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BAB 5

Aktiviti Antiinfektiviti Streptomyces

Mohd Shukri Baba, Noraziah Mohamad Zin,
Siti Junaidah Ahmad & Jalifah Latip

Pendahuluan

Sejak penemuan antibiotik penicillin dan streptomicin, banyak lagi
antibiotik baharu berjaya diterokai dan dipencilkan daripada kumpulan
aktinobakteria endofit. Ini menjadi salah satu daya penarik kepada
penyelidik untuk mencari pencilan aktinobakteria endofit yang baharu.
Pencilan aktinobakteria endofit baharu didapati mempunyai potensi
dalam menghasilkan metabolit sekunder baharu yang sangat berguna
dalam bidang perubatan (Takahasi & Omura 2003). Sehingga kini
terdapat kira-kira 70% daripada metabolit baharu yang aktif, dipencilkan
daripada aktinobakteria endofit (Miyadoh 1993).

Kemampuan tumbuhan menghadapi serangan penyakit boleh
dikaitkan dengan kehadiran satu atau lebih jenis aktinobakteria endofit
yang hidup di dalam tisu tumbuhan (Strobel & Daisy 2003). Ini
membuktikan bahawa aktinobakteria endofit mampu menghasilkan
metabolit bioaktif yang bertindak sebagai agen antiinfeksi kepada
tumbuhan perumah dan bersifat komensal. Sebatian metabolit sekunder
yang dihasilkan oleh mikroorganisma ini didapati juga telah berjaya
menjadi penawar kepada pelbagai penyakit akibat pelbagai infeksi
bakteria dan parasit (Strobel & Daisy 2003; Zin et al. 2015).

Metabolit sekunder aktinobakteria endofit merupakan sebatian yang
mempunyai berat molekul rendah (kurang daripada 3kDa berat molekular)
yang dihasilkan semasa pertumbuhan pada peringkat akhir fasa eksponen
bagi membolehkan Aktinobakteria meneruskan kelangsungan hidup
dalam persekitaran yang tertekan (Demain & Fang 2000). Ia berbeza
dengan penghasilan metabolit primer seperti karbohidrat dan protein
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yang diperlukan oleh Aktinobakteria untuk tujuan pertumbuhan dan
kemandiriannya (Berdy 2005; Jimenez-Garcia etal. 2013). Antara contoh
metabolit sekunder yang dihasilkan ialah polyketide syntase, terpene,
gancidin dan lain-lain lagi dan ia berpotensi untuk dijadikan sumber
antibiotik (Bently 2002 & Baba 2015).

Lazimnya sebatian metabolit sekunder yang berjaya dipencilkan
daripada Aktinobakteria diklasifikasikan mengikut kumpulan alkaloid,
terpenoid, steroid, quinones, /ignans, fenol dan lakton (Zhao et al. 2011).
Sebatian di dalam kumpulan ini merupakan sebatian kimia yang hanya
diperolehi secara semula jadi. Sebatian-sebatian ini mempunyai potensi
yang sama dengan sabatian kimia yang disintesiskan secara kimia di
dalam penghasilan antibiotik secara komersial.

Dianggarkan sehingga hari ini, lebih daripada 22,000 sebatian
metabolit sekunder berjaya dipencilkan daripada aktinobakteria yang
terbukti memberi manfaat dalam kehidupan manusia. Kebiasaannya
metabolit sekunder yang dipencilkan mempunyai aktiviti antimikrob,
antikanser, antiviral, antidiabetik, imunopenindasan. insektisid dan
antioksidan (Strobel & Daisy 2003; Zin et al. 2015). Kebolehan
Aktinobateria menghasilkan pelbagai metabolit sekunder yang bertindak
sebagai agen antiinfeksi telah menjadi daya tarikan kepada penyelidik
untuk mencari lebih banyak pencilan baharu untuk mengkaji gen yang
boleh menghasilkan sebatian metabolit sekunder yang baharu. Analisa
serta penilaian aktiviti terhadap ekstrak kasar dan sebatian tulen yang
dipencilkan daripada koleksi aktinobakteria didapati mempunyai aktiviti
antiparasit, antibakteria dan antifungus.

Saringan Awal Aktinobakteria Endofit Sebagai
Agen Antiinfeksi

Penyaringan awal perlu dilakukan ke atas semua pencilan yang diperoleh,
ini bagi melihat potensi sebagai agen infeksi. Bagi pencilan yang dikaji di
dalam buku ini SUK 1 sehingga SUK 30, penyaringan aktiviti antibakteria,
antifungus dan antiparasit telah dijalankan dan hasil ujian saringan
dipaparkan di dalam Jadual 5.1. Didapati pencilan SUK 1 berpotensi
dijadikan sumber penghasil agen antimikrob (bakteria dan fungus) kerana
kebolehannya di dalam merencat pertumbuhan fungus patogen terhadap
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manusia Aspergillus fumigatus dan juga bakteria Bacillus subtilis pada
kadar 50 — 60% (Sarmin 2012). Manakala pencilan SUK 28 dan SUK 25
didapati mampu merencat pertumbuhan Staphylococcus aureus rintang
metilsilin (MRSA) (Junaidah et al. 2015). Bagi aktiviti antiparasit, pencilan
SUK 8, SUK 10 dan SUK 17 menunjukkan aktiviti antiparasit terhadap
Plasmodium bergei (Baba et al. 2015). Disamping itu, pencilan SUK 27
didapati mempunyai aktiviti anti-Trypanosoma brucei brucei BS 221
(Kim 2009).

JADUAL 5.1 Aktiviti antiinfeksi koleksi pencilan Streptomyces sp.

Pencilan SUK Aktiviti antiinfeksi

1 Antifungus — Fusarium solani dan Aspergillus fumigatus
Antibakteria — Bacillus subtillis
2 Antifungus — Fusarium solani

Antikulat — Saccharomyces eerevisiae

3 Antifungus — Aspergillus fumigatus dan Fusarium solani
Antikulat — Saccharomyces cerevisiae

8 Antiparasit — Plasmodium berghei NK63

10 Antiparasit — Plasmodium berghei NK65

14 Antibakteria — MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591

17 Antiparasit — Thypanosoma brucei BS221

20 Antibakteria - MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591

21 Antibakteria — MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591

25 Antibakteria — MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591

26 Antibakteria — MRSA 33591

27 Antibakteria — MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591
Antiparasit — Plasmodium berghei NK 65

29 Antibakteria — MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591

30 Antibakteria — MRSA 49476, MRSA 43300 dan MRSA 33591

Ujian penyaringan aktiviti antibakteria bersifat patogen juga
dilakukan terhadap pencilan SUK 31 hingga 58 (Jadual 5.2). Dari hasil
ujian saringan ini didapati bahawa terdapat beberapa pencilan yang
berpotensi sebagai agen antibakteria. Pencilan SUK 37 menunjukkan
aktiviti perencatan yang terbaik terhadap bakteria kajian kecuali



JADUAL 5.2 Peratus perencatan oleh Streptomyces sp. SUK 31 hingga SUK 58
terhadap bakteria patogen

Pencilan Peratus Perencatan (%)

Pseudomonas Acinetobacter Escherichia MRSA Salmonella Bacillus

SUK 31 = = 100 75 = 38.46
SUK 32 = = =

SUK 33 23.33 8.33 3077 4286 = 30
SUK 34 = S & 25 .11 3846
SUK 35 333 16.67 3099 35 © <t 62.5
SUK 36 g 41.67 3846 40 = 5
SUK 37 100 100 100 100 = 40
SUK 38 62.5 40 40 125 - 34.62
SUK 39 = = 40 100 = 61.54
SUK 40 - L = 100 1L11 4231
SUK 41 56.25 20 40 25 & 38.46
SUK 42 375 3 2 75 100 100
SUK 43 = A = = = "
SUK 44 5 2 23.77 = = 50
SUK 45 26.67 = 15.38 = = 2
SUK 46 57.14 76.92 75 4286 100 53.85
SUK 47 - - = = S -
SUK 48 100 100 100 40 111 55
SUK 49 = & = b

SUK 50 = 3333 23.08
SUK 51 50 10 40 15 2 26.92
SUK 52 = E = 100 1111 2946
SUK 53 4 100 100 100 2222 100
SUK 54 31.25 40 20 = = =
SUK 55 37.5 10 40 25 ’ 26.92
SUK 56 0.7 100 100 100 111 6538
SUK 57 s 3 . L = L
SUK 58 = = - = - <

Nota: (-) : tiada perencatan berlaku
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S. enteriditis. Manakala perencatan 100% juga boleh dilihat oleh
SUK 53 terhadap bakteria kajian kecuali ke atas P. aeruginosa dan S.
entiriditis. Pencilan SUK 48 pula didapati mampu merencat perkembangan
P. aeruginosa, A. baumanii dan E.coli pada kadar sehingga 100%. Turut
mencatat kadar perencatan 100% adalah pencilan SUK 56 terhadap
A. baumanii, E.coli dan MRSA, Di antara pencilan lain yang mempunyai
aktiviti perencatan terhadap MRSA adalah pencilan SUK 39, 40 dan 52.
Sehubungan dengan itu, pencilan-pencilan ini amat berguna untuk
dibangunkan sebagai agen penghasil antibiotik yang berpotensi untuk
dikomersialkan sebagai penawar kepada kebanyakan bakteria rintang
dadah (Zin et al. 2015). Hasil kajian ini juga mendapati pencilan SUK
42 dan 46 berpotensi sebagai agen antiSalmonella yang menyebabkan
infeksi salmonelosis. Pencilan SUK 42 juga mempunyai aktiviti terhadap
kedua-dua kumpulan bakteria Gram positif (seperti B. cereus) dan Gram
negatif (seperti S. enteriditis dan A. baumanii).

Aktiviti Antibakteria oleh Pencilan SUK 12,
SUK 25 dan SUK 42

Streptomyces kebangsaanensis SUK 12 merupakan pencilan baharu
yang ditemui oleh kumpulan penyelidikan ini (Sarmin 2012). Pencilan
baharu ini didapati menghasilkan dua sebatian metabolit sekunder iaitu
tubermisin B dan sebatian baharu 6-((2-hidroksi-4-metoksifenoksi)
karbonil) fenazin-1-asid karbosilik (fenazin) (Rajah 5.1). Sebatian
bioaktif ini mempunyai aktiviti antibakteria terhadap Bacillus subtillis
ATCC 6633 dengan nilai Minimal Inhibition Concentration (MIC) masing-
masing adalah 0.3125 mg/ml dan 0.0781 mg/ml. Selain daripada itu,
ujian sitotoksisiti sebatian tubermisin B menunjukkan sebatian ini
tidak memberi kesan toksik terhadap sel hepar jenis Chang dan Hep G2
(Sarmin 2012). Ini menunjukkan sebatian metabolit sekunder tubermisin
B yang dihasilkan ini berpotensi untuk dijadikan calon antibiotik bagi
merawat infeksi basilosis oleh Bacillus subtillis. Selain itu, Kitasatospora
zinensis daripada koleksi pencilan SUK 42, telah terbukti menunjukkan
aktiviti perencatan terhadap bakteria rintang karbapenem, Acinetobacter
baumannii (Ismail 2015).
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RAJAH 5.1 Sebatian fenazin-1-asid karbosilik (fenazin)

Satu lagi pencilan yang berpotensi bertindak sebagai antibakteria
ialan pencilan SUK 25. Kajian yang dijalankan oleh Ahmad et al. (2015)
menunjukkan pencilan ini mempunyai aktiviti perencatan terhadap
pertumbuhan MRSA ATCC 43300. Foto cerapan mikroskopi elektron
menunjukkan sebatian kimia daripada ekstrak kasar pencilan ini
menyebabkan perubahan bentuk dinding sel MRSAATCC 43300. Ekstrak
kasar pencilan SUK 235 ini juga didapati bersifat tidak toksik pada sel
hepar jenis Chang (Ahmad 2014). Oleh yang demikian, pencilan SUK
25 ini juga berpotensi untuk menghasilkan sebatian metabolit sekunder
yang mempunyai ciri-ciri aktiviti anti-MRSA. Kesan pencilan ini terhadap
bakteria lain tidak dijalankan.

Aktiviti Antiparasit oleh Pencilan SUK 8,
SUK 10 dan SUK 17

Kajian oleh Remali (2012), menunjukkan ekstrak pencilan SUK 8
mempunyai aktiviti antiparasit tanpa memberikan kesan toksik pada sel
manusia. Bkstrak pencilan SUK 8 ini mampu merencat 50% pertumbuhan
Plasmodium berghei pada semua peringkat Kitaran hidup parasit ini.
Analisis GC-MS pula menunjukkan tiga struktur kimia asas yang utama
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RAJAH 5.2 Tindakan ekstrak kasar SUK 25 ke atas MRSA ATCC 43300 sclepas 3
jam tempoh pengeraman. Anak panah menunjukkan sel bakteria MRSA ATCC
43300 yang telah mengalami lisis. Pemerhatian adalah di bawah Mikroskop
Elektron dengan magnifikasi 11 500X

Sl
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RAJAH 5.3 Tindakan ekstrak kasar SUK 25 ke atas MRSA ATCC 43300 selepas 3

jam tempoh pengeraman. Anak panah menunjukkan sel bakteria MRSA ATCC

43300 yang telah mengalami lisis. Pemerhatian adalah di bawah Mikroskop
Elektron dengan magnifikasi 26 500X
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daripada ekstrak kasar pencilan SUK 8 adalah sikloheksana, butyl propel
ester dan heptana-2,3-dione (Nasrom 2013). Hasil kajian ini adalah
selari dengan penemuan oleh Tanaka et al. pada 2015 yang merekodkan
sebatian S-aminolevulinic acid (ALA) yang mempunyai struktur terbitan
kumpulan berfungsi ester samada metal ester, etil ester, propel ester dan
butil ester adalah berpotensi mempunyai aktiviti antiparasit.

Manakala ujian antimalaria secara in-vivo ke atas mencit telah
dijalankan menggunakan pencilan SUK 10 oleh Baba dan rakan-rakan
(2015). Beliau berjaya memencilkan sebatian Gancidin W daripada
pencilan tersebut. Gancidin W yang diperoleh didapati berupaya merencat
80% P. berghei strain NK 65 pada kepekatan 3.125 pg/kg berat badan
dengan menggunakan kaedah ujian 4DST (ujian penekanan 4 hari). Di
samping itu, sebanyak 50% (n = 3) daripada jumlah keseluruhan mencit
kajian mempunyai kemandirian untuk hidup sehingga 11 bulan selepas
diinfeksi, iaitu suatu tempoh yang hampir menyamai jangka hayat mencit
normal. Sebatian Gancidin W yang dipencilkan mempunyai 2 kumpulan
berfungsi keton yang terikat pada gelang piperazin, 2 atom nitrogen
dan 2 kumpulan berfungsi asid amino prolin dan leusin (Rajah 5.2).
Walau bagaimanapun, peranan kumpulan berfungsi ini dalam membantu
meningkatkan keberkesanannya sebagai agen antimalaria terhadap
P. berghei secara masih belum diterokai secara saintif.

(@)

HaC HN

H4C

O

RAJAH 5.4 Sebatian Gancidin W
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Secara umumnya, piperazin adalah sebatian organik yang mempunyai
6 gegelang dan mengandungi 2 atom nitrogen yang terletak secara
bertentangan di antara satu sama lain secara simetri. (Bin et al. 2009).
Kajian lain berkaitan penghasilan dadah antimalaria seperti klorokuin,
mepakrine dan amodiakuin juga mengandungi gegelang piperazin
seperti Gancidin W. Adalah dicadangkan bahawa atom nitrogen yang
terletak pada gegelang piperazin berinteraksi dengan unsur ferum pada
sel darah atau heme sebelum diuraikan kepada molekul radikal bebas
(Foley & Tilley 1997; Foley & Tilley 1998; Hawley et al. 1998). Selain
itu, 2 molekul kumpulan metil yang terdapat pada sebatian Gancidin W
dipercayai memberi peranan dalam mengurangkan penghasilan hemozin,
bahan kumuhan yang dihasilkan oleh Plasmodium sp. setelah proses
pencernaan sel darah merah (Chou & Fitch 1993, Homewood et al.
1972). Ujian enzim dan protein total yang dilakukan ke atas darah mencit
yang diberi rawatan Gancidin W juga mendapati parasnya berada pada
peratusan normal, selain tiada sebarang ketidaknormalan dan kecederaan
pada organ-organ penting mencit kajian (seperti hati dan ginjal) di dalam
ujian histologi organ tersebut.

Bagi bioasai antitrypanosoma pula, pencilan SUK 17 menunjukkan
keputusan positif dengan nilai IC, Trypanosoma brucei pencilan Bs221
sebanyak 4.48 pg/ml berbanding dengan rawatan piawai iaitu dadah
komersial antitrypanosoma pentamidin. Penggunaan pentamidin dan
suramin adalah terhad kepada peringkat awal jangkitan trypanosomiasis
yang disebabkan oleh Trypanosoma brucei gambiense dan Trypanosoma
brucei rhodensiense (Bouteille et al. 2003). Manakala, nilai IC,, sel vero
(ujian toksisiti) pula adalah 60.98 pg/ml dan indeks selektiviti ialah
13.61 (Kim 2009). Ini menunjukkan sebatian metabolit sekunder yang
dihasilkam oleh pencilan SUK 17 ini adalah selamat dan tidak memberikan
kesan toksik kepada tubuh dan sistem fisiologi manusia.

Kesimpulan

Secara keseluruhannya, melalui penemuan yang diperoleh. menunjukkan
pencilan aktinobakteria ini mempunyai nilai perubatan yang boleh
diterokai dan diperkembangkan. Komponen bioaktif yang terkandung
di dalam pencilan aktinobakteria didapati mempunyai nilai perubatan
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yang tinggi dan memberi kesan yang serupa atau lebih baik berbanding
dadah sintetik yang berada di pasaran. Penerokaan potensi pencilan
Aktinobakteria ini secara tidak langsung dapat membantu pengeluar
produk farmaseutikal untuk lebih memfokuskan kepada penghasilan
ubatan atau dadah daripada sumber semula jadi yang lebih selamat.
Keadaan ini secara langsung dapat mengurangkan kebergantungan
pengguna kepada dadah sintetik yang sebenarnya boleh memberikan
kesan negatif terhadap kesihatan pengguna jika ia terus digunakan dalam
jangka masa yang lama.
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AKTINOBAKTERIA SUMBER ANTIINFEKSI BAHARU

SATU PENEROKAAN

Buku Aktinobakteria Sumber Antiinfeksi Baharu: Satu Penerokaan ini
adalah himpunan hasil kajian sekumpulan penyelidik Kumpulan
Penyelidikan Novel Antibiotik UKM berkenaan pencarian sumber
antibiotik baharu daripada bakteria endofit yang dipencilkan daripada
tumbuhan perubatan tradisional serta tumbuhan semula jadi.
Kesedaran terhadap keperluan dadah baharu yang spesifik serta lebih
selamat memberi satu motivasi yang besar kepada kumpulan
penyelidikan ini untuk meneroka dalam pencarian metabolit sekunder
yang aktif daripada sumber semula jadi. Endofitik Aktinobakteria
merupakan bakteria yang kebiasaannya dijumpai pada tisu-tisu
tumbuhan seperti akar, buah, daun dan batang tumbuhan yang
mempunyai nilai perubatan (etnobotanikal). Kebolehan kumpulan
penyelidikan ini di dalam penerokaan pencariaan bakteria endofit yang
berupaya menghasilkan sebatian metabolit sekunder semula jadi yang
berpotensi sebagai agen antiinfeksi merupakan hasil daripada
penyelidikan hampir 10 tahun. Kejayaan ini secara langsung dapat
mengurangkan kebergantungan manusia terhadap dadah sintetik yang
berkemungkinan besar boleh mendatangkan kesan sampingan kepada
pengguna. Antara lain, keistimewaan buku ini adalah ia boleh dijadikan
rujukan kepada individu yang ingin mendalami dan memahami kebaikan
bakteria endofit ini dalam menghasilkan dadah alternatif baharu yang
lebih selamat untuk digunakan.

NORAZIAH MOHAMAD ZIN, PhD, Profesor Madya dan Ketua Program
Sains Bioperubatan Fakulti Sains Kesihatan, Universiti Kebangsaan
Malaysia. Beliau juga merupakan Ketua Kumpulan Penyelidikan Novel
Antibiotik dan telah terlibat secara aktif dalam kajian berkaitan
pencarian metabolit sekunder dariapda bakteria endofit terutamanya
Streptomyces serta pencilan novel sejak 15 tahun yang lalu. NIK
MARZUKI SIDIK, PhD, Profesor di Fakulti Industri Asas Tani, Universiti
Malaysia Kelantan. Kepakaran beliau mengkhusus kepada pemencilan
dan pengekpresan gen, bioremediasi dan juga bioenzimatik.
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