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ABSTRAK

Penyelidikan ini bertujuan untuk mengkaji aktiviti antikandida daripada pelbagai spesies
tumbuhan ubatan. Dalam kajian ini 23 spesies tumbuhan ujian yang diekstrakkan dengan
pelarut kloroform telah digunakan, tetapi hanya Cinnamomum zeylanicum menunjukkan

aktiviti antikandida yang paling berkesan.

Ekstrak C. zeylanicum memberikan kesan perencatan aktiviti antikandida yang baik dan
turut mencatatkan nilai MIC (0.391 mg/ml) dan MLC (0.781 mg/ml) yang terendah
berbanding ekstrak-ekstrak tumbuhan ujian yaﬁg. lain. Penelitian ke atas profil
pertumbuhan yis yang mengalami pendedahan kepada kepekatan ekstrak C. zeylanicum
yang tertentu, mendapati bahawa pertumbuhan sel yis mengalami perencatan sepenuhnya
apabila kepekatan ekstrak melebihi 0.391 mg/ml digunakan. Keputusan ini disokong oleh
hasil pengamatan yang dilakukan ke atas yis tersebut melalui mikroskop cahaya,
mikroskop elektron penskanan dan mikroskop elektron transmisi yang menunjukkan

perubahan struktur dan morfologi pada sel yis terbabit.

Keputusan kgjian turut mencadangkan bahawa agen antikandida ini bertindak ke atas
fungsi membran sel dan proses biosintesis dinding sel yang seter;lsnya menyebabkan
pembentukan sitopatologi dan keruntuhan struktur membran yang akhirnya menyebabkan
lisis dan kematian sel yis. EkstrakiC. zeylanicum memberikan keputusan nilai kepekatan
maut 50 (LCso) pada 0.2 mg/ml di dalam ujian ketoksikan anak udang brin (drtemia

salina) yang dilakukan.
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Hasil pemisahan komponen-komponen sisihan daripada ekstrak kasar C. zeylanicum,
didapati bahawa daripada 42 sampel yang berjaya dikutip, hanya satu sampel komponen
sisihan sahaja yang menunjukkan tindakan aktiviti antikandida terhadap yis C. albicans.
Memandangkan pembentukan saiz diameter zon perencatan dalam ujian penyaringan
yang diperolehi daripada komponen sisihan ekstrak C. zeylanicum berbeza daripada
ekstrak kasar C. zeylanicum itu sendiri, maka diandaikan bahawa ekstrak C. zeylanicum
memberikan kesan perencatan maksimum hanya apabila semua sebatian bioaktif hadir

bersama dan bertindak secara sinergistik.
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ANTIFUNGAL AGENT (ANTICANDIDA) FROM CINNAMOMUM

ZEYLANICUM BLUME

ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the anticandidal activity of various medicinal

plant species. In this study, chloroform extracts from 23 plant species were screened.

The strongest anticandidal activity was shown- by the C. zeylanicum extract, with the
fowest MIC and MLC values of 0.391 mg/ml and 0.781 mg/mli, respectively. Hence,
further study was only focused on C. zeylanicum. Observation of the yeast’s growth
profile exposed to a certain extract concentration, revealed that the growth of C. albicans
was completely inhibited. This finding was supported by light microscope, scanning
electron microscope and transmission electron microscope micrographs that showed

various changes occurring on the structure and morphology of the extract-treated yeast

cells.

The results suggested that the anticandidal agent interfere in the permeability of the cell
membrane and cell wall biosynthesis of the yeast cells, which subsequently lead to the A
formation of cytopathological and membrane structural degeneration and finally leading
to cell lysis and death. Cytotoxicity tests of the extract by brine shrimp lethality assay

showed that the significant value of lethality concentration of 50 (LCsp) was 0.2 mg/ml.

xXvii



Several components were isolated from the crude extract of C. zeylanicum by column
chromatography methods. From the total 42 samples of isolated components, only one
showed anticandidal activity against C. albicans. The difference in the inhibition zone
sizes formed by the isolated component and the crude extract itself suggested that the
extract showed maximum inhibition when all bioactive compounds act together and

generate sinergisme effects against C. albicans.
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1.0 PENGENALAN

pada masa kini, berlaku peningkatan mendadak kepada keperluan antibiotik antikulat di
seluruh dunia yang disebabkan oleh peningkatan bilangan pesakit yang imuno-kompromi
termasuk penghidap AIDS, yang dijangkiti oleh pelbagai jenis kulat patogen,
terutamanya Candida albicans. Tambahan pula, peningkatan rawatan kemoterapi tumor
dan kanser, penggunaan drug penindas imun dan antibiotik berspektrum luas turut
menyumbang kepada peningkatan bilangan pesakit yang dijangkiti oleh kulat. Beberapa
rawatan terapi yang mudah telah diketahui untuk merawat jangkitan kulat, tetapi ia boleh
membawa kepada masalah sampingan yang lain.‘A'ntibiotik azol misalnya lebih selamat
digunakan berbanding dengan amfoterisin B yang didapati boleh memberikan kesan
sampingan kepada pesakit. Walau bagaimanapun, antibiotik azol hanya bersifat fungistat

yang membawa kepada beberapa kegagalan klinikal dalam sesetengah kes rawatan.

Puluhan tahun yang lalu, kita dapat melihat perkembangan dan peningkatan yang
bermakna dalam kerintangan terhadap antibiotik antikulat dan antibakteria. Kerintangan
kepada agen antimikrob memberikan kesan yang penting untuk merawat penyakit,
kematian dan kos penjagaan kesihatan di hospital. Oleh itu, perhatian yang lebih telah
diberikan dalam membangunkan kefahaman yang lebih telit; kepada mekanisme
kerintangan antimikrob, pilihan bahan antibiotik yang baru untuk rawatan ke atas

Jangkitan oleh mikroorganisma yang rintang dan kaedah untuk mengelakkan kewujudan

serta penyebaran mikroorganisma-mikroorganisma yang rintang ini.
¥



Wwalau bagaimanapun, kajian ke atas kerintangan terhadap antikulat amat jauh
ketinggalan berbanding kerintangan terhadap antibakteria. Alasan yang paling kuat ialah
berkemungkinan disebabkan oleh kulat penyebab penyakit yang dahulunya belum

dikenalpasti sebagai patogen berbahaya.

1.1  ANTIBIOTIK ANTIKULAT

Antibiotik antikulat boleh ditakrifkan sebagai sebatian yang dihasilkan atau dirembeskan
oleh sebarang mikroorganisma yang boleh membﬁnuh atau merencat pertumbuhan kulat
dan sel yis (Alexopoulus & Mims, 1996). Penemuan antibiotik menjejak semula laporan
yang pernah dikemukakan oleh Oxford et al. (1939) yang menemui griseofulvin, iaitu
sebatian antibiotik antikulat yang pertarria. Selepas itu, banyak kajian telah dilakukan ke
atas keberkesanan griseofulvin sebagai agen antikulat. Antaranya ialah laporan oleh
Brian er al. (1946) yang menerangkan kesan pintalan pada hifa Borrytis allii selepas
dirawat dengan griseofulvin. Agen antikulat yang dirembesk\an oleh Penicillium
griseofulvum dan Penicillium janczecoskii (Gentles, 1958; Davieé, 1980) didapati
merencat pertumbuhan pelbagai kulat dermatofit seperti Microsporum spp., Trichophyton
spp. dan Epidermophyton spp. yang boleh menyebabkan penyakit“ kurap pada manusia
dan haiwan (Deacon, 1980; Rippon, 1982; Evans & Gentles, 1985). Mod tindakannya
adalah fungistat pada kepekatan tyang rendah dan fungisid pada kepekatan yang tinggi
(Speller, 1980). Struktur lengkap griseofulvin kemudiannya dijelaskan oleh Brian et al.

(1946) dan Grove & McGowan (1947).



Sikloheksamida pula ialah antibiotik yang mudah didapati di pasaran yang juga dikenali
sebagai aktidion atau noukaksisin A. Ia dihasilkan oleh aktinomiset, Streptomyces griseus
(Whiffen et al., 1946). Struktur kristal daripada bentuk tulennya dipisahkan oleh Leach et
al. (1947) dan struktur kimianya telah dijelaskan oleh Konfeld et al. (1949). Pada tahun
1950 pula, berlaku penemuan fungisidin oleh Hazen & Brown (1950) yang kemudiannya
dikenali sebagai nistatin. Sejak daripada itu, lebih banyak lagi kumpulan antibiotik
antikulat yang berbeza telah diisolat dan dihuraikan (Hino et al., 2001; Barret, 2002;

Gupta et al., 2002; Gill & Campelo-Diaz, 2003).

Pada tahun 1950 juga, suatu makrolida poliena yang digunakan untuk merawat jangkitan
kulat patogen yang serius, iaitu amfoterisin B telah ditemui dan ini diikuti dengan
penemuan lipopeptida pada tahun 1970 (Gupta et al., 2002). Antara antibiotik antikulat
lipopeptida yang boleh didapati di pasaran masa kini ialah ekinokandin B (Nyfeler &
Keller-Schierlien, 1974), pneumokandin (Scharwtz et al., 1988), akuleasin (Mizuno et
al., 1977) dan suatu sebatian jenis-ekinokandin (Hino ef al., 2001). Sejak daripada itu,
usaha-usaha penyelidikan untuk mencari suatu sebatian antibiot'{k antikulat yang baru,
selamat, berspektrum luas dan berkesan telah mengalami perkembangan baru walaupun
agak perlahan (Martin, 1977), berbanding dengan perkembangan kajian-kajian yang
dilakukan untuk mencari antibiotik antibakteria. Alasan yang dapat dikemukakan di sint
ialah sel kulat adalah sel eukariot, sepertimana sel mamalia. Oleh itu, agen antikulat yang
dapat merencat proses biosintesis protein DNA atau RNA di dalam kulat turut berpotensi
menyebabkan ketoksikan kepada sel perumah (Georgopapadakou & Walsh, 1994;

Ghannoum & Rice, 1999). Selain daripada itu, ancaman atau wabak penyakit akibat



jangkitan kulat dahulunya dilihat sebagai suatu fenomena yang jarang berlaku dan tidak

memerlukan penyelidikan yang berterusan.

1.2 PENDEKATAN KE ARAH PENEMUAN ANTIBIOTIK ANTIKULAT

Proses perkembangan dan pembangunan sebatian antikulat yang baru adalah sesuatu
yang agak kompleks, memakan masa dan juga melibatkan kos yang tinggi. Kadar
kejayaan dalam memperolehi sebatian antibiotik antikulat sasaran pada permulaannya
adalah amat rendah. Secara umumnya, kurang .daripada 2% sebatian baru menunjukkan
kesan aktiviti biologi yang dikehendaki di dalam makmal ujian. Daripada modifikasi
struktur untuk kelas sebatian yang sedia ada, hanya 1% sebatian diperolehi yang
bersesuaian. Walau bagaimanapun, biasanya kurang daripada 10% daripada sebatian-
sebatian ini yang memberikan keputusan yang menggalakkan di dalam ujian klinikal
manusia dan mampu dipasarkan (Watve et al., 2001).

Biasanya, kaedah pendekatan yang terbaik kepada penemuan antibiotik antikulat ialah
melalui penskrinan produk-produk semulajadi. Pendekatan ini bgrdasarkan fakta bahawa
kebanyakan antibiotik yang digunakan pada masa kini diperolehi hasil daripada kajian ke
atas tumbuh-tumbuhan semulajadi. Sejarah kemoterapi pada zaman dahulu menunjukkan
hasil tumbuhan digunakan untak mengubat penyakit. Ia bermula sejak tahun 1619, iaitu
kejayaan pertama merawat malaria dengan menggunakan ekstrak kulit batang pokok

Chincona di Peru dan seterusnya penemuan ekstrak akar Ipecacuanha untuk merawat



jisentri. Kemudian protosil, iaitu bahan kimia buatan yang disintesiskan pada tahun
1932. Manakala, era antibiotik pula bermula apabila Florey et a/. (1949) mengumumkan
yahawa penisilin daripada ekstrak kulat Penicillium notatum yang ditemui oleh

Alexander Fleming adalah agen kemoterapeutik yang berkesan pada tahun 1940.

pelbagai  ekstrak daripada sumber-sumber semulajadi seperti tumbuhan, bakteria,
:umbuhan marin, toksin haiwan dan sebagainya telah digunakan dalam kajian penskrinan
aktiviti biologi untuk mengenalpasti agen-agen kemoterapeutik yang baru. Walau
pagaimanapun, terdapat beberapa kebaikan dan juga keburukan bagi sesuatu sumber
semulajadi yang telah disaring. Antara kebaikaﬁnya adalah molekul-molekul sebatian
kimianya mempunyai struktur yang berbeza dan amat penting sebagai satu sumber
sebatian berpotensi. Manakala, keburukannya pula ialah campuran sebatiannya terlalu
kompleks dan mengandungi banyak makromolekul seperti lipid, protein dan karbohidrat.
Tambahan pula, komponen yang dipencilkan itu mengandungi sebatian aktif dalam

imaun yang terlalu kecil dan ini menimbulkan masalah apabila ujian penentuan struktur

ngin dilakukan (Watve et al., 2001).

>endekatan seterusnya dalam mencari antibiotik antikula’; adalah secara penskrinan
awak bersasaran. Secara dasarnya, penyaringan ini melibatkan penéujian rawak sebatian
ktif- yang diperolehi ke atas beberapa proses biopencerakinan. Bagaimanapun, kini
aedah terbaru mencari sebatian antibiotik antikulat adalah melalui (Cane et al., 1998).

dalam hal ini pencarian tertumpu kepada §ebatian pilihan utama. Semakin banyak



sebatian bioaktif yang disaring, semakin tinggi peluang kebarangkalian untuk menemui

sebatian yang diinginkan.

1.3 KEPERLUAN UNTUK MENDAPATKAN ANTIBIOTIK ANTIKULAT

Penyelidikan untuk mendapatkan antibiotik antikulat baru yang novel amat diperlukan.
Ini berikutan kewujudan strain-strain kulat patogen yang rintang terhadap antibiotik
antikulat sedia ada. Walaupun kerintangan sesuatu kulat itu terhadap antibiotik antikulat
mengambil masa yang panjang, tetapi meméndangkan keadaan tubuh manusia yang
sesuai untuk pertumbuhannya, jangkitan kulat tetap akan berlaku. Kulat dibahagikan
kepada dua kumpulan iaitu yang bersel tunggal dan bertunas yang disebut yis, dan yang
berbilang sel yang kelihatan bak filamen, yang disebut kulat berfilamen (kulapuk). Kulat

dan yis patogen ini boleh menyebabkan pelbagai penyakit kepada manusia.

Jangkitan kulat pada manusia dapat dibahagikan kepada 4 lfeadaan, laitu jangkitan
superfisial, jangkitan kutaneous, jangkitan subkutaneous dan jangkitan sistemik (Rippon,
1982). Jangkitan superfisial (Jadual 1.1) merupakan jangkitan kulat yang hanya terhad
kepada permukaan luar kulit, rambut dan kuku manusia dan sa;arannya adalah lapisan
keratin. Contoh jangkitan superfisial ialah ulser mulut. Jangkitan superfisial padavhaiwan ‘
pula melibatkan bulu, tanduk,kulit, bulu pelepah dan kuku (Evans & Gentles, 1985).
Jangkitan kutaneous pula (Jadual 1.2) me%rupakan jangkitan kulat yang merangkumi

penyebaran ke dalam lapisan epidermis kulit, rambut dan juga pada dasar kuku. Tindak



balas imun sel perumah terhadap jangkitan ini menyebabkan berlaku perubahan patologi
pada perumah di lapisan dalam kulit. Agen penyebab penyakit ini dinamakan sebagai
kulat dermatofit atau kulat dermatofitik. Contoh jangkitan kutaneous yang sering berlaku

jalah kurap.

Jangkitan subkutaneous (Jadual 1.3) melibatkan tisu dermis, tisu subkutaneous, tisu otot
dan juga tisu fascias (Rippon, 1982). Pada permulaannya, jangkitan ini menyerang
lapisan dalam dermis, subkutaneous ataupun tulang. Kebanyakan jangkitan menyebabkan
corak pertumbuhan yang kronik atau tersembunyi, dan akhirnya merebak ke dalam
epidermis dan kelihatan seperti suatu lesi padé permukaan kulit. Contoh jangkitan ini
ialah misetoma dan kromoblastomikosis. Jangkitan sistemik pula (Jadual 1.4) adalah
‘jangkitan yang berasal daripada paru-paru dan kemudiannya merebak kepada sistem
organ yang lain. Tidak seperti kebanyakkan kulat yang lain, agen kulat sistemik ini
bersifat patogen semulaja'di. Setiap spesies kulat mempunyai ciri biokimia dan struktur
yang membolehkan ia menentang sistem pertahanan perumah yang dijangkitinya. Fokus
utama jangkitan ini adalah pada organ paru-paru, dan seterusnya‘jangkitan sekunder akan
muncul pada mana-mana organ badan yang lain. Kulat penyebab jangkitan sistemik ini
boleh dikenali melalui fasa saprofit dan fasa parasitik. Jangkitan sistemik sering
melibatkan yis patogen seperti Candida albicans, yang dirujuk~sebagai jangkitan kulat
pengambil peluang. Jangkitan )‘/is patogen ini menjadi lebih teruk apabila ia menjangkiti
pesakit yang rendah sistem kelmunannya seperti pesakit AIDS, pesakit diabetes mellitus

dan pesakit yang menjalani rawatan antibiotjk secara berterusan.



Jadual 1.1 : Jangkitan superfisial.

Kulat Penyakit Simptom
\ialassezia furfur ‘Pityriasis versicolor’ Maku!l hipopigmen.
Cxophiala werneckii ‘Tinea nigra’ Makul hitam.

Diedraia hortai ‘Black piedra’ Makul hitam pada rerambut.
Trichosporum beigelii ‘White piedra’ Nodul berwarna krim pada

permukaan rerambut.

Jadual 1.2 : Jangkitan kutaneous.

Kulat Penyakit Simptom
Mlicrosporum spp., ‘Tinea capitis’ Lesi kurap pada kulit kepala.
[richophyton spp., ‘Tinea corporis’ Lesi kurap pada badan, lengan dan kaki.
“pidermatophyton sp. | ‘Tinea manus’ Lesi kurap pada tangan.

‘Tinea cruris’ Lesi kurap pada pangkal peha.
‘Tinea pedis’ Lesi kurap pada kaki.\

‘Tinea unguium’ | Jangkitan kulat pada kuku dan dasar kuku.

‘Ectothrix’ Jangkitan kulat pada ].;)ermukaan rerambut.

‘Endothrix’ Jangkitan kulat pada bahagian struktur

dalam rerambut.




Jadual 1.3 : Jangkitan subkutaneous.

Kulat Penyakit Simptom

Sporothrix schenckii Sporotrikosis Nodul dan ulser
disepanjang limfatik pada
kawasan jangkitan.

Fonsecaed pedrosoi Kromoblastomikosis Nodul ketuat yang kelihatan
Fonseceae compacta seperti ‘kobis bunga’ pada
Wangiella dedrmatitidis kawasan jangkitan.
Pseudallescheria boydii Misetoma Pengeluaran cairan sinus
Madurella grisea pada tapak jangkitan.

Madurella mycetomatis

Jadual 1.4 : Jangkitan sistemik.

Kulat Penyakit Simptom

Candida albicans | Kandidiasis Pengeluaran cairan vagina
secara berlebihan, tompokan
krim keputihan pada mulut.

Histoplasma capsulatum Histoplasmosis Batuk, demam.

Actinomycés israeli Aktinomikosis Demam, batuk, sesak nafas,
sakit dada, penurunan berat
badan.

Cryptococcus neoformans Kriptokokkosis Meningitis (sakit kepala,

fotofobia, sakit leher) dan
pendarahan otak (sakit
kepala, muntah, demam).




erdapat pelbagai laporan yang telah menyatakan kewujudan kerintangan antikulat.
Jalsh et al. (1990) dan Pfaller er al. (1994) misalnya telah melaporkan kerintangan
richosporon beigelii dan Candida lusitania, masing-masing terhadap amfoterisin B.
{cGinnis & Rinaldi (1996) pula melaporkan kerintangan C. albicans, C. stellatoidea, C.
-usei, C. parapsilosis, C. tropicalis dan Cryptococcus neoformans terhadap flukonazol.
isamping itu, terdapat juga kerintangan berbilang terhadap antikulat. Johnson et al.
1984) melaporkan C. albicans yang rintang terhadap ketokonazol, mikonazol dan juga
ikonazol. Bossche et al. (1992) juga telah melaporkan strain Torulopsis glabrata yang

ntang terhadap flukonazol, ketokonazol dan itrakonazol.

4 PENGELASAN ANTIBIOTIK ANTIKULAT

ejak penemuan griseofulvin, siklohéksémida serta nistatin, terdapat banyak antibiotik
ntikulat yang terdapat di pasaran, yang telah diluluskan untuk kegunaan manusia
ienentang dan merawat penyakit jangkitan kulat. Walaupun terdapat banyak sebatian
ntikulat, namun ia dapat dikelaskan kepada azol dan terbitannya, poliena, morfolina,

lilamina dan tiokarbamat, analog nukleosida (5-fluorositosin), lipopeptida dan

zbagainya.
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1.4.1 Antikulat Azol Dan Terbitannya.

Sebatian azol dan terbitannya seperti mikonazol, ekonazol, ketonazol, flukonazol,
itrakonazol dan terbaru sekali ialah vorikonazol terbukti amat berkesan untuk menentang
jangkitan kulat dan yis (Ghannoum & Rice, 1999). Malah kesemua antikulat ini telah

digunakan secara meluas (Sheehan et al., 1999).

Azol biasanya merencat sintesis sterol yang terdapat di dalam membran sel. Ergosterol
iaitu sejenis sterol di dalam membran sel bertindak sebagai pengawalatur kebéndaliran
membran atau ketelapannya (Nozawa & Morifa, 1986). Terdapat banyak bukti yang
menunjukkan bahawa sasaran azo!l adalah protein haem, yang memangkinkan sitokrom
P-450 (Hitchcoch et al, 1990). Hasil daripada tindakan ini adalah perencatan k
pembentukan 14a-demetilase yang menyebabkan pengurangan ergosterol tetapi
meningkat pengumpulan | prekursor sterol, termasuk sterol 14a-metil, yang akan

membentuk membran sel yang terubah struktur dan fungsinya (Sanati et al., 1997).

1.4.2 Alilamina Dan Tiokarbamat.

Kumpulan antikulat ini adalah jenis sintetik dan contohnya adalah seperti naftifins,
thionafin dan tolnaftat. Kumpulan alilamina dan tiokarbamat biasanya merencat
biosintesis ergosterol (Ryder & Favre, 1997). Kematian sel kulat adalah disebabkan oleh
pengumpulan skualen, iaitu sejenis sebatian yang terhasil daripada tindakbalas yang,

dimangkinkan oleh enzim skualen epoksidase. Terdapat bukti yang menunjukkan bahawa
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pekatan skualen yang tinggi akan meningkatkan ketelapan membran sel, yang akhirnya

enyebabkan kemusnahan organisasi sel (Lanyi et al., 1974).

43 Poliena.

oliena adalah sekumpulan antikulat yang kebanyakannya dihasilkan oleh aktinomiset
treptomyces spp. Antara antikulat poliena termasuklah nistatin, amfoterisin B, filipin,
atamisin, trikomisin, kandisidin, kandidin, namisin dan etrukomisin. Antikulat poliena
mat sesuai untuk merawat jangkitan penyakit yang disebabkan oleh yis patogen seperti
. albicans dan Cryptococcus neoformans. Antikulat poliena bertindak ke atas sterol

ang terdapat pada membran sel.

4.4 Flusitosin.

lusitosin adalah antikulat yang sering digunakan untuk merawat penyakit kandidiasis,
romomikosis dan aspergilosis sistemik, sama ada bersendirian atau gabungan dengan
{
nfoterisin -B. Flusitosin yang mulanya disintesiskan oleh Duschinsky er al. (1957)
lalah suatu agen sitostat. Flusitosin atau dikenali juga sebagai 5-fluorositosin (SFC)
lalah analog nukleosida. Biasanya 5FC akan memasuki sel sas;ran dengan bantuan
zim permease. Apabila berada di dalam sel, ia akan ditukarkan menjadi 5-fluorourasil
FU) oleh enzim sitosin deaminase. Selanjutnya, SFU itu akan ditukarkan lagi oleh
MP pirofosforilase da{l akan berikat kepad'a RNA sel sasaran. Apabila keadaan ini

rlaku, sintesis protein akan terganggu. Di samping itu, SFU juga dapat ditukarkan

i
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enjadi 5-fluorodeoksiuridin monofosfat, iaitu suatu perencat kepada thimidil sintase
ang kuat. Enzim thmidil sintase ini terlibat di dalam sintesis DNA dan pembahagian
ukleus (Diasio et al., 1978). Oleh itu 5FC bertindak sebagai pengganggu kepada

etabolisme pirimidin dan sintesis RNA, DNA serta protein pada sel kulat.
4.5 Antikulat Lipopeptida.

ntikulat lipopeptida adalah perencat kepada enzim [B-1,3 glukan sintase iaitu enzim
tama yang terlibat dalam biosistesis 3-1,3 glukan. Antikulat ini biasanya dihasilkan oleh
iikroorganisma dan antara contohnya termasukleh ekinokandin B, pneumokandin,
kuleasin, papulakandin dan kapsofungin. Antikulat ini dicirikan dengan struktur nukleus
eksapeptida siklik yang dihasilkan dengan asid lemak berantai panjang (Ghannoum &

ice, 1999; Hino et al., 2001).

4.6  Griseofulvin.

eupayaan “antikulat griseofulvin untuk membunuh kulat dermatofit penyebab kurap
1da manusia mula dibuktikan oleh Brian et al. (1946) dan Gentles (1958).- Griseofulvin
ing dihasilkan oleh Penicillium griseofulvum ini bertindak ke atas dinding sel kulat
ing kaya dengan kitin. Griseofulvin juga mengganggu sintesis purina, pirimidina dan

ikleotida (McNall, 1960). !
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1.5 CARA TINDAKAN ANTIBIOTIK ANTIKULAT

Agen antimikrob merupakan bahan kimia yang dihasilkan oleh sejenis mikroorganisma
yang mampu membunuh atau mencegah pertumbuhan mikroorganisma lain. Antibiotik
nertama kali digunakan merujuk kepada substrat yang dihasilkan oleh kulat dan bakteria
yang merencatkan proses utama mikroorganisma lain kecuali mikroorganisma yang juga
menghasilkan antibiotik yang sama. Kemudiannya, istilah ini telah digunakan untuk
merujuk kepada komponen tumbuhan peringkat tinggi yang mempunyai kesan yang
serupa dalam kepekatan yang rendah (Oliver, 1983). Agen antimikrob yang bertindak

dalam perawatan penyakit dikenali sebagai agen terapeutik (Pelczar & Chan, 1981).

Menurut Atlas (1984), sesuatu antikulat yang baik tidak merosakkan sel-sel perumah
apabila membunuh patogen. Agen antimikrob biasanya merencat pembahagian sel dalam
mikroorganisma kerana gahgguan asid p-aminobenzoik yang merupakan kofaktor dalam
sintesis asid folik. Ada juga yang mengganggu sintesis protéin dalam mikroorganisma.
Agen antimikrob juga dapat menyerang membran sitoplasma ‘dengan mengubahsuai
struktur lipoprotein. Terdapat juga yang menghalang pembentukarﬁlm dinding sel baru
semasa  pembahagian sel dengan menyekat pengeluaran enzim transpeptidase yang
nengawal sintesisnya (Oliver, 1986). Contoh agen antibakteria ie;lah penisilin daripada
iumpulan B-laktam yang mampu merencat sintesis dinding sel bakteria. Manakala bagi
igen antikulat pula ialah Grisebfulvin yang bertindak sebagai agen fungistat terhadap
wilat dermatofit sepert.i mikrospora dengan merencat sistesis protein pada dinding sel _

'ang mengandungi kitin.
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fenurut Akerele (1992), terdapat 4 cara utama agen antimikrob bertindak iaitu secara
erencatan biosintesis dinding sel, perubahan proses resapan atau perencatan sistem
engangkutan aktif melalui membran sel, perencatan biosintesis protein dan perencatan
josintesis asid nukleik. Manakala, Murray (1990) pula melaporkan bahawa terdapat 5
ara tindakan agen antimikrob, iaitu aktiviti antimetabolit, merencat sintesis dinding sel,
iengganggu fungsi membran sel, merencat sintesis protein dan merencat sintesis asid
ukleik. Menurut Jensen & Wright (1989), agen antimikrob yang berkesan harus
iempunyai sifat-sifat seperti perangsangan kehiperpekaan (alahan) pada perumah tidak
erlaku, kepelbagaian tindakan terhadap patogen, tidak toksik pada perumah, tidak
iengganggu sistem pertahanan perumah dan tiadé kelahiran mikroorganisma baru yang

ntang padanya.

eperti antibiotik antibakteria, antikulat juga mempunyai cara tindakannya ke atas sel
asaran. Walaupun pada asasnya, cara tindakan antikulat adalah sama seperti antibakteria,
amun oleh kerana sel kulat adalah eukariot maka sudah tentulah cara atau mekanisme
ndakannya sedikit berbeza. Mekanisme tindakan antibiotik a\ntikulat termasuklah

ierencat  biosintesis dinding sel, merencat biosintesis protein, merencat biosintesis

ingolipid, merencat sintesis asid amino dan merencat pengangkutan elektron.

3.1 Merencat Biosintesis Dinding Sel.
¥
inding sel kulat termasuk yis adalah berbeza garipada bakteria di mana ia mengandungi

)ymponen-komponen manan, kitin dan a-glukan serta B-glukan. Oleh kerana komponen-

B

15



omponen ini hanya terdapat pada dinding sel kulat sahaja, maka ia boleh dijadikan
asaran pilihan untuk tindakan antikulat. Terdapat beberapa sebatian antikulat yang
ilaporkan dapat bertindak sebagai perencat biosintesis dinding sel. la termasuklah
orinekandin, iaitu suatu analog glikolipid kepada papulakandin (Gunawardana et al.,

997).

erencat 3-glukan bertindak sebagai perencat tidak bersaing yang khusus kepada B-(1,3)-
lukan sintetase. Rawatan ke atas kulat dan yis dengan sebatian ini akan merencat sintesis
omponen glukan, tanpa mengganggu sintesis asid nukleik atau mannan. Perencat
intesis glukan akan merendahkan kandungan ergésterol dan lanosterol tetapi sebaliknya
kan meningkatkan kandungan kitin di dalam dinding sel (Pfaller et al., 1989).
erencatan ke atas pensintesisan enzim B-(1,3)-glukan sintetase menyebabkan berlakuhya
erubahan sitologi dan struktur pada sel-sel yis yang dicirikan dengan penebalan dinding
el pada pseudohifa di samping tunas-tunasnya pula gagal untuk berpisah daripada induk
1asing-masing. Di samping itu, sel-sel yis menjadi sensitif kepada tekanaﬁ osmosis dan

englisisan sel berlaku dengan mudah di bahagian tunas yang sedan‘g membesar (Bozzola

tal., 1984).
5.2 Merencat Biosintesis Protein.
zl-sel kulat termasuk yis dan sel mammalia memerlukan 2 faktor protein terlarut, iaitu

ktor pemanjangan 1 (EF-la) dan faktor ,pemanjangan 2 (EF-2), untuk tindakan

manjangan rantai polipeptida dalam sintesis proteinnya. Walau bagaimanapun,
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ebanyakan sel kulat memerlukan faktor pemanjangan tambahan, iaitu EF-3, yang tidak
rdapat pada sel mamalia. Oleh itu, protein faktor pemanjangan EF-3 adalah penting
ntuk kemandirian sel kulat dan gangguan pada protein ini akan membawa maut kepada

e] sasaran.
.5.3 Merencat Biosintesis Sfingolipid.

fingolipid adalah suatu komponen membran yang penting pada sel kulat dan manusia. Ia
erletak di bahagian paling luar membran sel kulat (Patton & Lester, 1991). Langkah
erawal dalam biosintesis sfingolipid adalah penAkondensasian asil ko-A dengan serin,
aitu dalam suatu tindakbalas yang dimangkinkan oleh serin palmitoitransferase. Sebatian
ntikulat seperti sfingofungin yang merupakan agen antikulat berspektrum luas mampu
nerencat tindakbalas ini walaupun dalam kepekatan yang rendah (Carman & Henry,
989). Antikulat lain yang merencat biosintesis sfingolipid ialah aureobasidin A, miriosin

lan viridiofungin (Zweerink et al., 1992; Horn et al., 1994; Mandala et al., 1997).

.5.4 Merencat Sintesis Asid Amino.

enemuan analog asid amino, Sispentasin iaitu suatu antikulat yang mempamerkan
<tiviti in vitro yang baik (Konishi ef al., 1989) dan mempunyai sasaran sel berbilang
~apo-Bianco, 1994) telah meningkatkan kemungkinan untuk menggunakan antikulat

ing mengganggu dan merencat sintesis)asid amino. Di samping sispentasin,
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azoksibasilin juga mempamerkan mekanisme tindakan yang sama sepertinya (Fujio et al.,

1994).
1.5.5 Merencat Pengangkutan Elektron.

Kini terdapat beberapa sebatian antikulat yang dapat merencat pengangkutan elektron
pada sel kulat dan yis. Sebagai contoh, membran plasma H'ATPase adalah protein
membran integral dari kelas jenis-P ATPase translokasi ton dan ia merupakan sasaran
oleh agen antikulat, misalnya bafilomisin (Muroi et al., 1993). la adalah enzim penting
yang terlibat di dalam pengendalian tahap proton-elektokimia dan pengaturan pH intrasel

(Georgopapadakou & Walsh, 1994).
1.5.6 Merencat Membran Sel.

Sebagaimana mamalia, membran sel kulat (eukariot) juga terdiri daripada sterol dan
fosfolipid sebagai komponen utamanya dan turut berfungsi‘ mengawal ketelapan
membran sel, di mana berlakunya aktiviti pengangkutan molekul-molekul kecil dan
indakbalas serta sebagai tapak matriks untuk protein. Faktqr utama fungsi membran sel
wdalah kadar kealirannya yang ditentukan oleh komposisi lipid :(Georgopapadakou &
Walsh, 1994). Agen antikulat bertindak mengubah dan kadangkala merencat laluan
viosintesis ergosterol pada mambran sel kulat. Jadual 1.5 menunjukkan beberapa

(umpulan utama antibiotik, antikulat dan meka}nisme tindakannya.
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Jadual 1.5 ¢ Kumpulan utama antibiotik antikulat dan mekanisme tindakannya
~ (Gupta et al., 2002).

KUMPULAN /SEBATIAN

MEKANISME TINDAKAN

azol dan terbitannya:

Mikonazol Bertindak dengan sitokrom P-450, merencat
K etokonazol demetilasi lanosterol C-14 yang menyebabkan
“lukonazol pengurangan ergosterol dan pengumpulan sterol di
trakonazol dalam membran sel.

Vorikonazol

Poliena:

Amfoterisin B
Nistatin

Bertindak ke atas ergosterol, mengganggu membran
sel.

Alilamina dan tiokarbamat:

Naftifin
Terbinafin
T'olnaftat

Merencat pensintesisan enzim skualen siklase yang
menyebabkan  pengurangan ergosterol  dan
pengumpulan skualen oksida di dalam membran sel.

Lipopeptida:

Ekinokandin
Akuleasin
Pneumokandin

Merencat pensintesisan glukan sintase iaitu enzim
utama dalam biosintesis 3-1,3 glukan.

Analog nukleosida:

S-fluorositosin

Membentuk S-fluorourasil yz;ng menyebabkan salah
kod dan dengan ini merencat pensintesisan DNA sel
kulat dan yis.

i
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1.6 SUMBER SEBATIAN ANTIBIOTIK

Sebatian antibiotik boleh dihasilkan oleh pelbagai jenis mikro- dan makro-organisma
seperti kulat, bakteria, alga, tumbuhan peringkat tinggi dan juga haiwan. Kebanyakan
antibiotik adalah metabolit sekunder yang dikeluarkan oleh mikroorganisma pada fasa
pegun pertumbuhannya. Di samping kulat dan bakteria yang amat penting dalam
penghasilan antibiotik, pada masa ini tumbuh-tumbuhan juga merupakan sumber yang
penting bagi penghasilan antibiotik. Ini kerana terdapat banyak penyelidikan yang
berjaya memisahkan jenis sebatian bersifat antibiotik daripada tumbuh-tumbuhan.
Kejayaan ini merupakan suatu alternatif bagi par‘a .saintis perubatan untuk menggunakan
sebatian aktif daripada tumbuhan sebagai suatu sumber untuk menghasilkan antibiotik

baru dalam bidang perubatan.

Kajian terhadap beberapa Spesies tumbuhan mendapati bahawa terdapat beberapa bahan
aktif atau metabolit sekunder pada tumbuhan yang bertindak sebagai bahan antibakteria.
Antaranya adalah minyak pati, fenol, alkaloid, terpenoid, quinor}, asid sitrik, flavanoid
dan enzim proteosis (Oliver, 1986). Minyak pati didapati mvenunjukkan kebolehan

antibakteria yang paling ketara berbanding dengan ekstrak tumbuhan lainnya (Deans,

1991).

Sebatian semulajadi daripada tumbuhan yang mempunyai kesan aktiviti antimikrob
sebahagian besarnya merupakan hasil metabolisme sekunder. Antara sebatian-sebatian

yang menjadi tumpuan untuk tujuan penyelidikan ialah terpenoid, saponin, glikosida
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kardiak dan flavanoid. Pengunaan sebatian-sebatian ini meliputi spektrum yang luas
seperti mikroorganisma, haiwan dan manusia. Sebatian semulajadi seperti metabolit
~ sekunder yang dihasilkan oleh organisma hidup mungkin merupakan bahan buangan
tidak berguna yang dapat digunakan sebagai agen antimikrob yang bertujuan menghalang
jangkitan mikroorganisma sebagai satu cara perlindungan atau pertahanan daripada
serangan musuh. Perlakuan ini amat penting sebagai suatu sistem pertahanan dan telah
menarik perhatian ramai untuk melakukan kajian tindakan aktiviti antimikrob oleh

ekstrak tumbuhan ke atas mikroorganisma patogen.

Tumbuhan peringkat tinggi, terutamanya spesies tropika menghasilkan metabolit
sekunder yang mempunyai aktiviti antibakteria (Macfoy & Cline, 1990). Menurut Oliver
(1986), contoh hasil metabolisme sekunder ialah alkaloid, terpenoid, saponin, flavanoid,
quinon, minyak pati dan fenol. Pengasingan sebatian aktif daripada tumbuhan dapat
dikelaskan kepada 2 kaedah, iaitu penyaringan secara biologi dan juga penyaringan

fitokimia yang dapat menentukan jenis sebatian yang wujud di dalam sesuatu tumbuhan.
1.6.1 Mikroorganisma Sebagai Sumber Antibiotik.

Sejak tahun 1929 di mana Alexander Fleming telah menemui antibiotik pertama iaitu
penisilin daripada sejenis kulat iaitu Penicillium notatum, maka mikroorganisma telah

merupakan suatu sumber yanp penting untuk menghasilkan pelbagai jenis antibiotik.

Terdapat sebanyak 50% daripada antibiotik,telah dipencilkan daripada aktinomiset, iaitu
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reptomyces. Manakala, 2 genus kulat iaitu Aspergillus dan Penicillium pula merupakan

\lat yang penting bagi menghasilkan antibiotik (Lancini et al., 1995).

olain daripada mikroorganisma daratan yang merupakan sumber paling penting dalam
enghasilkan antibiotik, mikroorganisma marin juga merupakan satu kumpulan yang
nting untuk menghasilkan sebatian-sebatian semulajadi yang aktif dan dapat bertindak
bagai sebatian antibiotik. Didapati penemuan sebatian-sebatian tersebut adalah aktif

tuk merawat pelbagai jenis penyakit (Fenical, 1993).
6.1.1 Mikroorganisma daratan sebagai sumber, antibiotik.

Kini terdapat banyak jenis mikroorganisma daratan yang telah disaring dan
dikaji keupayaannya untuk menghasilkan sebatian antibiotik. Sebilangan besar
mikroorganisma yang didapati boleh meﬁghasilkan antibiotik telah dipencilkan
daripada persekitaran semulajadi dan setiap jenis daripadanya diuji terhadap

pelbagai jenis organisma lain untuk menentukan kewujudan antagonisma

(Brock et al., 1989).

Kebanyakan daripada mikroorganisma ini disaring dari-pada tanah, lumpur,
kompos, bahan yang kaya dengan bahan organik, daun berpenyakit, batang
pokok dan juga daripada haiwan dan najisnya (Syed Ezanée Zulfakhri, 2003).
Menurut Austip (1989), terdapat sebanyak 30, 000 hingga 50, 000 produk

semulajadi yang telah berjaya disaring daripada mikroorganisma dan hanya 10,
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000 daripadanya adalah sebatian yang aktif secara biologi. Manakala daripada

10, 000 sebatian aktif yang didapati, sebanyak 8, 000 adalah antibiotik.

Penemuan yang hebat ini telah membuka satu lembaran baru dalam bidang
farmaseutis. Banyak saintis perubatan telah berusaha mencari sebatian-sebatian
baru yang bersifat antibiotik daripada mikroorganisma daratan. Di antaranya
yang penting dalam penghasilan antibiotik adalah kumpulan aktinomiset seperti
Streptomyces, Nocardia dan  Micromonospora. Kepentingan habitat
pertumbuhannya telah menjadikan aktinomiset sebagai salah satu kumpulan
penting yang penting dalam menghasilkan antibiotik. Tanah merupakan habitat
yang paling sesuai untuk pertumbuhan aktinomiset dan sumber tanah yang
berlainan boleh mengakibatkan terbentuknya pelbagai jenis strain dan bilangan
aktinomiset di dalamnya. Pemilihan sumber tanah yang sesuai didapati banyak
menghasilkan bahan metabolit sekunder yang aktif (Okami & Okazaki, 1972).
Jadual 1.6 menyenaréikan sebahagian antibiotik yang dihasilkan daripada

mikroorganisma daratan.

23



Jadual 1.6 :  Beberapa contoh antibiotik daripada mikrorganisma daratan.

Mikroorganisma

Antibiotik yang dihasilkan

| Streptomyces aureofacians
Streptomyces capreolus
Streptomyces erythreus
Streptomyces filipensis
Streptomyces hygroscopicus
Streptomyces lincolnensis
Streptomyces plicatus
Streptomyces prasinus
Streptomyces griseus

Streptomyces showdoensis

Aureomisin
Kapreomisin
Eritromisin
Filipin
Higromisin
Linkomisin
‘Plikaketin
Prasinomisin
Streptomisin

Showdomisin

Bakteria:

Bacillus brevis
Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus polymyxa
Micrococcus varians

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas mesoacidophila '}

Gramisidin S
Basitrasin
Basitrasin
Polimiksin B
Mikrokosin
Piosianina

Monolaktam
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