh am, may do pH...
- Dung cu chuyén dung béat ran, l4y noc, bao quan noc. Cac loai bom tiém tha y, day garo
l&y mau ngwa, khung ép ngua.

* Pia diém va thoi gian tién hanh:

- Trung tdm Nghién ctu san xuét thuéc Hoc vién Quéan y, Trung tdm Chéng doc Quéc gia
(Bénh vién Bach Mai), Trai ran Viing Tau, lang nudi ran L& Mat (Gia Lam) va mot sb dia
diém tai Ha Noi: xa Van Phuc (Ngoc Hdi), Thw Phi (Thuwdng Tin), Bat Trang (Gia Lam).

-Th&i gian nghién cteu: 10 - 2007 dén 10 - 2010.

KET QUA NGHIEN CcUU

1. LAy noc RCN, lam giam déc Iwc, ché tao KN.

- LAy noc clia > 200 RCN, thu dwoc 3 g noc, sach, khéng 14n mau. Noc dwoc déng khé,
lwu trir & -20°C cho dén khi st dung.

- Sau khi lam gidm doc luc theo quy trinh k§ thuat, tién hanh ly tam, bd can, loc vo trung,
thu dwgc 285 ml dung dich KN noc RCN. Bong lo vo khuan, nap cao su Voi thé tich 4 ml/lo,
dan nhan ghi ré ngay san xuét, tén KN, diéu kién va thoi gian bao quan.

- Bao quan & td lanh am (-20°C).
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2. Panh gia chat lwong KN noc RCN.

* /6 khuén:

Két qua cay khuan trong méi trudng Thioglycolate, méi trwdrng Sabouraud, theo ddi trong
7 ngay khéng thay moc vi khuén, cho thay KN noc RCN dat tiéu chuén vé khuén.

* Chét géy sét (chi nhiét td):

Bang 1: Két qua xac dinh KN noc RCN khéng cé chat gay sét.

NHIET DO TRUOC/SAU

THO THI Eg’uz KN TIEM KN (°C) KET
NGHIEM | =y | ™) | Knoi | Sau [Sau 2|Sau 3| QUA

dau |1gio| gio | giov

1 2,1 2,1 1385(389(390]|385|+0,5
2 2,3 2,3 139,1(398]39,2]39,1|+0,7
3 2,5 25 1393(395(398|393|+0,5

Nhiét d6 & ca 3 thd thay ddi < 1°C so v&i nhiét do thip nhét. Nhw vay, KN noc RCN
khong cé chat gay sét.
* PO an toan trén dong vét duoc mién dich:

Bang 2: Thi nghiém xac dinh tinh an toan cdia KN noc RCN.

THAY BOI BAT THUONG| MUC

CHUOT | TRONG | KN TANG
LANG THI | LUONG | TIEM . |Rung | Trong | trong

NGHIEM |  (0) (mi) | Sot |~ X -
- I6ng |lwong (9) LUONG (g)

1 230 2,30 0 0 240 +10

2 235 2,35 0 0 250 + 15

3 250 2,50 0 0 260 +10

4 (chtng)| 245 | 00 | O 0 255 +10

Theo dai trong 21 ngay lién tiép thay: khong chudt nao sét, rung 16ng va tang trong luong
binh thwdng nhw chudt chirng, chirtng td KN noc RCN dat tiéu chuan an toan khi mién dich
cho déng vat.

* Xéac dinh KT déc hiéu voi KN noc RCN:

. i 4. vedwa iy o o trén thaCh (ky thUét OUChterlony).
Vét tia KN - KT trén thach trong xét nghiém vé&i KN noc RCN ca 2 loai Bac va Nam cho

thay: KN ché tao da kich thich co thé dong vat dwoc mién dich, sinh KT dac hiéu véi noc RCN
clia ca 2 loai Bac va Nam. Dua trén két quéd nay, ching t6i cé thé hiéu gia KT hinh thanh,
theo ddi hiéu qua cla qua trinh sinh KT dé 14y mau san xuit HTKNR khi thay dat yéu ciu.
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BAN LUAN

1. Lay noc RCN, lam giam déc lwc, ché tao KN.

Trwdc khi tién hanh Iy noc ran, ché tao KN, mién dich cho déng vat..., viéc thiét ké y
twdng nghién ctru déng vai trd hét strc quan trong [7]: ché tao, san xuat HTKNR cho loai ran
nao va vi sao? D6 la loai HTKNR don gia hay da gia? Dy dinh san xuat HTKNR dang IgG,
F(ab) hay F(ab’)? Bong vat mién dich st dung la gi?... Chuén bj k¥ trwéc khi tién hanh, gitp
tiét kiém thoi gian va chi phi san xuat HTKNR.

Vé&i dac diém dia ly Viét Nam hep va dai, ttr ving can 6n d&i t¢i vang nhiét d&i, nén RCN
cling khac nhau vé hinh thai va phan b6. RCN Nam phé bién & c& 2 mién Déng va Tay Nam
B, tap trung nhiéu & cac tinh mién Béng dén cwc Nam Trung Bo va chwa bao gi® thay &
mién Bac Viét Nam. Trong khi, RCN B&c c6 rai rac tlr déo Hai Van dén bién gidi Lao - Viét -
Trung, nhiéu nhat & cac tinh Dong bang Béc B6. Hinh thai 2 loai nay nhin thoang qua rat kho
phan biét, dan gian thwdng goi “rén khuc den khic trang”. Trén thuc té 1am sang, nan nhan
nhiém ddc noc RCN Nam néng hon nhiéu so v&i nhiém ddc noc RCN Béc [2, 5]. Cho dén
nay, chwa co6 théng bao vé s khac biét ban chét sinh - héa hoc clia noc doc gira 2 loai nay
[1]. V&i nhivng khac biét vé 1am sang, kha nang da cé khac biét vé& doc tinh noc, vi vay can
c6 nghién clru sau thém dac diém nay. Trwéc mat, can tao HTKNR cho ca 2 loai dé tién viéc
cap cru, diéu tri.

V& van dé Iy noc RCN, can chuan bj hét strc cin than v& moi mét: tir viéc cb dinh dau
rén, xac dinh réang doc, cb dinh dudi ran va thao tac Iy noc hét sirc khéo Iéo, can than bai
day 1a loai rén cwc doc. Da rat nhiéu ngudi bat rén tlr vong khi bat loai ran nay. Diéu can chd
y 1a khi 14y noc xong, cho duéi rén vao trwéc va tha dau ran sau cung, thao tac can dot
khoat va nhanh. Tranh dé& dudi rdn quén vao tay, rén sé can lai, hét sirc nguy hiém, nhét la
khi chiing ta chwa c6 HTKNR dac hiéu dé cép ctru.

V&i két qua thu dwoc 03 g noc tir > 200 RCN, an toan, twong ddi tinh khiét 1a mét thanh
c6ng ban dau cla nghién ctru (vi noc RCN rét it, kho |4y va cuwc ky nguy hiém).

Noc dwoc dé kho tw nhién & nhiét do phong, lam khé nhanh béng quat gio, sau do cho
vao tu lanh -20°C bdo quan theo phuwong phéap clia D. Theakston va khuyén céo cia WHO
[2, 7]. Sau khi ché tao KN va mién dich cho két qué tét, cho thay viéc dé kho tw nhién va bao
quan & nhiét dd6 am sau da bao dam khong thay dbi dac tinh KN ctia noc ran.

Khr doc béng glutaraldehyde 1a k§ thuat thwérng dung hién nay. Cac phwong phap khéc
dwoc WHO khuyén céo cé thé st dung nhw dung formaldehyde, tia xa... [7], tuy nhién chiing
t6i lwa chon glutaraldehyde do da c6 kinh nghiém vé sir dung phwong phap nay trong khir
doc noc ran H6 mang, H6 dat, H6 chua, Choam quap.

2. banh gia mirc do an toan va hiéu lwc sinh KT cua KN noc RCN.

DPé ché tao HTKNR thanh cong, KN sir dung gay mién dich déng vat phai rat an toan,
khéng gay chét déng vat, déng thoi phai gitr dwoc tinh KN noc rén, nhdm gitip HTKNR dwoc
san xuét, ché tao co thé trung hoa hiéu qua, nhanh chéng noc doc chira cac doc té nguy
hiém trong co' thé nan nhan. Véi loai ddc td noc rén cé doc lwc rat manh nhw noc RCN, ché
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tao KN dé gay mién dich néu khéng hiéu qua, cé thé gay chét déng vat ngay tlr nhirng lan
mién dich dau tién.

Két qua cly khuan cho thdy KN dat tiéu chuin vo khuan. Diéu hién nhién, noc ran lay
duwoc khong thé bao dam vo khuan. Song trong qua trinh khir déc, cac vi khuan da bj tiéu
diét mot phan. Nhirng vi khuan con lai dwoc loai bé bang qua trinh loc vé khudn qua mang
loc. Trong subt qua trinh ché tao KN, dung cu lay noc va ché tao KN phai sdy hép tiét trung.
Chung t6i tuan tha nghiém tac khuyén cao ctia WHO, nhw khi lam trong céc la bd vé khuén
khac. Sau khi kh&r ddc noc, tién hanh ly tam, bd can, thu dung dich KN, chiét vao cac lo nhd
4 ml/lo; khir trung k§ nuat lo bang nhiét dén cdn, dong nap lo va ghi day dd théng tin trén
nhan lo KN; bao quan lo & -20°C cho dén khi 1y KN ra s&r dung. L4y ngau nhién 1 lo KN dé
cay khuan cho thay két qua ché tao KN dat yéu cau vo khuan.

Qua két qua nghién clru trén thd (béng 1), chuédt Lang (bdng 2) cho thdy: KN noc RCN dam
bao khéng cé chét gay sét va an toan cho déng vat thi nghiém. Piéu nay tranh dwoc nhiéu
khé khan khi mién dich cho déng vat; ddm bao hiéu qué nghién ctu. Két qua nay gian tiép
danh gia hiéu qua toan bod cac khau ky thuat trong qué trinh ché tao KN. Ly tdm va loc ky
dung dich KN da gitp loai bd hau hét cac chét cé hai cho dong vat, nhw: chat gay sét va hoa
chét da str dung trong qua trinh khir doc noc rén.

Két qua 14y mau ngwa sau mién dich 4 14n cach nhau 4 tuan/lan dé tach huyét thanh, lam
xét nghiém phan (rng KN - KT v&i KN noc RCN l4y ngau nhién tir tw nhién, véi ca 2 loai Bac
va Nam cho thay xuat hién rat ré vét tia KN - KT trén thach. Biéu nay khang dinh tinh hiéu
lwe sinh KT ctia KN rét tét. KN da khir doc, bdo dam an toan, nhwng van da manh dé kich
thich co thé dong vat sinh KT. Nhw vay, cac chudi peptides doc t6 van gitr dwoc clu tric,
tuy mat di hoat tinh sinh hoc ctia doc té nhuwng van gi» dwoc tinh sinh mién dich.

KET LUAN

KN noc RCN duwoc nghién ciru ché tao, qua kiém tra chéat lwong, da dat tiéu chuan an
toan (v trung, khdng cé chat gay sét, an toan trén dong vat thi nghiém) va cé hiéu lwc kich
thich sinh KT tét.
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