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NGHIEN CUU BOC TiNH BAN CAP TREN LAM SANG CUA GEL
NANO BERBERIN O CHUQT CONG TRANG

'Nguyén Ngoc Tuan, 'Lé Quéc Chiéu,
2Bui Thi Bich Van, 2Pang Van Diép
Bénh vién Béng qubc gia Lé Hiru Trac
2B6 mon Dworc ly/Hoc vién Quan y

TOM TAT
Berberin dwoc phén l4p tir cdy Coscinium fenestratum va mét sbé céy trong ho
Ranunculaceae c6 tac dung chira vét thuong do béng. Nghién ctru xac dinh dbc tinh ban
cép tinh trén I4&m sang cda gel nano Berberine do Bénh vién Bdng quéc gia Lé Hiu Trac
san xuét qua duong ubng & chudt céng tréng.

Phuong phép nghién ciru duoc thuc hién theo huéng dén cua Bo Y té, OECD. Tién
hanh trén 30 con chuét, chia thanh 3 nhém, nhém thir liéu 1 ubng liéu 3,59/1kg/24h, nhém
ther lidu 2 ubng 10,59/1kg/24h, nhém chimg ubng nuwéc céat véi liéu 10,2ml/1kg/24h. Udng
liéu lién tuc trong 28 ngay

Két qua: Khong cé chudt chét, khéng cé rbi loan bét thuong vé van dong va tiéu
héa; khéng cé biéu hién co giét, run, téng tiét mé héi, tim tai.

Két luan: Gel nano Berberin an toan trén Idm sang khi cho chudt céng ubng trong 28
ngay voi liéu 3,5g/1kg/24h va 10,5g/1kg/24h.

Ttr khéa: Nano Berberin, chudt cbng tréng, doc tinh ban cép

ABSTRACT

Berberine is isolated from Coscinium fenestratum and several Ranunculaceae plants
and it has been demonstrated to have therapeutic properties on the burn wound. The
purpose of the study determined the subacute clinical toxicity of nano berberine gel
produced by the National Burn Hospital orally in rats.

Methods: The research was carried out according to the guidelines of the Ministry
of Health, OECD. Conducted on 30 rats, divided into 3 groups, the test group
administrated Dose 1 3.59/1kg/24h, the group tested Dose 2 drank 10.59/1kg/24h, the
control group administrated distilled water Dose 10.2ml/1kg/24h. Take the doses
continuously for 28 days.
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Results: No dead rats, no abnormal movement and digestive disorders; no signs of
convulsions, tremors, increased sweating, cyanosis.

Conclusion: Berberine nano gel was clinically safe when given to rats orally for 28
days between 3.59/1kg/24h and 10.5g/1kg/24h.

Keywords: Nano Berberine, rats, subacute toxicity.

1. DAT VAN DE

Déc tinh ban cap (Sub-acute toxicity),
con goi 1a ddc tinh ban trwuong dién 1a
nhirng tac dung phu xay do dung lap di
l&p lai liéu héa chéat hang ngay cho déng
vat thi nghiém. Nhirng nghién clu nay
cung cép théng tin vé déc tinh tich Iy cda
hoa chat, co quan dich va kha nang dung
nap sinh ly va chuyén héa ctia moét chat &
lidu thdp nhwng phoi nhiém kéo dai [1, 2].
Nghién clru déc tinh ban cip dwoc thwc
hién dé& danh gia cac tac dung phu tiém an
ctia mot loai thuéc méi sau thdi gian diéu
tri tr 2 dén 4 tuan; hé tro cac thir nghiém
lam sang ban dau trong d6 thoi gian diéu
tri c6 thé 1én dén 4 tuan. Day la budc di
bat budc trwdc khi ap dung thuéc mai trén
Idm sang [3].

Berberin 18 mot loai chéat kiém, la mot
nhém cac hop chét hivu co ngudn gbc thuc
vat cé chira hiu hét cac nguyén tir nito co
ban cé tac dung sinh ly rd rét déi véi con
nguwoi. Dugc liéu chira hoat chat Berberin
da dwoc st dung nhu mét thude cb truyén
didu tri bénh ly fa chay... Chiét xuét va chat
bd sung Berberin, chang han nhw Berberin
clorid, thwong khong tdn kém, an toan.
Berberin da dwoc ghi nhan hoat tinh khang
khuan réng rai, co thé gitp diéu tri mot
cach ty nhién ma khéng phai dung dén
khang sinh. Hién nay, Berberin d& dwoc
chirng minh ¢é nhiéu tac dung dwoc ly va
van tiép tuc dwoc nghién ctru do phat hién
thém nhiéu tac dung méi, mé ra kha nang

&ng dung réng rai trong nhiéu bénh ly nhw
tim mach, dai thao duong... Uu thé ndi bat
cua berberin la tdc dung nhw khang sinh
thwe vat va tac dung chdng viém, chéng
ung thw va ha duwong huyét [3, 4].

M6t sb thir nghiém l|am sang cho thay
Berberin c6 hiéu qua diéu tri vét béng [5-8].
Berberin da thic diy dang ké sw hinh
thanh mé hat trong cac vét thwong cat da,
rat ngan thi gian lanh vét thwong, va tang
qua trinh tdn mach va sb lvong nguyén
bao soi [9].

Berberin diéu tri bdng ndng vung mat
(so sanh v&i Aquacels Ag) cho thay thubc
c6 tac dung gidm dau, che pha, rat ngan
thoi gian biéu mé [10]. S dung Berberin
diéu tri ving cho da va vung ghép da
manh day vira ghi nhan tac dung chéng
viém, gidm phu né, gidm dau, giam rbi
loan sac t6, kha nang bam sbng va chét
lwong thAm my sau ghép tét hon so voi
nhém giad dwoc [11].

O Viét nam, Berberin dang dung dich
la thubéc chi lwc diéu tri bdng trong hai
cudc khang chién. Tuy nhién, Berberin
chloride it tan trong nwéc do vay dang
dung dich thuwéng chi & ndéng do théap
(0,1%). Mat khac, do dung trong thoi gian
dai, nguy co xuat hién khang thubc.

Chung t6i da nghién ctru hién dai héa
thubc Berberin bang ng dung cong nghé
nano trong bao ché Berberin va & dang méi
(gel). Gel nano Berberin d& khac phuc
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nhwoc diém cla dung dich Berberin
thwong; dat tiéu chuén co sé. Chuang toi da
tién hanh danh gia doc tinh cap dé tim LDso.

Tiép theo, chung t6i tién hanh danh gia
doc tinh ban cip cua gel nano Berberin
theo hwéng dan cia WHO, OECD va cla
Bo Y té Viét Nam dé lam co s& cho phép
tién hanh nhirng buwdc tiép theo cho trng
dung trén [&m sang.

Trong pham vi bai bao, chung téi danh
gia doc tinh ban cp cuia gel nano Berberin
trén khia canh cac biéu hién lam sang.

2. NGUYEN VAT LIEU, POl TUONG VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Nguyén vat liéu va déi tugng
nghién cuu

Ché pham nghién ctru: Ché pham
Gel nano Berberin dat tiéu chuan co s&, do
Bénh vién Bdong qubc gia Lé Hiru Trac
cung cap.

Pong vat thi nghiém: Chuét cdng
trdng dat tiéu chuan thi nghiém, trong lvong
co thé tr 150 - 200g, sb lwong 30 con.

T4t c& dong vat thi nghiém dwoc nudi
duéng trong diéu kién phong thi nghiém
2, 12].

Cu thé: An th&c &n theo tiéu chuan
thr'c an cho dbéng vat nghién ctru, nuwéc
(dun sbi dé ngudi) ubng tw do. Bong vat
nghién clru dwoc nudi trong chudng riéng
dé tranh lay chéo c6 thé xay ra theo dwong
ho hép va tiép xtc. Nhiét do phong 23 +
3°C, d6 &m: 50 - 60%, thoi gian ngay (anh
sang) dem xen ké: 12/12 gi&. Chudt duwoc
lwu gitr trong diéu kién thi nghiém 5 ngay
trwde khi nghién cru. Hang ngay theo doi
ghi chép dién bién két qua thi nghiém.

Trang thiét bi: May xét nghiém sinh
hoa tw déng (AU480 - Beckman Coulter,
Nhat Ban), May xét nghiém huyét hoc tw
dong (Erba Elite - 3, Birc); B6 dung cu md
dong vat c& nho (Everbest, Pakistan); Can
chinh xac 10?mg (DJ6000TW, Nhat Ban),
may ly tdm (Hettich- Burc).

2.2. Phuong phap nghién ctu

Panh gia ddc tinh ban trwdng dién theo
hwéng dan cta T chire Y té Thé gidi, cta
OECD va Bo Y té Viét Nam vé hiéu lwc va
an toan thuéc [1, 2, 12, 13].

Thiét ké nghién ciru: Chudt cong
tréng dwoc chia thanh 316, méi 16 10 con.

L& ching (n = 10): Ubng nudc cat voi
liéu 10,2ml/1kg/24h.

L6 the liéu 1 (n = 10): Ubng gel nano
Berberin véi liéu 1 Ia 3,4ml/1kg/24h (twong
dwong  3,5g/1kg/24h, twong duwong
0,35g/100g/24h = 0,70g/1 con 200g/24h =
0,68ml/1 con chudt coéng trdng 200g). Day
la lidu dung twong dwong véi liéu st dung
trén nguoi ddi voi cac ché pham tai Viét
Nam diéu tri tiéu chdy va nhiém khuan
duwdng rudt (200 -300mg/50kg/24h - nguoi
hé sb6 quy dbéi 07), dang Berberin théng
thwong khdng phai dang nano.

L6 thir liéu 2 (n = 10): Ubng gel nano
Berberin v&i liéu 2 13 10,2ml/1kg/24h,
twong dwong 10,59/1kg/24h, twong duong
1,059/100g/24h; gap 3 - 5 lan liéu dung
trén nguoi).

Chudt cdng trang dwoc ubng nwéc

ho&c udng thubc thir trong 4 tuan lién tuc,
méi ngay mot 1an vao bubi sang.

Cach cho ubng: Tinh theo kg thé trong,
dwéng ubng bang dung cu chuyén biét.
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Anh 2.1. Dung cu va hinh anh cho chuét uéng gel biang dung cu chuyén dung

Cdc chi tiéu danh gia:
- Sinh ly - dworc ly:

Quan sét trén tt ca cac dong vat thi
nghiém da dung trong th®* nghiém, ghi
chép céac thdng s quan sat dwoc cua tirng
ddng vat khi xem xét.

Chi tiéu quan sat: Theo déi hang ngay
vé tinh trang src khde, kha nang tiéu thu
thirc an, nuwéc uéng, tinh trang phan, nwéc
tiéu clia déng vat thi nghiém.

Trong lwgng: Xac dinh trong lwgng khi
bat dau, sau 2 tuan va két thuc thi nghiém.
Quan sat va mo ta cac biéu hién bat
thwdong cha dong vat thi nghiém, dac biét
lién quan t&i cac chirc nang hé héap, tuan

3. KET QUA NGHIEN cUu

hoan, tiéu hoéa, (nhip th&, nhip tim, tinh
trang n6bn mira, ia chay, sli bot mép); trén
than kinh, van déng nhw hanh vi, ctr dong,
di lai, co giat; phan xa cla cac giac quan
nhw nham mat, mdi cla con vat.

- Cén lam sang, mdé bénh hoc: Trinh
bay trong bao cao khac.

2.3. Phuong phap xU ly két qua nghién
cuu

X& ly cac két qua theo phwong phap
thong ké sinh y hoc, Cac sb liéu thu thap
duwoc xir ly bang cac thuat toan théng ké
va phan mém Microsoft Excel 2013, SPSS
20.0. So sanh co sy khac biét cé y nghia
khi p < 0,05.

3.1. Anh hudng cla gel nano Berberin dén tinh trang séng chét va trong

lugng chudt
Bang 3.1. Tinh trang chudt séng chét
STT L6 chuét nghién ctru n S6 lwong chuot chét| Sé Iwong chudt séng
1 Chung 10 0 10
2 L6 gel nano Berberin liéu 1 10 0 10
3 L& gel nano Berberin liéu 2 10 0 10
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Khong ghi nhan chuét chét trong 28 ngay nghién ctru.

Chudt van khée manh, sinh hoat binh thwéng. Céac tinh trang vé &n ubng, phan, nwéc
tiéu clia ddng vat thi nghiém van duy tri binh thuweng.

Bang 3.2. Anh hwéng cua gel nano Berberin v&i trong Iwong co thé chudt (g)

. Trong lweng trung binh cta chuét (kg)
Theéi diem - - P
L6 chirng L6 thir lieu 1 L6 thir lieu 2
Trwéc nghién clru 195,4 + 31,14 193,5 £ 30.94 197,4420.51 > 0,05
Sau nghién ctru 02 tuan 202,1 £ 29,10 204,60 + 30,94 204,8 £ 25,14 > 0,05
Sau nghién cru 04 tuan 208,1 + 30,15 208,60 + 31,17 210,6 £ 26,34 > 0,05
p <0,05 < 0,05 <0,05

Can nang & cac |6 déu tang sau 2 tudn  Can nang gitra cac 16 1a twong duong,
va 4 tuadn nghién clru, khac biét voi thdi  khéng cd sy khac biét ¢ y nghia thdng ké
diém xuét phat diém cé y nghia (p < 0,05). vé&ip > 0,05.

Khi so sanh 3 16 tai cung mét thoi diém:

3.2. Tinh trang bat thudng clia chudt vé toan than, van déng, tiéu héa

Bang 3.3. Ty Ié chuét c6 bat thwong vé van dong tw dong

Ty 1é % chuébt tai thei diém nghién ciu
L6 nghién ctru Chi tiéu theo doi
T4 T7 T4 T21 Tas

bi lai binh thuwdng 100 100 100 100 100
L6 ching R

Co cum tai goc 16ng 0 0 0 0 0
(n=10)

Réi loan van déng 0 0 0 0 0

Di lai binh thuwdng 100 100 100 100 100
L6 thir liéu 1 :

Co cum tai goc l1ong 0 0 0 0 0
(n=10)

Réi loan van dong 0 0 0 0 0

Di lai binh thuwdng 100 100 100 100 100
Lo thir liéu 2 K

Co cum tai goc 1ong 0 0 0 0 0
(n=10)

Réi loan van déng 0 0 0 0 0
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Bang 3.4. Ty Ié chudt cé biéu hién co giat, run, ting tiét mé hoi, tim tai

Ty lé % chuot tai thoi diém nghién ctru
L6 nghién cru Chi tiéu theo doi
T4 T7 T1a T21 Tas
Co giat, run 0 0 0 0 0
L6 chirng . ..
Tang tiet mo hoi 0 0 0 0 0
(n=10)
Tim tai 0 0 0 0 0
. Co giat, run 100 100 100 100 100
L6 thr lieu 1 A
Tang tiet mo hoi 0 0 0 0 0
(n=10)
Tim tai 0 0 0 0 0
Co giat, run 100 100 100 100 100
L6 thr lieu 2 Téing tiét md hoi 0 0 0 0 0
(n=10)
Tim tai 0 0 0 0 0

Khéng c6 chudt nao co biéu hién tang tiét md hoi. Khéng cé chudt nao biéu hién co
giat, run va tim tai sau khi udng.

Bang 2.5. Ty & chudt c6 biéu hién réi loan tiéu héa

Ty 1& % chubt tai thei diém nghién ctru
L6 nghién ctru Chi tiéu theo doi
T4 T7 T1a T2 Tas
Giam an, ubng 0 0 0 0 0
L6 chirng ~ -
Tiéu chay 0 0 0 0 0
(n=10)
Binh thwong 0 0 0 0 0
) Giam &n, uéng 25 0 0 0 0
L6 they lieu 1 = .
Tiéu chay 0 0 0 0 0
(n=10)
Binh thwdng 75 0 0 0 0
Giam an, ubng 0 0 0 0 0
L6 thir liéu 2 " .
Tiéu chay 0 0 0 0 0
(n=10)
Binh thwong 0 0 0 0 0
4. BAN LUAN va bénh Iy sau 14 - 28 ngay tiép xdc. Két

qua nghién clru cung cép théng tin tt vé
! P do6c tinh cta chat sau khi diéu tri véi cac
tinh (nghién ctu lieu lwong lap lai), chat  jiay jyong lien tidp va 1a co s& xac dinh
tht dwoc st dung v6i 3 den 4 lieu Ivong i3y jyong cho cac nghién ctru tiép theo
khac nhau cho dong vat trong mét thang (Eaton DL, [14]).

hoac it hon, danh gia tac déng sinh hoa

Trong thlr nghiém doc tinh ban cap
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Muc tiéu danh gia doc tinh ban
trudng dién:

Thir doc tinh dai chi dwgc tién hanh
sau khi da c6 thong tin vé doc tinh cap trén
dong vat va mau the dwoc dy dinh sk
dung hodc tiép xuc dai ngay trén nguoi.
Muc tiéu th&r nham xac dinh kha nang dung
nap cla dong vat thi nghiém khi dung mau
th& nhiéu Ian. Théng tin can xac dinh c6
nhirng biéu hién doc tinh sau khi dung dai
ngay, bao gébm: Mic liéu khéng hodc cé
gay thay déi dang ké& téi chirc nang, co
quan hodc mot sbé biéu hién sdng cé thé
quan sat dwgc trén dong vat thi nghiém;
Nhirng doc tinh c6 thé quan sat dwoc trén
doéng vat va kha néng hoéi phuc néu co [12].

Trong nghién ctru nay, chung téi da
tién hanh danh gia trén co s& nghién ctru
doc tinh cAp cha gel nano Berberin trén
chudt nhét trdng theo hwéng dan cuia
OECD va cta Bo Y té Viét Nam [15].

Lua chon mé hinh tha:

Cé&n cl vao cac théng tin ctia mau thi
va két qua thir doc tinh cap dé thiét ké mo
hinh, mic liéu thkr. Trwdng hop mau thi
khéng thé hién ddc tinh clp hoac rét it
doc, cé thé thir trén 1 loai déng vat (gam
nh&m) [12].

Trong nghién ctru, chung t6i da xac
dinh dbc tinh cép: Khéng tim dwoc LDso
dwong ubng véi liéu cao nhat cé thé cho
chudt nhét trdng uéng la: 123,96g/kg can
nang/24h [15]. Do vay theo quy dinh,
chung téi tién hanh tiép theo danh gia doc
tinh ban trwéng dién trén loai gdm nham 1a
chudt cbng tréng

Thoi gian thi:

Thoi gian thr trén déng vat dugec tinh
dwa theo th&i gian dyw kién dung trén nguoi

hodc co thé thlr v&i cac khoang thoi gian
xac dinh. Ngoai ra, thdi gian thlr con phu
thudc vao dich clia thir nghiém la cung cép
thong tin cho th(r 1am sang giai doan nao.
Khi can théng tin cho th&r 1am sang giai
doan 1 hoac 2, thdi gian cé thé ngén hon
(14 - 28 ngay); khi can cung cép thong tin
cho thr ldam sang giai doan 3, thoi gian thir
can dai hon (28 - 90 ngay).

Hién nay, tai liéu hwéng dan cua cac
nuwdc tham gia hoa hgp ICH gidi thiéu tinh
thoi gian ther doc tinh theo 2 cach: Thoi
gian thr thubc bang 3 - 4 1an thoi gian dw
kién dung trén ngudi hodc thdi gian thi
theo tirng khoadng xac dinh: 14 ngay, 28
hoac 90 ngay. Lwa chon tirng khoang thoi
gian thir tly theo yéu cdu tirng mau va
diéu kién thlr nghiém. Danh gia mic do
doc sé dwoc xem xét trén bao cao két qua
twong (rng voi trng khoang thoi gian da
thir [12].

Trong nghién ctru, chung téi danh gia
thoi gian thr 1a 28 ngay twong rng sé thlr
nghiém I&m sang twong dwong giai doan 1
hoac 2. Bay cling la khoang thoi gian dung
twong déi kéo dai trén thwc té bénh nhan
bdng. Bdng dd 2 thwdng sau 2 tudn khai;
bdng dd 3 sau trén 15 t&i 40 ngay néu dét
tw lién. Thoi gian 28 ngay thwdng gap khi
diéu tri bénh nhan béng rong va sau.

Liéu thii trong nghién cuu:

Mtrc liéu thlr phai dwoc lwa chon sao
cho c6 y nghia trong viéc danh gia vé kha
ndng an toan hay mc dd gay doc ctia mau
thtr khi dung nhiéu ngay trén dong vat.
Mc liéu th thwong dwoc tinh tr céac
théng tin thu dworc tr thir doc tinh cap. Voi
nhitng nghién clu day da, the nghiém
dwoc thiét ké véi 3 mire liéu (twong dwong
3 nhom thy):

+ Lidu thdp: Mirc liéu di dé mau thir co
tac dung dwoc ly hodc didu tri (tkc 1a
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twong dwong muc liéu dw kién dung dé
didu tri cho nguoi);

+ Liéu trung binh: Mc liéu cé thé
khéng gay nhirng déc tinh quan sat duwoc
ho&c gay anh hwéng khong dang ké;

+ Liéu cao: Mtrc liéu dy kién sé& quan
sat dwoc biéu hién ngd doc trén co quan
clia dong vat thi nghiém hodc dén murc thé
tich gi¢i han cao nhadt ma déng vat thi
nghiém cé thé dung dwoc.

Thé nghiém nén dwoc tién hanh song
song v&i 1 nhdm chirng trong cung diéu
kién v&i cung sé lwong dong vat da dung
trong nhém thir. Tuy nhién, trong thdi diém
hién tai phan Ién cac nghién ctu cé thé
chap nhan véi 1 nhém ching va 2 nhém
ther (liéu thap va liéu cao). Cho déng vat
dung thuéc hang ngay, 7 ngay/tuan. Sb
dong vat trén méi nhém tay theo loai 8 - 10
con (gdm nham) [12].

Trong nghién ctru, ching t6i da thiét
ké chudt dwoc chia thanh 3 nhom, 1
nhém chirng ubdng nuwéc muébi sinh Iy va 2
nhém thir (ubng gel nano Berberin); méi
nhém 10 con. Chuét dwoc ubng lién tuc
trong 28 ngay.

Két qua nghién clru cho thdy cho thay
khéng cé sw khac biét gitra 16 chirng v&i 2
6 nghién ctru. Trong 2 16 nghién cuu,
khong c6 dau hiéu thay déi hanh vi va dac
diém khac bén ngoai nhw 6ng, da v.v.

Nghién clru doc tinh ban trwéng dién
clia gel nano Berberin trén chudt véi 2 mirc
liéu 3,5g/1kg/24h va 10,5g/1kg/24h (quy
ddi ra liéu trén nguoi vai hé sb la 7 [16] |a
24,5g/kg/24h va 73,5g/kg/24h) khéng gay
thay ddi trén dbi twong nghién clru vé céac
chi s6 1am sang.

Nhirng két qua nghién ctru vé doc tinh
ban trwong dién cla dang ché phdm do

chung téi bao ché 1a co s& khoa hoc dé
tién hanh nghién ctu tiép theo (danh gia
kich ng cGia ché pham, tac dung diéu tri
bdng thwc nghiém...) trwdc khi tién hanh
trén ngwdi bénh. Két qua cta chung toi
phu hop véi nhirng nghién khac da céng
bb vé Berberin.

Nghién ctu ddc tinh ban trwdng dién
ctia Berberin nhan thay dich chiét tir ré cay
Rhizoma coptidis - Hoang lién chan ga
chiva hoat chét Berberin v&i 1,88g/kg trén
chuét Sprague Dawley khéng cé tac dung
phu, khéng cé bat ky anh hwdng nao dén
cac yéu t6 sinh hdéa mau. Két qua co trong
xét nghiém Ames danh gia kha nang gay
dot bién ADN vi khuén cla hoa chat am
tinh, xét nghiém vi nh&n micronucleus va
tinh trung chuét khéng cé bét thuwong [17].

M6t nghién ciru sir dung dich chiét
than ré cay hoang lien Rhizoma Coptidis
(RC alkaloids) c6 hoat chét chu yéu la
Berberin v&i ham lwong 156mg/kg, bang
dwéng ubng, trong 90 ngay cho chubt
Sprague Dawley. Két qua cho thay khéng
c6 triéu chirng ngd ddc lam sang, khong co
bat ky anh hwéng nao dén trong lvong co
thé va ty I& tr vong, trong lwong ndi tang,
phan tich nwéc tiéu, cac thong sé huyét
hoc, hoai t&r tdng thé va md bénh hoc & bat
ky dong véat nao [18].

5. KET LUAN

Nghién ctru dodc tinh ban trwdng dién
ctia Gel nano Berberin trén chudt thuwc
nghiém cho thdy: Chuét ubng gel véi liéu
dung 3,5g va 10,5g/kg/24 gi®, ubng lién tuc
trong 28 ngay khong gap chuét chét, khéng
anh huéng dén sw phat trién trong lwong
chudt, khéng gay bét thwdng vé van dong
tw dong, khéng gay céac biéu hién co giat,
run, tang tiét md héi, tim tai; khéng gay rdi
loan tiéu hoa.
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