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TÓM TẮT
Nghiên cứu được tiến hành nhằm đánh giá sự phát triển của trứng Toxocara canis trong các môi 

trường formol 1%, formol 2%, formol 4% và H2SO4 0,1N; từ đó lựa chọn được môi trường thích hợp 
nhất cho sự phát triển của trứng T. canis. (T. canis là một trong những tác nhân gây toxocariasis ở 
người). Chẩn đoán toxocariasis trên người do Toxocara spp. chủ yếu dựa vào kỹ thuật ELISA sử dụng 
kháng nguyên chất tiết từ ấu trùng gây nhiễm (ATGN) của T. canis. Quy trình sản xuất kháng nguyên 
này được thực hiện qua nhiều bước, trong đó bước nuôi trứng T. canis đến giai đoạn chứa ATGN là quan 
trọng nhất. Trong nghiên cứu này chúng tôi nuôi trứng T. canis thu từ tử cung của giun trưởng thành ở 
giai đoạn một tế bào đến giai đoạn chứa ATGN trong các môi trường khác nhau. Kết quả thu được như 
sau: Tỷ lệ phát triển của trứng T. canis đến giai đoạn chứa ATGN cao nhất khi nuôi trong môi trường 
H2SO4 0,1N (83,31%). Bên cạnh đó, tỷ lệ phát triển của trứng T. canis đến ATGN trong formol 1%, 
formol 2% và formol 4% lần lượt là 73,33%; 71, 05% và 68,61%. Như vậy, kết quả nghiên cứu chỉ ra 
rằng môi trường H2SO4 0,1N là môi trường thích hợp nhất cho sự phát triển của trứng T. canis. 

Từ khóa: Toxocara canis, formol 1%-4%, H2SO4 0,1N. 

Evaluation of the development of Toxocara canis eggs in formol 1%, 
formol 2%, formol 4% and sulfuric acid 0.1N media
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SUMMARY
The objective of this study aimed at evaluating the development of Toxocara canis eggs 

in formol 1%, formol 2%, formol 4% and H2SO4 0.1N media, then to choose the best culture 
medium for the development of T. canis eggs (T. canis is one of the agents causing toxocariasis 
in humans). The diagnosis of this infection in humans due to Toxocara spp. was mainly based on 
ELISA technique using secretory/excretory (ES) antigen from the infective T. canis larvae. The 
procedure of making ES antigen consisted of some steps, of which, the step of culturing T. canis 
eggs to larvae containing secretory/excretory (ES) antigen was the most important. In this study 
we cultured T. canis eggs collecting from uterus of adult worms in different media. The studied 
result showed that the rate of the development from T. canis eggs to larvae stage containing 
secretory/excretory (ES) antigen in H2SO4 0.1 N medium was 83.31%, and this was the medium 
showing the best development and the lowest extraordinary rate of T. canis eggs. Besides, the 
rates of the development of T. canis egg to the above larvae stage in formol 1%, formol 2%, formol 
4% media were 73.33%, 71.05% and 68.61%, respectively. In conclusion, the result of this study 
showed that H2SO4 0.1N medium is the best medium for the development of T. canis eggs. 

Keywords: Toxocara canis, formol 1%-4%, H2SO4 0.1N.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Hội chứng ấu trùng di chuyển ở người 

(ascarid larva migrans syndrome-ascarid LMS) 
là sự di hành của ấu trùng nhóm giun đũa trên 
cơ thể người bao gồm giun đũa chó Toxocara 
canis, giun đũa mèo Toxocara cati và giun đũa 
lợn Ascaris suum. Mặc dù đã được báo cáo từ 
thập kỷ 50-60 của thế kỷ trước (Beaver và cs., 
1952; Phillipson và cs., 1967), nhưng hội chứng 
này mới được cộng đồng người Việt chú ý gần 
đây. Tuy nhiên, các nghiên cứu mới chỉ đề cập 
đến hai tác nhân gây bệnh chính là T. canis và T. 
cati, chưa có báo cáo nào về vai trò của A. suum 
gây bệnh trên người ở Việt Nam. 

Tình trạng người bị nhiễm ấu trùng giun đũa 
chó, mèo được báo cáo ở nhiều nơi trên cả nước với 
tỷ lệ dương tính dao động từ 15,75% đến 85,3% 
(Trần Trọng Dương, 2014; Trần Thanh Dương và 
cs., 2014; Đỗ Trung Dũng và cs., 2016). Chẩn 
đoán hội chứng ấu trùng di hành trên người nói 
chung và toxocariasis nói riêng chủ yếu dựa vào 
kỹ thuật hấp phụ miễn dịch có gắn enzyme như 
ELISA (enzyme linked inmunosorbent assay) và 
kỹ thuật lai protein (Western Blot) để xác định 
kháng thể đặc hiệu đối với mỗi loại giun tròn này. 
Các kỹ thuật này sử dụng kháng nguyên chuẩn 
là kháng nguyên chất tiết (Excretory/Secretory 
– ES) của ấu trùng ở giai đoạn gây nhiễm của 
giun đũa chó T. canis và giun đũa lợn A. suum 
(De Savigny và cs., 1979, Yoshida và cs., 2016). 
Các kháng nguyên này có độ nhạy và độ đặc hiệu 
rất cao trong chẩn đoán (Jacquier và cs., 1991). 
Tuy nhiên, quy trình sản xuất kháng nguyên này 
rất phức tạp và tốn thời gian, bao gồm một số 
bước chính như: (1) thu trứng từ tử cung của giun 
trưởng thành, (2) nuôi trứng phát triển đến giai 
đoạn có chứa ấu trùng gây nhiễm (ấu trùng giai 
đoạn 3), (3) kích nở trứng để thu ấu trùng, (4) 
nuôi ấu trùng trong môi trường thích hợp, (5) 
thu kháng nguyên chất tiết của ấu trùng từ môi 
trường nuôi. Trong đó bước nuôi trứng phát triển 
đến giai đoạn gây nhiễm đóng vai trò rất quan 
trọng vì số lượng ấu trùng thu được sẽ quyết định 
nồng độ kháng nguyên.

Hai môi trường được sử dụng rộng rãi để 
nuôi trứng T. canis là formol và acid sunfuric 
loãng. Formol được sử dụng ở các nồng độ khác 
nhau, bao gồm formol 1% (Ponce-Macotela và 
cs., 2011; El-Naga và cs., 2018); formol 2% 
(Lescano và cs., 1998); formol 4% (Thomas và 
cs., 2016). Ngoài ra acid sunfuric loãng (H2SO4 
0,1N) cũng được sử dụng để nuôi trứng (Rosypal 
von Dohlen và cs., 2017; Nguyen và cs., 2020). 
Tuy nhiên, chưa có nghiên cứu nào so sánh về 
sự phát triển ở các môi trường của trứng. Vì vậy, 
nghiên cứu này được thực hiện để đánh giá hiệu 
quả của các môi trường nuôi đến sự phát triển 
của trứng giun đũa chó T. canis, đặc biệt là tỷ lệ 
phát triển của trứng đến giai đoạn chứa ấu trùng 
gây nhiễm. Từ đó lựa chọn được môi trường tốt 
nhất cho sự phát triển của trứng giun đũa chó 
T. canis nói riêng và trứng giun tròn nói chung. 

II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu

- Giun đũa chó trưởng thành được thu tại một 
số cơ sở giết mổ chó trên địa bàn Hà Nội. Giun 
trưởng thành được rửa nhiều lần trong nước sinh 
lý để loại bỏ hết những cặn bã hoặc chất chứa 
đường tiêu hoá của chó bám trên bề mặt, sau đó 
lựa chọn giun cái để mổ tử cung thu trứng. Trứng 
thu được được rửa nhiều lần trong nước cất dưới 
điều kiện ly tâm với tốc độ 1500 vòng/phút trong 
5 phút để loại bỏ các vật chất khác từ giun trưởng 
thành trong quá trình thu trứng. Tiếp đến, trứng 
được lọc qua lưới lọc có kích thước lỗ lọc 1mm. 
Trước khi nuôi, trứng được rửa trong NaOH 0,5N 
để loại bỏ lớp vỏ protein (protein coat). 

- Các môi trường nuôi: Môi trường acid 
H2SO4 0,1 N được pha từ dung dịch acid H2SO4 
nguyên chất (98%) với nước cất. Khi pha phải 
nhỏ từ từ 3,18 ml dung dịch acid H2SO4 vào 1000 
ml nước cất.

Môi trường formol còn lại được pha từ dung 
dịch formol (38%) với nước cất để được dung dịch 
formol có nồng độ 10%, sau đó sẽ pha về các nồng 
độ môi trường tương ứng là 1%, 2% và 4%.
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2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Nuôi trứng

Trứng T. canis được nuôi trong hộp nuôi cấy 
(culture flask T25) đồng thời ở 10 ml các môi 
trường formol 1%, formol 2%, formol 4% và 
môi trường H2SO4 0,1N với mật độ 4000 trứng/
ml dung dịch. Mực dung dịch được đánh dấu trên 
bình nuôi để theo dõi. Nếu mực dung dịch bị giảm 
xuống do bay hơi thì sẽ được bổ sung thêm nước 
cất để đảm bảo mật độ trứng và nồng độ dung dịch 
nuôi. Các bình nuôi sẽ được đặt trong tủ ấm và 
nuôi ở 28oC trong 31 ngày (Abou-El-Naga, 2018). 
Hàng ngày các bình nuôi sẽ được lấy ra và lắc nhẹ 
để cung cấp oxy cho môi trường nuôi.

2.2.2. Đánh giá sự phát triển của trứng

Theo dõi các giai đoạn phát triển của trứng 
bao gồm thời gian xuất hiện của các giai đoạn, thời 
gian tồn tại của các giai đoạn, tỷ lệ phát triển của 
trứng ở các giai đoạn (so sánh với tổng số trứng 
quan sát). Cụ thể, lấy 25 µl dung dịch nuôi có chứa 
trứng, theo dõi sự phát triển đối với 100 trứng, mỗi 
lần theo dõi lặp lại 3 lần, cuối cùng xác định sự 

phát triển của trứng ở mỗi môi trường theo tỷ lệ %. 
Xác định các giai đoạn phát triển của trứng theo 
Abou-El-Naga (2018).

2.2.3. Đánh giá kết quả

Mỗi thí nghiệm (trứng T. canis được nuôi ở 
các môi trường khác nhau) được lặp lại 3 lần, các 
giá trị theo dõi được đánh giá bằng giá trị trung 
bình. So sánh sự phát triển của trứng trong các 
môi trường khác nhau, đánh giá tỷ lệ trứng phát 
triển đến giai đoạn gây nhiễm, tỷ lệ ấu trùng nở 
sau nuôi cấy. So sánh tỷ lệ phát triển của trứng 
chứa ấu trùng gây nhiễm (ấu trùng giai đoạn 3) 
giữa các môi trường sử dụng hàm Chi-square 
(χ2), với độ tin cậy 95% (P < 0,05).

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Sự phát triển của trứng Toxocara canis 
trong các môi trường khác nhau

Kết quả theo dõi sự phát triển của trứng T. 
canis cho thấy ở cả bốn môi trường, trứng đều 
phát triển theo một quy luật nhất định (hình 1).

Hình 1. Sự phát triển của trứng Toxocara canis trong các môi trường khác nhau. 
A: formol 1%, B: formol 2%, C: formol 4%, D: H2SO4 0,1N

BA

C D
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Sau giai đoạn trứng chứa một tế bào (tỷ lệ là 
100%), tỷ lệ phát triển của trứng ở giai đoạn chứa 
2 và 4 tế bào giảm xuống (từ 37,86% - 76,53% và 
31,31% - 50,00% tương ứng cho hai giai đoạn). 
Sau đó, tỷ lệ trứng phát triển đến giai đoạn phôi 
râu tăng mạnh; đạt từ 86,00% - 96,34%. Tiếp đến, 
tỷ lệ trứng phát triển đến giai đoạn chứa ấu trùng 
1 lại giảm xuống và tăng trở lại ở giai đoạn trứng 
chứa ấu trùng giai đoạn 2 và 3 (ngoại trừ khi nuôi 
trứng trong môi trường formol 4%, tỷ lệ trứng 
chứa ấu trùng 2 thấp hơn). Sự giảm tỷ lệ ở các 
giai đoạn trứng chứa 2 hoặc 4 tế bào không phải 
do trứng ngừng/không phát triển mà do thời gian 
chuyển giai đoạn ở các giai đoạn này rất ngắn (từ 
giai đoạn trứng chứa 1 tế bào sang trứng chứa 
2 tế bào hoặc từ giai đoạn trứng chứa 2 tế bào 
sang giai đoạn trứng chứa 4 tế bào) nên sau 24 
giờ quan sát thì chỉ còn một tỷ lệ nhất định trứng 
đang phát triển ở giai đoạn đó. 

Kết quả này được thể hiện rõ hơn ở bảng 
1. Trong môi trường formol 1%, formol 2% 
và môi trường H2SO4 0,1N ở ngày thứ 2 và 
3 có thể quan sát được cả ba giai đoạn phát 
triển của trứng, bao gồm giai đoạn trứng 
chứa 2 tế bào, 4 tế bào và phôi râu. Riêng 
trong môi trường formol 4%, trứng T. canis 
phát triển chậm hơn so với các môi trường 
còn lại, đến ngày thứ 8 mới quan sát được 
trứng ở giai đoạn phôi râu. Đây cũng là môi 
trường quan sát được sự xuất hiện của trứng 
phát triển đến giai đoạn gây nhiễm muộn 
nhất là ngày thứ 23. Trong số các môi trường 
sử dụng trong nghiên cứu thì ở môi trường 
formol 2%, sự phát triển của trứng T. canis 
từ giai đoạn nọ sang giai đoạn kia là nhanh 
nhất và đạt đến giai đoạn trứng chứa ấu trùng 
gây nhiễm sớm nhất, ở ngày thứ 17 (bảng 1). 

Bảng 1. Thời gian bắt đầu xuất hiện ở mỗi giai đoạn của trứng Toxocara canis 
và tỷ lệ trứng phát triển đến từng giai đoạn ở thời điểm quan sát

Môi 
trường 

nuôi

Tỷ lệ trứng phát triển đến từng giai đoạn ở thời điểm quan sát
1 

tế bào
(%)

2
 tế bào

(%)

4 
tế bào

(%)

Phôi râu
(%)

Ấu trùng
giai đoạn 1 

(%)

Ấu trùng 
giai đoạn 2 

(%)

Ấu trùng 
giai đoạn 3 

(%)
Formol

1%
Ngày 1
(100)

Ngày 2
(9,90)

Ngày 2
(5,94)

Ngày 2
(0,99)

Ngày 8
(9,00)

Ngày 11
(62,50)

Ngày 20
(5,00)

Formol 
2%

Ngày 1
(100)

Ngày 2
(44,32)

Ngày 2
(39,77)

Ngày 3
(40,35)

Ngày 5
(8,96)

Ngày 10
(13,33)

Ngày 17
(8,7)

Formol 
4%

Ngày 1
(100)

Ngày 2
(13,86)

Ngày 4
(4,04)

Ngày 8
(50,48)

Ngày 10
(32,32)

Ngày 13
(8,74)

Ngày 23
(9,09)

H2SO4  
0,1N

Ngày 1
(100)

Ngày 2
(15,53)

Ngày 2
(3,88)

Ngày 2
(0,97)

Ngày 8
(19,80)

Ngày 14
(64,36)

Ngày 20
(1,01)

Sự phát triển của trứng T. canis trong điều 
kiện phòng thí nghiệm cũng được nghiên cứu 
chi tiết bởi Abou-El-Naga (2018) khi nuôi trứng 
trong môi trường formol 1%. Kết quả nghiên 
cứu này chỉ ra rằng giai đoạn trứng chứa 1, 2 
và 4 tế bào đều có thể quan sát được vào ngày 
thứ 2, giai đoạn phôi râu xuất hiện từ ngày thứ 
3 và đến ngày thứ 9 thì trứng đã phát triển đến 
giai đoạn chứa ấu trùng 1, ngày thứ 18 xuất hiện 
trứng chứa ấu trùng gây nhiễm. Như vậy, quá 

trình phát triển của trứng T. canis ở formol 1% 
trong nghiên cứu của chúng tôi cũng cho kết quả 
tương tự.  

3.2. Tỷ lệ trứng Toxocara canis phát triển đến 
giai đoạn chứa ấu trùng gây nhiễm tại ngày 
31 ở các môi trường nuôi

Như đã đề cập ở trên, tỷ lệ phát triển đến 
giai đoạn trứng chứa ấu trùng 3 (giai đoạn gây 
nhiễm) của trứng T. canis trong quá trình nuôi là 
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rất quan trọng, nó quyết định số lượng ấu trùng 
thu được sau khi nở để nuôi và thu kháng nguyên 
chất tiết (Excretory/secretory antigen). Kết quả 
ở nghiên cứu này chỉ ra rằng, tỷ lệ trứng phát 
triển đến giai đoạn gây nhiễm cao nhất khi nuôi 
trong môi trường H2SO4 0,1N; đạt 83,51%. Tỷ 
lệ này giảm dần khi nuôi ở môi trường formol 
1% (73,33%), formol 2% (71,05%) và formol 
4% (68,61%) (P < 0,05) (hình 2). Môi trường 
formol 1 % là môi trường được sử dụng từ rất 
lâu để nuôi trứng của T. canis (De Savigny, 
1977), sau đó các tác giả khác đã lựa chọn nồng 
độ formol khác nhau để nuôi trứng T. canis, như 
formol 2% (Lescano và cs., 1998; Chung và cs., 
2004), formol 4% (Thomas và cs., 2016). Môi 

trường H2SO4 0,1N mới được sử dụng trong vài 
năm trở lại đây (Rosypal von Dohlen và cs., 
2017; Nguyen và cs., 2020). Mặc dù thông tin 
chi tiết về tỷ lệ phát triển của trứng T. canis đến 
giai đoạn gây nhiễm không được đề cập đến 
ở hầu hết các nghiên cứu kể trên. Tuy nhiên, 
trong môi trường formol 4% chỉ quan sát được 
khoảng 60% số trứng phát triển đến giai đoạn 
gây nhiễm (Thomas và cs., 2016) tương đương 
với kết quả trong nghiên cứu này. Ngoài ra, tỷ 
lệ này đạt khoảng 80% ở môi trường formol 1% 
(Abou-El-Naga, 2018). Ở đây, chúng tôi nuôi 
trứng T. canis trong các môi trường khác nhau, 
trong cùng một điều kiện và thí nghiệm được 
lặp lại 3 lần cho thấy kết quả đáng tin cậy. 

Hình 2. Tỷ lệ phát triển của trứng Toxocara canis đến giai đoạn 
chứa ấu trùng gây nhiễm (ấu trùng giai đoạn 3) trong các môi trường

IV. KẾT LUẬN
Kết quả nghiên cứu trên chỉ ra rằng môi 

trường H2SO4 0,1 N là môi trường tốt nhất cho 
sự phát triển của trứng giun đũa chó Toxocara 
canis. Ngoài việc ứng dụng môi trường H2SO4 
0,1 N để nuôi trứng T. canis, môi trường này 
cũng có thể được sử dụng để nuôi trứng của 
một số giun tròn khác như trứng giun đũa lợn 
Ascaris suum, trứng giun đũa gà Ascaridia 
galli,…phục vụ cho việc sản xuất kháng 
nguyên chất tiết ứng dụng cho các chẩn đoán 
huyết thanh học. 
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