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Tém tit. Streptococus sobrinus 1a mot trong nhimg ching vi khuan gay sau rang chu yéu. Céc s6
lidu thu dugc cho thiy ching vi khuan nay c6 kha nang ho hép, san xuat va chong chiu véi H,0,
cao hon so véi nhitng chung vi khuan it ¢6 kha nang chiu axit khdc nhu S. sanguis NCTC10904
va S. gordonii ATCC10588. Chung vi khuan nay ciing c6 hoat tinh céc enzyme NADH oxidase va
superoxide dismutase cao, goi ¥ rang chinh cdc enzyme nay da tham gia vao qué trinh bao vé té

bao vi khuan khoi tén thuong do axit va H,O,.

1. Mé diu

Trong sb céc loai vi khuan c6 mit & méang
bam rang Streptococcus sobrinus dugc xem la
mot trong nhimg ddi tuong chinh giy sdu ring
do c6 kha ning san xuat axit manh ddng thoi c6
thé chiu axit cao. Su tao thanh axit thong qua
qua trinh duong phan lam gidm pH & mang bam
ring xudng thdm chi dudi pH 4,0 dan dén viéc
lam mon men rang va giy ra sau rang [1]. Bén
canh nhirng thay ddi v& pH, cdc vi sinh vat
trong mang bam rang séng trong mdi trudng
voi stress oxi hod, mot phan do chinh céc vi
sinh vét trong vi khu hé dudong miéng tao ra,
mat khac 1a do viéc st dung cac chét oxi hod
trong cic san phém bdo vé€ rang, miéng. Ciing
da c6 nhitng cong trinh khdc nhau nghién ctru
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vé nhiitng co ché bao vé stress axit va oxi hod
khdc nhau cua cdc vi khuan duong miéng [2-8],
tuy vy con rat nhidu vin d& can dugc lam sdng
to vé& co ché cua nhiing hién tugng nay. Cong
trinh nghién cuu cua chiing t6i tip trung vao
mot s6 ddc trung sinh 1§ va hod sinh cta ching
S. sobrinus ATCC 6715 nhim gép phan lam
sdng t6 co ché chdng chiu axit ciing nhu chéng
chiu oxi hod cua ching.

2. Nguyén liéu va phwong phap nghién ciu

2.1. Chung vi sinh vdt

S. sobrinus ATCC 6715, S. mutans GS-5,
S. mutans UA159, S. sanguis NCTC 10904 va
ching S. gordonii ATCC 10558 duoc 1y tir bo
suru tap giéng ctia phong thi nghiém GS. Robert
E. Marquis, Dai hoc Téng hop Rochester, New
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York, Hoa Ky. Cac chung vi sinh vat dung cho
nghién ctu duoc giit va cdy chuyén hang tuan
trén moi trudong thach (tryptic soy agar -TSA)
ctia hang Difco. Té bao dugc nudi cdy tinh
hodc cdy lic & 37°C trong méi truong chira 3%
tryptone, 0,5% dich chiét nidm men va 1%
glucose.

2.2. Hod chat

H,0, ¢ dang dung dich on dinh 30%
(9,78M), cytochrom C, xanthine, xanthine
oxidase mua tir hang Sigma (M¥). Céc hod chat
cdn lai déu dat mae do tinh sach phan tich.

2.3. H6 hap ciia té bao

Té bao dwoc thu tir pha 6n dinh cua qud
trinh sinh truéng. Sau khi li tAm va rira hai lan
v6i dung dich mudi KCI 50 mM c6 chira MgCl,
1 mM, té bao dugc hod vao dung dich dém
photphat 20 mM c¢6 ciac pH khic nhau chira
0,5% glucose. Mat do té bao dat khoang 1,5
mg trong luong khd/ 1ml. Dung dich té bao
duoc lic ky dé dat do bdo hoa khong khi va
dugc dung ngay dé do Iwgng O, ti€u thy ¢ nhiét
dd phong st dung mdy do O,,VWR Model
4000 theo phuong phap dugc md ta boi
Cadwell va cong sy [9].

2.4. Kha nang san xudt HyO,

Dich té bao dugc chuin bi nhu cho thi
nghiém do hd hap. O nhitng thoi gian nhét dinh
(20-30 phiit), 1 ml miu dugc 1ay ra, li tim & tbc
d6 14.000 vong/ phit, trong 3 phiit dé loai bo té
bao. Dich trén tia duoc st dung dé phan tich
ham lugng H,O, do vi khuan sinh ra biang phan
mg v6i thude thir tim tinh thé leuco véi sy ¢6
mat cua peroxidse theo phuong phdp cua
Motolla va cong sy [10].

2.5. Tdc dung gdy chét ciia H,0,

Dung dich té bao dugc chuin bi trong
pepton 1%, pH 7 v6i mat d6 khoang 10° té
bao/ml. H,0, dugc thém vao mau nghién ctu
dé 6 néng do cudi cung dat 0,1%; 0,3% va
0,5%. O nhitng thoi diém khdc nhau, 100ul
dich té bao dyoc 14y ra, pha lodng trong dung
dich pepton 1% & cdc mat d6 nho dan 10 1an va
duoc cAy trai trén dia thach. Cic dia nay duoc
dat vao ta 4m 37°C cho dén khi cdc khuén lac
hinh thanh & rét va c6 thé dém bing mat
thuong. Tac dung gy chét cua H,0, dugc biéu
thi qua gid tri D la thoi gian ma tai d6 90%
quan thé t& bao vi khuén bi chét dudi tic dung
ctia mdt tac nhan nao d6 (vi du nhu H,0, 0,3%
trong nghién ctru nay). Ngoai ra con dugc biéu
thi bang gia tri LogN/No, trong d6 N 1a s té
bao sbng s6t tai thoi diém thu miu va No 12 s6
té bao ban dau. Theo cich biéu thi D chinh 1a
thoi diém c6 LogN/No = -1.

2.6. Chudn bi té bao tham

Té bao sau khi dwoc rira hai 1an véi dung
dich mudi KCI 50 mM c6 chira MgCl, 1mM
dugc hoa vao trong dém Tris-HCl 75mM (pH
7,0) ¢6 chita MgSO, 10 mM. Sau khi thém
toluen (ti 18 1:10), dich té bao duoc tron déu va
U & 37°C trong 5 phiit. Té bao dugc nhanh
chong lam ddng lanh va ngay sau d6 dugc lam
tan ¢ 37°C. Chu ky nay duoc lap lai hai lan.
Toluen dugc loai bo bang céch ly tim, té bao
dugc hoa tro lai trong dém Tris-HCI va duoc
cét giit & -70°C dén khi dung hodc c6 thé duoc
ding tryc tiép cho cdc phan tich.

2.7. Hoat do enzyme

Chuén bi dich chiét té bao: Té bao sau khi
raa voi dung dich mudi duoc hoa trong dém
Tris-HCI 20 mM, pH 7,0 ¢6 chita KCl 50mM
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va MgCl, ImM. Mot thé tich dich té bao duoc
tron voi mot thé tich cat thuy tinh (ty 1€ 1:1) va
duoc nghién phd bang may lam v& té bao. Su
pha v& hoan toan cta cic té bao dwoc kiém tra
bang kinh hién vi. Dich ph4 té bao duoc ly tim
& 15. 000 vong trong 10 phit ¢ 4°C dé thu dich
chiét trong diing cho x4c dinh hoat d6 enzyme.

Hoat d6 cia NADH oxidase duogc xac dinh
& 25°C theo phuong phdp ctia Poole va
Claiborne [11] st dung ca té bao thim va dich
chiét té bao. Mot don vi hoat 3 NADH oxidase
la luong enzyme xic tic dé oxi hod 1mmol
NADH trong thoi gian 1 phiit ¢ diéu kién phan
ung.

Hoat d superoxide dismutase (SOD) dugc
x4c dinh theo phuong phdap cua McCord va
Fredovich [12] thong qua su tc ché qué trinh
kht cytochrom C boi xanthine khi c6 mat
xanthine oxidase. Mot don vi hoat d6 SOD la
luong SOD c6 kha ning lam giam 50% toc do
khir cytochrom C trong cdc diéu kién phan tich.

3. Két qua nghién ctru
3.1. Kha nang san xuat H;0,

Muc d¢ san xudt H,O, ciia S. sobrinus
6715 & cdc diéu kién pH khac nhau dugc trinh
bay ¢ do thi 1. Ké& qua cho thiy su san xuét
H,0, cua cua S. sobrinus ATCC 6715 khong
khic nhau ding k& ¢ pH tir 5,0 dén 7,0 dat
khoang 80 nmol H,0,/mg Kkhéi lugng khd cua
té bao va giam manh & pH 4,0. Tuy vay, ¢ pH
4,0 té bao van con kha nang san Xuét H,0,
tuong d6i manh (dat t6i gan 40 nmol H,O,/mg
khéi lugng kho cia té bao) va tham chi & pH
3,0, trong 30 phit ban dau ching nay van cé
kha nang sinh H;O, mac du mirc do san Xuét
ldc nay chi con dat khodang 20 nmol H,O./mg
trong luong kho cua té bao va sau d6 bi ngimg
lai. Nguyén nhin ngimg lai ¢6 thé do cdc té bao
da bi chét & pH thép.
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Hinh 1. Kha ning san xuét H,O, clia chiing
S. sobrinus ATCC 6715 ¢ cdc pH khé4c nhau.

3.2. Kha nang tiéu thu oxy

Két qua nghién ctru (hinh 2) cho thiy su hd
hip cta chung S. sobrinus tai pH 7,0 dat gid tri
cao nhit (60 nmol O,/phit/mg trong lugng khd
té bao) va giam din & cic pH théip hon. Tuy
nhién, t& bao van thé hién ho hap & pH 4,0 va
tham chi pH 3,0 mac du hoat dong nay la théip
hon déng ké so véi & pH 6,0 va pH 7,0 (chi dat
0,2 va 0,4 nmol O,/phit/mg khoi Iwgng kho).
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Hinh 2. Kha ning ho hép ctia S. sobrinus 6715
tai cac pH khac nhau.

3.3. Tdc dung gdy chét ciia H,O

Pé tim hiéu kha ning chéng chiu vdi ton
thuong oxi hod & chung S. sobrinus ching toi
da nghién clru anh huong cua H,0, dén kha
ning sdng st cia vi khun nay va so sdnh véi
mot s6 ching khéc. Két qua trinh bay & bang 1
va hinh 3 cho thiy cdc té bao S. sobrinus to ra
chéng chiu cao voi H,O,.



184 N.T.M. Phwong va nnk/ Tap chi Khoa hoc DPHQGHN, Khoa hoc Tw Nhién va Cong nghé 23 (2007) 181-187

—— 0.1%H202
——0.3%H202
—&— 0.5%H202

Log N/ No

—5 T 1 1
0 30 60 90

Thoi gian (phut)

Hinh 3. Téc dung giy chét cua H,0, dbi véi
S. sobrinus 6715.

Béng 1. Téc dung gay chét cta H,0, 0,3% ddi voi vi
khuan mot s6 chuing Streptococcus

Chung Gia tri D (phut)
S. sobrinus ATCC 6715 46,5
S. mutans GS-5 15,0
S. mutans UA159 41,0

S. sanguis NCTC 10904 15,0
S. gordonii ATCC 10558 16,0

6] néng d6 H,0, 0,3%, sau 30 phiit van con
t6i 30% té bao séng s6t va gid tri D dat t6i 46,5
phiit, cao hon han nhimng loai dugc xem 1a chiu
axit nhu S. mutans GS-5 hay UA159 va cao hon
rat nhiéu so voi nhing loai kém chiu axit nhu S.
sanguis hay S. gordonii.

3.4. Hoat do NADH oxidase va SOD

Két qua nghién ctru (hinh 4) da cho thiy su
phu thudc gitta hoat ¢ vao pH mdi truong cia
NADH oxidase ddi v6i ca té bao thim va dich
chiét t& bao S. sobrinus 12 twong tw da phat hién
tha‘iy ¢ cac loai Streptococcus khac [13]. Tuy
vay, so vdi dich chiét té bao, hoat 40 NADH
oxidase ciia t& bao thim giam chdm hon khi pH
giam xubng dudi 5,0. Piéu nay c6 thé lién quan
dén kha nang bao vé cua mdt s6 hop phé‘m khéc
trong té bao dbi voi NADH oxidase. Pac biét,

hoat d6 nay cua dich chiét té bao, ngay ca & pH
5,0 van con 0,128 don vi/ mg protein, cao hon
nhiéu so véi hoat do tai pH 7,0 cta hai ching S.
sanguis va S. gordonii kém chiu axit hon (bang
2). Ngoai ra, cdc sd liéu trong bang 2 ciing cho
théiy hoat d0 NADH oxidase va SOD & dich
chiét cua loai S. sobrinus va S. mutans GS-5 1a
cao hon hin so véi cac loai cdn lai (tir 10-30 1an
d6i voi NADH oxidase va 3-10 lan déi véi
SOD).

20

«©Q
<
x
g 16
2
2 124
s
j=2)
E &8
@
o
X 44
=
S
0
pH4 pH5 pH6 pH7 pH8
1
0.8 4
£
Q
5 06 4
<
g
= 044
c
=)
0.2 4
0 < T T T T
pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8

Hinh 4. Hoat do NADH oxidgse cta té bao thdm (A)
va cua dich chiét (B) té bao S. sobrinus.

Bang 2. Hoat do NADH oxidse va SOD trong dich chiét
cua té bao vi khuan gay siu rang Streptococci

Chung Hoat d¢ enzyme (don vi/mg
protein)
NADH Superoxide
oxidase dismutase

S. sobrinus ATCC 6715 1,280£0,090 279,070+4,700
S. mutans GS-5 1,130£0,060  152,050£3,500
S.mutans UA159 0,185+0,041 71,980+ 2,370
S.sanguis NCTC 10904 0,007+£0,001  20,830% 6,710
S.gordonii ATCC 10558  0,015+0,002 76,730+10,520
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4. Thio luin

Céc vi khuin thudc gidng Streptococcus
khong c6 kha nang téng hop nhidn hem nén
khong c6 hé théng oxy hod phosphoryl hoa
nhung van c6 kha ning ho héip cao [14]. O
nhiing ching gy bénh duong miéng nhu la S.
mutans GS-5 hay S. sobrinus sy ti€u thu oxi
lién quan chi yéu dén hai hé théng NADH
oxidase [15] thong qua cic phan Ung sau:

NADHoxidasesinhH,0,

NADH+O, +H* 2 NAD'" +H,0, (2)

NADHoxidasesinhH, 0

2NADH+O, +2H" INAD' +2H,0, (b)

Trong hai NADH oxidase néu trén, enzyme
xuc tdc cho phan Gng (a) con goi 1a Nox-1, xic
tdc cho phan tmg chuyén 2 dién tir tir NADH
sang mot phan ti oxi va giai phong ra peroxit
hydro véi su gép mat cua 2 proton. Enzyme nay
1a mot hop phé‘m cua phuc hé alkylperoxidase
voi hai thanh phan 1a AhpF (Nox-1) va AhpC
c6 hoat tinh peroxidase (phan giai H,O, khi ¢6
chét khtr). Con enzyme cua phan trng (b) 1a mot
NADH oxidase (con goi la Nox-2) xuc tac cho
su chuyén 4 dién tir tir hai phan tir NADH sang
mot phén tir oxi dé tao ra hai phan tir nudc véi
su gép mat cua 4 proton. Nox-1 dugc phat hién
1a ¢6 hoat tinh cao & cic ching vi khuan san
xudt H,0, chi yéu cua trong mang bam rang
nhu S. sobrinus, S. sanguis, S. gordonii,
S. oralis con Nox-2 lai trdi hon Nox-1 &
S. mutans.

NADH oxidase trong dich chiét cua cic co
thé Streptococcus to ra rit nhay voi axit va gan
nhu mét hoan toan khong thé hién hoat tinh &
pH 5,0 [13]. Mac dau vay, sy tiéu thy oxi cua
céc co thé nguyén ven td ra it nhay vodi axit hon
vi té bao ¢6 co ché duy tri ApH gitta bén trong
va bén ngoai mang té bao: khi mdi trudng bi
axit hod, pH bén trong té bao van duoc duy tri
cao hon pH & bén ngoai mdi truong [16], do té
bao c6 kha nang bom proton ra bén ngoai thong

qua hoat dong cua hé théng F-ATPase dinh vi
trén mang. Diéu nay 1y giai vi sao cic té bao
cua S. mutans GS-5, S. sanguis NCTC [13,17]
cling nhu S. sobrinus ATCC 6715 c6 thé duy tri
sy ho hép 0 pH 4,0. Ngoai ra, tinh kém nhay
cia NADH oxidase ciia té bao thim c6 thé do
sy bao v¢ cua cac hop phﬁn té bao cling 1a co s&
cho phép té bao duy tri hd hdp khi mdi truong
bi axit hoa.

Bén canh S. sobrinus, S.
S. gordonii, S. oralis dugc xem la nhitng chung
san xuit H,O, chu yéu cua trong mang bam
ring [18,19], nghién ctru cta ching t6i khing
dinh kha nidng san Xuét H,O, cao cua S.
sobrinus (hinh 1). Thong thudng, cdc ching san
XUAt H,0; cao thi c6 kha nang khang véi H,O,
hon cdc chung san xudt H,0, yéu va diéu nay
ciing dugc khing dinh thém trong nghién ctru
cua chiing t6i (bangl). Hoat 40 NADH oxidase
cao cua chung S. sobrinus ATCC 6715 la co s&
gitp cho kha nang san xuét H,0, cao cia chung
nay.

sanguis,

Trong nghién ctru cla chiing t6i, su ti€u thu
NADH duoc danh gia nhu hoat 36 cia NADH
oxidase va diéu nay ciing ¢6 thé hiéu nhu 1a
hoat do cua alkyperoxidase. Muc d¢ ti€u thy
NADH cao hon cua S. sobrinus so véi cac
chung khic 1y gidi vi sao chung nay lai chiu
H,0, tt hon (bang 2). Pidu nay ciing phit hop
voi quan sét cho thdy S. mutans GS-5 v6i Nox-2
sinh H,0 chiém phan chinh cua hoat tinh
NADH oxidase [13] to ra nhay hon nhiéu véi
tdc dung cua H,0,.

Ca S. mutans va S. sobrinus déu 12 nhirng vi
Kkhuan mang bam rang rat chiu axit. Hoat do
SOD cao ciia hai ching nay so véi mot sb
chung chiu axit kém hon nhu S. gordonii hoac
S. sanguis goi ¥ v& kha ning xuét hién gia ting
céc gbe superoxide khi té bao bi stress axit va
SOD véi vai trd triét tiéu cdc gdc superoxide da
hd trg cho té bao séng t6t hon trong mdi trudng
cO stress nay.
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Some physiological and biochemical characteristics of
Streptococcus Sobrinus ATCC 6715
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Streptococus sobrinus is one of the major pathogens in dental carries. The obtained data show that
the organism has a higher level of H,O, production and oxygen uptake and hydrogen peroxide
resistance compared to some other less acid tolerant oral strains including S. sanguis NCTC10904 and
S. gordonii ATCC10588. The organism also exhibits a higher level of NADH oxidase and superoxide
dismutase activities, suggesting the involvement of enzymes in protection of the organism from acid
and H,0, damage.



