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ABSTRAK

Kajian dijalankan untuk mengecamkan tumbuhan tempatan yang mengandungi
alkaloid dan mempunyai kegiatan anti-H. pylori yang aktif ; memfraksinasikan dan
mengelusi fraksi alkaloid daripada ekstrak tumbuhan terpilih; menilai ketoksikan
fraksi terhadap anak udang brin (Artemia salina) dan tindakannya terhadap H. pylori
untuk mendapatkan fraksi terpilih; menentukan MIC dan kesan fraksi terpilih
terhadap pertumbuhan dan perubahan morfologi H. pylori dalam kultur sekelompok;
dan akhir sekali menentukan identiti yang mungkin bagi sebatian kimia dalam fraksi
terpilih. Sampel tumbuhan diekstrak menggunakan petroleum eter, diikuti dengan
kloroform, metanol dan akhirnya air. Sebanyak 148 ekstrak daripada 32 spesies
tumbuhan disaring untuk kegiatan anti-H. pylori dengan ujian pembauran cakera.
Kesemua spesies tumbuhan menunjukkan aktiviti anti-H. pylori berdasarkan diameter
perencatan.  Ekstrak kloroform tumbuhan Derris trifoliata yang mengandungi
alkaloid, fenol and flavonoid terpilih sebagai ekstrak yang paling aktif. Dengan
kaedah kromatografi lapisan nipis, lima fraksi berjaya dipisahkan dengan gabungan
pelarut toluena : etil asetat: dietilamina (7:2:1) dan tiga daripada fraksi itu dicamkan
sebagai fraksi alkaloid berdasarkan pembentukan warna coklat dengan reagen
Dragendorff dan pendarfluoran biru dan hijau di bawah sinaran ultralembayung.
Dengan kromatografi turus, tiga fraksi alkaloid dielusi dan didapati fraksi F2 spesifik
tindakannya tehadap H. pylori tanpa merencat pertumbuhan 13 patogen lain. Fraksi
F2 juga tidak toksik (LCso = 966.5 pg/ml) terhadap anak udang brin (4. Salina). MIC
fraksi F2 (MICso=1-2 pg/ml dan MICgyo= 2-4 pg/ml) ialah jauh lebih rendah daripada
nilai LCsy, mencadangkan yang fraksi ini aktif pada kepekatan yang tidak toksik.
Dengan kajian kultur sekelompok, kadar pembunuhan ekstrak meningkat mengikut

peningkatan kepekatan berdasarkan kejatuhan CFU/ml. Berdasarkan hitungan

Xiv



langsung sel spiral masih wujud ketika CFU tidak dapat dikesan, mencadangkan
yang sel spiral itu mati secara langsung. Sel spiral juga didapati bertukar menjadi
kokoid. Kajian menggunakan mikroskop elektron membuktikan kehadiran kokoid
dengan banyak dan tidak ada perubahan morfologi sel spiral yang nyata. Fraksi F2
dilarutkan dalam metanol dan analisis GC-MS menunjukkan dua komponen, A dan
B. Kedua-dua komponen ini secara berasingan masih lagi aktif merencat
pertumbuhan H. pylori dengan komponen B lebih besar diameter perencatannya.
Dengan kajian LC-MS komponen B mengandungi banyak sebatian dan menghasilkan
keputusan puncak yang banyak dan susah dianalisis. Manakala, komponen A juga
didapati menghasilkan banyak sebatian tetapi satu puncak yang begitu jelas dan tajam
dapat diperhatikan. Berdasarkan perpustakaan GC-MS dan pengkalan data NIST,
sebatian utama dan yang paling mungkin dalam fraksi F2 adalah 1,10—fenonthrolina,

2,9—dimetil atau N,N,-dietil asetamida atau Defoksin.
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Studies on toxicity and anti-Helicobacter pylori activity of local
medicinal plants with emphasis on alkaloid-containing fractions of

Derris trifoliata.

ABSTRACT

This research was performed to: identify local plants which contain alkaloid
and with active anti-H. pylori activities; fractionate and elute alkaloids from extract of
a selected plant; evaluate selected fraction with regards to its toxicity on brine shrimp
Artemia salina and its specificity on H. pylori ; determine the MIC of selected
fraction and its effect on growth and morphological changes of H. pylori in batch
culture; and finally, determine the probable chemical identity of compound in the
selected fraction. The plants were extracted by using solvents started with petroleum
ether followed by chloroform, methanol and water. One hundred and forty eight
extracts from thirty two plant species were used to screen for anti- H. pylori activity
by using disc diffusion assay. All the plants species showed anti-H. pylori activity
based on the presence of inhibition zone. Chloroform extract of Derris trifoliata
which contains alkaloids, phenols and flavonoid was selected as the most active. Thin
layer chromatography using a solvent combination of toluene: ethyl acetate:
diethylamine (7:2:1) gave five fractions and three of them were identified as
alkaloids based on the development of brown color after reacting with Dragendorff
reagent and blue and green fluorescence under ultra violet scan. By column
chromatography, these three fractions were eluted and fraction F2 was specific
against H. pylori without inhibiting 13 other patogens tested using disc diffusion

assay. The toxicity of F2 fraction against A. salina was low (LCsp = 966.5 pg/ml).
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The MIC of F2 fraction (MICsp= 1- 2 pg/ml and MICyy= 2-4 pg/ml) was very much
lower than LCs, suggested that this fraction was active at non-toxic concentration. By
batch culture, killing rate of F2 increased with increased in concentration based on
declined in CFU/ml. Based on direct count, spiral cells still existed at the time when
CFU was undetected. Spiral cells were also transformed to coccoids. Electron
microscopic studies confirmed the existence of many coccoids and lack of clear
morphological changes of spiral cells. F2 fraction was dissolved in methanol and GC-
MS analysis revealed the presence of two components, A and B. Both these
components separately still showed anti-H.pylori activity with the B component
being more active based on inhibition zone diameter. Studies using LC-MS showed
that component B is a mixture of many compounds giving many peaks and difficult to
analyze. The A component is also a mixture of several compounds but one clear and
sharp peak is clearly seen. With reference to the GC-MS library and NIST database,
the major and most probable compound in F2 fraction is 1,10 — phenonthrolina, 2,9 —

dimethyl or N,N,-diethyl acetamide or Defoxin.
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1.0 TINJAUAN BACAAN

1.1

SEJARAH PENEMUAN HELICOBACTER PYLORI.

Bakteria berbentuk spiral dipercayai wujud di dalam perut mamalia
semenjak 130 tahun lalu dan pernah dilaporkan oleh Bottcher pada 1874.
Kenyataan ini dikukuhkan lagi oleh kajian Salomon yang menunjukkan bakteria
spiral yang menjangkiti kucing dan anjing boleh disebarkan kepada tikus.
Bakteria berbentuk spiral mula-mula dilihat di dalam perut manusia oleh
Kreinitz pada 1906 dan pada tahun 1924, Luck dan Seth melaporkan perut
mempunyai aktiviti urease.

Dalam tahun 1975, seorang saintis, Howard Steer dari Southampton, UK,
menemui struktur bakteria berbentuk spiral dengan menggunakan mikrograf
elektron, bakteria tersebut wujud pada biopsi pesakit yang mengalami penyakit
gastritis tetapi tidak dapat mengkulturkannya. Daripada kajian berkenaan,
bakteria berbentuk spiral ini tidak menembusi sel epithelium, dan percubaan
memencilkan bakteria tersebut gagal oleh kerana pertumbuhannya diatasi oleh
bakteria Pseudomonas (Fung, 1975). Usaha diteruskan dan pada tahun 1979,
oleh J. Robbin Warren daripada Hospital Royal Perth, Australia telah
menjumpai sebilangan besar bakteria yang berbentuk spiral di dalam biopsi tisu
perut manusia. Bakteria yang mendiami bahagian bawah lapisan mukusa perut
ini sering dikaitkan dengan inflamasi tisu (Hazell and Lee, 1986).

Marshall & Warren (1984) mendapati kebanyakan pesakit gastritis atau
ulser dijangkiti oleh bakteria berbentuk spiral, tetapi usaha beliau untuk
memencil bakteria tersebut dengan menggunakan keadaan pengkulturan yang

sama seperti Campylobacter iaitu keadaan mikroaerofili menemui kegagalan.



Insiden secara tidak sengaja telah memberi makna yang besar di mana
biopsi yang ke-35 yang tertinggal di dalam inkubator selama 5 hari oleh kerana
cuti Easter pada bulan April 1982 telah berjaya menghasilkan koloni bakteria
spiral ini. Dengan kejayaan ini maka dapatlah pada akhirnya bakteria ini
dipencilkan dan ditulinkan. Bakteria yang berbentuk spiral yang baru
dipencilkan itu diberi nama Campylobacter pyloridis, nama genus
Campylobacter dikekalkan oleh kerana bentuknya serta keperluan komposisi gas
untuk pengkulturannya adalah sama dengan ahli genus tersebut.

Nama Campylobacter pyloridis ini kemudiannya ditukar kepada nama
Campylobacter pylori oleh kerana nama spesies pyloridis itu dianggap salah
daripada segi tatabahasa bahasa Inggeris. Teknik biologi molekul dan analisis
16S rRNA telah digunakan dalam kajian bakteria ini, tetapi ianya mendapati
bahawa bakteria C. pylori ini sebenarnya tiada kena mengena dengan genus
Campylobacter. Oleh itu pada tahun 1988 suatu genus baru, Helicobacter telah
dicadangkan oleh sekumpulan ahli mikrobiologi Perth dan Kolej Antarabangsa,
Australia. Maka pada Jun 1989, penerbitan ‘International Journal of Systematic
Bacteriology’ telah menerima pakai terbitan baru mengenai genus Helicobacter
dan dengan itu nama C. pylori akhirnya ditukarkan kepada H. pylori (Goodwin

et al., 1989). Ini semua diringkaskan pada Jadual 1.1.



Jadual 1.1 : Sejarah Penemuan Helicobacter pylori

Tahun | Saintis Yang Terlibat Aktiviti

1874 | Bottcher Bakteria yang berbentuk spiral dijumpai
dalam perut mamalia

1874 | Salomon Jangkitan bakteria berbentuk spiral
daripada kucing dan anjing menular
kepada tikus.

1906 | Kreinitz Bakteria berbentuk spiral dijumpai dalam
perut manusia.

1924 | Luck dan Seth Perut manusia mempunyai aktiviti urease

1975 | Howard Steer Bakteria berbentuk spiral disahkan dengan
elektronmikrograf tetapi tidak dapat
mengukulturkannya.

1979 | Robbin Warren Menjumpai bakteria berbentuk spiral di
dalam biopsi tisu perut manusia.

1982 | Warren & Marshall Berjaya mengkulturkan bakteria berbentuk
spiral dan dikenali sebagai Campylobacter
pyloridis.

1984 | Warren & Marshall Mengesahkan jangkitan ulser dan gastritis
adalah disebabkan oleh bakteria berbentuk
spiral ini.

1988 | Sekumpulan ahli Mencadangkan nama baru bagi bakteria ini

mikrobiologi Perth dan iaitu Helicobacter pylori.
Kolej Antarabangsa
Australia
1989 | Goodwin et al., (1989) International Journal of Systematic

Bacteriology menerima pakai nama baru
ini.




1.2

CIRI-CIRI BAKTERIA HELICOBACTER PYLORI.

Helicobacter pylori adalah sejenis bakteria Gram negatif, bersaiz 0.5 um
X 3.0 um dan memerlukan keadaan persekitaran mikroaerofili dan bentuknya
adalah rod atau spiral dan bersifat motil yang baik dengan kehadiran empat
sehingga enam flagelum serta mempunyai sebanyak tiga hingga lapan putaran
spiral dan diakhiri dengan hujung belakang yang tumpul (Goodwin ef al.,1989).

Pengkolonian H. pylori pada lapisan perut bukanlah dianggap suatu
fenomena yang baru (Graham et al., 1992). Ciri-ciri dan sifat-sifat unik bakteria
ini menyebabkan ia mempunyai keupayaan untuk hidup di persekitaran dalam
perut yang mempunyai tahap berasid yang tinggi iaitu pada pH yang rendah
yang mana tidak mampu diduduki oleh organisma lain dengan menghasilkan
sejumlah besar enzim urease. Selain itu flagelum yang memiliki struktur ‘bak
ekor’ tersebut membantu H. pylori untuk tiba ke permukaan mukosa perut
sehinggalah ia mampu melekat pada kawasan lapisan bawah. Pertahanan
daripada tindakan asid hidroklorik telah mewujudkan satu persekitaran mikro di
mana keseimbangan keasidan dan kealkalian menghampiri nilai neutral (Sasser,
1992). Tindakbalas enzim urease yang dihasilkan oleh H. pylori dan aktiviti
enzim tersebut menukarkan urea kepada ammonia dan bikarbonat telah menjadi
satu mekanisme yang dapat membenarkan H. pylori melawan tindakan asid
perut (Neithercut et al., 1993). Enzim urease ini bertindak dengan menukarkan
urea di dalam perut kepada bikarbonat dan ammonia yang merupakan bes kuat.
Proses ini sebenarnya telah mewujudkan awan ammonia yang neutral yang
membolehkan organisma ini terselamat daripada persekitaran berasid dalam

perut (Krishnamurthy ef al., 1998). Enzim urease yang sentiasa dihasilkan oleh



H. pylori dalam kuantiti yang banyak merupakan enzim yang istimewa kerana
nilai Kmnya yang rendah.

Bakteria H. pylori berbentuk spiral atau melengkung pada lapisan
mukosa gastrik. Ia sebenarnya hadir di dalam tiga bentuk iaitu spiral atau heliks,
kokoid dan perantaraan. Bentuk spiral banyak didapati di dalam kultur segar. la
akan berubah kepada bentuk kokoid di dalam kultur tua atau selepas 84 jam atau
jika faktor persekitaran tidak sesuai seperti peningkatan kandungan ammonia
atau oksigen di dalam medium (Dorrell et al., 1998).

Walaupun bentuk kokoid H. pylori tidak mampu untuk bertumbuh atau
dikultur, namun ia mungkin masih berkebolehan untuk bermandiri (Bode et al.,
1993; Shahamat et al., 1993; Willen et al., 2000). Satu kajian jujukan genom
oleh Tomb et al., (1997) menjelaskan bahawa H. pylori mempunyai protein yang
homolog walaupun dalam bentuk yang berlainan. Hal ini berkemungkinan
membantu H. pylori sewaktu menghadapi keadaan kebuluran sumber karbon dan
juga faktor kemandirian yang lain pada fasa tetap. Oleh itu, bentuk kokoid ini
mungkin merupakan satu mekanisme kemandirian alamiah untuk merintangi
saat-saat kebuluran yang membantunya beradaptasi secara sementara kepada
persekitaran yang kurang sesuai (Mizoguchi et al., 1999).

Perubahan morfologi sel H. pylori juga berlaku diakibatkan oleh kesan
aktiviti antimikrob (De Loney & Schiller, 1999). Setakat ini hanya bentuk spiral
atau heliks yang dapat dikulturkan dan membentuk koloni manakala bentuk
kokoid dan perantaraan tidak dapat membentuk koloni (Kusters et al., 1997).
Kajian oleh beliau selanjutnya, telah membuktikan bahawa penindasan protein
atau sintesis RNA tidak memberikan kesan ke atas fenomena kokoid dan sel

yang kokoid juga telah dipastikan tidak mempunyai potensi membran yang



1.3

boleh diukur. Hasil kajian ini telah menguatkan lagi teori bahawa sel-sel kokoid
sebenarnya mati dan merupakan bentuk muktamat yang kekal selepas terjadinya

pertukaran daripada sel bentuk spiral.

KAITAN H. PYLORI DENGAN PEPTIK ULSER.

Helicobacter pylori merupakan bakteria penting dalam masalah
gastroenterologi (Lehours, 2003). Ia juga telah dikenal pasti sebagai patogen
utama penyakit peptik ulser, gastritis atropik, adenokarsinoma gastrik dan
limfoma MALT (Schuster, 2002) Saling kait di antara bakteria ini dengan
kejadian ulser jelas di mana 66% daripada kes yang dilaporkan adalah akibat
daripada jangkitan H. pylori manakala 8.5% adalah akibat penggunaan agen
anti-inflamasi bukan steroid (NSAIDs), 8.5% adalah daripada kedua-dua faktor
iaitu jangkitan H. pylori dan NSAIDs serta 17% adalah bukan daripada kedua-
dua faktor ini (Xia et al., 2001). NSAIDs wujud sebagai penyebab ulser
menerusi mekanisme yang tidak berkaitan dengan H. pylori serta merupakan
faktor umum ulser bagi pesakit H. pylori-negatif  (Lai et al., 2003) . Kajian
sekarang menunjukkan jangkitan H. pylori merupakan risiko kepada
pertumbuhan ulser gastrik tetapi tiada bukti menunjukkan penggunaan NSAIDs
meningkatkan pertumbuhan ulser gastrik ini (Matsukawa ef al., 2003).

Peranan utama lapisan mukosa adalah melindungi perut daripada jus
gastrik yang mengandungi enzim penghadaman dan asid hidroklorik. Bahan
kimia bersifat bes yang terhasil daripada tindakan enzim urease serta merta

mencipta zon mikro neutral yang melindungi bakteria ini (Sasser, 1992).



Tindakbalas penukaran urea kepada ammonia ditunjukkan seperti

persamaan di bawah:

C=0O(NH, ), + H" + 2H,0 __urease , HCO® + 2(NHy.)

Faktor ini memudahkan pengkolonian H. pylori dan lama—kelamaan
mendorong ke arah pembentukan peptik ulser (Sidebotham & Baron, 1990).
Maka, H. pylori yang gemar mengkoloni permukaan antrum perut dan di sini ia
akan berkembangbiak sambil mencederakan lapisan mukosa perumah. Perkara
ini didorong pula oleh ciri kemotilan yang membolehkannya berenang bebas
melalui saluran gasterointestin perut dan pada lapisan mukosa (Lee, 1994).
Pertumbuhan koloni H. pylori yang bertumpu pada permukaan mukosa untuk
sesuatu tempoh masa yang lama sehingga mengakibatkan inflamasi yang teruk
(Blaser, 1992). Proses ini berlarutan sehingga berminggu-minggu atau berbulan-
bulan atau pada sesetengah kes , bertahun-tahun lamanya. Pada masa yang sama
bilangan leukosit polimorf berkurangan dan mengakibatkan kecederaan pada
permukaan lapisan epithelium. Oleh itu ketidakseimbangan antara faktor
pelindung seperti mukosa dan faktor agresif seperti asid dan pepsin, maka ulser
dengan mudahnya akan terjadi (Peterson et al., 1993).

Pesakit kebanyakannya akan mengalami inflamasi yang mengakibatkan
lapisan mukosanya membengkak dan akhirnya menjadi ulser. Kajian juga
menunjukkan penyakit bengkak gastritis pada kanak-kanak disebabkan oleh H.
pylori telah sama berlaku pada orang dewasa (Miyamoto et al., 2003). Faktor
pertahanan oleh H. pylori itu sendiri menerusi perembesan enzim urease

menjadikan sistem pertahanan tubuh manusia lazimnya tidak berupaya untuk



menjejaki bakteria yang mengkoloni permukaan mukosa. Terdapat komponen
struktur kimia H. pylori yang mirip seperti molekul daripada dinding sel
perumah yang mempengaruhi keadaan ini (Yang, 2003).

Masalah ini berlanjutan dan mengakibatkan atrofi gastritis kesan
daripada inflamasi yang kronik (Keto et al.,2001; Plein et al.,2001). Atrofi
bermakan suatu keadaan kehilangan tisu berkelanjar disebabkan oleh
kecederaan yang sama dan berulang pada lapisan mukosa perut (Sanduleanu et
al., 2001). Malah 1ia juga merupakan prekusor kepada berlakunya
adenokarsinoma gastrik, yang menjadi penyebab kedua utama kematian di
Amerika (Blaser, 1999). Makrofaj, sel-sel limfosit dan sel-sel plasma dihantar
oleh sistem pertahanan badan ke kawasan berlakunya inflamasi (Blaser &
Kirschner, 1999).

Penghasilan daripada kegiatan ini, seperti radikal oksigen, enzim dan
bahan metabolit merupakan punca yang bertanggungjawab menyebabkan
kecederaan pada lapisan mukosa. Penghasilan asid gastrik akibat jangkitan H.
pylori yang banyak mendedahkan lapisan mukosa duodenum kepada serangan
asid tersebut dan akhirnya menyebabkan ulser peptik (Vines & Williams-
Burgess, 1994). Keadaan ini menjadi teruk apabila lapisan mukosa menjadi
semakin nipis. Hal ini dibuktikan dengan kajian yang menyatakan bahawa
penipisan lapisan mukosa adalah disebabkan oleh aktiviti H. pylori (Sipponen
& Seppala, 1992 ; Goggin et al., 1993). Keputusan yang diperolehi daripada
analisis tersebut, didapati ketebalan lapisan mukosa pesakit gastrik ulser adalah

kurang berbanding dengan lapisan mukosa individu normal.



1.4

EPIDEMIOLOGI JANGKITAN

Penularan jangkitan H. pylori meliputi seluruh dunia dan prevalens
jangkitan yang tinggi dapat dilihat di negara-negara yang sedang membangun
(Moller et al., 1995). H. pylori menjangkiti sekurang-kurangnya 50% populasi
penduduk di dunia (Blaser et al., 1995) dan 80% terdiri daripada penduduk di
negara membangun (Marshall et al., 1999). Data kajian menunjukkan 80%
hingga 90% daripada populasi golongan dewasa mempunyai kebarangkalian
untuk dijangkiti (Moller et al., 1995). Prevalens jangkitan yang tinggi di
kalangan kanak-kanak iaitu sebanyak 75% adalah disebabkan oleh status
ekonomi dan tahap sanitasi yang rendah (Bazzoli et al., 1998).

Selain daripada faktor umur, prevalens jangkitan H. pylori adalah
berbeza mengikut bangsa/etnik dan jantina. Perbezaan prevalens jangkitan ini
mungkin disebabkan oleh budaya dan cara hidup yang diamalkan serta faktor
genetik/keturunan yang diwarisi (Goh, 1997). Oleh itu dalam kajian
seroepidemiologi berikutnya dengan sampel secara rawak di seluruh Malaysia
didapati kaum Cina adalah menyumbang 57.5% dikuti dengan kaum India
52.3% dan kaum Melayu 29.2% (Goh & Parasakthi, 2001). Di Pulau Pinang,
prevalen jangkitan adalah paling tinggi di kalangan pendatang asing Bangladesh
(23.1%) dan kaum India (21.7%) diikuti dengan kaum Cina (19.2%) manakala
masyarakat Melayu mempunyai prevalen jangkitan yang paling rendah iaitu
sebanyak 7.8% (Sasidharan, 2002). Prevalens jangkitan di kalangan masyarakat
di India yang asimtomatik juga tinggi (Misra et al, 1997). Kajian yang
dijalankan di kawasan pendalaman Thailand menunjukkan jangkitan bermula

lebih awal, 25% adalah dihidapi oleh kanak-kanak lingkungan usia 5 hingga 9



1.5

1.6

tahun, manakala 75% dihidapi oleh kumpulan berusia 30 hingga 49 tahun

(Perez-Perez et al., 1990).

TRANSMISI JANGKITAN

Transmisi H. pylori yang sebenarnya masih kabur namun penyebaran
organisma ini dipercayai berlaku melalui mulut ke mulut (Akcan et al., 2000).
Penyentuhan dengan hasil muntah, plak gigi, air liur dan najis pesakit gastritis
memungkinkan transmisi H. pylori. lanya telah berjaya dikultur daripada plak
gigi di kalangan pesakit dispeptik (Majmudar et al., 1990). Pengkulturan
daripada najis segar telah mengesahkan kehadirannya di dalam najis kanak-
kanak Afrika (Thomas et al, 1992). Banyak kajian cuba dilakukan tetapi
menemui kegagalan kerana H. pylori tidak dapat dikulturkan selain daripada
sampel-sampel tadi. Oleh itu satu kaedah yang lain digunakan untuk mengesan
kehadiran H. pylori dengan menggunakan Tindakbalas Berantai Polimerase
(PCR) (Mapstone et al., 1993). Dengan menggunakan kaedah ini, DNA H.

pylori dapat dikesan.

DIAGNOSIS JANGKITAN

Terdapat dua kaedah diagnosis H. pylori yang sering dilakukan
termasuklah secara ujian invasif dan tak invasif (Fennerty, 1994). Kedua-dua
kaedah ini masih lagi digunakan mengikut keadaan persekitaran dan tempat. Ini
adalah kerana kos penyediaan perlu diambil kira bersesuaian dengan keupayaan

kewangan.
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1.6.1

1.6.1.1

Ujian secara invasif

Dalam ujian invasif, endoskopi perlu dilakukan untuk memperolehi

biopsi antrum. Ia adalah bertujuan menentukan sama ada pesakit yang diambil
biopsi tersebut dijangkiti H. pylori atau tidak. Lima pilihan kaedah boleh
dijalankan setelah biopsi diperolehi iaitu histopatologi, ujian perwarnaan gram,

ujian urease, pengkulturan dan juga melalui kaedah PCR.

Ujian Histologi

Kaedah ini menggunakan biopsi yang telah dijangkiti H. pylori dengan
mengangkut biopsi dalam larutan formalin fosfat yang neutral dan selepas
penetapan dalam formalin, biopsi tadi dibenam dalam parafin dan dibahagikan
kepada saiz setipis 4-5 pm untuk dicelup dengan pencelup argentum Warthin
Starry, giemsa, oren arkidina atau Haematoksilin-Eosin (H&E). Dengan
pewarnaan haematoksilin dan eosin (H&E), pewarnaan Wright-Giemsa dan
Brown-Hopps, biopsi tersebut telah diuji untuk menentukan kehadiran bakteria
ini (Madan et al., 1990). Bahagian biopsi yang dicelup dengan oren arkidina
diperhatikan di bawah mikroskop pendarflour dan biopsi yang dicelup dengan
pencelup Warthin Starry, giemsa dan H&E dilihat di bawah mikroskop
cahaya. Pencelup Warthin Starry menjadikan sel-sel H. pylori kelihatan lebih
jelas di bawah mikroskop (Westblom & Bhatt, 1999) Penyelidikan
menunjukkan bahawa kaedah histologi mempunyai sensitiviti 100%
berbanding dengan kaedah pengkulturan yang mempunyai 81% sensitiviti bagi
mengesan H. pylori (Harries et al., 1992). Pencelup ini juga boleh digunakan

untuk mengesan H. pylori selepas rawatan antibiotik (Rollan ez al., 1997).
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1.6.1.2 Ujian Perwarnaan Gram

Kaedah ini akan digunakan bagi mengesan kehadiran bakteria H. pylori
dalam biopsi. Mikroskop cahaya biasa digunakan dengan teknik pewarnaan
seperti pewarnaan Gram. Kehadiran H. pylori akan memberikan Gram
negatif berwarna merah. Nilai sensitiviti untuk mengesan H. pylori yang lebih
daripada 90% boleh dicapai (Parsonnet et al., 1992). Kaedah ini didapati
mudah, cepat dan sensitif.

1.6.1.3 Ujian urease

Ujian urease segera menunjukkan bahawa biopsi yang mengandungi H.
pylori boleh menyebabkan perubahan warna kaldu urea daripada oren kepada
merah jambu (McNulty ef al., 1999). Ujian komersial urease banyak dilakukan
terus kepada spesimen biopsi antrum (Hyde ef al., 1999) dan bergantung kepada
kehadiran enzim urease dalam H. pylori. Keadaan ini berlaku oleh kerana ion
ammonium yang dihasilkan daripada hidrolisis urea oleh enzim urease
meningkatkan pH dan mengubahkan warna penunjuk pH. Dengan kata lain,
urease yang dihasilkan akan memangkinkan penghidrolisisan urea kepada
ammonia dan bikarbonat seperti yang ditunjukkan dalam persamaan kimia berikut:

(NH,)CO + 2H,0 + H" — 2NH,;  +HCOy’

Peningkatan pH kaldu berlaku disebabkan oleh penghasilan ammonium hasil
daripada tindakbalas ini. Hasil daripada banyak kajian dilakukan didapati
bahawa ujian urease segera yang menggunakan kaldu urea Christensen ini
memberikan spesifisiti 100% dan nilai sensitiviti 85% jika dibandingkan
dengan ujian pewarnaan Gram, ujian histologi dan ujian pengkulturan
(McNulty & Wyatt, 1999). Bakteria-bakteria lain yang urease positif tidak

mengganggu dalam pengamalan ujian ini (Graham et al., 1991). Ini adalah ciri
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1.6.1.4

1.6.1.5

istimewa yang ada pada H. pylori untuk menghasilkan urease dengan kadar
kereaktifan yang tinggi (Harris et al., 1996). Aktiviti enzim urease didapati
tinggi dalam H. pylori berbanding dengan bakteria yang lain (Neithercut et al.,
1991). Ujian ini juga amat mudah dan senang, ianya dapat dijalankan terus di
bilik endoskopi dan pada sesetengah kes keputusan segera dapat diperolehi
dimana ujian didapati positif walaupun pada ketika itu pesakit masih belum
beredar dari bilik berkenaan. Ujian Urease segera ini juga mudah, murah serta
cepat dijalankan dengan hanya memasukkan biopsi pesakit ke dalam kaldu
urea Christensen dan tunggu sehingga perubahan warna berlaku.
Pengkulturan

Secara umumnya kaedah pengkulturan dianggap sebagai piawai emas
atau ‘gold standard’ untuk mengesan H. pylori lagi pun ia adalah 100%
spesifik (Ndip et al., 2003). H. pylori mudah mati dalam atmosfera biasa, oleh
itu satu kaedah pengkulturan yang betul mesti digunakan. Semasa perpindahan
biopsi dari bilik endoskopi ke makmal, medium pengangkut seperti medium
pengangkut Stuart (Oxoid,UK) digunakan untuk memelihara H. pylori dalam
keadaan terturun sebelum ia dikulturkan. Bakteria ini juga memerlukan
keadaan mikroaerofili suhu 37°C untuk pertumbuhan optimum. Medium yang
digunakan adalah agar Eugon yang lembap dan dicampur dengan 5% ke 10%
darah. Kaedah pengkulturan H. pylori adalah lebih daripada 95% sensitiviti
dan sama dengan cara diagnosis secara pewarnaan.
Tindakbalas Berantai Polimerase (PCR)

Kaedah ini merupakan satu lagi kaedah yang digunakan untuk mengesan
kehadiran H. pylori pada masa kini. Ia merupakan satu kaedah yang agak

sensitif bagi mengesan H. pylori dengan mengamplifikasikan DNA sasaran
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1.6.2

1.6.2.1

1.6.2.2

oleh tindakbalas berantai polimerase (PCR). Dengan menggunakan primer
yang spesifik, didapati hanya DNA H. pylori sahaja yang dapat
diamplifikasikan tetapi DNA bakteria lain yang menghasilkan urease tidak
diamplifikasikan (Ho ef al., 1991). Kaedah PCR dikatakan mempunyai tahap
spesifisiti dan sensitiviti yang 100% dibandingkan dengan kaedah
pengkulturan dan histologi (Ichikawa et al., 1996).

Ujian Secara Tak Invasif

Kaedah secara tak invasif yang sering digunakan ialah ujian serologi dan ujian
pernafasan urea. Kedua-dua kaedah ini adalah cepat tetapi keputusan yang
dihasilkan tidaklah begitu tepat jika dibandingkan dengan kaedah invasif.

Ujian pernafasan karbon —13 ("°C)

Prinsip asas yang digunakan dalam ujian pernafasan urea adalah dengan
memberi pesakit memakan urea yang dilabel dengan °C atau '*C. Kemudian
urea yang berlabel itu akan sampai ke perut dan bertindak dengan enzim
urease H. pylori untuk menghasilkan ammonia dan karbon dioksida yang
berlabel. Karbon dioksida ini yang dibebas keluar akan dikumpul untuk diuji
kehadiran karbon berlabel berkenaan. Keputusan adalah positif jika terdapat
kehadiran karbon berlabel, dan ini menandakan kewujudan enzim urease
daripada kehadiran H. pylori di dalam perut pesakit berkenaan. Keputusan
negatif jika ia adalah sebaliknya. Ujian ini biasanya mempunyai nilai
peratusan sensitiviti dan spesifisiti lebih daripada 90% untuk mengesan H.
pylori (Zubillaga et al., 1997).

Ujian serologi
Pesakit biasanya lebih menggemari ujian serologi kerana ia cuma

memerlukan pengambilan sampel darah yang sedikit serta biasa dilakukan di
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hospital. Malah ianya lebih murah, segera dan mudah jika dibandingkan
dengan ujian pernafasan. Pelbagai kaedah serologi yang telah digunakan
untuk mendiagnosis jangkitan H. pylori termasuk haemaglutinasi pasif
(Marshall et al., 1984), penetapan komplemen (Jones et al., 1986), aglutinasi
lateks (Kokki ef al., 1990), ujian imunopendarfluor, ujian aglutinasi bakteria,
Helicodot (Park et al., 2002) dan ujian ELISA (Chen et al., 2002). Secara
umum berdasarkan kos, kesenangan dan kesederhanaan, ujian ELISA menjadi
pilihan. Kaedah ini mempunyai nilai sensitiviti lebih daripada 95% dan nilai
spesifisiti lebih daripada 92% (Chong et al., 1994; Chen et al., 1997; Rocha et
al., 1998).

Pesakit yang telah dijangkiti H. pylori telah lama diketahui menghasilkan
gerak balas antibodi setempat dan sistemik (Kaldov et al.,1985; Jones et
al.,1986). Untuk itu sedikit darah pesakit diambil dan diemparkan untuk
mengambil serumnya. la kemudiannya dicairkan dan dieramkan pada jangka
masa yang tertentu dengan antigen H. pylori yang terlekat pada perigi plat.
Antibodi yang tidak terikat dengan antigen H. pylori dibasuh keluar dan
antibodi yang terlekat pada antigen dikesan melalui pengeraman dengan
antibodi anti-manusia yang berkonjugat dengan enzim tertentu seperti
peroksidase atau alkalin fosfatase. Enzim berkenaan secara tidak langsung
terikat pada plat tadi dikesan melalui perubahan warna yang dihasilkan oleh
substrat. Tindakbalas ini dihentikan dengan reagen penamat dan jumlah warna
dalam setiap perigi itu dibaca dengan mesin pembaca ELISA. Masa yang
diambil untuk ujian ini lebih kurang dua jam dan setiap hari boleh menguji

lebih kurang seratus sampel serum manusia.
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1.7

1.7.1

RAWATAN DAN TERAPI
Sejarah Penggunaan Antibiotik Untuk Merawat Jangkitan H. pylori

Suatu kaedah rawatan untuk membasmi kuman ini merupakan perkara
yang sangat penting demi kesihatan penduduk dunia. Tetapi, malangnya telah
dibuktikan sejak awal lagi bahawa H. pylori tidak dapat untuk dibasmi
sepenuhnya (Glupczynski & Burette, 1990; Heilmann & Borchard, 1991;
Tytgat ef al., 1993). Kesukaran dalam pembasmian patogen ini wujud kerana
kerintangan antibiotik dan ketidakpatuhan pesakit dalam menjalani rawatan
terhadap penyakit ini (Eisig et al., 2004). Jika ia berjaya mengkolonisasikan
perut manusia ia akan terus hidup di situ, kecuali setelah diberi rawatan yang
sewajarnya. Walaupun pelbagai usaha penyelidikan telah dilakukan dalam
bidang rawatan terhadap H. pylori tetapi ubat yang boleh membasmi bakteria
ini dalam semua kes yang melibatkannya masih belum ditemui.

Dalam merawat jangkitan H. pylori ini, antibiotik dan drug digunakan
untuk membunuh bakteria sasaran, mengurangkan keasidan perut serta
melindungi lapisan perut. Walaupun aktiviti strain H. pylori mudah
dipengaruhi oleh penggunaan antibiotik secara in-vitro, namun rawatan ke atas
pesakit ini adalah agak sukar (Bina et al., 2000). Usaha dilakukan dengan
mempelopori penggunaan gabungan antibiotik bermula dengan beberapa faktor
yang membenarkan penggunaan gabungan antibiotik, drug penindas asid, dan
drug pelindung lapisan perut. Contoh antibiotik yang sering diguna
termasuklah amoksisilin, metronidazola, klaritromisin, tetrasiklin, dan
penisilin. Dua jenis drug penindas asid pula terdiri daripada perencat pam
proton dan antagonis hidrogen. Manakala drug pelindung lapisan perut pula

ialah bismuth. Kejayaan rawatan bakteria ini dapat dicapai melalui penggunaan
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1.7.2

1.7.2.1

1.7.2.2

dua atau lebih antibiotik di samping menggunakan bismut atau perencat pam
proton (De Loney & Schiller, 2000). Rawatan terhadap H. pylori biasanya
memakan masa selama 10 hari atau dua minggu.
Antibiotik
Amoksisilin

Amoksisilin merupakan ahli antibiotik semisintetik penisilin dan diguna
secara meluas untuk merawat jangkitan bakteria. Ia bersifat sensitif kepada
tindakan penisilinase (Ball et al.,1992). Antibiotik ini tidak digunakan secara
tunggal memandangkan ia kurang aktif pada pH rendah. Ia bertindak paling
aktif pada pH neutral serta mempunyai aktiviti intralumen. Kesan antimikrob
amoksisilin dapat dilihat dengan lebih jelas apabila ia diguna bersama drug
penindas asid, contohnya omeprazola (Labenz et al., 1994). Seperti penisilin,
amoksisilin  bertindak merencat sintesis dinding sel H. pylori di mana
amoksisilin akan bergabung dengan protein spesifik pada dinding sel bakteria.
Kesan bakteriosid amoksisilin dikatakan mengakibatkan gangguan proses
pembahagian sel dan dinding sel menjadi lisis secara langsung (Hirschl &
Rotter, 1996).
Metronidazola

Metronidazola adalah satu antibiotik yang bertindak sebagai agen anti-
trikomonas sistemik yang pertama dan mula dipasarkan sejak tahun 1960. Di
bawah keadaan anaerob, antibiotik ini sedia terkumpul secara intrasel. Tetapi
aktiviti bakterisid bergantung kepada tindakbalas penurunan drug pada
kumpulan nitro (Peterson, et al., 1986). H. pylori amat sensitif terhadap
metronidazola. Malah H. pylori akan menjadi lebih sensitif jika disertai

bersama bismut and amoksisilin. Oleh itu pemberian rawatan untuk antibiotik
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1.7.2.3

1.7.2.4

ini hendaklah bersama dengan koloidal bismuth subsitrat dan amoksisilin atau
tetrasiklin hidroklorida untuk memberikan kadar pembasmian H. pylori
sebanyak 90%. (Hergueta et al., 2002).

Tindakbalas metronidazola memberi kesan bakteriosid terhadap H. pylori
dengan menghasilkan bahan intrasel yang bertindak merosakkan DNA sel
bakteria. Oleh itu pengambilan dos dua kali sehari pada kepekatan yang tinggi
dapat merencat pertumbuhan H. pylori (Bayerdorffer et al, 1999).
Metronidazola kurang sensitif terhadap pH tetapi tersebar dengan baik di dalam
tisu badan. Antibiotik ini menyerap masuk ke dalam sel bakteria dan
mengalami beberapa aktiviti penurunan iaitu kumpulan nitro ditukar kepada
amino. Penukaran molekulnya kepada perantara yang toksik memastikan
kepekatan metronidazola intrasel adalah rendah dan apabila drug ini memasuki
sel bakteria, pendedahan bahan metabolit yang toksik ini boleh merosakkan
DNA dan komponen sel yang lain (Bayerdorffer et al., 1999).

Klaritromisin

Klaritromisin (6-metoksi-eritromisin) adalah sejenis makrolida, yang
digolong dalam kumpulan Eritromisin. Klaritromisin lebih stabil dalam pH
rendah dan diserap dengan lebih baik. Dengan dos yang tinggi iaitu 2g setiap
hari dengan cara monoterapi, ia boleh menyembuhkan jangkitan H. pylori
dengan baik. Klaritromisin seperti juga metronidazola, dimana penghasilan
mutan yang rintang terhadapnya dalam perut dalam rawatan monoterapi (Wang
etal.,2001).

Tetrasiklin
Tetrasiklin bertindak dengan menghalang sintesis protein dengan

melekat pada subunit ribosom 30S, ia menghalang perlekatan amino asid —
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1.7.3

tRNA kepada RNA ribosom. Oleh itu sintesis polipeptida tidak berlaku.
Tetrasiklin berkesan terhadap kedua-dua organisma Gram-positif dan Gram-
negatif . Tetrasiklin penting dalam terapi tigaan (Bab 1.7.5.2) dan merupakan
antibiotik yang aktif pada pH rendah dan rintangan H.pylori terhadapnya juga
sangat jarang berlaku (Lopez-Brea et al, 2001). Di dalam terapi tigaan ia
digunakan bersama bismut dan metronidazola (Chan et al., 1997).

Drug Pelindung Lapisan Perut

Lapisan mukosa perut dilindungi daripada asid dengan mengunakan
bismuth subsalisiklat. Perlekatan bismut subsalisiklat pada glikoprotein mukosa
menghalang perembesan pepsin (Tytgat et al, 1993). Ini menjadikan
persekitaran perut mempunyai nilai pH yang tinggi atau meningkat. Oleh itu
kawasan ini menjadi sesuai untuk antibiotik bertindakbalas dengan H. pylori.
Kehadiran bismut subsalisiklat menghalang perlekatan H. pylori dengan sel
epitelium perut dan ia juga berkebolehan membunuh H. pylori (Gene et al.,
2003).

Suatu lagi bahan atau komponen yang baru yang digunakan dalam
rawatan H. pylori ialah Ranitidina bismut sitrat (de Boer & Tytgat, 2000).
lanya mempunyai sifat anti rembesan gastrik. Bismut pula bertindak sebagai
anti-H. pylori dan juga terlibat dalam penjagaan mukosa. Ranitidina bismut
sitrat juga digunakan bersama-sama dengan klaritromisin dan amoksisilin
(Alarcon et al., 1999). Dengan penggunaan mengikut dos yang ditetapkan, ia

adalah selamat dan sangat berkesan.
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1.7.4.1

1.7.4.2

Penggunaan Drug Penindas Asid
Perencat pam proton

Mekanisme pengepaman asid di dalam perut dihentikan dengan
menindas penghasilan asid oleh perencat pam proton ini. Mekanismenya
adalah dengan menghalang aktiviti enzim hidrogen-potassium-adenosina
trifosfatase yang bertanggungjawab mengepam proton di dalam perut (Adachi
et al., 2003). Ia bertindak dengan menukarkan hidrogen dan potassium
melalui membran mikrovillus. Dua contoh perencat pam proton adalah
omeprazola dan lansoprazola yang mana kedua-dua bertindak merencat
penghasilan ion hidrogen dan merupakan agen anti-penghasil asid yang paling
berkesan setakat ini. Berbanding dengan antagonis reseptor hidrogen, aktiviti
perencat pam proton adalah aktiviti anti-H. pylori yang bertindak secara terus.
Oleh itu perencat pam proton sering menjadi pilihan dalam merawat jangkitan
H. pylori apabila antibiotik lain kurang berkesan pada persekitaran berasid
(Davids et al., 2002).
Antagonis Hidrogen

Antagonis reseptor hidrogen yang terdiri daripada simetidina, ranatidina,
famotidina, nizatidina berfungsi dengan cara menghalang sintesis histamina
terhadap reseptor H, antagonis pada sel parietal perut yang merupakan
pendorong pengeluaran asid. Antagonis reseptor hidrogen seperti nizatidina
biasanya digunakan dalam rawatan penyembuhan ulser (Adachi et al., 2001).
Secara tidak langsung, keadaan ini akan membantu mengurangkan rasa sakit
akibat ulser selepas beberapa minggu.

Pada dos yang tinggi, ia boleh mengurangkan asid perut sebanyak 80%

dalam masa semalaman. Semua drug yang termasuk dalam kumpulan ini
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1.7.5.1

menjadi penyembuh ulser yang sangat baik (Adachi et al., 2001). Secara
berasingan ia tidak berkesan terhadap H. pylori, oleh itu antagonis reseptor
hidrogen digunakan bersama-sama dengan antibiotik dan penghalang pam
proton dalam rawatan H. pylori. Agen ini berbeza daripada agen yang lain
kerana kesan dan potensinya yang kurang baik tetapi bukanlah untuk
keseluruhan rawatan (Davids et al., 2002)
Kaedah Terapi

Pakar perubatan atau doktor yang merawat penyakit jangkitan H. pylori
biasanya tidak akan memberi rawatan antibiotik tunggal atau monoterapi
kerana ianya tidaklah begitu efisien dan tidak digalakkan terhadap terapi H.
pylori. Walaubagaimanapun perubatan ini sememangnya kompleks dan
melibatkan gabungan satu, dua, atau lebih antibiotik serta penggunaan bersama
drug lain (Pounder & Williams, 1997). Buat masa ini, rawatan yang paling
terbukti keberkesanannya ialah melalui rawatan selama dua minggu dengan
terapi ganda tiga. Terdapat juga terapi ganda empat dalam rawatan ini tetapi
ianya masih terlalu awal untuk menggantikan kaedah terapi tigaan yang
menjadi piawai dalam mengubati H. pylori (Treiber et al., 1998). Selain terapi
ini, terapi ganda dua juga dijalankan tetapi efisiensinya adalah rendah
berbanding terapi ganda tiga.
Terapi Ganda Dua

Terapi ganda dua melibatkan penggunaan dua drug, iaitu antibiotik dan
juga penindas asid. Rawatan ini biasanya terdiri daripada klaritromisin atau
amoksisilin dan omeprazola atau lansoprazola yang bertindak sebagai perencat
pam proton. Jangka masa rawatan adalah selama dua minggu. Walau

bagaimanapun, kaedah ini sudah tidak berkesan dan telah digantikan dengan
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terapi ganda tiga yang lebih berkesan menentang jangkitan H. pylori (Howden
& Hunt, 1998) . Oleh itu Badan Pentadbiran Makanan dan Drug, Amerika
Syarikat (FDA) tidak mencadangkan penggunaan kaedah terapi ganda dua
sebagai kaedah primer dalam merawat jangkitan H. pylori memandangkan
kadar pembasmiannya adalah kurang daripada 80% (Davids ef al., 2002)
Terapi Ganda Tiga

Terapi cara ini adalah paling berkesan di mana melibatkan gabungan
antara dua antibiotik dengan sama ada bismut atau perencat pam proton, atau
antagonis H,. Kaedah terapi tigaan ini telah menjadi kaedah utama dalam
mengubati jangkitan H. pylori sehingga kini (Treiber et al., 1998) dengan
kadar pembasmian yang ditunjukkan adalah melebihi 90% (Marshall ef al.,
2000). Kaedah ini lebih cenderung untuk membasmi H. pylori dan bukan
untuk menghasilkan strain-strain yang rintang di antara organisma yang masih
bertahan. Terapi tigaan biasanya melibatkan penggunaan metronidazola,
tetrasiklin atau amoksisilin, dan sebatian bismut (de Boer & Tytgat, 2000).

Gabungan dua antibiotik yang terdiri daripada klaritromisin (250 mg)
dan metronidazola (400 mg) serta penggunaan omeprazola (20 mg) sebagai
perencat pam proton, dikatakan berkesan. Penggunaan bismut sering dianggap
menyebabkan kesan sampingan, maka ia digantikan dengan perencat pam
proton dan jangka masa rawatan dikurangkan kepada tujuh hari (de Boer &
Tytgat, 2000). Perencat pam proton dapat meningkatkan keberkesanan
rawatan di mana ia meningkatkan pH perut, mengganggu persekitaran
optimum H. pylori di dalam perut di samping menyediakan persekitaran yang

sesuai untuk tindakan antibiotik yang lebih berkesan.
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Klaritromisin stabil pada keadaan berasid, mudah larut dan cenderung
bertindak pada lapisan mukosa perut. Gabungan-gabungan lain juga ada
digunakan seperti yang ditunjukan dalam Jadual 1.2. Di samping melibatkan
kos yang murah, kaedah terapi ganda tiga dikatakan 90% mampu
memusnahkan kehadiran H. pylori (Zullo et al., 2003).

Terapi Ganda Empat

Rawatan terapi ganda empat selama dua minggu melibatkan pengaruh
dua jenis antibiotik, drug penindas asid dan pelindung lapisan perut merupakan
kaedah terapi terkini dalam merawat jangkitan oleh H. pylori. Kadar
pembunuhan yang dipamerkan melebihi 90% (Treiber et al., 1998). Ianya
juga dikenali sebagai terapi ganda tiga bismuth. Antara gabungan drug dan
antibiotik yang digunakan ialah seperti perencat pam proton, bismuth,
metronidazola dan tetrasiklin. [a memerlukan prarawatan dengan perencat pam
proton selama 3 hari.

Penggunaan metronidazola lebih berkesan apabila digabungkan bersama
bismut, tetrasiklin dan perencat pam proton (Graham et al., 2000). Rawatan
selama 14 hari ini biasanya mencadangkan pengambilan metronidazola (500
mg), tetrasiklin (500 mg), omeprozola (20 mg), serta 2 tablet bismuth
subsalisiklat. Graham et al., (2000), melaporkan daripada 26 pesakit, 24
orang daripadanya dapat disembuhkan di mana kadar kejayaan terapi ganda
empat mencapai 92%. Tidak seperti kaedah terapi tigaan, tempoh rawatan
dengan terapi ganda empat lebih singkat. Namun masalah yang sama masih
lagi berlaku iaitu pesakit perlu mengambil dos harian yang banyak iaitu 4 kali

sehari serta kesan sampingan lebih kerap berlaku. Ini menyebabkan pakar-
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Jadual 1.2 : Gabungan terapi yang digunakan untuk menghapuskan H. pylori.

Omeprazole 40 mg sehari atau 20 mg bd
- Amoksisilin 500 mg tds

- atau Klaritromisin 500 mg tds untuk 2 minggu

Bismuth subsalisiklat 1 tablet (120 mg) qid atau 2 (240 mg) tablet bd
- Amoksisilin 500 mg tds atau
Tetrasiklin 500 mg tds
- Metronidazola 400 mg tds untuk 2 minggu

Omeprazole 20 mg sehari atau bd dan diikuti dengan 2
- Metronidazola 400 mg bd
- Amoksisilin 500 mg bd
- Klaritromisin 250 mg atau 500 mg bd untuk 1 minggu

Histamin — penerima H, antagonis
(cth: Ranitidine 300 mg sehari atau Famotidine 40 mg sehari)
- Amoksisilin 500 mg tds

- Metronidazola 400 mg tds untuk 2 minggu
Nota:

bd : dua kali sehari (bis die)

tds /tid tiga kali sehari (ter in die)

qid : Empat kali sehari (quarter in die)

Sumber: http://www.acadmed.org.my/cpg/
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pakar perubatan mengambil tindakan yang berhati-hati dalam memberi
rawatan terapi ganda empat ini.

Contoh-contoh antibiotik, bahan pelindung lapisan perut dan bahan anti-
penghasil asid yang digunakan dalam rawatan H. pylori diringkaskan dalam
Jadual 1.2.

1.7.6 Masalah Daripada Penggunaan Antibiotik
1.7.6.1 Kerintangan terhadap antibiotik.

Keberkesanan kaedah terapi yang melibatkan gabungan antara antibiotik
dan drug penindas asid dalam membasmi H. pylori dewasa ini tidak dinafikan.
Namun masalah lain pula timbul yang menjadikan rawatan berkenaan masih
mempunyai kelemahan. Penggunaan antibiotik didapati telah mewujudkan
fenomena kerintangan terhadap antibiotik itu sendiri (Kalach et al., 2001).
Antibiotik pada kebiasaannya tidak diberikan secara monoterapi kerana
kurang berkesan (Graham et al., 1999). Rawatan yang diberikan melibatkan
dua antibiotik, klaritromisin dan tetrasiklin atau amoksisilin atau
metronidazola dan sejenis drug penindas asid (omeprazola) diberikan kapada
pesakit.

Punca kegagalan rawatan disebabkan oleh kerintangan H. pylori terhadap
klaritromisin atau metronidazola (Megraud ef al., 1997). Kerintangan terhadap
klaritromisin adalah tinggi walaupun ia merupakan antibiotik yang paling
berkesan untuk menentang H. pylori (Graham et al., 2000). Hal ini pertama
kali dilaporkan oleh Versalovic et al., 1996. Klaritromisin adalah kumpulan
makrolida yang mempunyai kerintangan silang terhadap antibiotik lain dalam

kelas yang sama (Kalach et al., 2001) .
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Keupayaan kerintangan terhadap antibiotik yang sering digunakan dalam
terapi ganda tiga ini semakin meningkat (Graham, 1998) termasuklah
metronidazola (Alarcon et al., 1999) dan tidak terkecuali amoksisilin (Dore et
al., 1999). Mekanisme kerintangan antibiotik ini adalah disebabkan oleh
mutasi yang berlaku dalam gen kromosom (Wang et al., 2001). Prevalens
kerintangan terhadap klaritromisin adalah sebanyak 5% dilaporkan semakin
meningkat (Graham et al., 1999).

Kerintangan terhadap klaritromisin adalah meragukan kerana
penggunaan makrolida yang semakin banyak dan kerintangan klaritromisin
adalah disebabkan oleh kerintangan silang di kalangan makrolida, termasuk
eritromisin. Kerintangan klaritromisin banyak dikesan di dalam 96% pesakit
(Graham et al, 1999) setelah gagal dirawat oleh terapi ganda dua
(klaritromisin dan omeprazola). Fenomena ini menjadi salah satu punca
ketidakjayaan terapi ganda dua berbanding dengan terapi ganda tiga (Behrens
etal., 1999).

Pakar mempercayai bahawa penggunaan terapi yang berasaskan
metronidazola dan klaritromisin adalah paling berkesan dalam merawat
jangkitan H. pylori. Walaubagaimanapun, mengikut kajian di Amerika,
kerintangan primer isolat H. pylori daripada beberapa hospital terhadap
metronidazola dan klaritromisin adalah tinggi  (Osato et al., 1999).
Kerintangan terhadap metronidazola mencadangkan penggunaan antibiotik
yang lain sebagai alternatif rawatan (Coudron & Stratton, 1998). Di Malaysia,
kerintangan terhadap metronidazola oleh beberapa strain H. pylori pernah
dilaporkan (Parasakthi & Goh, 1992). Kajian yang di jalankan di Pulau Pinang

menunjukkan MIC >8ug/ml bagi metronidazola (Azlan, et al., 2002). Di
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Singapura pula kadar kerintangan terhadap metronidazola dilaporkan
meningkat daripada 20% hingga 62% antara tahun 1995 hingga awal tahun
1997 (Hua et al., 1998).

Hal ini disebabkan oleh penggunaan metronidazola yang meluas di
beberapa buah negara tropika untuk merawat jangkitan parasit tanpa kawalan
(Megrand , 2001). Maka kerintangan metronidazola telah menimbulkan
pelbagai kesan apabila pesakit yang mengalami kerintangan metronidazola
dirawat dengan bismuth subsalisiklat, metronidazola (250 mg) dan tetrasiklin
(500 mg). Sebagai contoh, 65% yang mengalami kerintangan metronidazola
berjaya dirawat setelah menggunakan gabungan tersebut (Graham et al.,
1999). Walaubagaimanapun di Korea, 76% pesakit yang rintang terhadap
gabungan ini terpaksa menukarkan kepada gabungan omeprazola, amoksisilin
dan klaritromisin (Kim et al., 2003).

Penggunaan amoksisilin dalam rawatan telah menjadi suatu kemestian.
Sejak tahun 1996, sebanyak tujuh strain H. pylori didapati mempamerkan
tahap kerintangan yang tinggi terhadap amoksisilin (Han et al., 1999).
Kerintangan terhadap tetrasiklin dan amoksisilin bukan perkara biasa
walaupun kerintangan beberapa strain H. pylori terhadap metronidazola dan
klaritomisin biasa dilaporkan (Graham ef al., 1999).

Perkara penting terlibat dalam rawatan antibiotik terhadap H. pylori
melibatkan drug yang turut diguna bagi jenis jangkitan lain. Oleh itu, analisis
fenomena kerintangan ini haruslah memberi fokus terhadap kaitan bersama
antibiotik dan bakteria patogen, di samping menekankan kepentingan analisis
variasi geografi dan evolusi mengikut masa (Glupczynski et al., 1992). Maka,

gabungan antibiotik yang lain harus diteliti bagi mengelak masalah yang sama
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timbul. Oleh sebab itu, kaedah alternatif yang lebih berkesan harus dikaji
selain penggunaan antibiotik semata-mata.

Kerintangan antibiotik oleh H. pylori telah menjadi isu utama dalam
mengubati pesakit ulser dan gastritis. Masalah ini perlu diambilkira dalam
memilih gabungan agen-agen antibiotik yang lain memandangkan kerintangan
antibiotik adalah punca utama kegagalan rawatan di dalam pesakit.Tambahan
pula pesakit perlu mengikuti aturan pengambilan dos yang lebih kerap dalam
kuantiti yang banyak dan masalah juga dikenalpasti sebagai salah satu
kelemahan rawatan antibiotik. Punca dan akibat kegagalan rawatan masih
berlaku setelah menggunakan pelbagai kaedah terapi yang moden (Goddard,
1998). Kajian yang lebih saintifik perlu dilakukan untuk menentukan
gabungan antibiotik yang dapat mengatasi masalah ini. Kaedah rawatan
alternatif perlu difikirkan segera agar dunia perubatan menemui penyelesaian
masalah dalam merawat jangkitan oleh patogen H. pylori (Hazell, 1999).

1.7.6.2 Kesan sampingan.

Rawatan untuk jangkitan H. pylori telah menyebabkan kesan sampingan
terhadap 30% individu (Goggin et al., 1993). Gejala-gejala seperti cirit-birit,
sakit tekak dan kolitis bak pseudomembran akan dialami oleh pesakit-pesakit
berkenaan. Penggunaan amoksisilin, sebagai contohnya boleh mendatangkan
kandidiasis, ruam dan cirit-birit dan tetrasiklin menyebabkan pelunturan
warna gigi pada kanak-kanak manakala penggunaan metronidazola boleh
mengakibatkan mual, cirit-birit dan perubahan deria rasa (Bergogne-Berezin,
2000).

Bismut pula mungkin menyebabkan sembelit, cirit-birit dan air liur

menjadi hitam pada sesetengah pesakit. Tambahan pula jika gabungan
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1.7.6.3

antibiotik tidak berkesan kepada pesakit, pegawai perubatan akan
meningkatkan dos tinggi atau memberikan gabungan yang lain untuk
menyembuhkan pesakit. Dengan itu kesan sampingan yang akan dialami
mungkin lebih teruk (Abbas ef al., 2003) .
Tak-komplian

Salah satu lagi punca kegagalan rawatan di kalangan pesakit yang
dijangkiti oleh H. pylori ialah mereka tidak mematuhi arahan pengambilan
antibiotik. Arahan agar dos dihabiskan pada jangkamasa yang ditetapkan,
tidak dipatuhi. Perkara ini timbul kerana pesakit perlu mengambil dos ubat-
ubatan yang banyak setiap hari untuk suatu jangkamasa yang agak panjang
(Marshall et al., 2000). Sebagai contoh rawatan terapi ganda tiga, ia
memerlukan pesakit mengambil dos 2 kali sehari selama 10 hingga 14 hari.
Terdapat juga kes serius yang memerlukan pesakit mengambil sehingga 20 pil
sehari (Marshall ef al., 2000). Pengambilan pil yang banyak akan merumitkan
pesakit. Oleh itu, pesakit mesti diterangkan dengan jelas mengenai masalah
yang akan timbul sekiranya mereka tidak menghabiskan dos yang diberikan.
Kerintangan antibiotik mudah berlaku jika pesakit tidak mengambil ubat-

ubatan tersebut dengan teratur.
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1.8

1.8.1

1.8.2

PELBAGAI TUMBUH-TUMBUHAN YANG MERENCAT H. PYLORI
SECARA IN-VITRO
Sejarah Kegunaan Tumbuhan Dalam Rawatan Jangkitan

Alam sekeliling kita memang penuh dengan kepelbagaian tumbuh-
tumbuhan. Ada di antaranya mempunyai sifat perubatan dan biasanya digunakan
dalam perubatan tradisional. Penggunaan perubatan tradisional mempunyai
pelbagai kelebihan berbanding dengan perubatan moden. Ini kerana ianya adalah
murah, senang diamalkan oleh masyarakat tempatan dan kurang memberi kesan
sampingan. Sebagai contohnya, Louis Pasteur merupakan orang pertama
menerangkan kesan antibakteria ekstrak bawang putih. Sesuai dengan sejarah
yang membuktikan khasiat bawang putih, ianya telah digunakan di seluruh
pelosok dunia sebagai agen antibakteria kerana keberkesanannya terhadap
kebanyakan patogen manusia. la juga didapati berkesan terhadap strain patogen
yang didapati rintang terhadap rawatan antibiotik. Gabungan bawang putih dan
antibiotik memberi kesan sinergistik dan bawang putih juga boleh menghalang
penghasilan toksin oleh mikroorganisma (Sivam, 2001).
Kegiatan anti-H. pylori in-vitro Oleh Beberapa Tumbuhan

Setelah mengenalpasti masalah yang wujud hasil daripada penggunaan
bahan kimia iaitu antibiotik maka para penyelidik sekarang mencuba kaedah
baru dalam mencari bahan semulajadi yang menunjukkan aktiviti anti-H. pylori.
Satu alternatif yang kian mendapat perhatian para penyelidik dan ternyata
berkesan dalam membasmi H. pylori ialah dengan menggunakan tumbuhan yang
pernah digunakan dalam perubatan tradisional. Kajian secara in vitro dan in vivo
yang telah dilakukan ada menunjukkan kemungkinan H. pylori boleh dirawat

dengan menggunakan pelbagai ubat tradisional (Cassel-Beraud et al., 1991;
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Fabry et al., 1996a; Fabry et al., 1996b; Zhang et al., 1997; Germano et al.,
1998; Yesilada et al., 1999; Sivam, 2001). Sehingga kini beberapa tumbuhan
herba tempatan dan daripada seluruh dunia telah dikenalpasti mempunyai
aktiviti anti-H. pylori. Rawatan dengan ubat tradisional tidak menunjukkan
sebarang kesan sampingan berbanding dengan antibiotik komernsial kerana
kebanyakan ubat tersebut merupakan sebahagian daripada makanan harian dan
amalan pemakanan manusia setempat.
1.8.2.1 Bawang Putih atau Allium sativum.

Bawang putih atau A/lium sativum mempunyai komponen bioaktif iaitu
alisin yang didapati menunjukkan kesan anti-H. pylori (Cellini et al., 1996;
Sivam et al., 1997; O'Gara et al., 2000; Sivam, 2001) dan kajian juga mendapati
ada strain H. pylori yang rintang terhadap rawatan antibiotik metronidazola juga
dapat dirawat dengan bawang putih (Cellini et al., 1996). Bagi mengelakkan
jangkitan bakteria ini, amalan mengambil A//ium sativum dalam makanan harian
masyarakat Malaysia perlu diteruskan. Bahan kimia yang terdapat di dalam
Allium sativum mampu menjadi asas bagi terapi anti-H. pylori yang baru kerana
kesan antimikrobnya yang luas dan dapat mengurangkan masalah kerintangan
(O'Gara et al., 2000).

Kesan langsung intragastrik boleh berlaku oleh sebab kesan
antimikrobnya tidak akan dipengaruhi oleh persekitaran berasid di dalam perut
malah jus gastrik itu sendiri dapat merangsang tindakan antimikrob ini.
Berdasarkan data kajian yang diperolehi, insidens penyakit peptik ulser adalah
rendah bagi mereka yang mengamalkan pemakanan bawang putih berbanding
golongan yang mengambilnya dalam kuantiti rendah (Sivam et al., 1997).

Kajian yang dilaporkan oleh O’Gara et al. (2000), menunjukkan bahawa minyak
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1.8.2.2

1.8.2.3

bawang putih adalah lebih berkesan berbanding kehadirannya dalam bentuk
serbuk, dengan nilai MIC 8 pg/ml hingga 32 pg/ml untuk minyak bawang putih
dan 250 pg/ml hingga 500 pg/ml pula bawang putih dalam bentuk serbuk.

Buah Cili atau Capsicum frutescens.

Buabh cili (Capsicum frutescens) memang menjadi makanan kegemaran
masyarakat Malaysia. Siapa menyangka bahan aktif iaitu kapsaisin yang
ditemui di dalam sejenis lada berkesan terhadap penyakit gastroduodenum. Ia
merencat H. pylori pada kepekatan lebih daripada 10 pg/ml (Jones et al.,
1997). Para doktor memang melarang keras pengambilan makanan pedas
termasuklah kapsaisin bagi golongan pesakit ulser perut. Tetapi penyelidikan
yang dijalankan oleh Jones et al., (1997) membuktikan bahawa kapsaisin
merencat pertumbuhan H. pylori sekaligus mengubah persepsi ini. Kapsaisin
juga bertindak sebagai antispasmodik, dan juga mampu menghentikan
pendarahan selepas menjalani rawatan ulser.

Madu dari pokok Leptospermum scoparium

Madu merupakan bahan yang mempunyai pelbagai keistimewaan dan ia
juga tidak terkecuali dalam memberi potensi yang baik sebagai agen anti- H.
pylori. Sejenis madu manuka, Leptospermum scoparium telah diguna secara
tradisional dalam merawat dipepsia (al Somal et al., 1994). Kebolehan madu
ini telah diuji dengan ujian sensitif terhadap H. pylori. Malah dalam ujian MIC
pula menunjukkan, penambahan madu manuka di dalam agar sebanyak 5%
(v/v) sudah mampu merencat kesemua pertumbuhan dalam tempoh
pengeraman selama 72 jam. Kajian ini juga dapat menunjukkan bahawa agen

antibakteria menentang H. pylori juga hadir di dalam ekstrak pokok manuka.

32



1.8.2.4

1.8.2.5

Kajian lanjut juga dijalankan untuk menentukan aktiviti anti H. pylori
oleh madu dipengaruhi oleh kawasan dapatan madu. Walaubagaimanapun,
kesimpulan yang diperolehi daripada kajian ini menunjukkan bahawa kawasan
dapatan madu tidak mempengaruhi kesan anti-H. pylori tetapi kehadiran
hidrogen peroksida memberikan kesan membunuh kepadanya (Osato et al.,
1999).

Teh hitam atau teh hijau.

Ekstrak tumbuhan teh hitam atau teh hijau telah menunjukkan aktiviti
anti-H. pylori (Matsubara et al., 2003). Katechin, iaitu sejenis sebatian fenol
yang meliputi 15% berat kering teh hijau menunjukan pelbagai aktiviti biologi
(Kaya et al., 1990). Selain daripada itu tumbuhan teh ini juga mengandungi
banyak komponen bioaktif yang lain yang boleh menjadi drug bagi rawatan H.
pylori.

Kajian menunjukkan penggunaan sebatian katechin yang diekstrak
daripada teh hijau ini dikatakan berupaya merencat H. pylori secara in vivo dan
in vitro (Yanagawa et al., 2003). Mekanisme tindakannya masih lagi agak
kabur, tetapi kajian mengatakan aktiviti antibakteria ini berkait dengan
bilangan kumpulan hidroksil. Laporan menunjukkan catechin berupaya
memusnahkan membran lipid dwilapisan serta membran sel H. pylori
(Yanagawa et al., 2003). Kehadiran katechin bersama perencat pam proton
yang akan meneutralkan asid di dalam perut adalah berkesan, seperti terapi
ganda tiga (Mabe et al., 1999).

Bunga cengkeh atau Eugenia aromatica.
Sebagai bahan yang mempunyai kandungan berminyak, ianya mampu

memberi rasa kebas pada tisu dan akan mengurangkan rasa sakit. lanya
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1.8.3

digunakan secara tradisional dan memberi kesan sebagai agen antiseptik,
antibakteria, anti-yis serta anti-ulser. Oleh itu Eugenia aromatica berpotensi
sebagai agen antibakteria dan ia juga penting dalam merencatkan pertumbuhan
H. pylori (Howard, 1983) .

Perkembangan Kegunaan Ekstrak Tumbuhan Sebagai Anti-H. pylori.

Selain daripada tumbuhan yang dijelaskan sebelum (Bab 1.7.3) terdapat
juga tumbuhan lain yang telah lama terbukti mempunyai aktiviti anti-H. pylori.
Sejenis tumbuhan perubatan tempatan Jepun iaitu Rabdosia trichocarpa, secara
tradisionalnya digunakan untuk mengubati sakit perut didapati mengandungi
bahan antimikrob yang mampu merencat pertumbuhan H. pylori. Ekstrak
tumbuhan tradisional ini mungkin berpotensi dalam merawat gastritis (Kadota
etal., 1997).

Manakala tumbuhan peringkat tinggi dari Afrika Timur seperti Entada
abyssinica, Ximenia caffra, Azadirachta indica dan Spilanthes mauritiana juga
dilaporkan menunjukkan kesan anti-H. pylori (Fabry et al., 1996a). Selain itu,
ekstrak akues tumbuhan 7hymus didapati merencat pertumbuhan dan aktiviti
urease H. pylori manakala ekstrak Cinnamomon yang diekstrak dengan
menggunakan alkohol juga didapati merencat pertumbuhan H. pylori (Tabak et
al., 1996).

Sejenis liken, Cetraria islandia mempunyai aktiviti anti-H. pylori setelah
mendapati penggunaan tumbuhan ini secara tradisional untuk mengubati
gastritis dan gastroduodenum (Ingolfsdottir ez al., 1997).

Perkembangan terhadap perubatan tradisional dalam usaha merawat H.
pylori telah menarik ramai penyelidik-penyelidik luar negara menjalankan

kajian. Dengan menggunakan tumbuhan bersifat perubatan yang biasanya
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digunakan sebagai herba bagi perubatan tradisional di negara masing-masing
seperti Malagasy (Cassel-Berauud et al., 1991), Terminalia spinosa (Fabry et
al., 1996a), Thyme (Tabak et al., 1996), Terminalia spinosa, Ximenia caffra,
Harrisonia abyssinica (Fabry et al., 1996b), Rhizoma spp (Zhang et al., 1997),
Lycium chinense (Kim et al., 1997), Cefraria islandia (Igolfsdottir et al., 1997)
Pteleopsis suberosa (Germano et al., 1998), ubat tradisional anti-ulser negara
Turki (Yesilada et al.,1999), Epilobium spp (Battinelli et al., 2001),
Aristolochia paucinervis (Gadhi et al., 2001) dan Yugatec mayam (Ankli et al.,
2002) telah menunjukkan aktiviti anti-H. pylori. Boleh dikatakan setiap tahun
bermula 1991, perkembangan kajian penyelidikan ini diterbitkan dalam
makalah-makalah antarabangsa. Kesemua penyelidik tersebut melaporkan
ekstrak daripada tumbuh-tumbuhan itu boleh menghalang pertumbuhan H.
pylori dan sangat berguna untuk merawat penyakit gastritis dan ulser peptik.
Penyelidikan yang telah dan sedang dijalankan di Malaysia (Universiti
Sains Malaysia) pula membuktikan keberkesanan ekstrak tumbuhan yang telah
digunakan oleh masyarakat tempatan untuk mengurangkan sakit perut yang
mungkin berkaitan dengan H. pylori. Tumbuhan yang digunakan ialah seperti
Languas (Alpinia) galanga, Zingiber officinale, Jatropha podargrica,
Orthosiphon stamineus, Melastoma malabthricum, Hibiscus rosaisinensis,
Zingiber spectabile dan Melia indica (Uyub & Azlan, 2001). Kesemua jenis
tumbuhan yang dinyatakan di atas biasanya digunakan oleh masyarakat
tempatan untuk merawat sakit perut yang mungkin berkaitan dengan H. pylori.
Penyelidikan selanjutnya adalah amat diperlukan untuk mengetahui
potensi tumbuhan tempatan ini sebagai alternatif kepada antibiotik dan drug

bagi rawatan terhadap H. pylori. Kesan anti-H. pylori ini perlu diuji secara in
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1.9

vivo pada masa akan datang untuk mengetahui aktivitinya dalam keadaan
sebenar perut manusia yang sangat berasid. Berdasarkan keputusan daripada
kajian terkini yang telah dijalankan didapati ekstrak Derris trifoliata amat

memberangsangkan berbanding dengan tumbuhan yang lain.

DERRIS TRIFOLIATA.

Derris trifoliata adalah sejenis tumbuhan pemanjat yang berkayu. lanya
dikelaskan dalam famili Leguminosae, order Fabales dan subkelas Rosidae
(Kamarudin & Latiff, 2002). Bunganya adalah berwarna putih. Daun berbentuk
linear dan apeks yang emarginat serta permukaan bawah pudar. Rakis dan
petiol pula berbulu. Nama tempatan yang digunakan adalah ‘Samseng’
(Terengganu), Ketui, Setui, Salang atau Malapari. Menurut Burkill pada tahun
1935, tumbuhan ini digunakan sebagai ubat perangsang, anti-kekejangan dan
merawat gatal-gatal (Kamarudin & Latiff, 2002). Di Terengganu pula, ia
digunakan oleh penduduk asli untuk mengubati sakit perut dan sakit batu
karang. Cara penggunaannya adalah dengan merebus batang selama setengah
hari atau sekurang-kurangnya enam jam. lanya ditapis dan kemudiannya
diminum. Ekstrak rotenoid tumbuhan daripada genus yang sama juga telah
diuji iaitu Derris malaccensis yang juga bertindak sebagai anti H. pylori
(Takashima et al., 2002). Manakala Derris scandens digunakan untuk merawat

penyakit arthritis (Laupattarakasem et al., 2003).
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1.10

OBJEKTIF KAJIAN

Menyaring ekstrak tumbuhan tempatan yang merencat H. pylori secara
in-vitro.

Menentukan kandungan kimia tumbuhan terpilih (D. trifoliata) dan
memisahkan ekstrak KLLO kepada pelbagai fraksi alkaloid.

Menguji spesifisiti tindakan pelbagai fraksi alkaloid terhadap H. pylori
dan tahap ketoksikannya terhadap anak udang brin, A. salina.
Menentukan kepekatan perencatan minimum (MIC) fraksi alkaloid dan
kesannya terhadap pertumbuhan dan perubahan morforlogi H. pylori
dalam kultur sekelompok.

Mengecamkan identiti kimia fraksi aktif alkaloid berdasarkan kepada

rujukan perpustakaan GC-MS dan NIST.
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PENYARINGAN EKSTRAK TUMBUH-TUMBUHAN YANG DAPAT

MERENCAT H. PYLORI.

PENGENALAN AM

Penggunaan perubatan tradisional yang terdiri daripada tumbuh-
tumbuhan semulajadi Iebih mudah diterima oleh sistem tubuh kita berbanding
dengan drug sintetik. Perkara ini disebabkan oleh kepekatan bahan aktif di
dalam tumbuhan semakin rendah semasa persediaan ekstrak dilakukan.
Kepekatannya yang rendah boleh diterima oleh badan tanpa sebarang kesan
ketoksikan kecuali bagi beberapa jenis tumbuhan yang amat toksik (Fasihuddin
& Hasmah, 1993). Sementara itu penggunaan antibiotik pula dalam rawatan
memberi kesan terhadap flora normal menyebabkan kewujudan kesan
sampingan (Adamek et al., 1992)

Dalam ha ini, terdapat banyak tumbuhan yang digunakan dalam
perubatan tradisional. Kebanyakan pengamal perubatan tradisional ini tidak
mempunyai bukti saintifik, keranaianya hanya berdasarkan kepada pesanan atau
amalan yang telah dilakukan oleh generasi terdahulu. Oleh itu, bukti daripada
kajian saintifik perlu dilakukan untuk memastikan bahawa dakwaan pengamal
perubatan ini mempunyai asas.

Dalam melaksanakan hal yang berkaitan dengan ini, pengumpulan data
yang berkaitan dengan tumbuhan yang dapat mengubati penyakit ulser, sakit
perut dan berkaitan dengannya telah dilakukan untuk ujian penyaringan terhadap
pertumbuhan H. pylori. Asas kepada pengumpulan berdasarkan kepada
pengetahuan pengamal-pengamal perubatan tradisional, rujukan kepada buku-

buku perubatan tradisional seperti Pengenalan Dan Penggunaan Herba Ubatan
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(Abd. Rahman, 1998) dan Tumbuhan Ubatan Malaysia (Kamarudin & Latiff,
2002) serta rujukan keratan akhbar Mingguan Malaysia.

Kaedah yang biasa digunakan dalam perubatan tradisional adalah
penggunaan terus daripada tumbuhan seperti memakan terus, minum rebusan air
dan menggosok terus ke tempat yang hendak diubati. Walaubagaimanapun
dalam kaian bab ini pengekstrakan dilakukan secara berperingkat dengan
menggunakan empat jenis pelarut iaitu PE, KLO, MET dan air suling untuk
mengel uarkan bahan-bahan aktif yang ada dalam tumbuhan yang terbabit. Bahan
aktif tersebut akan diuji pada H. pylori untuk menentukan kebolehannya dalam
merencatkan pertumbuhan bakteria tersebut.

Objektif utama di dalam Bab 2 ini adalah menyaring ekstrak tumbuhan
yang paling aktif sebagai anti-H. pylori. Kaedah asas yang digunakan dalam
kajian ini adalah kaedah pembauran cakera. Kaedah ini sering digunakan dalam
ujian perencatan pertumbuhan bakteria kerana ianya mudah dan lebih ekonomi
(Chaves et al., 1999). la akan memberikan keputusan berbentuk diameter
perencatan pertumbuhan H. pylori oleh suatu ekstrak tumbuhan. Umumnya
semakin besar saiz zon yang terbentuk, maka ekstrak tersebut dikatakan
berpotensi merencat pertumbuhan H. pylori dengan baik. Walaubagai manapun
di dalam bab ini, kandungan sampel ekstrak per cakera terbabit perlu diambil
kira. Ini kerana kebolehan ekstrak untuk merencat pertumbuhan H. pylori
dianggap tidak berkesan walaupun diameter perencatannya besar tetapi

memerlukan kandungan sampel per cakera ekstrak yang lebih banyak.
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2.2

221

222

2.2.3

BAHAN DAN KAEDAH

Pensterilan

Peralatan kaca, tip mikropipet, air suling, forsep dan cakera AA 6mm
(Whatmann, UK) disterilkan dengan menggunakan autoklaf (Sakura, Jepun)
pada suhu 121°C selama 20 minit. Sementara itu, medium agar dan medium
cecair diautoklaf pada suhu 121°C selama 15 minit kecuali agar Eugon
diautoklaf pada suhu 118° C selama 15 minit. Manakala pensterilan ekstrak-
ekstrak tumbuhan pula dijalankan dengan penurasan membran (Whatman, UK),
dengan saiz liang 0.2 um dan berdiameter 25 mm.
Sumber kultur

Kultur H. pylori strain 47 yang digunakan di dalam kajian ini merupakan
pencilan daripada biopsi antrum pesakit gastritis seorang wanita berbangsa
India yang berumur 60 tahun. Wanita tersebut diendoskopkan di Hospital
Seberang Jaya, Pulau Pinang pada tahun 1998.
Medium Pengkulturan

Agar Eugon (BBL, Cockeysville MD, USA) yang mengandungi darah
manusia pada kepekatan muktamad 10% o, (V/v) (selepas ini dirujukkan sebagai
agar EBA) digunakan sebagai medium pertumbuhan H. pylori. Penyediaan
medium adalah mengikut sukatan piawai iaitu 45 g serbuk agar Eugon bagi
isipadu 1 liter air. Selepas diautoklaf, EBA dibiarkan sejuk sehingga suhu
mencecah 50° C, kemudian darah dipipetkan, dicampurkan sehingga sekata

sebelum dituang ke dalam piring petri.
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2.2.5

2.2.6

227

Pengeraman kultur

H. pylori strain 47 merupakan kultur kawalan yang digunakan dalam
Makmal 207 Pusat Penggjian Sains Kgjihayat. Bakteria H. pylori ini merupakan
bakteria mikroaerofili dan dieramkan pada suhu 37°C di dalam inkubator yang
mengandungi atmosfera 10% CO,-udara (ShelLab, UK). Pertumbuhan yang
nyata dapat dilihat selepas 84 jam. Oleh itu H. pylori akan di subkultur untuk
Setiap 84jam.
Medium Pengawetan

Medium pengawetan yang digunakan ialah medium kaldu Soya
Triptikase (BBL, Cockeysville MD, USA) [TSB]. Sebanyak 3 g TSB dalam
100ml air suling yang ditambah 15%,, (v/v) gliserol. Selepas diautoklaf, ianya
dibiarkan sgjuk kepada suhu bilik sebelum ianya dapat digunakan.
Pengawetan Kultur

Kultur H. pylori ini disimpan dalam jangka masa yang panjang dengan
menggunakan medium kaldu TSB + 10%,, (V/v) gliserol. TSB (Bab 2.2.5.)
dipipet ke atas permukaan agar EBA yang ditumbuhi kultur H. pylori. Dengan
menggunakan batang kaca berbentuk L, kultur tersebut dituai. Ampaian yang
mengandungi sel bakteriaini dipipet ke dalam tiub kriogen (Nalgene, USA) dan
dilabel mengikut spesies masing-masing serta tarikh dan dissmpan pada suhu —
70°C.
Penyediaan Inokulum

Air suling steril (2 ml) dipipetkan ke atas EBA yang mempunyai kultur
H. pylori yang telah dieram seperti dijelaskan dalam (Bab 2.2.4). la
kemudiannya dituai menggunakan batang kaca berbentuk L untuk mendapatkan

ampaian kultur. Ampaian kultur itu dimasukan ke dalam botol Bijou steril dan
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2.2.8

2.29

2.2.10

kekeruhannya diselaraskan ke tahap piawai MacFarland 5.0 (Biomeriaux,
Perancis) sebelum digunakan.
Pemilihan Tumbuhan

Tumbuhan dipilih berdasarkan kepada catatan perubatan tradisional yang
berkaitan dengan penyakit ulser, pedih hati, rawatan luka dan sakit perut (Jadual
2.1).
Penyempelan

Tumbuhan yang diperolehi itu dibahagikan kepada bahagian-bahagian
tertentu seperti batang, daun, ubi dan akar atau keseluruhan tumbuhan tersebut.
Setiap bahagian dan setiap pelarut dikenali sebagal satu sampel (Jadual 2.1).
Sampel-sampel yang telah dibersihkan di keringkan selama 6 hingga kepada 12
jam di dalam ketuhar pengering (Memmert, Jerman) yang bersuhu 60°C. la
kemudiannya dipotong halus dan dikisar dengan mesin pengisar (Moulinex,
Perancis).
Pengekstrakan Tumbuhan

Sohklet digunakan dalam pengekstrakan bahan aktif daripada bahagian
tumbuhan. Pengekstrakan dilakukan secara berperingkat iaitu dimulai dengan
pelarut PE (40° C — 60° C), diikuti KLO, seterusnya MET dan akhirnya EA.
Setiap sampel (10 g) dimasukkan ke dalam telaga yang kemudiannya
dimasukkan ke dalam sohklet. Sebanyak 200 ml pelarut dimasukkan ke dalam
kelalang. Prinsip sohklet berdasarkan proses kondensasi daripada pemeruapan
pelarut tersebut. Proses pengekstrakan dijalankan sekurang-kurangnya 6 hingga
8 jam atau sehingga semua warna pelarut dalam sohklet kelihatan jernih, ia
kemudian dipekatkan dengan aa penygat (IkaWerke, Jerman), dan

dikeringkan dalam ketuhar pengering.
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Jadual 2.1 : Tumbuh-tumbuhan dan bahagian-bahagian serta pelarut yang digunakan dalam pengekstrakan.

AMALAN BAHAGIAN: PELARUT DIGUNAKAN
BIL | NAMA TEMPATAN NAMA SAINTIFIK KEGUNAAN INO SAMPEL]
1. Dukung Anak ** Phyllanthus niruri Rawatan Luka Keseluruhan: PE, KLO, MET, H,O [S1,S2,S3 S4]
2. Kacip Fatimah ** Labisia pumila Rawatan Luka Akar: MET, H,O [S5,S6]
3. Ayam Emas * Demos cochinchinensis Rawatan Luka Daun: MET, H,O [S7,S8]
4, Semalu ** Mimosa pudica Rawatan Luka Keseluruhan: PE, KLO, MET, H,O [S9,S10,S11,S12]
5. Jambu Batu * Psidium guajava Rawatan Luka Daun: PE, KLO, MET, H,0 [S13,S14,S15,S16]
6. Keman Air # Neptunia oleraceae Sakit Perut Daun: PE, KLO, MET, H,0 [S17,S18,S19,S20]
7. Geti # Sesbania grandiflora Sakit Perut Daun: PE, KLO, MET, H,0O [S21,S22,523,524]
Akar: PE, KLO, MET, H,0 [S25,526,527,S28],
8. Jarak Bunting * Jatropha podagrica Penyakit Ulser Daun: PE, KLO, MET, H,0,0 [S29,S30,S31,S32],
Batang: PE, KLO, MET, H,0 [S33,S34,S35,S36]
9. Misai Kucing ** Orthosiphon stamineus Sakit Perut g:yaigpgﬁlf;gb%dﬁéif?ﬁozés[é}1S ’?’Si’zsfsi’:ss jé(i]:l]
10. | Pegaga * Centella asiatica Pedih hati Keseluruhan: PE, KLO, MET, H,O [S45,S46,S47,S48]
11. | Paku Rawan * Limnocharis flava Rawatan Luka Daun: PE, KLO, MET, H,0 [S49,S50,S51,S52]
12. | Jarum Tujuh Bilah* Pereskia saecnarosa Anti barah Daun: PE, KLO, MET, H,0 [S53,S54,S55,S56]
13. | Terung Pipet * Solanum torvum Rawatan Luka Biji: PE, KLO, MET, H,0 [S57,S58,559,S60]
14. | Peria Pantai * Colubrina asiatica Rawatan Luka Daun: PE, KLO, MET, H,O [S61,S62,S63,S64]
15. | Halia ** Zingiber officinal Sakit Perut Ubi : PE, KLO, MET, H,O [S65,566,S67,S68]
16. | Pokok Kekacang* Mitrasaeme alsinoides Rawatan Luka Daun: PE, KLO, MET, H,0 [S69,5S70,S71,S72]
Kekunci:
* = Daripada Pengamal Perubatan Tradisional
ok = Daripada buku Pengenalan Dan Penggunaan Herba Ubatan oleh Abd. Rahman Md. Derus (1998).
# = Daripada buku Tumbuhan Ubatan Malaysia oleh Kamarudin Mat Salleh (2002).
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sambungan Jadual 2.1

NAMA AMALAN BAHAGIAN: PELARUT DIGUNAKAN
BIL TEMPATAN NAMA SAINTIFIK KEGUNAAN [NO SAMPEL]
17. | Lengkuas** Languas(Alpinia) galanga Sakit Perut Ubi: PE, KLO, MET, H,0 [S73,S74,575,S76]
18. | Pokok Samseng * Derris trifoliata Penyakit Ulser Batang: PE, KLO, MET, H,0 [S77,578,579,S80]
19. | Beluntas * Pluchea indica Penyakit Ulser Daun: PE, KLO, MET, H,0O [S81,S82,S83,S84]
20 Senduduk Biru # Melastoma malabathricum Rawatan Luka & | Daun: PE, KLO, MET, H,O [S85,S86,S87,S88],

' (var-blue) Sakit Perut Batang: PE, KLO, MET, H,O [S89,590,S91,S92]
. Hibiscus rosa sinensis (var- Daun: PE, KLO, MET, H,0O [S93,S94,595,596],

21. | Bunga Raya Putih® | ()., ) ( Rawatan Luka | g0 0. PE, KLO, MET, HzO[ [S97,598,599,S 1]001
22. I;ngfngipal Chomolaena odorata Rawatan Luka | Daun: PE, KLO, MET, H,O [S101,5102,5103,S104]
23. | Pertawali # Tinospora ordifolia Anti Bakteria Batang: PE, KLO, MET, H,0 [S105,S106,S107,S108]
24. | Lembiaga * Calotropis gigantea Sakit Perut Daun: PE, KLO, MET, H,O [S109,S110,S111,S112]
25. | Ulamraja * Cosmos caudatus Pedih hati Daun: PE, KLO, MET, H,O [S113,S114,S115,S116]
26. | Kesum ** Polygonum minus Sakit Perut Daun: PE, KLO, MET, H,O [S117,S118,S119,S120]
27. | Petai # Parkia speciosa Sakit Perut Biji: PE, KLO, MET, H,O [S121,S122,S123,S124]
28. | Serai ** Cymbopogon citratus Sakit Perut Batang: PE, KLO, MET, H,0 [S125,S126,S127,S128]
29. | Cekur ** Kaemferia galanga Rawatan Luka BETHPEFI’(%?M%"ETﬁIQg?S[IS 31 32’ 98’18 31:,%’18 31 53 ’IS,IS 31 63]2]’
30. | Sirith # Piper betle Penyakit Ulser Daun: PE, KLO, MET, H,0 [S137,S138,S139,S140]
31. | Bunga Kantan * Phaeomeria imperialis Pedih hati Bunga: PE, KLO, MET, H,0 [S141,5142,5143,5144]
32. | Emas Cotek * Ficus deltoides Rawatan Luka Daun: PE, KLO, MET, H,O [S145,S146,S147,S148]
Kekunci:
* = Daripada Pengamal Perubatan Tradisional
ok = Daripada buku Pengenalan Dan Penggunaan Herba Ubatan oleh Abd. Rahman Md. Derus (1998).
# = Daripada buku Tumbuhan Ubatan Malaysia oleh Kamarudin Mat Salleh (2002).
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Berat kering ekstrak dicatat dan kemudian pelarut dimetilsulfooksida

(DMSO) digunakan untuk melarutkan ekstrak yang dikeringkan tadi. Ekstrak

yang siap dilarut dengan DM SO dan disteril dengan penuras membran disimpan

di dalam peti ais untuk digunakan dalam ujikaji seterusnya. Setigp sampel

ekstrak terdiri daripada bahagian-bahagian pokok yang berbeza yang diekstrak

dengan empat pelarut yang berlainan. Dalam kajian ini sebanyak 32 spesies

terlibat dengan 148 sampel ekstrak yang telah diuji (Jadual 2.1)

2.2.11 Penentuan Kadar Perencatan Dengan Kaedah Pembauran Cakera.

22111

22112

22113

Penyediaan cakera yang mengandungi ekstrak tumbuhan.

Empat puluh mikroliter (20 pl X 2) ekstrak sampel yang steril dititiskan
ke atas cakera AA 6 mm (Whatman, UK). Ekstrak dibiarkan kering selama 5
minit sebelum dititiskan sekali lagi dan kemudiannya dibiarkan kering.
Ujian kepekaan H. pylori terhadap ekstrak tumbuhan

Putik kapas steril dicelup kedalam inokulum H. pylori (Bab 2.2.7),
seterusnya dicoretkan pada permukaan plat EBA. Sebaran inokulum
dilakukan sebanyak tiga kali dengan cara memusingkan plat sebanyak 60°C.
Penempatan cakera kering yang mengandungi ekstrak (Bab 2.2.11.1)
dilakukan menggunakan forsep steril mengikut kawasan dilabel. Plat
dibahagi kepada 6 bahagian, termasuk 2 cakera yang dititiskan dengan air
suling dan DM SO yang bertindak sebagai kawalan.
Pemerhatian perencatan pertumbuhan H. pylori

Selepas 84 jam kultur dieram, zon cerah yang terbentuk di sekeliling
cakera diperhatikan. Diameter zon dicatat dalam unit millimeter (mm)
dengan bacaan diambil sebanyak tiga kali dengan cara memusingkan plat

sebanyak 60°C.
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2.3

KEPUTUSAN

Di dalam proses ini tahap kandungan ekstrak adalah tidak sama. Ini
disebabkan oleh hasil yang diperolehi daripada pengekstrakan tidak memberikan
berat yang sama. Oleh itu, satu nila kepekatan yang tetap tidak dapat
ditentukan, maka nilai nisbah diambil untuk membuat penilaian bagi kajian ini.
Nilai nisbah ini adalah terdiri daripada diameter perencatan dibahagi jumlah
berat ekstrak yang terkandung dalam sekeping cakera. Pengiraan untuk
kandungan bahan aktif dalam sekeping careka adalah berdasarkan kepada
kepekatan ekstrak (mg/ul) dan didarabkan dengan 40 ul, oleh kerana 40 pnl
adal ah tahap maksimum yang boleh dititiskan pada sekeping cakera.

Daripada Jadual 2.2 dan Plat 2.1(a-h) didapati lima sampel ekstrak
menghasilkan purata diameter perencatan yang melebihi 30 mm iaitu ekstrak PE
akar tumbuhan J. podagrica S25 memberikan nilai 47.33 + 3.01mm, ekstrak
KLO S26 memberikan nilai 42.00 + 3.01mm dan ekstrak MET S27 memberikan
nilai 34.00 + 2.53mm. Selain itu ekstrak MET daun tumbuhan P. guajava S15
memberikan purata diameter perencatan bernilai 33.00 + 2.28mm dan ekstrak
MET daun tumbuhan D. cochinchinensis S7 30.00 + 2.10mm. Tetapi mengikut
nisbah purata perencatan per ug ekstrak terlibat, ekstrak PE J. podagrica S25
menghasilkan nisbah 10.38, ekstrak KLO S26 (27.63), ekstrak MET S27 (2.24),
ekstrak MET P. guajava S15 (1.25) dan ekstrak MET S7 D. cochinchinensis
(1.39). Nilai nisbah yang diperolehi oleh kelima-lima ekstrak ini adalah rendah
berbanding dengan nilai purata diameter perencatan. Salah satunya, disebabkan
oleh kandungan berat ekstrak yang ada di dalam cakera adalah tinggi diperlukan

bagi menghasilkan diameter perencatan yang lebih besar.
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Jadual 2.2 : Purata perencatan pertumbuhan H. pylori dan nisbah per diameter perencatan :
berat ekstrak per cakeraoleh pelbagal ekstrak sampel tumbuhan S1 - S32

esies tumbuhan | Bahagian ®E
}?gng digunakan tumk;aghan % ?5 © %I _% \E/ g
3| B | 3% | «B8esr|
g 0 Bog BEGTLED T
5 CEO0:
(% g 23E 28828 <
Phyllanthus niruri | Keseluruhan | S1 | PE 176 | 1400+155 | 7.95
S2 KLO 0.88 9.83+0.75 11.17
S3 MET 8.32 29.67 + 1.37 3.57
A H,O 2.80 TZ
Labisia pumila Akar S5 MET 2.16 8.00 + 0.50 3.70
S6 H,O 2.80 TZ
Demos Daun S7 |MET | 2160 | 30.00+210 | 1.39
cochinchinensis S8 H,O 2.80 10.00 + 0.63 3.57
Mimosa pudica | Keseluruhan | 9| PE 032 | 850+055 | 2656
S10 | KLO 21.60 8.83 + 1.60 0.41
S11 | MET 512 1417+ 1.94 2.77
S12 | H.O 2.80 TZ
Psidium guajava | Daun S13 | PE 168 | 850+084 | 506
S14 | KLO 2.80 10.00 + 0.63 3.57
S15 | MET 26.48 33.00 + 2.28 1.25
S16 | H,O 2.80 7.00 + 0.50 2.50
Neptunia Daun S17 | PE 128 | 1050+0.84 | 820
oleraceae S18 | KLO 7.36 10.67 + 1.97 1.45
S19 | MET 26.48 28.33+4.13 1.07
S20 | H,O 2.80 TZ
Sesbania Daun S21 | PE 456 | 10.83+0.98 | 238
grandiflora S22 |KLO | 224 | 883+133 | 394
S23 | MET 49.44 17.33 + 1.63 0.35
S24 | HO 2.80 TZ
Jatropha Akar s25 | PE 456 | 47.33+3.01 | 10.38
podagrica S26 | KLO 1.52 42.00 + 0.50 27.63
S27 | MET 15.2 34.00 + 2.53 2.24
S28 | H,O 2.80 TZ
Daun S29 | PE 024 | 13.00+1.10 | 54.17

S30 | KLO 0.16 10.00+0.50 | 62.50
S31 | MET 1.28 8.00 + 0.50 6.25
S32 | HO 2.80 Tz

Nota: TZ = Tiada zon
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(a) S1=PE, S2=KLO, S3= MET, S4=WE ekstrak
Phyllanthus ninuri

(b) S5=MET,S6=WE,ekstrak Labisia pumila (akar)
S7T=MET,S8=WE,ekstrak Demos chochinchinensis

1) L

J -60 70 80 90 100 110 120

(¢) S9=PE, S10= KLO, S11= MET, S12=WE
ekstrak Mimosa pudica.

(d) S13=PE, S14=KLO, S15=MET, S16=WE ekstrak
Psidium guajava (daun)

Plat 2.1: Perencatan pertumbuhan H.pylori pada EBA oleh pelbagai esktrak tumbuhan dari

S1-S32.
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(e) S17=PE, S18=KLO, S19=MET, S20=WE ekstrak
Neptunia oleracea (daun).

(f) S21=PE, S22=KL0O, S23=MET, S24=WE ekstrak
Sesbania gramdiflora (daun).
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(g) S25=PE, S26=KLO, S27=MET, S28=WE
ekstrak Jatropha podagrica (akar) .

(h) S29=PE, S30=KLO, S31=MET, S32=WE ekstrak
Jatropha podagrica (daun).

Plat 2.1: sambungan
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Oleh itu padargah 2.1, dua sampel daripada daun tumbuhan spesies J.
podagrica memberikan nilai nisbah ekstrak KLO S30 (62.50) dan ekstrak PE
S29 (54.17). Keduadua sampel ini hanya memberikan purata diameter
perencatan yang kecil iaitu sekitar 10 + 0.05 mm dan 13 + 1.10 mm sahgja.
Walaubagaimanapun berat ekstrak per cakera adalah kecil iaitu sekitar 0.24
mg/cakera dan 0.16 mg/cakera sahgja (Jadual 2.2) menjadikan nilai nisbahnya
adalah tinggi. Akan tetapi pada sampel S26 nilai purata diameter perencatan
yang besar sekitar 42.00 + 0.05 mm dan nilai nisbah juga besar 27.63. Ini
disebabkan oleh nilai kandungan ekstrak yang terlibat adalah kecil iaitu 1.52
mg/cakera sahgja. Begitu juga halnya dengan sampel SO dimana nilai nisbah
adalah tinggi melebihi 20 walaupun diameter purata perencatan yang diberikan
olehnya kurang daripada 10 mm sahgja. Nilai kandungan ekstrak yang

digunakan pada S9 adalah 0.32 mg/cakera sahgja.
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Ekstrak pelbagai tumbuhan S1-S32 di dalam empat jenis pelarut

Rajah 2.1: Nisbah diameter perencatan : berat ekstrak per cakera yang dihasil oleh pelbagai jenis ekstrak tumbuhan yang terdiri
daripada S1-S4 = Phyllanthus niruri, S5-S6 = (akar) Labisia pumila, S7-S8 = (daun) Demos cochinchinensis, S9-S12 =
Mimosa pudica, S13-S16 = (daun) Psidium guajava, S17-S20 = (daun) Neptunia oleraceae, S21-S24 = (daun) Sesbania
grandiflora, S25-S28 = (akar) Jatropha podagrica, S29-S32 = (daun) Jatropha podagrica
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Dua sampel sahgja yang menghasilkan nilai purata diameter perencatan
melebihi 20 mm iaitu ekstrak MET daun tumbuhan O. stamineus S39
memberikan nilai 22.00 + 2.37 mm dan ekstrak PE daun L. flava $49
memberikan nilai 2400 + 0.63 mm [Jadua 2.3 dan Plat 2.2(a-h)].
Walaubagaimanapun nilai nisbah kedua-dua sampel ini adalah amat rendah
sekali iaitu S39 (4.37) dan $49 (5.45). Berat ekstrak per cakera yang diperlukan
adalah tinggi iaitu S39 (5.04 mg/cakera) dan $49 (4.40 mg/cakera) menjadikan
nisbah itu kecil, walaupun kadar secara mutlak diameter perencatan itu agak
besar.

Rajah 2.2 dan Jadual 2.3, menunjukkan nilai nisbah sampel ekstrak PE
batang tumbuhan O. stamineus $41 (79.17) dan ekstrak PE daun P. saecnarosa
S53 (83.33). Keduadua sampel ini hanya memberikan purata diameter
perencatan yang kecil iaitu 12.67 + 0.52 mm dan 13.33 + 0.52 mm sahaja. Nilai
nisbah yang tinggi adalah disebabkan oleh nila berat ekstrak per cakera yang

kecil iaitu sekitar 0.16 mg/cakera untuk kedua-dua sampel.
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Jadual 2.3 : Purata perencatan pertumbuhan H. pylori dan nisbah per diameter perencatan :

berat ekstrak per cakera oleh pelbagai ekstrak sampel tumbuhan S33 - S64

esi es tumbuhan Bahagian ‘B
}?gng digunakan tumk;aghan % § - %l _% E _-%
@ _g_ b % @© g § % @ -C
=3 0 BOog BEGTLEGD T
g5 S EOT:
(% g | BBE 22889 <
Jatropha podagrica | Batang S33 | PE 0.40 1550+ 1.38 | 38.75
S34 | KLO 0.56 14.00+ 0.89 | 25.00
S35 |MET | 1144 9.17+0.75 0.80
S36 | HO 2.80 TZ
Orthosiphon Daun S37 | PE 2.08 | 17.67+2.80 | 8.49
stamineus S38 | KLO 1.60 18.33+2.16 | 11.46
S39 | MET 5.04 2200+ 237 | 4.37
A0 | HO 2.80 9.00 + 1.26 3.21
Batang S41 | PE 0.16 | 12.67+ 052 | 79.17
A2 | KLO 0.24 11.33+1.03 | 47.22
A3 | MET 3.84 16.00+0.89 | 4.17
$44 | H0 2.80 8.00+0.05 | 2.86
Centella asiatica Keseluruhan | 45 | PE 1.20 850+055 | 7.08
A6 | KLO 0.56 8.17+041 | 14.58
SA7 | MET | 14.96 13.00+0.89 | 0.87
A8 | H,O 2.80 TZ
Limnocharis flava | Daun $49 | PE 440 | 2400+0.63 | 545
S50 | KLO 6.48 1400+ 0.63 | 2.16
S51 | MET | 22.08 11.00+1.10 | 0.50
S52 | H,O 2.80 TZ
Pereskia saecnarosa | Daun S53 | PE 0.16 13.33+0.52 | 83.33
S54 | KLO 0.56 TZ
S55 | MET 7.36 TZ
56 | HO 2.80 TZ
Solanum torvum Biji S57 | PE 0.64 | 11.00+0.89 |17.19
S58 | KLO| 048 8.67+0.82 |18.06
S59 | MET 5.68 12.33+0.82 | 2.17
S60 | HO 2.80 TZ
Colubrina asiatica | Daun S61 | PE 2952 | 11.00+0.89 | 0.37
S62 | KLO 1.20 10.00+0.89 | 8.33
S63 | MET | 22.48 16.33+2.07 | 0.73
S64 | H,O 2.80 TZ

Nota TZ = Tiada zon
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(a) S33=PE, S34=KLO, S35=MET, S36=WE ekstrak
Jatropha podagrica (batang).

(b) S37=PE, S38=KLO, S39=MET, S40=WE ekstrak
Orthosiphon stamineus (daun).
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(¢) S41=PE, S42=KLO, S43=MET, S44=WE ekstrak
Orthosiphon stamineus (batang).

(d) S45=PE, S46=KLO, S47=MET, S48=WE ekstrak
Centella asiatica.

Plat 2.2 : Perencatan pertumbuhan H.pylori pada EBA oleh pelbagai esktrak tumbuhan dari

S33-S64.
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(e) S49=PE, S50=KLO, S51=MET, S52=WE ekstrak
Limnocharis flava (daun).

(f) S53=PE, S54=KLO, S55=MET, S56=WE ekstrak
Pereskia saecnarosa (daun).
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(g) S57=PE, S58=KLO, S59=MET, S60=WE ekstrak
Solanum torvum (biji).

(h) S61=PE, S62=KLO, S63=MET, S64=WE ekstrak
Colubrina asiatica (daun).

Plat 2.2 : sambungan
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Ekstrak pelbagai tumbuhan S33-S64 di dalam empat jenis pelarut

Rajah 2.2: Nisbah diameter perencatan : berat ekstrak per cakera yang dihasil oleh pelbagai jenis ekstrak tumbuhan yang terdiri
daripada S33-S36 = (batang) Jatropha podagrica, S37-S40 = (daun) Orthosiphon stamineus, S41-S44 = (batang)
Orthosiphon stamineus, S45-S48 = Centella asiatica, S49-S52 = (daun) Limnocharis flava, S53-S56 = (daun) Pereskia
saecnarosa, S57-S60 = (biji) Solanum torvum, S61-S64 = (daun) Colubrina asiatica.
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Pada peringkat seterusnya, nilai nisbah yang tertinggi diperolehi melalui
ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata S78 dengan nilai 117.50, diikuti ekstrak PE
tumbuhan D. trifoliata S77 (87.50) [Rajah 2.3]. Jadual 2.4 dan Plat 2.3 (a-h)
menunjukkan purata diameter perencatan yang diberikan oleh kedua-dua sampel
ini adalah 42 + 0.89 mm dan 47 + 1.67 mm, merupakan kalangan yang agak
besar iaitu melebihi 30 mm. Kebolehan S78 dan S77 ini memberikan nilai nisbah
yang tertinggi dan purata diameter perencatan yang besar disebabkan oleh nilai
berat ekstrak per cakera yang digunakan adalah kecil iaitu sekitar 0.48 mg/cakera
untuk S77 dan 0.40 mg/cakera untuk S78.

Enam ekstrak yang mempunyai purata diameter perencatan yang
melebihi 30 mm iaitu ekstrak PE tumbuhan Z. officinal S65 (33.33 + 1.63 mm),
ekstrak KLO tumbuhan Z. officinal S66 (41.5 + 6.98 mm), ekstrak PE tumbuhan
L. galanga S73 (39.33 + 2.07 mm), ekstrak MET tumbuhan D. trifoliata S79
(47.00 + 0.89 mm) dan termasuklah S77 dan S78. Oleh kerana nilai berat ekstrak
per cakera yang terlibat adalah tinggi iaitu S65 (3.28 mg/cakera), S66 (5.76
mg/cakera), S73 (2.80 mg/cakera) dan S79 (9.44 mg/cakera) menjadikan nilai
nisbah keempat-empat ekstrak tersebut memberikan nilai nisbah yang kurang
daripada 15 dimana S65 (10.16), S66 (7.20), S73 (14.05) dan S79 (4.98).

Terdapat satu lagi ekstrak yang memberikan nilai nisbah yang besar iaitu
46.53. Ekstrak tersebut adalah ekstrak KLO daun tumbuhan Hibiscus rosa
sinensis (var-white) S94. Walaupun nilai diameter perencatan yang kecil iaitu
sekitar 11.17 + 1.17 mm, tetapi nilai berat ekstrak per cakera yang digunakan

adalah kecil iaitu 0.24 mg/cakera sahgja.
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Jadual 2.4 : Purata perencatan pertumbuhan H. pylori dan nisbah per diameter perencatan :
berat ekstrak per cakera oleh pelbagai ekstrak sampel tumbuhan S65 - S96

Spesiestumbuhan | Bahagian - T T
yang digunakan tumbuhan % & - %l g E g
7 o) av —
e @ g Bg T & =
(% g 2BE 5838
S66 KLO 5.76 41.50 + 6.98 7.20
S67 MET 10.16 19.67 +1.51 1.94
S68 H,0 2.80 TZ
alsinoides S70 KLO 1.76 9.50+1.05 5.40
S71 MET 12.88 13.33+2.25 1.04
S72 H,0 2.80 TZ

S74 KLO 1.28 24.17+1.60 | 18.88
S75 MET 9.24 21.50+1.87 | 233
S76 H>O 2.80 TZ
Derris trifoliata Batang S77 PE 0.48 42.00+0.89 | 87.50
S78 KLO 0.40 47.00+1.67 | 11750
S79 MET 9.44 47.00+0.89 | 4.98

S80 H>O 2.80 TZ
Pluchea indica Daun S81 PE 2.32 13.67+1.86 | 5.89
S82 KLO 1.60 11.00+0.63 | 6.87
S83 MET 1.68 23.00+1.26 | 13.69

S84 | H.,0 2.80 TZ
Melastoma Daun sS85 | PE 224 | 1400+228 | 6.25
malabathricum
S86 |KLO | 488 | 2217+133 | 454
(var-blue) S87 |MET | 1280 | 2567+0.82 | 201
88 | H,0 2.80 TZ
Batang | S89 | PE 064 | 1050+0.84 | 16.41

S90 KLO 0.24 717+041 | 29.86
91 MET 11.52 18.00 + 0.63 1.56

S92 H.O 2.80 TZ
Hibiscus rosa Daun S93 PE 0.48 11.50+1.05 | 23.96
sinensis (var-white) S94 KLO 0.24 1117+ 1.17 | 46.53
S95 MET 6.88 1433+1.03 | 2.08
S96 H.O 2.80 TZ

Nota TZ = Tiada zon
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(a) S65=PE, S66=KLO, S67=MET, S68=WE ekstrak
Zingiber officinalis (ubi).

(b) S69=PE, S70=KLO, S71=MET, S72=WE ekstrak
Mitrasaeme alsinoides (daun).
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(¢) S73=PE, S74=KLO, S75=MET, S76=WE ekstrak
Languas (Alpinia) galanga (ubi).

(d) S77=PE, S78=KLO, S79=MET, S80=WE ekstrak
Derris trifoliata (batang).

Plat 2.3 : Perencatan pertumbuhan H.pylori pada EBA oleh pelbagai esktrak tumbuhan dari

S65-S96.
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(e) S81=PE, S82=KLO, S83=MET, S84=WE ekstrak
Pluchea indica (daun).

(f) S85=PE, S86=KLO, S87=MET, S88=WE ekstrak
Melastoma malabthrium (daun).
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(g) S89=PE, S90=KLO, S91=MET, S92=WE ekstrak
Melastoma malabthrium (batang).

(h) S93=PE, S94=KLO, S95=MET, S96=WE ekstrak
Hibiscus rosa sinensis (var-white) (daun).

Plat 2.3 : sambungan
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Ekstrak pelbagai tumbuhan S65-S96 di dalam empat jenis pelarut

Rajah 2.3: Nisbah diameter perencatan : berat ekstrak per cakera yang dihasil oleh pelbagai jenis ekstrak tumbuhan yang terdiri
daripada S65-S68 = (ubi) Zingiber officinalis, S69-S72 = (daun) Mitrasaeme alsinoides, S73-S76 = (ubi) Languas galanga,
S77-S80 = (batang) Derris trifoliata, S81-S84 = (daun) Pluchea indica, S85-S88 = (daun) Melastoma malabathricum (var-
blue), S89-S92 = (batang) Melastoma malabathricum (var-blue), S93-S96 = (daun) Hibiscus rosa sinensis (var-white).
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Tidak ada ekstrak yang menghasilkan diameter perencatan melebihi 30
mm dan hanya tujuh sampel sahgja yang menghasilkan diameter perencatan
melebihi 20 mm iaitu ekstrak PE daun C. odorata yang menghasilkan diameter
perencatan 20.33 + 1.37 mm, ekstrak KLO daun C. odorata S102 (25.67 + 1.03
mm), ekstrak MET daun C. odorata S103 (25.33 + 1.63 mm). Ekstrak MET
daun C. caudatus S115 (23.00 + 0.89 mm) dan ekstrak KLO biji P. speciosa
S122 (26.00 + 0.63mm), ekstrak PE batang C. citratus S125 (29.50 + 1.52 mm)
dan ekstrak MET batang C. citratus S127 (28.50 + 1.52) [Jadual 2.5 dan Plat 2.4
(a-h)]. Nisbah diameter zon perencatan per berat ekstrak dalam cakera, satu
daripada tujuh ekstrak tadi iaitu S102 melebihi 20. Ini disebabkan oleh
penggunaan kandungan ekstrak yang tinggi iaitu daripada 1 mg/cakera hingga
19 mg/cakera kecuali S102 (0.88 mg/cakera) sahgja.

Keseluruhannya nisbah diameter perencatan per berat ekstrak dalam
cakera yang paling tinggi dihasilkan oleh ekstrak KLO batang C. citratus iaitu
75.00 (Jadual 2.5 dan Ragah 2.4). Waaupun purata diameter perencatan
sepanjang 18.00 + 1.41 mm, berat ekstrak per cakera adalah rendah iaitu 0.24
mg sahaja, untuk menghasilkan nisbah diameter zon perencatan per berat ekstrak

dalam cakeratinggi.
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Jadual 2.5 : Purata perencatan pertumbuhan H. pylori dan nisbah per diameter perencatan :
berat ekstrak per cakera oleh pelbaga ekstrak sampel tumbuhan S97 - S128

esi es tumbuhan Bahagian ‘B
}?gng digunakan tumk;aghan % § - %l _% E _-%
@ _g_ b % @© g § % @ -C
=3 0 BOog BEGTLEGD T
5 BED.
(% g | BBE 22889 <
Hibiscus rosa Batang S97 | PE 2.32 | 1317+0.75 | 5.68
sinensis (var-white) S98 | KLO 0.88 9.58+0.55 |10.89
S99 |MET| 5.04 13.67+1.21 | 271
S100 | H,0O 2.80 TZ
Chomolaena odorata | Daun S101 | PE 2.32 20.33+1.37 | 8.76
S102 | KLO| 0.88 25.67+1.03 | 29.17
S103 | MET | 8.96 25.33+1.63 | 2.83
S104 | H,O 2.80 TZ
Tinospora ordifolia | Batang S105 | PE 0.96 10.67+0.82 | 11.11
S106 | KLO 1.76 19.17+4.96 | 10.89
S107 | MET | 8.24 13.67+2.66 | 1.66
S108 | H,O 2.80 TZ
Calotropis gigantean | Daun S109 | PE 112 | 1317+0.75 | 1176
S110 | KLO 1.12 14.00 + 0.89 | 12.50
S111 | MET | 6.88 0.83+1.17 | 143
S112 | H,0 2.80 TZ
Cosmos caudatus Daun S113 | PE 1.92 16.00+ 0.63 | 8.33
S114 | KLO | 0.40 11.67+0.52 | 29.17
S115 | MET | 10.76 23.00+0.89 | 2.14
S116 | H,O 2.80 TZ
Polygonum minus | Daun S117 | PE 128 | 1550+055 | 12.11
S118 | KLO | 0.56 12.33+0.82 | 22.02
S119 | MET | 10.08 1550+1.05 | 1.54
S120 | H,O 2.80 TZ
Parkia speciosa Biji S121 | PE 4.00 1050+0.84 | 2.63
S122 | KLO 1.04 26.00 + 0.63 | 25.00
S123 | MET | 1152 18.00+0.05 | 1.56
S124 | H,0 2.80 TZ
Cymbopogon Batang S125 | PE 1.84 29.50+1.52 | 16.03
citratus S126 | KLO | 0.24 18.00+1.41 | 75.00
S127 | MET | 19.36 2850+ 152 | 147
S128 | H,O 2.80 TZ

Nota TZ = Tiada zon
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(a) S97=PE, S98=KLO, S99=MET, S100=WE ekstrak
Hibiscus rosa sinensis (var-white) (batang).

(b) S101=PE,S102=KLO,S103=MET, S104=WE
ekstrak Cromolaena adorata (daun).
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(¢) S105=PE,S106=KLO,S107=MET, S108=WE
ekstrak Tinospora ordifolia (batang).

(d) S101=PE,S102=KLO,S103=MET, S104=WE
ekstrak Calotropis gigantea (daun).

Plat 2.4 : Perencatan pertumbuhan H.pylori pada EBA oleh pelbagai esktrak tumbuhan dari

S97-S128.
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(e) S113=PE,S114=KLO,S115=MET, S116=WE
ekstrak Cosmos caudatus (daun).

(f) S117=PE,S118=KL0,S119=MET, S120=WE
ekstrak Pologonum minus (daun).
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(g) S121=PE,S122=KL0,S123=MET, S124=WE
ekstrak Parkia sPEciosa (biji).

(h) S125=PE,S126=KLO,S127=MET, S128=WE
ekstrak Cymbopogon citratus (batang).

Plat 2.4 : sambungan
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Ekstrak pelbagai tumbuhan S97-S128 di dalam empat jenis pelarut

Rajah 2.4: Nisbah diameter perencatan : berat ekstrak per cakera yang dihasil oleh pelbagai jenis ekstrak tumbuhan yang terdiri
daripada S97-S100 = (batang) Hibiscus rosa sinensis (var-white), S101-S104 = (daun) Chomolaena odorata, S105-S108 =
(batang) Tinospora ordifolia, S109-S112 = (daun) Calotropis gigantean, S113-S116 = (daun) Cosmos caudatus, S117-
S120 = (daun) Polygonum minus, S121-S124 = (biji) Parkia speciosa, S125-S128 = (batang) Cymbopogon citratus.
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Terdapat empat ekstrak yang memberikan purata diameter perencatan
yang melebihi daripada 30mm iaitu ekstrak PE daun K. galanga S129 (62.00 +
0.05 mm), ekstrak KLO daun K. galanga S130 (66.00 + 0.05 mm), ekstrak MET
daun K. galanga S131 (46 + 0.05 mm) dan ekstrak PE daun P. betle S137
(54.16 + 0.75 mm) [Jadual 2.6 dan Plat 2.5 (a-€)].

Hanya ekstrak S130 sahaja yang memberikan nilai nisbah yang tinggi
laitu pada 63.54 (Jadual 2.6 dan Rgah 2.5). Penglibatan kandungan ekstrak
adalah kecil iaitu 1.04 mg/cakera berbanding dengan diameter perencatan yang

dihasilkan oleh ekstrak ini.
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Jadual 2.6 : Purata perencatan pertumbuhan H. pylori dan nisbah per diameter perencatan :
berat ekstrak per cakera oleh pelbagai ekstrak sampel tumbuhan S129 - S148

Spesies tumbuhan Bahagian )
yang digunakan tumbuhan _ %— % L SE g
5 % E’ % & BE =
go} ¥=| S® Q 5 -
2 2| =8| §E58g | =
| 8| 8% 23%%
Kaemferia galanga | Daun S129 | PE 312 | 6200+ 0.05 | 19.87
S130 | KLO | 1.04 | 66.00+0.05 | 63.46
S131 | MET | 6.08 | 46.00+0.05 | 7.57
S132 | H,O | 2.80 TZ
Ubi S133 | PE 1.04 | 1833+1.03 | 17.63
S134 | KLO| 136 | 1833+1.03 | 13.48
S135| MET | 6.72 | 11.00+0.63 | 1.64
S136 | H,O | 2.80 TZ
Piper betle Daun S137 | PE 864 | 5417+0.75 | 6.27
S138 | KLO | 528 | 25.83+0.75 | 4.89
S139 | MET | 596 | 2350+0.84 | 3.9
S140 | H,O | 2.80 TZ
Phaeomeria bunga S141 | PE 248 | 1800+1.10 | 7.26
imperialis S142 |KLO | 128 | 14.00+063 | 1094
S143 | MET | 360 | 16.33+137 | 454
S144 | H,O | 2.80 TZ
Ficus deltoides Daun S145 | PE 1.04 | 8.00+0.05 7.69
S146 | KLO | 056 | 10.00+0.63 | 17.86
S147 | MET | 5.04 | 12.00 + 0.63 2.38
S148 | H,O | 2.80 TZ

Nota: TZ = Tiada zon
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(a) S129=PE,S130=KLO,S131=MET,S132=WE ekstrak
Kaemferia galanga (daun).

(b) S133=PE,S134=KLO,S135=MET,S136=WE
ekstrak Kaemferia galanga (ubi).
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(¢) S137=PE,S138=KL0,S139=MET,S140=WE ekstrak
Piper betle (daun).

(d) S141=PE,S142=KL0,S143=MET, S144=WE
ekstrak Phaeomeria imperialis (bunga).

Plat 2.5 : Perencatan pertumbuhan H.pylori pada EBA oleh pelbagai esktrak tumbuhan dari

S129-S148.
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(e) S145=PE,S146=KLO,S147=MET, S148=WE ekstrak
Ficus deltoids (daun).

Plat 2.5 : sambungan
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Ekstrak pelbagai tumbuhan S129-S148 di dalam empat jenis pelarut

Rajah 2.5: Nisbah diameter perencatan : berat ekstrak per cakera yang dihasil oleh pelbagai jenis ekstrak tumbuhan yang terdiri
daripada S129-S132 = (daun) Kaemferia galanga, S133-S136 = (ubi) Kaemferia galanga, S137-S140 = (daun) Piper betle,
S141-S144 = (bunga) Phaeomeria imperialis, S145-S148 = (daun) Ficus deltoides.
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PERBINCANGAN

Pengekstrakan bermula dengan menggunakan pelarut kurang polar
kepada yang polar. Pelarut yang pertama digunakan adalah PE kerana sifatnya
yang kurang polar. PE, sgjenis hidrokarbon, merupakan pelarut tidak polar yang
mempunyai daya van der Waals antara molekul-molekulnya (Morrison & Boyd,
1992). Sifat daya van der Waals yang lemah ini digunakan dalam prinsip
pengekstrakan dengan pelarut kimia di mana ia dimulakan dengan pelarut tidak
polar kepada pelarut polar. Sifat lain yang dimiliki oleh pelarut ini ialah ia dapat
meruap pada kadar lebih cepat. Bukan itu sagja, ianya digunakan untuk
melarutkan serta mengekstrak juzukan asid lemak dan asid amino. Pada
peringkat ini, lipid dan akaloid akan dikeluarkan serta klorofil juga dikeluarkan
daripada komponen daun.

KLO, sgenis pelarut yang bersifat separa polar ini digunakan selepas
pengekstrakan dengan PE selesal dan diikuti dengan MET dan akhir sekali
menggunakan air (EA), dimana sifat pelarutnya lebih polar. Kehadiran
kumpulan —OH pada sebatian-sebatian ini meningkatkan lagi polaritinya. Oleh
itu, pengekstrakan dengan pelarut polar dijalankan pada akhir proses disebabkan
ikatan hidrogen yang kuat sukar dipecahkan. Pengekstrakan dengan pelarut
kimia adalah alternatif untuk memperluaskan skop pengekstrakan, selain
daripada hanya menggunakan air. Dimana sgjenis ekstrak herbal dari Greek
yang di ekstrak dengan MET mempunyai bahan anti H. pylori (Stamatis et al.,

2003).
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Kgjian ini menunjukkan bahawa tumbuhan tempatan sememangnya
mempunyai kesan antimikrob. Kegiatan anti-H. pylori in vitro dapat dihasilkan
oleh beberapa jenis tumbuhan tempatan seperti Languas galanga, Zingiber
officinalis, Jatropha podagrica, Orthosiphon stamineus, Pereskia saecnarosa,
Melastoma malabathricum (var-blue), Hibiscus rosa-sinensis (var white), Derris
trifoliata, Zingiber spectabile and Melia indica (Uyub & Azlan, 2001).
Kemungkian hal ini ada kaitan dengan penggunaan tumbuhan-tumbuhan ini oleh
masyarakat Melayu yang menjadikan jangkitan dikalangan mereka rendah
berbanding dengan masyarakat Cina dan India.

Daripada 32 spesies tumbuhan dengan 148 sampel ekstrak yang
dihasilkan dalam kajian ini didapati kesemua spesies mempunyai kebolehan
dalam merencatkan pertumbuhan H. pylori tetapi tidak semua sampel ekstrak
dapat memberi kesan perencatan. Kebanyakkan ekstrak PE, KLO dan MET
sahgja yang menunjukkan kesan anti H. pylori tetapi tidak EA (ekstrak yang
terakhir). Hanya EA bagi tiga spesies sahgja yang dapat memberi kesan anti H.
pylori iaitu P. guajava, O. stamineus dan D. cochinchinensis.

Ekstrak PE dan KLO untuk D. chochinchinensis tidak dapat diuji oleh
kerana tiada bahan dapat diekstrak keluar oleh kedua-dua pelarut tersebut.
Bahan-bahan hanya dikeluarkan ketika ekstrak MET dan EA dijalankan. Ini
menunjukkan bahawa tumbuhan ini hanya mengandungi bahan-bahan yang
lebih polar. Namun begitu kedua-dua ekstrak tersebut mampu merencatkan
pertumbuhan H. pylori. Berbanding dengan ekstrak P. guajava dan O. stamineus
keempat-empat ekstrak yang digunakan dalam kegiatan pengekstrakan
memberikan kesan perencatan terhadap pertumbuhan H. pylori. Malah ekstrak

batang PE O. stamineus menduduki tempat keempat dalam nilai nisbah yang
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tertinggi. Berbanding dengan P. guajava, di mana daunnya sering digunakan
dalam merawat cirit birit, namun kesan perencatan pertumbuhan H. pylori
tidaklah begitu besar. Tetapi ia merupakan amalan yang sering dilakukan oleh
pengamal perubatan tradisional mungkin disebabkan faktor untuk mendapatkan
bahan ini adalah mudah. Dengan mempunyai satu batang pokok yang besar
sudah memadai jika dibandingkan dengan berpuluh-puluh batang pokok lain.
Malah setelah kajian secara saintifik dilakukan, ternyata ekstrak P. guajava
mempunyai aktiviti antibakteria terhadap organisma enterion (Caceres et al.,
1993).

Ujian yang dilakukan dalam kajian ini adalah ujian pembauran. Ujian ini
biasanya dilakukan untuk peringkat awal bagi ujian anti mikrob. Malah ianya
telah diterima dengan baik pada peringkat antarabangsa terutama oleh National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (Wayne, 2001). Secara amnya
dalam kajian ini, kesan perencatan keempat-empat jenis ekstrak terhadap H.
pylori dapat ditentukan. Kesan perencatan diukur berdasarkan diameter zon
perencatan. Walaubagaimanapun di dalam kajian ini, nilai tersebut diambil tidak
boleh digunakan disebabkan berat ekstrak-ekstrak yang digunakan adalah tidak
sama. Oleh itu, nilai nisbah diambil untuk penentuan ekstrak paling aktif untuk
bertindak sebagai anti-H. pylori. Nilai nisbah ini adalah terdiri daripada
diameter perencatan per berat ekstrak dalam sekeping cakera. Melalui nilai ini
dapat diketahui bahawa ekstrak yang mempunyai nilai nisbah yang paling tinggi
adalah ekstrak yang paling aktif membunuh H. pylori .

Kebanyakan ekstrak yang melalui peringkat pengekstrakan dengan
pelarut PE dan KLO mempunyai nilai nisbah yang tinggi. Mengikut kebolehan

pelarut yang terbabit, PE mengeluarkan asid lemak dan asid amino manakala
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KLO pula mengeluarkan akaloid dan lipid. Asid lemak dan monogliserida
mempunyai potensi untuk bertindak sebagai anti H. pylori (Sun et al., 2003).
Herba Gosyuyu yang mengandungi alkaloid akil metil  kuinolon boleh
merencatkan pertumbuhan H. pylori (Tominaga et al., 2002). Oleh itu adalah
dipercahaya bahawa bahan-bahan yang dikeluarkan daripada kegiatan
pengekstrakan tersebut boleh memberi kesan perecatan terhadap pertumbuhan
H. pylori.

Ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata memberikan keputusan nisbah yang
paling tinggi (117.50). Ini menunjukkan bahawa kandungan yang sedikit sudah
cukup untuk memberikan kesan perencatan yang besar kepada pertumbuhan H.
pylori. Dalam kajian ini, pengekstrakan dengan PE menunjukkan nilai nisbah
yang kedua tertinggi iaitu 87.50. Tetapi pengekstrakan dengan menggunakan
pelarut MET sahgja yang agak kecil nilai nisbahnya iaitu sekitar 4.98 sahaja.
Kemungkinan sebatian atau bahan aktif tertentu yang mempunyai kebolehan
untuk merencatkan pertumbuhan atau bertindak sebagai anti H. pylori telah
keluar pada peringkat pengekstrakkan dengan PE dan KLO. Oleh itu bahan
tersebut menjadi kurang apabila diekstrak dengan MET menjadikan ianya
kurang aktif untuk bertindak sebagai anti-H. pylori. Keperluan bahan ini
menjadi banyak, menjadikan berat ekstrak per cakera menjadi besar dan nisbah
menjadi rendah. Terdapat satu spesies dalam genus yang sama yang juga
memberikan kesan perencatan terhadap H. pylori iaitu Derris malaccensis
(Takashimaet al., 2002).

Walaupun ekstrak tumbuhan D. trifoliata memberikan tahap yang paling
aktif dalam perencatan pertumbuhan H. pylori secara in vitro, namun sifat

spesifik ekstrak ini perlu diuji kerana ianya penting bagi kesan terhadap flora
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2.5

semulgjadi di dalam perut. Di samping itu ujian ketoksikan juga perlu dilakukan

untuk mengetahui akan tahap ketoksikan ekstrak tumbuhan D. trifoliata ini.

KESIMPULAN.

Tumbuhan tempatan mempunyai potensi untuk bertindak sebagai bahan yang
merencatkan pertumbuhan H. pylori. Dalam kajian ini ekstrak KLO tumbuhan
D. trifoliata telah dibukti merupakan ekstrak tumbuhan yang terbaik untuk
bertindak sebagai anti H. pylori berbanding dengan ekstrak-ekstrak yang lain
berikutan dengan penggunaan ekstrak yang sedikit sudah cukup untuk memberi
kesan perencatan yang besar terhadap pertumbuhan bakteria tersebut. Oleh itu
kajian seterusnya perlu dilakukan untuk menentukan sifat spesifik dan tahap

ketoksikan ekstrak tumbuhan D. trifoliata ini.
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EKSTRAK TUMBUHAN DERRIS TRIFOLIATA : KESANNYA

TERHADAP BAKTERIA PATOGEN DAN KETOKSIKANNYA

PENGENALAN AM.

Ekstrak KLO Derris trifoliata menunjukkan nilai nisbah yang paling
tinggi dan terbaik berbanding 148 ekstrak yang dikaji. Ini menjadikan ekstrak ini
sebagai sumber yang terbaik dalam kajian anti H. pylori. Hasil yang diperolehi
daripada kegiatan pengekstrakan adalah sedikit. Akan tetapi zon perencatan
yang dihasilkan adalah besar walaupun menggunakan kepekatan yang rendah.
Walaubagaimanapun kepekaan terhadap bakteria-bakteria yang lain juga perlu
diambil perhatian. Kebolehan membunuh atau menghalang pertumbuhan yang
spesifik terhadap sesuatu bakteria menjadikan ekstrak tersebut penting kerana
kegunaannya menjadi terhad tanpa menjegjaskan spesies bakteria lain. Hal ini
penting untuk mengelakkan gangguan pada pertumbuhan bakteria lain. Seperti
yang kita ketahui, kehadiran bakteria seperti E. coli di dalam perut manusia dan
haiwan adalah penting. Kegunaannya untuk mensintesis vitamin K (Li et al.,
2000) menjadikan ianya begitu diperlukan dalam kehidupan seharian.

Tindakan ekstrak tumbuhan yang dikatakan khusus ke atas H. pylori ini
turut dilaporkan oleh Hamasaki et al., (2000). Dalam kajian tersebut, ekstrak
pokok Gosyuyu, sgenis tumbuhan herba Cina, mempunya aktiviti anti-H.
pylori disebabkan kehadiran bahan yang spefisik yang hanya bertindak ke atas
H. pylori sahaja dan tidak ke atas bakteria patogen yang lain.

Ketoksikan sesuatu bahan ekstrak menjadikan ianya tidak begitu baik

memandangkan kebolehan merencatkan H. pylori bukanlah disebabkan oleh
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bahan aktif yang bertindak ke atas bakteria tersebut tetapi ketoksikan menjadi
punca daripada penghalang kepada akibat pertumbuhan bakteria itu sendiri
pemecahan sel akibat nekrosis dan kegagalan sel bakteria itu membahagi. Oleh
itu dalam kajian ini, larva Artemia salina digunakan untuk menguji tahap
ketoksikan ekstrak kasar D. trifoliata. la merupakan sgjenis invertebrata yang
telah digunakan sebagai ujian atenatif untuk menentukan ketoksikan bahan
kimia. Kaedah ini merupakan satu kaedah yang berguna untuk meramalkan
ketoksikan akut dalam ekstrak tumbuhan (Logarto Parraet al., 2001). Walaupun
kaedah ini tidak begitu tepat untuk menyatakan ketoksikan sesuatu bahan
kepada manusia atau haiwan tetapi ianya merupakan satu kaedah yang cepat,
mudah dan murah (Ojalaet al., 1999)

Objektif kajian dalam Bab ini ialah, pertama untuk menentukan sama ada
ekstrak D. trifoliata menunjukkan kesan perencatan memilih yang hanya
spesifik terhadap H. pylori sahgja atau juga merencat bakteria patogen lain;
kedua untuk menentukan sama ada ekstrak ini toksik atau tidak dengan

menggunakan Artemia salina.

78



3.2

321

BAHAN DAN KAEDAH

Penentuan Kesan Ekstrak Tumbuhan D. trifoliata Terhadap Bakteria Lain.

Bahan dan kaedah yang sama digunakan dalam Bab 2 dengan perbezaan
dimana hanya esktrak kasar D. trifoliata sahgja yang digunakan serta tambahan
untuk lain-lain patogen seperti Salmonella sp., Enterobacter E114, Escherichia
coli ATCC 25922, Vibrio parahaemolyticus dan Vibrio cholerae (strain pencilan
marin). Semua bacteria tersebut diperolehi dari Institut Penyelidikan Perikanan,
Batu Maung, Pulau Pinang. Manakala Pseudomonas stutzeri, Escherichia coli,
Salmonella paratyphi A, Proteus vulgaris, Shigella dysenteriae, Staphylococcus
aureus, Shigella boydii, dan Pseudomonas aeruginosa diperolehi dari Jabatan
MikrobioLogi dan Parasitologi Perubatan, Pusat Penggjian Sains Perubatan,
Universiti Sains Malaysia, Kampus Keshatan, Kubang Kerian, Kelantan.
Medium pengkulturan untuk bakteria patogen ini adalah Agar Mueller Hinton |1
(BBL, Cockeysville MD, USA). Sebaga penyediaannya sebanyak 38 g serbuk
agar ini ditambahkan bagi menjadikan 1L larutan. MHA yang sudah diautoklaf
ini dibiarkan sejuk sehingga mencapai suhu 50°C sebelum dituang ke dalam
piring petri. Manakala, pengeraman pula dijalan pada suhu 37°C di dalam
inkubator (Memmert, Jerman). Pertumbuhan dapat dilihat selepas 12 hingga 24
jam pengeraman.

Bagi penyediaan cakera yang mengandungi ekstrak tumbuhan D.
trifoliata, sebanyak 40 pl (20 yl untuk dua kali) dengan 200 ug per cakera
ekstrak D. trifoliata yang steril dititiskan ke atas cakera AA 6 mm (Whatman,

UK) secara aseptik. Ekstrak dibiarkan kering selama 5 minit sebelum dititiskan
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3221

3222

3223

sekali lagi dan kemudiannya dibiarkan kering. Bagi ujian bakteria patogen,

medium MHA digunakan manakala EBA digunakan untuk H. pylori.

Penentuan Ujian Ketoksikan
Penyediaan air laut buatan 35% saliniti.

Air laut tiruan disediakan dengan saliniti 35%g mengikut saliniti Kester
et al., (1967) ( Jadual 3.1) dan disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C
selama 20 minit.

Penyediaan Artemia salina

Artemia salina (Focus, USA) atau udang air laut diguna untuk ujian
tahap ketoksikan ekstrak PE, KLO dan MET D. trifoliata. Telur A. salina
direndam di dalam air laut buatan (Bab 3.2.2.1) selama 12 hingga 24 jam.
Cahaya dibekalkan untuk mengutipnya kerana pencahayaan akan menarik A.
salina ke arahnya. Seratus ul air laut buatan yang mengandungi 10 hingga 15
ekor A. salina digunakan untuk kajian seterusnya.

Penyediaan siri kepekatan ekstrak

K epekatan muktamad ekstrak dalam air laut buatan yang diuji menjulat
dari 1 hingga 128 pg/ml, peningkatan bersiri dua kali ganda dalam sistem
ujian. Isipadu ekstrak untuk menghasilkan kepekatan muktamad ditambah
kepada air laut buatan. Seterusnya, pencairan dua kali ganda dilakukan
dengan air laut bagi memperoleh julat kepekatan muktamad yang diperlukan
sehingga 1 pg/ml. Kawalan adalah air laut buatan sahaja dan air laut buatan
yang dicampur dengan julatan isipadu DM SO yang digunakan oleh ekstrak.
Isipadu campuran ekstrak dan air laut buatan ialah 900 pyl dan disediakan di

dalam botol Bijou.
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3.2.2.4 Pendedahan A. salina kepada kepekatan ekstrak berlainan
Seratus pl daripada air laut yang mengandungi A. salina (Bab 3.2.2.2)
dipipet ke dalam setiap botol Bijou yang mengandungi larutan air laut buatan
pada kepekatan ekstrak berbeza menjadikan jumlah keseluruhan adalah 1000
ul. Botol Bijou yang tersebut dibiarkan selama 12 jam bagi memerhati kesan
toksik ekstrak terhadap A. salina.
3.2.25 Penentuan tahap toksisiti ekstrak
A. salina yang hidup kelihatan aktif disebabkan kepekaan terhadap
cahaya. Oleh yang demikian, individu yang mati dapat dihitung. KLO
dimasukkan untuk mematikan semua A. salina untuk pengiraan jumlah. Oleh

itu, pengiraan LCsy dapat ditentukan.

Jadual 3.1 : Kandungan air laut buatan bagi saliniti 35% (bf/i)

Nama bahan Formula Jisim (g)
Sodium klorida NaCl 23.9260 g
Magnesium klorida tetrahidrat MgCl,.6H,0 10.830¢
Sodium sulfat NaSO, 4.0080 g
Kasium klorida CaCl, 11479
Kaium klorida KCI 0.677g
Sodium bikarbonat NaHCO; 0.196 g
Kalium bromida KBr 0.098 g
Asid borik H3BOs 0.026 g
Sodium florida NaF 0.003 ¢
Strontium klorida SrCl, 0.024 g

Air suling untuk menjadikan isipadu 1000 ml.

(Sumber : Kester et al., 1967)

81




3.3

KEPUTUSAN

Tiga belas pencilan bakteria lain (10 spesies yang terdiri lapan genus)
telah diuji dengan ekstrak PE, KLO dan MET D. trifoliata serta H. pylori
sebagai kawalan. Kandungan ekstrak adalah sebanyak 200mg per cakera.
Keputusan menunjukkan yang ekstrak PE merencat P. aeruginosa (7.33 + 0.58
mm) dan V. cholerae (6.50 + 0.10 mm) [Jadual 3.2 dan Plat 3.1a & b]. Diameter
perencatan dihasilkan oleh ekstrak PE ini terhadap H. pylori adalah 42 + 1.00
mm (Jadual 3.2 dan Plat 3.1n). Keputusan ini mencadangkan yang ekstrak PE
tumbuhan D. trifoliata tidak spesifik terhadap H. pylori.

Ekstrak KLO juga merencat bakteria lain seperti P. aeruginosa dengan
diameter perencatan (14.00 + 0.10 mm), V. cholerae (6.5 mm + 0.10 mm), V.
parahaemolyticus (7.00 + 0.10 mm), S. boydii (7.00 + 0.10 mm), S. dysenteriae
(7.00 mm + 0.10 mm), P. stutzeri (7.00 mm + 0.10 mm) dan S. paratyphi A
(7.00 mm + 0.10 mm) [Jadual 3.2 dan Plat 3.1 a, b, ¢, h, i, ] & m]. Diameter
perencatan terhadap bakteria tersebut adalah lebih kecil berbanding dengan
diameter perencatan terhadap H. pylori (38.00 + 1.00 mm) [Jadual 3.2 dan Plat
3.1n].

Jadual 3.2 juga menunjukkan diameter perencatan oleh ekstrak MET
kepada P. aeruginosa (11.00 + 1.00 mm), S. aureus (7.0 + 0.10 mm), P.
vulgaris (12.67 + 0.58 mm), Enterobacter sp.: 8.00 + 0.10 mm), E. coli (8.00 +
0.10 mm), Escherihia coli ATCC 25922 (15.00 + 1.00 mm) dan Salmonella sp.
(13.00 + 1.00 mm) [Plat 3.1 & d, e, f, g, k & I]. Diameter perencatan terbesar

(15.00 + 1.00 mm) ditunjukkan oleh E. coli ATCC 25922 berbanding diameter
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perencatan terhadap H. pylori yang sebesar 85 + 1.00 mm (Plat 3.1n),

mencadangkan yang ekstrak MET tidak begitu aktif terhadap H. pylori.

Jadual 3.2 : Diameter perencatan bakteria patogen oleh ekstrak kasar D. trifoliata.

Spesies Bakteria Y ang

Diameter* zon perencatan

Diuij Ekstrak PE Ekstrak KLO Ekstrak MET
(mm) (mm) (mm)

P. aeruginosa 7.33+0.58 14.00 + 1.00 11.00 + 1.00
V. cholerae 6.50 + 0.10 6.50 + 0.10 TZ
V. parahaemolyticus TZ 7.00 + 0.10 TZ
S. aureus TZ TZ 7.00+0.10
P. vulgaris TZ TZ 12.67 + 0.58
Enterobacter sp. TZ TZ 8.00+0.10
E. coli TZ TZ 8.00+0.10
S. boydii TZ 7.00+0.10 TZ
S. dysenteriae TZ 7.00+0.10 TZ
P. stutzeri TZ 7.00+0.10 TZ
E. coli ATCC 25922 TZ TZ 15.00 + 1.00
Salmonella sp. TZ TZ 13.00+ 1.00
Salmonella paratyphi A TZ 7.00 + 0.510 TZ
H. pylori (kawalan) 42,00 + 1.00 38.00 + 1.00 8.5+ 1.00

Kekunci Jadual:

* purata tiga bacaan

TZ tiada zon perencatan
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(¢) Vibrio parahaemolyticus. (d) Staphylococcus aureus.

Plat 3.1 : Kesan ekstrak PE, KLO, MET dan DMSO (kawalan) terhadap bakteria

patogen lain dan H. pylori dengan ujian pembauran cakera.
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(g) Escherichia coli.

(h) Shigella boydii.

Plat 3.1 : sambungan
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(j) Pseudomonas stutzeri.

(K) Escherichia coli ATCC 25922.

() Salmonella sp.

Plat 3.1 : sambungan
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9 10 12

(m) Salmonella paratyphi A.

(n) Helicobacter pylori.

Plat 3.1 : sambungan
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Ujian ketoksikan telah dijalankan secara triplikat. Bilangan mati, bilangan hidup
dan jumlah A. salina diambil kira secara purata. Hasil ujian menunjukkan bahawa
ekstrak PE D. trifoliata memberikan nilai L Csp sebanyak 1.4 ug/ml (Jadual 3.3), ekstrak
KLO D. trifoliata nilai LCsp adalah 1.1 ng/ml (Jadual 3.4), manakala ekstrak MET D.
trifoliata pula memberikan nilai LCsy sebanyak 54.9 ug/ml (Jadua 3.5). Kesemua A.
salina tidak mati dalam DM SO dan air laut tiruan, mencadangkan DM SO dalam ekstrak

tidak toksik ke atas A. salina.
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Jadual 3.3 : Pengiraan LCs bagi ekstrak PE D. trifoliata.

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
128 2.1072 11 0 1 100.00
64 1.8062 12 0 1 100.00
32 1.5051 11 0 1 100.00
16 1.2041 10 0 1 100.00
8 0.9031 11 1 17/19 89.47
4 0.6021 8 3 23/33 69.70
2 0.3010 6 4 19/31 61.29
1 0.0000 5 8 2/5 40.00
Kawaan air 0 12 0 0.00
Kawalan DMSO 0 10 0 0.00
Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
Log LCsy — Log kepekatan a = %L Csp -%0m
Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m
Di mana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Csg = 0.00
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Csp = 0.30
m = Peratus kematian sebelumLCsyp = 40.00
n = Peratus kematian selepas LCsp = 61.29
LOg LCs = 0.141
LCso = 14
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Jadual 3.4 : Pengiraan LCso bagi ekstrak KLO D. trifoliata.

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
128 2.1072 10 0 1 100.00
64 1.8062 11 0 1 100.00
32 1.5051 13 0 1 100.00
16 1.2041 15 0 1 100.00
8 0.9031 14 0 1 100.00
4 0.6021 15 2 46/51 90.20
2 0.3010 11 5 2/3 66.67
1 0.0000 9 9 13/27 48.15
Kawalan air 0 12 0 0.00
Kawalan DMSO 0 10 0 0.00
Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
Log LCsy — Log kepekatan a = %L Csp -%0m
Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m
Di mana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Csg = 0.00
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Csp = 0.30
m = Peratus kematian sebelumLCsyp = 48.15
n = Peratus kematian selepas LCsp = 66.67
Log LC50 = 0.030
LCso = 11
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Jadual 3.5 : Pengiraan LCs bagi ekstrak MET D. trifoliata.

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
128 2.1072 9 2 13/16 81.25
64 1.8062 6 4 19/31 61.29
32 1.5051 1 9 1/10 10.00
16 1.2041 0 10 1/32 3.13
8 0.9031 0 11 0 0.00
4 0.6021 0 11 0 0.00
2 0.3010 0 11 0 0.00
1 0.0000 0 10 0 0.00
Kawalan air 0 12 0 0.00
Kawaan DMSO 0 10 0 0.00
Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
Log LCsy — Log kepekatan a = %L Csp -%0m
Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m
Di mana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Cs = 1.51
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Csp = 1.81
m = Peratus kematian sebelumLCsyp = 10.00
n = Peratus kematian selepas LCsp = 61.29
LOg LCso = 1.740
LCso = 54.9
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PERBINCANGAN

Bakteria-bakteria patogen yang lain juga mempunya kesan terhadap
pertumbuhannya apabila dikenakan dengan bahan yang dapat merencat
pertumbuhannya. Oleh itu dalam kajian ini, 13 bakteria patogen lain diuji. lanya
terdiri daripada Salmonella sp., Enterobacter E114, E. coli ATCC 25922, V.
parahaemolyticus, V. cholerae, Ps. stutzeri, E. coli, S. paratyphi A, P. vulgaris,
S. dysenteriae, S. aureus, S. boydii, dan Ps. aeruginosa dan H. pylori bertindak
sebagai kawalan positif.

Berdasarkan kagjian daripada Bab 2, D. trifoliata dipilih disebabkan
nisbahnya yang paling tinggi berbanding dengan ekstrak-ekstrak tumbuhan yang
lain. Oleh itu bahan yang dihasilkan seperti asid lemak dan asid amino daripada
pengekstrakan dengan PE didapati hanya dapat merencatkan dengan Ps.
aeruginosa dan V. cholerae serta H. pylori. Akan tetapi ianya tidak memberi
kesan kepada 11 pencilan bakteria patogen yang lain. Memang ada laporan yang
menyatakan asid lemak yang diekstrak menggunakan PE dapat bertindak
terhadap bakteria terutama asid lemak jenis Asid alfa-linolenik (Morel et al.,
2003).

Ekstrak KLO dan MET pula didapati merencat lebih banyak bakteria-
bakteria patogen lain. Bakteria-bakteria yang dapat direncat oleh ekstrak KLO
terdiri daripada Ps. aeruginosa, V. cholerae, V. parahaemolyticus, S. boydii, S.
dysenteriae, Ps. stutzeri dan S. paratyphi A. Manakala bagi ekstrak kasar MET
pula, bakteria-bakteria yang dapat direncatkan ialah Ps. aeruginosa, S. aureus,

P. vulgaris, Enterobacter E114, E. coli, E. coli ATCC 25922 dan Salmonella sp.
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Keputusan ujian pembauran cakera menunjukkan bahawa ekstrak PE,
KLO dan MET D. trifoliata tidak bersifat spesifik terhadap H. pylori. Dalam
satu kgjian yang dilakukan keatas 39 spesies pelbagai tumbuhan tradisional
Australia, 12 daripadanya didapati mempunyai aktiviti anti bakteria, dimana satu
spesies sahgja yang memberi kesan kepada bakteria Gram —ve (E.coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa dan Salmonella typhimurium), limayang
lain pula kepada bakteria Gram +ve (Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus dan Streptococcus pyogenes), manakala enam yang lain
adalah spesifik kepada Bacillus cereus (Palombo & Semple, 2001). Jika keadaan
seperti ini berlaku, dimana ekstrak kasar D. trifoliata digunakan, ianya akan
memberikan beberapa kesan sampingan terhadap flora normal. Ekstrak ini perlu
dikaji seterusnya untuk mengambil kira aspek ketoksikan dan keselamatan
sebelum boleh digunakan sebagai bahan anti H. pylori.

Salah satu kaedah mudah untuk menguji tahap ketoksikan ekstrak adalah
melalui ujian ketoksikan terhadap A. salina. Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
yang dilakukan bertujuan untuk menentukan kepekatan bahan yang dianggap
bersifat toksik. Sekiranya nilai LCsp mencapai atau melebihi 1000 pg/ml, maka
ekstrak tersebut dianggap tidak mendatangkan sebarang kesan toksik dan
penggunaannya dianggap sebagai baik serta diakui oleh Institut Kanser
Kebangsaan USA (NCIUSA), dalam kajian mereka ke atas bahan anti kanser
(Cragg et al., 1994).

Nilai LCso kesemua ekstrak terhadap A. salina dalam kajian ini adalah

kurang daripada 1000 ug/ml (LCsp = 1.4 pug/ml untuk ekstrak PE; LCsp = 1.1

ug/ml untuk ekstrak KLO dan LCsp = 54.9 nug/ml untuk ekstrak MET) dan ini
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mencadangkan yang kesemua ekstrak ini adalah toksik. Namun, ekstrak KLO
aktif terhadap anti-H. pylori dan memandangkan ekstrak ini mengandungi
alkaloid (Bab 4) yang diketahui juga bersifat anti-H. pylori maka ekstrak ini

perlu dikgji seterusnya

KESIMPULAN.

Ekstrak kasar tumbuhan D. trifoliata tidak spesifik terhadap H. pylori
kerana ianya juga merencat bakteria patogen yang lain. Tahap ketoksikan juga
tinggi iaitu kurang daripada 1000 pg/ml, oleh itu ekstrak kasar tumbuhan D.
trifoliata ini tidak sesuai bagi tujuan anti-H. pylori. Walaubagaimanapun ekstrak
KLO didapati begitu aktif terhadap H. pylori dan dipilih untuk kajian

selanjutnya.
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4.1

UJIAN FITOKIMIA DAN PENGUMPULAN PELBAGAI FRAKSI

EKSTRAK KLOROFORM TUMBUHAN DERRIS TRIFOLIATA.

PENGENALAN AM

Ujian identifikas kandungan kimia dilakukan untuk mengkaji kehadiran
sebatian yang terdapat pada ekstrak tumbuhan. Kaedah ini banyak dilakukan
dalam kajian perubatan tradisional oleh Bahagian Farmasuetikal Kementerian
Kesihatan Malaysia Dengan melakukan ujian ini terhadap tumbuhan Derris
trifoliata maka kita dapat mengenal pasti jenis kumpulan kimia yang
terkandung di dalam ekstrak tumbuhan tersebut. Sebagai contoh, akaloid, ia
adalah sgjenis bes kompleks yang dapat dipisahkan daripada ekstrak tumbuhan.
Antara sebatian yang terkandung dan dapat dijadikan rujukan di dalam alkaloid
ialah kokein, morfin, striknin dan kuinon. Begitu juga dengan flavonoid, sebagai
contoh 2-fenil-a-benzopiron (Wagner & Bladt, 1996). Oleh itu kaedah ini
merupakan kaedah awal untuk mengenalpasti tentang kandungan ekstrak
tumbuhan D. trifoliata yang telah berjaya merencat bakteria terutamanya H.
pylori.

Setelah kita mengetahui jenis kumpulan kimia di dalam ekstrak PE, KLO
dan MET tumbuhan D. trifoliata, maka suatu kaedah perlu dilakukan untuk
memisahkannya. Kaedah untuk memisahkan ekstrak tersebut mempunyai
pelbagai cara contohnya kromatografi lapisan nipis, kromatografi turus,
kromatografi gas, kromatografi cecair berprestasi tinggi dan lain-lain lagi. Cara
yang sering digunakan dengan meluas adalah dengan kaedah kromatografi

lapisan nipis dan kromatografi turus. Kaedah ini Iebih murah dan senang untuk
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dilakukan tanpa melibatkan teknik-teknik yang canggih dan penggunaan tenaga
yang banyak.

Kromatografi lapisan nipis digunakan untuk mendapatkan seberapa
banyak fraks yang boleh dipisahkan berdasarkan kepada gabungan pelarut yang
terlibat. Gabungan pelarut yang digunakan biasanya dibuat dengan berpandukan
kepada ujian kandungan kimia dan bahan yang dikehendaki. Gabungan yang
memperolehi tompokan atau lapisan yang lebih banyak menunjukkan yang
pemisahan ini adalah yang terbaik. Oleh itu ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata
yang dipercahayai mengandungi alkaloid akan disisihkan dengan menggunakan
teknik ini bagi mengetahui gabungan pelarut yang terbaik.

Selepas gabungan yang terbaik untuk pelarut yang boleh digunakan
diperolehi, fraks yang aktif untuk bertindak sebagai anti H. pylori perlu diuji.
Bukan itu sahgja, ujian-ujian lain seperti ketoksikan, kepekatan perencatan
minimum dan kadar hidup juga perlu dilakukan terhadap fraksi ini. Untuk itu,
kuantiti fraksi atau lapisan yang terlibat mestilah mempunyai kuantiti yang
mencukupi. Oleh itu, kromatografi turus pula digunakan untuk mengutip kuantiti
fraksi secara berasingan. Kaedah ini digunakan berpandukan kepada gabungan
pelarut yang telah diperolehi di dalam kaedah kromatografi lapisan nipis.

Objektif utama kajian di dalam bab ini adalah, pertama, untuk menentukan
kandungan fitokimia dalam ketigatiga ekstrak D. trifoliata ; kedua,
menyisihkan fraksi-fraks dalam ekstrak yang mengandungi akaloid serta
menentukan fraksi yang merencat H. pylori ; ketiga untuk mengumpul fraksi
yang dipilih dengan jumlah yang banyak melalui kaedah kromatografi turus agar

lamencukupi untuk kajian seterusnya.
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4.2

4.2.1

BAHAN DAN KAEDAH

Ujian Identifikasi Kandungan Kimia

Di dalam penyediaan sampel untuk ujian kandungan kimia,
pengekstrakan dilakukan seperti dalam Bab 2. Hasil daripada pengekstrakan
dengan pelarut PE dikenali sebagai ekstrak A, manakala hasil daripada
pengekstrakan KLO dikenali sebagai ekstrak B dan akhir sekali pelarut MET
dikenali sebagai ekstrak C. Langkah seterusnya ialah menjalankan ujian-ujian
biokimia bagi menentukan jenis kumpulan kimia yang terdapat di dalam ekstrak

tersebut.

4.2.1.1 Penentuan Kehadiran Lemak Dan Asid Lemak

Sebanyak 10 ml ekstrak A disgatkan hingga kering dengan
menggunakan kukusan air. Selepas itu, 10 ml larutan kalium hidroksida (0.5 M
dalam etanol) ditambah dan direfluks selama 1 jam sehingga lapisan minyak
tidak lagi kelihatan. la kemudiannya disgjatkan di atas kukusan air. Sisa sgjatan
yang diperolehi dilarutkan dengan 20 ml air panas dan larutan dipindahkan ke
corong pemisah. Bekas dibilas dengan air panas dan air bilasan dimasukkan ke
corong pemisah yang sama, seterusnya dibiarkan sgjuk. Kemudian, bekas dibilas
pula dengan 10 ml eter dan bilasan eter dipindahkan ke corong pemisah yang
sama dan digoncang. Ekstrak eter dikumpul dan pengekstrakan diulang
sebanyak dua kali dengan 8 ml eter. Ekstrak eter disatukan (di kenali sebagai
ekstrak D). Kepada larutan berair, asid hidroklorik (3 M) dititiskan sehingga pH
berada antara 3-4. Jika larutan menjadi keruh, ia menunjukan terdapat kehadiran
lemak dan asid lemak yang disebabkan oleh pembebasan asid-asid lemak

daripada garam-garamnya.
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4.2.1.2 Steroid dan Triterpenoid
Ekstrak D (10 ml) daripada eksperimen di atas disgatkan sehingga
kering dengan menggunakan kukusan air. Baki sisa sgatan yang tinggal
dilarutkan dalam 0.5 ml asetik anhidrida dan ditambah dengan 0.5 ml KLO.
Larutan campuran ini dipindahkan kedalam satu tabung uji yang kering.
sebanyak 1-2 ml asik sulfurik (2.5 M) dilelehkan pada dinding tabung uji dan
pembentukkan satu cecincin berwarna merah perang atau ungu di antara dua
lapisan dan warna bahagian atas menjadi hijau atau ungu (tindakbalas
Liebermann-Burchard) menandakan kehadiran steroid dan triterpenoid.
4.2.1.3 Karotenoid
Ekstrak D (10 ml) disgjatkan hingga kering dengan menggunakan
kukusan air. Dua hingga tiga titis larutan tepu antimoni (111) klorida dalam KLO
ditambah pada sisa sgatan. Pembentukan warna biru yang kemudiannya
bertukar menjadi merah menunjukkan kehadiran karotenoid.
4.2.1.4 Alkaloid
Sebanyak 10 ml ekstrak B disgjatkan dengan menggunakan kukusan air.
Sisa sgjatan yang terhasil dilarutkan dalam 1.5 ml asid hidroklorik (0.5 M) dan
sebanyak 0.5 ml dipipetkan kedalam setiap satu tabung uji. Tabung uji |
bertindak sebagai kawalan. Sebanyak 2 hingga 3 titis reagen Dragendorff
ditambah ke dalam tabung uji 1l dan 2 hingga 3 titis reagen Mayer ditambah
kedalam tabung uji Ill. Terbentuknya kekeruhan atau mendakan jingga
keperangan pada tabung uji Il dan mendapan putih pada tabung uji IlI

menunjukkan kehadiran alkaloid
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4.2.1.5

4.2.15.1

4.2.15.2

4.2.1.5.3

4.2.1.54

Terbitan Fenol.
Fenol

Ekstrak B (1 ml) disgatkan hingga kering dengan menggunakan kukusan
air. Beberapa titis campuran larutan kalium heksasianoferat (111) dan ferum
klorida (ll1) ditambah ke dalam sisa sgjatan. Kehadiran fenol dapat
dijelaskan dengan adanya mendakan biru hingga hitam yang terbentuk.
Fenil Propanoid

Ekstrak B (3 ml) disgat sehingga kering dengan menggunakan kukusan
air. Sisa sgjatan dilarutkan dengan air panas, dan dibiarkan sguk. Larutan
tersebut dibahagi kepada 2 tabung uji. Tabung uji | untuk kawalan,
sementara 0.5 ml larutan ammonia cair ditambah kepada tabung uji I1.
Pembentukkan warna biru atau hijau yang terang di bawah sinaran
ultralembayung menunjukkan kehadiran koumarin atau terbitan-terbitannya.
Flavonoid

Ekstrak B (3ml) disgjatkan hingga kering dengan menggunakan kukusan
air. Sisa sgjatan dilarutkan dalam 2 ml larut akues MET (50i/i) dengan
bantuan pemanasan. Serbuk logam magnesium ditambahkan dan akhirnya 4
hingga 5 titis asid hidroklorik (2 M) dititiskan ke dalam larutan tersebuit.
Perubahan warna larutan menjadi warna merah atau jingga menunjukan akan
kehadiran bahan flavonoid.
Antrakuinon

Ekstrak B (3 ml) dipindahkan ke tabung uji. Sebanyak 1 ml larutan
ammonia (13.5 M) atau larutan natrium hidroksida (2.5 M) ditambah dan
kemudiannya dikacau. Larutan akan berubah menjadi merah jika terdapat

kehadiran antrakuinon.
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4.2.1.6 Garam-garam Alkaloid

Ekstrak C (20 ml) disgatkan hingga kering dengan menggunakan
kukusan air. Sisa segjatan dilarutkan dengan 10 ml asid hidroklorik (3.0 M)
sambil dipanaskan dan dikacau (dikenali sebagai larutan E). Kemudian 5 ml
larutan E dibeskan dengan larutan ammonia cair sehingga pH menjadi 9.
Kemudian diekstrak sebanyak tiga kali, setiap kali dengan 10 ml KLO dan
dikeringkan. Sisa yang didapati dilarutkan dengan 1.5 ml asid hidroklorik (0.5
M) dan sebanyak 0.5 ml larutan yang diperolehi dipipetkan kedalam setiap satu
tabung uji. Tabung uji | bertindak sebagai kawalan. Sebanyak 3 titis reagen
Dragendorff dititis ke dalam tabung |1 dan 3 titis reagen Mayer kepada tabung
uji 1. Kekeruhan atau terdapatnya mendapan putih kekuningan pada tabung
uji 11 dan mendapan jingga keperangan pada tabung uji 111 menunjukkan
kehadiran akaloid.

Manakala, 5 ml larutan E berikutnya ditambah dengan 0.5 g natrium
klorida dan dikacau. Larutan dituras dengan kertas turas. Kertas turas dicuci
dengan 3 ml larutan asid hidroklorik (0.5 M). Seterusnya, 1 ml larutan
ditambah dengan reagen Mayer atau Dragendorff. Jika terbentuk mendapan
yang berlebihan, larutan berasid dipindahkan ke corong pemisah. Larutan
ammonia ditambah hingga pH menjadi 9. Kemudian KLO ditambah sehingga
isipadu menjadi 2 kali ganda. Corong digoncang dan lapisan berkloroform dan
akues dibiarkan terpisah. Lapisan akues diasidkan dengan larutan asid
hidroklorik (3 M) sehingga pH menjadi 3. Larutan dituras dengan kertas turas.
Turasan yang didapati seterusnya ditambahkan dengan reagen Mayer dan
Dragendorff. Mendakan yang terbentuk menunjukkan kehadiran bes

kuarternari atau aminateroksida.
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4.2.1.7

4.2.1.8

4.2.1.9

Glikosida

Ekstrak C (20 ml) dicampurkan dengan 15 ml larutan asid hidroklorik (3
M). Campuran tersebut direfluks selama 30 minit dan dibiarkan sgjuk. Larutan
tersebut diekstrak sebanyak tiga kali, dan setiap kali dengan 12 ml eter.
L apisan bereter dikumpulkan dan digoncangkan dengan natrium sulfat kontang
dan dituras. la dikenali sebagai larutan F. Daripada larutan F ini ujian-ujian
seperti ujian kehadiran steroid dan triterpenoid (Bab 4.2.1.2), fenil propanoid
(Bab 4.2.1.5.2), flavonoid (Bab 4.2.1.5.3) dan antrakuinon (Bab 4.2.1.5.4)
dilakukan.
Tanin

Ekstrak C (1 ml) dicairkan dengan 2 ml air suling dan dititiskan dengan 3
titis larutan ferum (111) klorida. Warna larutan bertukar menjadi biru kehitaman
atau hijau kehitaman. Warna biru kehitaman menunjukkan kehadiran tanin
galat manakala hijau kehitaman menunjukkan kehadiran tanin katekol.

K arbohidrat

4.2.1.9.1 Karbohidrat

Ekstrak C (2 ml) disgatkan hingga kering. Sisa sgjatan itu dititis dengan
3 titis asd sulfurik (2.5 M) dan biarkan selama 4 minit. Kemudian
ditambahkan beberapa titis larutan tepu timol didalam etanol. Warna merah

akan terbentuk bagi menunjukkan kehadiran karbohidrat..

4.2.1.9.2 Musilg

Ekstrak C (2 ml) dititiskan ke dalam tabung uji yang berisi dengan 10 ml
etanol. Mendakan yang terbentuk dipisahkan daripada larutan dengan cara

mengempar. Mendakan yang terbentuk dicuci dengan etanol dan kemudian
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4.2.2

4221

4.2.2.2

4.2.2.3

dititiskan larutan biru metilena. Mendapan biru yang terbentuk adalah

mengesahkan kehadiran musilg).

Kaedah Kromatografi Lapisan Nipis
Keperluan eksperimen

Kebuk kromatografi digantikan dengan botol penutup biru yang
berisipadu 250 ml. Picagari mikro (Merck, Jerman) 25 ul digunakan untuk
penompokan ekstrak KLO D. trifoliata. Plat kromatografi gel silica 60 F
(Merck, Jerman) dipotong pada ukuran 200 x 10 mm dengan ketebalan
lapisan sebanyak 0.25 mm.

Keperluan Pelarut.

Pelarut adalah terdiri daripada toluena : etil asetat : dietilamina.
Gabungan yang digunakan adalah seperti berikut 7:2:1, 7:3:0, 7:0:3 dan 7:1:2.
(Wagner & Blat, 1996).

Teknik eksperimen yang dijalankan.

Botol tersebut dilapisi dengan sehelai kertas turas di bahagian dalamnya
dan cecair fasa bergerak pelarut (gabungan pelarut) dituangkan kedalam botol
tersebut sedalam 5 ke 10 mm. Botol tersebut ditutup dan dibiarkan selama 1
jam pada suhu bilik (27 + 2 °C).

Dengan menggunakan picagari mikro, ekstrak KLO ditompokkan ke atas
plat yang telah dipotong. lanya diulang beberapa kali sehingga jumlah isipadu
ekstrak berkenaan adalah sebanyak 20 ul. Penompokan dilakukan sedikit
demi sedikit dengan mengeringkan bintik untuk selama lima minit selepas
setigp tompokan. Plat dimasukkan ke dalam botol yang telah diisikan dengan

gabungan pelarut, dan ia ditetapkan supaya berada dalam posisi menegak, dan
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4.2.2.4

4.2.3

tompokan dipastikan berada di bahagian atas paras pelarut. Botol ditutup dan
biarkan sehingga paras pelarut sampai kegarisan yang ditandakan. Plat
dikeluarkan dan biarkan kering dalam botol yang berasingan.

Pemerhatian keputusan.

Plat dicerap untuk setigp gabungan pelarut yang ditetapkan dengan
menggunakan lampu ultralembayung mudah alih pada jarak gelombang
panjang (315nm). Tandakan kawasan yang diperlukan ditandakan. Bagi
memastikan bahan tersebut adalah alkaoid, reagen Dragendorff disembur

pada plat berkenaan.

Kaedah kromatografi turus

Gel silika (40g) direndam didalam gabungan 7:2:1 pelarut yang terdiri
daripada toluena : etil asetat: dietilamina dan di masukkan ke dalam turus
kaca. Batang rod kaca digunakan untuk mengetuk turus bagi memampatkan
lagi gel silica tersebut. Malah ianya dibiarkan semalaman untuk gel silika
menjadi mampat.. Sebanyak 2 ml ekstrak KLO D. trifoliata dimasukkan
perlahan-lahan dengan menggunakan pipet. Turus dibuka dan dibiarkan
mengalir pelarut di dalamnya. Pelarut ditambah sehingga setiap fraks ekstrak
dapat dikumpulkan.

Dengan menggunakan lampu ultralembayung mudah alih jarak
gelombang panjang (315nm). Pergerakan fraksi dapat dilihat dan dikawal bagi
mengutipnya dengan botol mengutip. Setiap pecahan akan dikutip secara
berasingan dan dikeringkan didalam oven pada suhu 60°C. Berat untuk setiap

fraksi diambil untuk ujian selanjutnya.
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4.3

43.1

KEPUTUSAN

Kandungan Kimia Ekstrak Kasar D. trifoliata.

Lemak dan asid lemak didapati hadir dalam ekstrak kasar PE tumbuhan D.
trifoliata. Di samping itu, steroid dan triterpenoid juga terdapat di dalam ekstrak
ini. Walaubagaimanapun ekstrak kasar ini tidak menunjukkan kehadiran
karotenoid.

Di dalam ekstrak kasar KLO, kehadiran akaloid dapat dikesan dengan
keputusan yang positif pada ujiannya di mana terhasiinya mendakan jingga
apabila Reagen Dragendorff ditambahkan, dan kekeruhan kekuningan terhasil
apabila mendakan Reagen Mayer ditambahkan. Kehadiran fenol dan flavonoid
dapat dikesan, manakala fenil propanoid dan antrakuinon tidak menunjukkan
kehadirannya.

Garam-garam alkaloid pula diuji dalam ekstrak kasar MET dan
menunjukkan kehadirannya. Di dalam ujian Glikosida, kesemua bahan seperti
steroid dan triterpenoid, fenil propanoid dan flavoinoid kecuali antrakuinon
hadir. Akan tetapi di dalam ujian tanin, kehadiran bahan tersebut tidak dapat
dikesan. Manakala dalam ujian karbohidrat, hanya musilgj sahgja yang didapati
hadir dalam ujiannya. Secara ringkasnya keputusan ini ditunjukkan pada Jadual

4.1.
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Jadual 4.1 : Kandungan kimia ekstrak kasar D. trifoliata.

Pelarut Ujian Pemerhatian Keputusan
Kehadiran Lemak dan - Larutan menjadi keruh Hadir.
Asid Lemak
PE Steroid & Triterpenoid | - Pembentukan cincin berwarna | Hadlir.
perang
Karotenoid - Tiada perubahan Tidak hadir.
Alkaoid
i. Kawaan - Mendakan putih.
ii. Reagen Dragendorff | - Mendakan jingga terhasil Hadir.
iii. Reagen Mayer - Kekeruhan kekuningan pada Hadir.
mendakan
KLO(CD) Terbitan Fenol.
i. Fenol-fenol - Mendakan biru kehitaman. Hadir.
ii. Fenil Propanoid - Tiada perubahan. Tidak hadir.
iii. Flavonoid - Kekeruhan & gelembung udara. | Hadir.
iv. Antrakuinon - Tiada perubahan. Tidak hadir.
Garam-garam Alkaloid
i. Kawaan - Mendakan putih.
ii. Reagen Dragendorff | - Mendakan jingga terhasil Hadir.
iii. Reagen Mayer - Kekeruhan kekuningan pada Hadir.
mendakan
Glikosida
i. Steroid & - Pembentukan cincin berwarna | Hadir.
MET Triterpenoid perang
(MET) ii. Fenil Propanoid - Warna biru di bawah cahaya Hadir.
ultralembayung
iii. Flavonoid - Kekeruhan & gelembung udara. | Hadir.
iv. Antrakuinon - Tiada perubahan. Tidak hadir.
Tanin - Warna hijau kehitaman Tidak hadir.
terbentuk
Karbohidrat
i. Karbohidrat - Tiada perubahan. Tidak hadir.
ii. Musilg - Mendakan biru terbentuk. Hadir.
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4.3.2 Kromatografi Lapisan Nipis

Gabungan pelarut 7:2:1 (toluena : etil asetat: dietilamina) memberikan 5
fraksi. Fraksi-fraksi ini memberikan warna yang berlainan antara satu sama lain
apabila dikenakan cahaya ultralembayung padanya. Fraksi yang pertama
memberikan warna merah kemerahan, diikuti dengan warna biru pendarflour
pada fraksi yang kedua. Fraks yang ketiga pula memberikan warna hijau
keputihan pendarflour dan fraks yang keempat memberikan warna perang,
sementara fraksinas yang terakhir memberikan warna perang kehitaman. Hal ini
digambarkan pada strip A (Rajah 4.1). Warna perang atau merah keperangan
yang ditunjukkan apabila disembur dengan reagen Dragendorff pada fraksi
kedua, ketiga dan yang terakhir.

Terdapat tiga fraksi sahaja bagi gabungan pelarut 7:0:3 dan 7:3:0 pada
strip B dan C (Rajah 4.1). Pada strip B, fraks pertama memberikan warna
perang-kemerahan, diikuti dengan warna hijau keputihan dan akhir sekali warna
perang. Pada strip C pula, fraks yang pertama memberikan warna perang-
kemerahan, fraksi kedua warna biru kehijauan dan warna perang pada fraksi
terakhir. Semburan reagen Dragendorff juga menunjukkan hanya fraks kedua
dan fraksi ketiga bagi kedua-dua strip ini memberikan warna perang.

Strip D dengan gabungan pelarut 7:1:2 memberikan 4 fraksi. Fraks yang
pertama memberikan warna merah kemerahan, diikuti dengan warna biru
pendarflour pada fraks yang kedua. Fraks yang ketiga memberikan warna hijau
keputihan dan fraks yang keempat memberikan warna perang kehitaman.
Kesemuaini ditunjukkan dalam strip D (Gambarajah 4.1). Hanyafraks pertama
sahgja yang tidak memberikan warna perang apabila disembur dengan reagen

Dragendorff, manakala pada fraksi keempat warna perang agak begitu terang.
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4.3.3 Turus Kromatografi

Dengan menggunakan gabungan pelarut 7:2:1, setiap fraks telah dikutip

secara berasingan. Untuk setiap 1 ml ekstrak kasar klorofrom, ia akan

menghasilkan 0.00864 g fraks 1 (F1), 0.00192 g fraksi 2 (F2), 0.00092 g fraksi

3 (F3), 0.0127 g fraksi 4 (F4) dan 0.0143 g fraksi 5 (F5).

—-Fraksi pertama

—» Fraksi kedua
— Fraks ketiga

VOO

(> Fraksi keempat

(S>> Fraksi keima

@—»Fraksi pertama

@--» Fraksi kedua

(= Fraksi ketiga

(=S Fraks pertama

(=S Fraksi kedua

(—» Fraksi ketiga

—p-Fraks pertama

00

- Fraksi kedua

(> Fraks ketiga

@——» Fraksi keempat

Rajah 4.1 : Gabungan pelarut toluena, etil asetat dan dietilamina; A=7:2:1,

B=7:3.0, C=7:0:3 dan D=7:1:2 untuk pemisahan ekstrak KLO.
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4.4

PERBINCANGAN

Daripada kajian yang dijalankan didapati tumbuhan D. trifoliata
mengandungi bahan-bahan seperti lemak dan asid lemak, steroid dan
triterpenoid, alkaloid, fenol dan flavonoid. Di samping itu garam-garam alkaloid
dan musilg juga dapat dikesan di dalam ekstrak batang tumbuhan ini. Ini
seiringan dengan kagjian oleh Institut Penyelidikan Perhutanan Maaysia (FRIM)
yang menyatakan D. trifoliata mengandungi flavonoid, lipid dan tanin. Pihak
FRIM juga ada membuat kajian akan kebolehan tumbuhan ini sebagai
peransang, pelawas, rawatan lumpuh, sakit urat, demam, sakit angin dan
bengkak sendi. (http://www.frim.gov.my/cfdocs2/medicplant/index.cfm)

Terdapat beberapa sebatian asas yang telah dikaji dan dikenal pasti
bertindak sebagai anti H. pylori, flavonoid daripada tumbuhan perubatan
tradisional di Jepun iaitu Glycyrrhiza glabra, G. inflata dan G. uralensis (Fukai
et al., 2002). Kumpulan alkaloid juga didapati banyak memberikan kesan anti H.
pylori, misalnya alkil metil kuinolon daripada ekstrak herba perubatan Cina
(Gosyuyu) yang didapati daripada buah pokok Evodia rutaecarpa (Hamasaki, et
al, 2000; Tominaga et al., 2002) dan isokuinolon daripada tumbuhan
Sanguinaria dan Hydrastis (Mahady et al., 2003). Oleh itu, satu kaedah yang
sesuai perlu diperolehi untuk mendapatkan alkaloid anti-H. pylori secara
individu atau dalam bentuk fraksi daripada ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata.

Pengasingan bahan-bahan yang terdapat di dalam ekstrak KLO
tumbuhan D. trifoliata ini dilakukan dengan menggunakan kaedah kromatografi
lapisan nipis. Pemilihannya adalah berdasarkan akan kehadiran akoloid di

dalam ujian kandungan kimia. Kaedah ini dipilih adalah berdasarkan kepada
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kosnya yang rendah, tidak melibatkan penggunaan teknik-teknik yang canggih
serta penggunaan tenaga yang paling minimum. Hasil yang ditunjukkan dalam
kajian ini mempunya ciri-ciri yang agak sama tetapi pengasingan pada
gabungan nisbah pelarut yang berlainan akan memberikan jumlah fraksi-fraksi
yang berbeza. Dengan kehadiran etil asetat dan dietilamina pada gabungan yang
sesuai menjadikan pecahan fraks yang paling banyak berbanding dengan
ketiadaan etil asetat atau ketiadaan dietilamina. Jika gabungan diterbalikkan
dengan nisbah dietilamina ditingkatkan berbanding dengan etil asetat, jumlah
fraksi yang dihasilkan adalah empat. Keadaan fraksi yang terlibat adalah sama
dengan gabungan yang pertama iaitu 7:2:1 tetapi fraksi yang keempat sahagja
yang tidak dapat dikeluarkan kerana warna perang kehitaman sahaja yang keluar
pada peringkat akhir gabungan 7:1:2.

Berdasarkan kepada hal ini, kita dapat lihat pengaruh jenis pelarut dan
nisbahnya memainkan peranan penting dalam fraksi ekstrak KLO batang D.
trifoliata. Berdasarkan kepada kepolaran, toluena merupakan bahan paling
kurang polar diikuti dengan etil asetat. Manakala dietilamina pula merupakan
bahan yang polar. Oleh itu tarikan terhadap bahan-bahan yang kurang polar
kepada yang polar menjadikan ekstrak kasar D. trifoliata itu berpecah mengikut
kepolaran masing-masing.

Walaubagaimanapun kajian ini menjurus kepada kebolehan fraksi-fraksi
ini untuk bertindak sebagai anti-H. pylori. Oleh itu kuantiti fraks yang
diperlukan mestilah mencukupi bagi menjalankan eksperimen yang berikutnya.
Oleh itu kromatografi turus dijalankan untuk mendapatkan fraksi-fraks yang
terlibat. Gabungan pelarut yang dipilih dalam turus kromatografi adalah 7:2:1

(toluena : etil asetat : dietilamina). lanya berdasarkan pada kebolehan gabungan
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ini untuk menghasilkan fraksi yang paling banyak berbanding dengan gabungan
yang lain.

Terdapat sedikit perbezaan dan segi warna yang dihasilkan ketika cahaya
ultralembayung dikenakan ke atas turus ini. Fraksi yang pertama menghasilkan
warna jingga kemerahan diikuti dengan warna biru kehijauan pendarflour pada
fraksi kedua. Fraksi yang ketiga pula memberikan warna hijau keputihan
pendarflour. Manakala, fraks yang keempat pula memberikan warna perang.
Akhir sekali fraksi yang kelima memberikan warna hijau pendarflour. Fraksi
yang kelima amat susah untuk dikeluarkan, dan dengan itu pelarut yang lebih
polar digunakan iaitu MET bagi membantu pengeluaran bahan tersebut daripada
turus.

Di antara fraksi yang terlibat, fraksi yang kedua, ketiga dan terakhir
dipercaya alkaloid memandangkan ia memberi warna biru atau biru kehijauan
pendarflour di bawah cahaya ultraembayung dan warna perang apabila
disembur dengan reagen Dragendorff. Dicadangkan fraksi yang pertama adalah
klorofil memandangkan warna merah dan jingga yang dihasilkan di bawah
cahaya ultralembayung. Manakala, fraksi ke empat didapati tidak memberikan
sebarang cahaya pendarflour dan keadaan ini, menjadikannya bukan terdiri
daripada akaloid. Kedua dua fraksi ini juga tidak memberikan sebarang warna
apabila disembur dengan reagen Dragendorff.

Hasil yang diperolehi daripada kegiatan mengumpulkan fraksi yang
terbabit menunjukkan kandungan fraksi-fraksi yang terlibat adalah berbeza sama
sekali. Berat fraksi yang paling banyak sekali adalah fraksi yang terakhir diikuti
dengan fraks yang keempat. Fraks yang ketiga pula adalah paling sedikit

diikuti dengan fraksi kedua dan pertama.
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4.5

KESIMPULAN.

Ekstrak PE tumbuhan D. trifoliata mengandungi lemak dan asid lemak,
steroid dan triterpenoid. Ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata pula mengandungi
alkaloid, fenol dan flavonoid, sementara itu pula ekstrak MET tumbuhan D.
trifoliata mengandungi garam-garam akaloid dan musilg. Oleh kerana alkaloid
merupakan suatu bahan yang boleh bertindak sebagai anti-H. pylori, maka
ekstrak kasar KLO yang mengandungi sebatian ini telah disisihkan dengan
kaedah kromatografi lapisan nipis. Dengan gabungan pelarut toluena : etil asetat
. dietilamina (7:2:1) yang terbaik yang mana dapat menyisihkan fraksi yang
terbanyak, telah digunakan dalam kromatografi turus. Penghasilan fraksi yang
berwarna hijau atau biru kehijauan pendarflour di bawah cahaya ultralembayung
dan warna perang apabila disembur dengan reagen Dragendorff menjadikan
ianya lebih kuat untuk dikatakan bahawa fraks tersebut adalah alkaloid. Oleh
itu, lima fraks yang diperolehi, perlu diuji akan sifat anti-H.pylori untuk

menentukan fraksi yang terbaik pada kajian yang selanjutnya.

111



5.1

PEMILIHAN FRAKSI YANG SELEKTIF TERHADAP H. PYLORI DAN

PENENTUAN KETOKSIKANNYA.

PENGENALAN

Penggunaan ekstrak kasar kloroform tumbuhan Derris trifoliata secara
terus adalah tidak sesuai kerana sifat ketoksikan yang ditunjukkan sangat
tinggi. Oleh itu dengan menggunakan kaedah pemisahan seperti yang
dilakukan dalam bab 4 sebelum ini, maka dapat dilihat beberapa fraks telah
diperolehi. Hal ini biasa dan telah banyak telah dilakukan terutamanya di
negara Jepun. Sebagai contohnya Derrisin, sgjenis rotenoid yang disisihkan
daripada ekstrak Derris malaccensis bertindak sebagai anti-H. pylori.
(Takashimaet al., 2002).

Kajian yang dilakukan ini akan memberi maksud atau maklumat tentang
kebolehan fraks yang telah diasing. Terdapat 5 fraks yang telah berjaya
diasingkan dengan penggunaan kolum kromatografi seperti yang telah
dilakukan dalam Bab sebelum ini. Fraksi-fraksi ini di labelkan sebaga F1, F2,
F3, F4 dan F5. Kesemua fraksi tersebut mempunyai ciri-ciri tertentu apabila di
lihat di bawah cahaya ultralembayung, walaupun ianya bukan ekstrak yang
benar-benar tulen. Kos dan masa untuk mendapatkan ekstrak yang benar-benar
tulen adalah amat tinggi. Ini kerana lebih banyak sampel tumbuhan diperlukan,
penyisihan hendaklah dilakukan dengan menggunakan lebih daripada satu
sistem pelarut dan ekstrak tumbuhan kaya dengan klorofil yang mengganggu

proses penulenan. Maka, sislhan komponen yang diperolehi dalam kajian ini
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hanyalah peringkat awal sishan sahgja dengan menggunakan satu sistem
pelarut.

Dengan itu, satu kajian penyaringan terhadap lain-lain bakteria patogen
untuk memberikan maklumat tentang keupayaan spesifik fraks - fraks yang
terlibat terhadap bakteria H. pylori. Hal ini penting untuk kita memilih fraksi
yang seboleh-bolehnya hanya spesifik kepada perencatan H. pylori sahgja.

Kebolehan fraksi - fraksi yang berpotensi terhadap kegiatan anti H.
pylori menjadi tidak begitu berkesan jika iamempunyai kadar ketoksikan yang
tinggi. Oleh itu ujian ketoksikan perlu dijalankan bagi tujuan mengetahui akan
tahap ketoksikan fraksi yang terlibat. Hal ini penting, kerana ianya dapat
membezakan kebolehupayaan sesuatu fraks merencat pertumbuhan atau
membunuh H. pylori adalah bukan disebabkan oleh ketoksikan tetapi ianya
mestilah disebabkan oleh kandungan fraks itu sendiri yang bersifat anti H.
pylori. Jika fraksi dalam kajian ini mempunyai tahap ketoksikan yang tinggi,
maka ianya tidak sesuai untuk digunakan kerana ianya mungkin boleh
menj gjaskan atau memberi kesan sampingan kepada penggunaannya.

Pelbagai kajian dijalankan untuk menguji ketoksikan sesuatu bahan
sampel ekstrak atau fraksi. Kajian yang sering dilakukan adalah menggunakan
anak udang brin, A. salina sebagai petunjuk kandungan toksik. Battinelli et al.,
(2001) menggunakan kaedah ini dalam menguji ketoksikan ekstrak Epilobium.
lanya telah mula diperkenalan oleh Michea dan rakan-rakan pada tahun 1956
dan diperkemaskan oleh Vanhaecke dan rakan-rakan pada tahun 1981 dan
ditambahbaikkan pada 1983 oleh Sleet dan Brendel (Carballo et al., 2002). Kos
kajian ini murah dan senang untuk dikendalikan kerana ianya tidak melibatkan

penggunaan teknolLogi yang tinggi. Walaupun menggunakan air laut untuk
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membiak A. salina, ianya boleh disediakan dengan tiga cara altenatif iaitu
mengambil air laut yang asli dan mengautoklaf atau menapis dengan
menggunakan penuras yang bersaiz liang kecil (0.2 um), kedua dengan
menyediakan air laut dengan garam khas dan akhir sekali air laut tiruan boleh
disediakan dengan campuran bahan-bahan kimia mengikut sukatan yang telah
ditentukan.

Objektif kajian dalam bab ini ialah untuk melakukan penyaringan untuk
mengecam fraksi yang merencat H. pylori. Kebolehan fraks yang terlibat
dinilai dengan jarak perencatan yang diberikan oleh setiap fraks terhadap
pertumbuhan H. pylori. Fraks yang berjaya memberikan keputusan yang baik

akan dipilih untuk kajian berikutnya.
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5.2

BAHAN DAN KAEDAH

Bahan dan kaedah yang sama digunakan dalam Bab tiga dengan
perbezaan sampel yang digunakan. Dalam Bab ini sampel yang digunakan
adalah daripada eksperimen sebelum ini Bab 4, sampel-sampel di
klasifikasikan dengan fraks satu (F1), fraksi dua (F2), fraksi tiga (F3), fraksi
empat (F4) dan fraks lima (F5) mengikut yang mana keluar dahulu. Kepekatan
yang digunakan adalah 0.0046 g/ml. Untuk kajian lain-lain bakteria patogen
dan ujian ketoksikan hanya F1, F2 dan F3 sahgja digunakan dengan kepekatan

0.0046 g/m.
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5.3 KEPUTUSAN

5.3.1 Diameter Perencatan Pertumbuhan H. pylori

Fraksi F1 dan F2 memberikan diameter perencatan sebanyak 42 + 1.00

mm manakala F3 memberikan diameter 35 + 1.00 mm (Jadual 5.1 dan Plat

5.1a). F4 dan F5 masing-masing memberikan bacaan diameter 17 + 1.00 mm

dan 17.16 + 1.07 mm sahga berbanding dengan ekstrak KLO yang

memberikan bacaan diameter sebanyak 41 + 1.00 mm (Jadual 5.2 dan Plat

5.1b). Kawalan iaitu H,O dan DMSO tidak menunjukkan sebarang kesan

perencatan.

Jadual 5.1 : Diameter perencatan pertumbuhan H. pylori yang ditunjuk oleh Plat 5.1a

Sampel F1 F2 F3 H,0 DMSO
o

Diameter 42+1.00 | 42+1.00 | 35+1.00 T.Z T.Z.
(mm)

Jadual 5.2 : Diameter perencatan pertumbuhan H. pylori yang ditunjuk oleh Plat 5.1b.

Sampel F4 F5 KLO H,O DMSO
:rg:ﬁ;‘mer 17+100 | 72+104 | 41+100 | Tz TZ.
Kekunci Jadual:
* purata tiga bacaan
TZ tiada zon perencatan
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Sampel F2

y ® Sampel F 1.'
| Sampel F3

i

(AT |

IS E I e 1P~ 18 19 2

(a) Fraksi F1,F2,F3 dan kawalan
DMSO dan H,O

(b) Fraksi F4, F5, KLO dan kawalan
DMSO dan H,O

Plat 5.1 : Kesan lima fraksi F1, F2, F3, F4, F5 dan ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata

terhadap H. pylori dengan ujian pembauran cakera.
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532

Diameter Perencatan Pertumbuhan Bakteria Patogen lain.

Jadual 5.3 menunjukkan bahawa F1 dan F2 tidak memberikan sebarang
kesan perencatan kepada semua jenis bakteria-bakteria patogen yang telah diuji
kecuali kepada bakteria H. pylori sahaja (kawalan positif). Akan tetapi fraksi
F3 dan ekstrak kasar KLO batang D. trifoliata memberikan kesan terhadap
perencatan pertumbuhan tujuh spesies bakteria patogen dan juga H. pylori.
Bakteria-bakteria yang terbabit adalah V. parahaemolyticus 7.00 + 0.10 mm
(Plat 5.2b), V. cholerae 7.00 + 0.10 mm (Plat 5.2f), S. paratyphi A 7.00 + 0.10
mm (Plat 5.2g), S. boydii 7.00 + 0.10 mm (Plat 5.2h), S. dysenteriae 9.00 +
0.63 mm pada F3 dan 10.17 + 0.75 mm pada ekstrak KLO (Plat 5.2i), Ps.
aeruginosa 12.17 + 1.17 mm pada F3 dan 12.5 + 1.87 mm pada ekstrak KLO
(Plat 5.2k) dan akhir sekali Ps. slutzeri 7.00 + 0.00 mm (Plat 5.21). Nilai-nilai
diameter perencatan pada H. pylori pula menunjukkan ekstrak KLO
memberikan nilai diameter perencatan terbesar (41.00 + 1.10 mm), diikuti oleh
F2 (40.00 + 1.79 mm), serta F1 (38.00 + 1.79mm) dan F3 (32.33 + 0.82mm).

Keputusan ini diringkaskan dalam Jadual 5.3 dan digambarkan pada Plat 5.2n.
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Jadual 5.3 :Diameter perencatan pertumbuhan 13 bakteria patogen dan H. pylori oleh tiga fraksi dan ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata.

Kultur Bakteria F1 F2 F3 KLO Kawalan (mm)

(mm) (mm) (mm) (mm) DMSO H,O
Escherichia coli (ATCC 25922) TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Vibrio parahaemolyticus TZ TZ 7.00 +0.10 7.00 +0.10 TZ TZ
Salmonella sp. TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Staphylococcus aureus TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Escherichia coli TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Vibrio cholerae TZ TZ 7.00 +0.10 7.00 +0.10 TZ TZ
Salmonella para typhi A TZ TZ 7.00 +0.10 7.00 +0.10 TZ TZ
Shigella boydii TZ TZ 7.00 +0.10 7.00 +0.10 TZ TZ
Shigella dysenteriae TZ TZ 9.00 + 0.63 10.17 +0.75 TZ TZ
Proteus vulgaris TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Pseudomonas aeruginosa TZ TZ 12.17+1.17 12.50 + 1.87 TZ TZ
Pseudomonas slutzeri TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Enterobacter sp. TZ TZ TZ TZ TZ TZ
Helicobacter pylori 38.00+1.79 40.00 + 1.79 32.33+0.82 41.00+1.10 TZ TZ

Kekunci Jadual

TZ : tiada zon perencatan
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Plat 5.2 : Kesan tiga fraksi F1, F2, F3, dan ekstrak KLO tumbuhan D. trifoliata terhadap

patogen lain dan H. pylori (kawalan) dengan ujian pembauran cakera.
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5.3.3

Tahap Ketoksikan Ekstrak

Ujian ketoksikan telah dijalankan dengan cara triplikat terhadap empat
jenis sampel iaitu F1, F2, F3 dan ekstrak KLO dengan DM SO dan air suling
steril sebagai kawalan. Bilangan mati, bilangan hidup dan jumlah A. salina
diambil kira secara purata. Hasil ujian menunjukkan bahawa F1 memberikan
nilai LCsp sebanyak 8.8 ug/ml ( Jadual 5.4). F2 pula memberikan nilai LCso
ialah 966.5 ug/ml (Jadual 5.5) . Manakala F3 pula memberikan nilai LCs
untuk adalah 60.4 ug/ml (Jadual 5.6). Akhir sekali ekstrak KLO memberikan

nilai LCso sebanyak 1.1 ug/ml (Jadual 5.3.7).

124



Jadual 5.4 : Pengiraan LCsp bagi F1

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
128 2.1072 15 0 1 100.00
64 1.8062 12 0 1 100.00
32 1.5051 13 0 1 100.00
16 1.2041 13 3 38/47 80.85
8 0.9031 5 6 5/11 45.45
4 0.6021 4 10 11/40 27.50
2 0.3010 0 12 0 0.00
1 0.0000 0 12 0 0.00
Kawaan air 0 13 0 0.00
Kawaan DMSO 0 12 0 0.00
Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
Log LCsy — Log kepekatan a = %L Csp -%0m
Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m
Dimana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Csy = 0.90
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Csp = 1.20
m = Peratus kematian sebelumLCsp = 45.45
n = Peratus kematian selepas LCsp = 80.85
LOg LCs = 0.942
LCso = 8.8 pg/mi
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Jadual 5.5 : Pengiraan LCsp bagi F2

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
2048 3.3113 10 7 3/5 60.00
1024 3.0103 10 9 29/55 52.73
512 2.7093 3 12 15 20.00
256 2.4082 2 11 3/20 15.00
128 2.1072 15 10 1/16 6.25
64 1.8062 12 15 0 0.00
32 1.5051 13 15 0 0.00
16 1.2041 13 16 0 0.00
8 0.9031 5 15 0 0.00
4 0.6021 4 17 0 0.00
2 0.3010 0 14 0 0.00
1 0.0000 0 16 0 0.00
Kawalan air 0 15 0 0.00
Kawalan DMSO 0 16 0 0.00
Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
Log LCsp — Log kepekatan a = %L Csp -%0m
Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m
Dimana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Cs = 2.7093
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Cso = 3.0103
m = Peratus kematian sebelumLCsp = 20.00
n = Peratus kematian selepas LCsp = 52.73
Log LCso = 2.985
LCso = 966.5 ug/mi
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Jadual 5.6 : Pengiraan LCsy bagi F3

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
128 2.1072 10 7 3/5 60.00
64 1.8062 10 9 29/55 52.73
32 1.5051 3 12 15 20.00
16 1.2041 2 11 3/20 15.00
8 0.9031 1 10 1/16 6.25
4 0.6021 0 15 0 0.00
2 0.3010 0 15 0 0.00
1 0.0000 0 16 0 0.00
Kawaan air 0 15 0 0.00
Kawaan DMSO 0 16 0 0.00

Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)

Log LCsy — Log kepekatan a %L Csp -%0m

Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m

Dimana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Cs = 1.51
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Csp = 1.81
m = Peratus kematian sebelumLCsp = 20.00
n = Peratus kematian selepas LCsp = 52.73
LOg LCso = 1.781
LCso = 60.4 pg/mi
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Jadual 5.7 : Pengiraan L Csp bagi ekstrak KLO (kawalan)

Kepekatan Log Bil mati | Bil Hidup | Nisbah Mati:Jumlah| Peratusan %
ekstrak (mg/ml) | kepekatan kematian
128 2.1072 10 0 1 100.00
64 1.8062 11 0 1 100.00
32 1.5051 13 0 1 100.00
16 1.2041 15 0 1 100.00
8 0.9031 14 0 1 100.00
4 0.6021 15 2 46/51 90.20
2 0.3010 11 5 2/3 66.67
1 0.0000 9 9 13/27 48.15
Kawalan air 0 16 0 0.00
Kawalan DMSO 0 15 0 0.00
Formula Pengiraan kepekatan maut (L Csp)
Log LCsy — Log kepekatan a = %L Csp -%0m
Log kepekatan b — Log kepekatan a %n-%m
Dimana,
Log kepekatan a = Log kepekatan sebelum L Csy = 0.00
Log kepekatan b = Log kepekatan selepas L Csp = 0.30
m = Peratus kematian sebelumLCsp = 48.15
n = Peratus kematian selepas LCsp = 66.67
Log LC50 = 0.030
LCso = 11 pg/mi
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5.4

PERBINCANGAN

Fraksi-fraksi yang diperolehi daripada Bab empat telah diuji akan
keberkesanannya terhadap perencatan bakteria H. pylori. Lima fraksinasi yang
terlibat dalam ujian ini iaitu F1, F2, F3, F4 dan F5. Ekstrak kasar kloroform
batang D. trifoliata juga digunakan sebagai kawalan positif. Ternyata F1 dan
F2 memberikan kesan perencatan yang hampir sama dengan kesan yang
diberikan oleh ekstrak kasar klorofrom tersebut. Manakala F3 memberikan
kesan yang sederhanaiaitu sekitar 35.00 mm. Akan tetapi kesan fraksi F4 dan
F5 amat kurang terutamanya kepada F5 yang hanya memberikan nilai sekitar
716 mm sahga manakala fraks F4 pula sebanyak 17.00 mm. Ini
menunjukkan terdapat perbezaan daripada segi keupayaan setiap fraksi - fraksi
yang terlibat. Dalam kes ini, F1 dan F2 memberikan kesan yang maksimum
seperti kesan yang diberikan oleh ekstrak kasar. Ini menunjukkan bahawa
kandungan F1 dan F2 yang ada di dalam ekstrak kasar memberikan kesan
tersebut kerana fraks - fraks yang berikutnya hanya memberikan kesan
perencatan yang agak kecil.

Kajian selanjutnya dilakukan dengan menguji fraks - fraks tersebut
terhadap empat belas pencilan bakteria patogen termasuklah H. pylori sebagai
kawalan positif untuk dilihat akan kesan perencatannya. Disamping itu juga
kita dapat melihat akan keupayaan memilih fraks yang terlibat untuk memberi
kesan perencatan terhadap H. pylori. Oleh itu tiga fraksi yang utama sahagja
yang dipilih F1, F2 dan F3 memandangkan nilai perencatan yang diberikan
oleh fraksi - fraksi ini agak besar. Daripada keputusan yang diperolehi, F1 dan

F2 tidak memberikan apa-apa kesan perencatan kepada kesemua bakteria
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patogen yang diuji kecuali kepada H. pylori sahgja. Akan tetapi F3 dan ekstrak
kasar dapat memberikan kesan perencatan kepada |apan spesies daripada empat
belas spesies yang diuji. Spesies yang terbabit adalah V. parahaemolyticus, V.
cholerae, S. para typhi A, S. boydii, S. dysenteriae, Ps. aeruginosa, Ps. slutzeri
dan H. pylori.

Ekstrak kasar yang digunakan dalam ujian ini bertindak sebagai kawalan
positif. Apa yang menarik perhatian di sini ialah kebolehan F1 dan F2
memberikan kesan perencatan hampir sama dengan yang diberikan oleh
ekstrak kasar terhadap H. pylori iaitu sekitar 38.00 — 42.00 mm. Malah ianya
tidak mengalami perubahan yang besar berbanding dengan ujian pembauran
yang dilakukan pada Bab ketiga.

Berikutan dengan keupayaan F1 dan F2 memilih untuk memberikan
kesan perencatan, maka satu lagi ujian dilakukan untuk menentukan tahap
ketoksikan bahan-bahan yang ada di dalam fraks tersebut. Kajian ini
melibatkan ketiga-tiga fraksi dan ekstrak kasar kloroform batang D. trifoliata
dengan menggunakan A. salina. Kgjian ini  digunakan untuk menguji sebatian
bioaktif di dalam ekstrak tumbuhan (Y ang et. al., 2001).

Satu keputusan yang amat menarik diperolehi dalam ujian ini di mana
F1, F3 dan ekstrak kasar masing-masing mempunyal tahap ketoksikan yang
tinggi dengan nilai LCs yang rendah iaitu 8.75, 60.41 dan 1.07 ug/ml. Akan
tetapi F2 memberikan tahap ketoksikan yang rendah dengan nilai LCsy yang
tinggi iaitu 966.48 pug/ml. Nilai ini sudah menghampiri nilai yang dibenarkan
oleh Institut Kanser Kebangsaan (NCIUSA) dalam kaian mereka kepada

bahan anti kanser iaitu 1000 png/ml (Cragg et. al., 1994).
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Daripada keputusan yang diperolehi ini, jelas memberikan kita satu
penyelesaian akan ketoksikan yang wujud sebelum ini pada ekstrak kasar
tumbuhan ini. Ketoksikan yang wujud pada ekstrak kasar sebelum ini adalah
disebabkan oleh kehadiran bahan-bahan toksik pada F1 dan F3. Oleh itu kesan
perencatan yang ada pada fraksi - fraksi ini boleh diragui keranaianya mungkin
disebabkan oleh ketoksikannya. Maka, F2 yang mempunyai ketoksikan yang
rendah dapat diterima dengan balk sebagai bahan yang dapat memberikan
kesan yang besar terhadap perencatan pertumbuhan H. pylori. Bukan itu sga,
mal ah kesannya juga hampir menyamai ekstrak kasar.

Daripada segi sifat yang ditunjukkan oleh F2, ia merupakan bahan yang
terdiri daripada kumpulan akaloid. Penemuan ini adalah amat menarik kerana
kaian di Jepun telah membuktikan yang sgenis alkaloid iaitu alkil metil
kuinolon daripada sejenis ubat tradisional China (Gosyuyu) begitu aktif in vivo
terhadap H. pylori (Hamasaki et. al., 2002). Begitu juga dengan kajian yang
dilakukan di Amerika dimana dua akaloid iaitu benzotenanthridin daripada
Sanguinaria canadensis dan berberina serta betahidrastina daripada Hydrastri
canadensis digunakan untuk ujian in vitro terhadap H. pylori (Mahady et. al.,
2003). Kebanyakan bahan-bahan ini diperolehi daripada ekstrak kasar sebelum
diperhalusi ekstraknya bagi mendapatkan komponen yang lebih tulen. Oleh itu,
kumpulan akaloid yang ada dalam tumbuhan D. trifoliata dapat bertindak

sebagai bahan yang merencatkan pertumbuhan H. pylori.
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5.5

KESIMPULAN.

Fraks yang dihasilkan dalam Bab 4 telah diuji keberkesannya terhadap
perencatan H. pylori. Daripada ujian yang dijalankan, Fraksi F2 yang
mempunyai sgjenis bahan yang dipercayai kumpulan alkaloid telah didapati
bertindak sebagai bahan perencat yang spesifik terhadap pertumbuhan H. pylori
dan tidak kepada bakteria patogen lain yang diuji. Tahap ketoksikannya yang
rendah (966.5 pug/ml) menjadikan bahan ini sesuai untuk kajian selanjutnya

sebagai bahan anti-H. pylori.
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6.1

FRAKSI TERPILIH (FRAKSI F2) : PENENTUAN KEPEKATAN
PERENCATAN MINIMUM (MIC) DAN KESANNYA TERHADAP

PERTUMBUHAN SERTA PERUBAHAN MORFOLOGI H.PYLORI.

PENGENALAN

K epekatan perencatan minimum (MIC) adalah penting dalam kajian ini.
Kajian ini amat praktikal dilakukan bagi mengenalpasti kepekatan minimum
ekstrak yang diperlukan untuk merencat sehingga 50% (MICsp) atau 90%
(MICy) daripada kultur kajian. Dua contoh kajian MIC terhadap strain H.
pylori telah dilakukan sebelum ini seperti ekstrak Myroxylon peruiferum yang
memberikan nilai MIC 62.5 pg/ml (Ohsaki et al., 1999) dan Anthemis
melanolepsis pula memberikan nilai MIC di antara 0.625 hingga 5.00 pg/ml
(Stamatis et al., 2003). Dalam kajian ini MICsy dan MICy akan memberikan
satu keputusan yang menunjukkan tahap keupayaan F2.

Koloni H. pylori apabila diberi tindakan dengan bahan kimia atau bahan
perencat akan mula mengalami masalah terutamanya dalam perubahan bentuk
fizikal. Secaratidak langsung, strain itu menjadi lemah, dan ia akan mati atau
bertukar ke bentuk kokoid. H. pylori cenderung berubah daripada bentuk spiral
kepada bentuk kokoid sekiranya persekitaran medium tidak lagi menyokong
pertumbuhannya (Nakamura et al., 2000). Perubahan H. pylori kepada bentuk
kokoid menjadikan ianya tidak dapat membentuk koloni. Kematian atau
peralihan bentuk spiral ke kokoid ini menjelaskan tentang kejatuhan nilai CFU

akhir apabila dibandingkan dengan nilai CFU awal kemandirian H. pylori.
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Kiraan langsung sel H. pylori berdasarkan bacaan dlaid kepada dua
bentuk fizikal. Dengan perwarnaan mudah, bentuk pertama ialah bentuk spiral,
bentuk yang hidup dan boleh menghasilkan koloni. Sel H. pylori yang
berbentuk heliks atau spiral merupakan sel yang aktif membahagi dan dengan
itu ia dapat dikulturkan (Cole et al., 1997). Keduanya adalah kokoid, yang
berbentuk bulat sepenuhnya. Pada bentuk ini H. pylori tidak lagi menjalankan
sifatnya sebagai bakteria dan ianya tidak dapat dikulturkan lagi. Penambahan
ekstrak yang mengandungi bahan antimikrob tertentu ke dalam medium
pertumbuhan atau keadaan persekitaran yang tidak sesuai sebenarnya
mempercepatkan lagi perubahan morfologi daripada bentuk spiral kepada
bentuk kokoid (Kusters et al., 1997). Pada teorinya bilangan bentuk spiral akan
berkurangan apabila ianya telah ditindakan dengan bahan perencat. Oleh itu
bilangan bentuk kokoid pula akan bertambah.

Pemerhatian melalui  mikroskop elektron penskanan (SEM) akan
menjelaskan lagi kajian ini. Dari sini dapat dilihat bentuk H. pylori yang
berubah stukturnya bila dikenakan bahan anti H. pylori dari sel spiral terus
berubah menjadi kokoid. Hal ini akan membawa kepada kajian terhadap bahan
aktif tersebut. Bahan aktif yang terlibat biasanya mempunyai cara tersendiri
untuk bertindak. Mikonazol misalnya, mampu menganggu metabolisime
kolestrol dalam penyakit ‘ recklinghausen’ (Itoh et al., 1998).

Terdapat bahan aktif yang mampu membunuh terus dengan cara
memecahkan sel bakteria atau ada yang menghalang reseptor-reseptor tertentu
yang menjadikan sel bakteria tidak dapat berfungsi dengan baik. Di dalam
kajian H. pylori, kebanyakan bahan aktifnya bertindak menganggu atau

menghalang reseptor-reseptor sel, menjadikan H. pylori tidak stabil dengan
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keadaan persekitarannya. Oleh itu, H. pylori akan berubah bentuk kepada
kokoid. Kesan antimikrob terhadap pembentukan kokoid inilah yang
mengurangkan keupayaan H. pylori untuk dikulturkan.

Oleh itu, objektif kajian ini adalah; pertama untuk menentukan MICs
dan MICy bagi fraksi F2 dan ekstrak KLO untuk perencatan H. pylori dan
membuat perbandingan dengan antibiotik yang selau digunakan dalam
rawatan jangkitan H. pylori; kedua menentukan tahap kemandirian H. pylori di
dalam medium kaldu yang diberikan fraksi F2 pada kepekatan yang berlainan;
ketiga, memerhatikan perubahan morfologi H. pylori apabila diberikan fraksi

F2 pada kepekatan yang berlainan.
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6.2

6.2.1

6.2.2

BAHAN DAN KAEDAH

Peralatan Dan K eperluan Eksperimen

Peralatan disteril seperti yang dinyatakan di dalam Bab 2.2.1 dan
medium pengkulturan, pengeraman kultur, medium pengawetan dan
pengawetan kultur adalah seperti yang dinyatakan di dalam Bab 2.2.3, Bab

2.2.4.Bab 2.25dan Bab 2.2.6.

Penyediaan Agar Yang Mengandungi Fraksi F2 Dan Antibiotik (Tetrasiklin,
Metronidazola Dan Amoksisilin) Dan Ekstrak KLO Dan Penentuan MIC.

Julatan kepekatan muktamad F2 (Bab 4), ekstrak KLO tumbuhan D.
trifoliata, antibiotik yang sering digunakan dalam rawatan H. pylori seperti
Tetrasiklin, Metronidazola dan Amoksisilin di tunjukkan dalam Jadua 6.1.
Agar EBA tanpa rawatan dan agar EBA dicampur dengan julatan DM SO
bertindak sebagai eksperimen kawalan.

Sebanyak 45 pencilan klinikal atau kultur H. pylori yang berbeza telah
divji. Kesemua kultur tersebut diperolehi daripada pesakit-pesakit yang
diendoskopkan di Hospital Seberang Jaya, Pulau Pinang sepanjang tahun 1998-
2002 ( Jadual 6.2). Ampaian sel piawa disediakan seperti dinyatakan dalam
Bab 2.2.7. Kemudian, 10 pl daripada setiap 45 inokulum tadi dipipetkan pada
setigp petak pada agar EBA yang mengandungi siri kepekatan muktamad
ekstraknya.

Selepas 84 jam pengeraman, pertumbuhan H. pylori diperhatikan.

Pertumbuhannya dicatat sama ada positif (ada pertumbuhan) atau negatif
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(tiada pertumbuhan) pada setiap julat kepekatan yang ditetapkan. Seterusnya

nilai MICso dan MICg dihitung.

Jadual 6.1: Siri kepekatan F2, ekstrak KLO kloroform batang tumbuhan D. trifoliata,

Tetrasiklin, Metronidazola dan Amoksisilin untuk penentuan MIC.

Fraks 2 Ekstrak KLO Tetrasiklin Metronidazola | Amoksisilin
(ng/mi) (ng/mi) (ng/mi) (ng/mi) (ng/mli)
1 1 1 1 0.007
2 2 2 2 0.015
4 4 4 4 0.03
8 8 8 8 0.06
16 16 16 16 0.12
32 32 32 24 0.24
64 64 64 32 0.48
128 128 128 40 0.96
256 256 1.92
512 512
1024 1024
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Jadual 6.2: Sumber 45 kultur H.

pylori yang digunakan dalam penentuan MIC.

Bil | Pencilan Bangsa Jantina Umur Penemuan endoskopi
1 SJ46 Melayu Lelaki 50 Gadgtritis antrum
2 SJ47 India Wanita 60 Gastritis antrum
3 SJ65 Cina Wanita 46 Gastritis antrum
4 SJ69 Cina Wanita 70 Normal
5 SJ70 Cina Wanita 63 Normal
6 SJ77 Melayu Lelaki 24 Gadgtritis antrum
7 SJ98 Cina Lelaki 69 Ulser duodenum
8 SJ109 | India Lelaki 47 Gastritis antrum
9 SJ115 | Cina Lelaki 26 Gastritis antrum

10 SJ136 | India Lelaki 37 Ulser duodenum

11 SJ137 | India Lelaki 33 Antral gastritis

12 SJ143 | Cina Lelaki 45 Antral gastritis

13 SJ147 | India L elaki 40 Norma

14 SJ148 | India Lelaki 45 Gastritis antrum

15 SJ152 | India Lelaki 56 Ulser prapilorus

16 SJ153 | Cina Lelaki 67 Ulser prapilorus

17 SJ154 | Cina Lelaki 42 Ulser prapilorus

18 SJ157 | Cina Lelaki 70 Gastritis antrum

19 SJ160 | India Lelaki 60 Gadtritis

20 SJ164 | Cina Lelaki 51 Gastritis antrum

21 SJ175 | Bangladesh Lelaki 30 Gadtritis

22 SJ179 | India Lelaki 30 Gastritis antrum

23 SJ184 | India Lelaki 41 Gastritis pilorus

24 SJ185 | India Lelaki 46 Gastritis antrum

25 SJ195 | Cina Lelaki 67 Tiada laporan

26 SJ198 | Cina Lelaki 37 Gastritis antrum

27 SJ205 | India Wanita 55 Gastritis

28 SJ248 | Bangladesh Lelaki 47 Normal dispepsiatanpa ulser

29 SJ251 | Melayu Lelaki 45 Gadtritis antrum

30 SJ255 | India Lelaki 60 Gastritis antrum

31 SJ270 | India Lelaki 42 Gastritis antrum

32 SJ295 | Bangladesh Lelaki 25 Normal dispepsia tanpa ulser

33 SJ300 | Cina Wanita 55 Gastritis antrum

34 SJ334 | Melayu Lelaki 38 Gadtritis

35 SJ371 | Cina Lelaki 45 Ulser duodenum

36 SJ381 | Melayu Lelaki 45 Gastritis antrum

37 SJ392 | India Lelaki 48 Ulser prapylori

38 SJ393 | India Wanita 45 Normal dispepsiatanpa ulser

39 SJ422 | India Wanita 48 Gadtritis

40 SJ443 | India Lelaki 60 Gadtritis

41 SJ452 | Bangladesh Lelaki 32 Gastritis

42 SJ779 | Bangladesh Lelaki 43 Duodenitis

43 SJ808 | Cina Lelaki 62 Ulser duodenum

44 SJ815 | Melayu Lelaki 70 Duodenitis

45 SJ885 | India Lelaki 56 Duodenitis
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6.2.3

6.2.3.1

6.2.3.2

Penentuan Kesan Fraksi F2 Terhadap Pertumbuhan H. pylori.
Ujian Kadar Hidup.

Sebanyak 5 siri tiub disumbatkan dengan kapas steril. Bagi setiap tiub,
air suling, inokulum (Ampaian sel piawa disediakan seperti dinyatakan dalam
Bab 2.2.7), kaldu Eugon serta F2 dengan kepekatan yang berbeza dimasukan
mengikut seperti dalam Jadual 6.3, di manaisipadu akhir adalah sebanyak 500
pl. Tiub pertama dan kedua mengandungi DM SO dan H,O menggantikan F2
yang bertindak sebagai kawalan.

Bagi setiap tiub, pencairan bersiri 10 ganda dijalankan. Sebanyak 10 pl
daripada sampel dari setiap tiub sampel pada pencairan 10" dicairkan dengan
90 pl air suling dalam tiub. Pencairan bersiri 10-ganda dijalankan daripada 10™
hingga 10°. Sebanyak 10 ml setiap pencairan (secara triplikat), dipipetkan ke
atas EBA dan dieramkan (Bab 2.2.4) untuk selama 84 jam, sebelum koloni
dihitung. Kaedah ini diulangi untuk setiap 24, 48, 72 dan 84 jam.

Kaedah Hitungan Langsung

Hitungan langsung untuk menentukan bentuk spiral dan kokoid H. pylori
dapat dilakukan menerusi pemerhatian di bawah mikroskop cahaya. Sebanyak
10 pl daripada setiap pencairan (Bab 6.2.4) dipipetkan ke atas slaid kaca dan
disebarkan seluas 1 cm persegi. Slaid dilayarkan dengan melalukannya di atas
nyala penunu Bunsen. Setelah didapati kering, coretan diwarnakan dengan
safranin, dibiarkan selama 10 minit, dibilas di bawah aliran air paip sebelum
dikeringkan. Slaid kemudiannya diperhatikan di bawah mikroskop cahaya
dengan pembesaran 1000 kali di bawah kanta rendaman minyak. Morfologi H.

pylori dapat dikenalpasti, iaitu berbentuk spiral, perantaraan spiral-kokoid,
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serta kokoid. Bilangannya dalam setiap tiub dicatat bermula dari jam sifar

hingga 84 jam.

Jadual 6.3: Kandungan kaldu Eugon yang mengandungi fraksi F2 sertaair suling dan

DM SO sebagai kawalan.

5 >
E ~ — 8
c To= | o = =g
S %::: %: g;é:‘igg% ~no=o | wE E 'Zi‘i
= o >0 = Te) ~ | =
S c a < — e
® - S
\4 Law]
1 250
500 100 150 0 0 1000
(kawalan) (DM SO)
2 500 100 150 250 0 0 1000
(kawalan)
3 500 100 150 230 20 1 1000
4 500 100 150 210 40 2 1000
5 500 100 150 170 80 4 1000
Nota:

ds: kekuatan dua kali
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6.2.4

Pemerhatian Morfologi H. pylori Dengan Mikroskop Elektron Penskanan
(SEM).

Satu siri kepekatan disediakan (Bab 6.2.3.1 dan Jadual 6.3). Tidak semua
siri kepekatan dapat dilihat di bawah mikroskop elektron penskanan (SEM),
ini kerana faktor penghad kepada 8 sampel sahgja. Oleh itu siri kepekatan
yang dapat dilihat ialah kawalan DM SO selama (jam) O, 48 dan 84. Diikuti
pula dengan F2 yang berkepekatan 1 pg/ml selama (jam) 48 dan 84. Akhir
sekali F2 yang berkepekatan 4 pg/ml selama (jam) O, 48 dan 84. Langkah-
langkah yang dilakukan ialah:-

Sampel diemparkan di dalam tiub Eppendorff 1.5 ml selama 15 minit

dengan kelgjuan 2000 g.

Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan

McDowell-Trump yang disediakan dalam 0.1M penimbal fosfat (pH 7.2)

selama 2 jam bagi tujuan penetapan. la juga boleh disimpan dahulu di

dalam peti sgjuk (0-8° C) bagi tujuan pengumpulan sampel sebelum

dibawa ke Unit Mikroskop Elektron.

Kemudian, ia diemparkan selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g.

Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 0.1 M

penimbal fosfat (W1) .

Kemudian, ia diemparkan sekali lagi selama 15 minit dengan kelgjuan

2000 g. Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan

dengan 0.1M penimbal fosfat (W2) .

Kemudian, ia diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g.

Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 1%
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Vi.

Vil.

viil.

Xi.

Xii.

(b/i) Osmium tetrosida yang disediakan dalam penimbal fosfat bagi
tujuan penetapan kedua.

Kemudian, ia diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g.
Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan air
suling (PW1). (Langkah v dan vii mesti lakukan di dalam kebuk wasap
di bawah pengawasan staf di Unit Mikroskop Elektron. Ini adalah kerana
Osmium tetrosida adalah bahan kimia yang sangat toksik).

Kemudian, ia diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g.
Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan air
suling (PW2).

Sekali lagi ia diemparkan selama 15 minit dengan kelgjuan 2000 g.
Supernatan dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 50%
etanol dan dibiarkan selama 15 minit.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 75% etanol dan
dibiarkan selama 15 minit.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelagjuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 95% etanol (W1
dan dibiarkan selama 15 minit.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelagjuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 95% etanol (W2)
dan dibiarkan selama 15 minit.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelagjuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 100% etanol.

(W1) dan dibiarkan selama 20 minit.

142



Xiii.

Xiv.

XV.

XVi.

XVil.

XViii.

XiX.

XX.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan dengan 100% etanol (W2)
dan dibiarkan selama 20 minit.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan  dengan HMDS
(Hesametildisilazin) (W1) dan dibiarkan selama 5 minit.

la diemparkan lagi selama 15 minit dengan kelajuan 2000 g. Supernatan
dibuang dan pelet yang tertinggal diampaikan  dengan HMDS
(Hesametildisilazin) (W2) dan dibiarkan selama 5 minit.

la kemudiannya dibiarkan kering di dalam alat desikator untuk selama 2
hingga 3 hari.

Sampel yang telah kering akan dilekatkan dengan “double sided sticky
tape” pada tapak sampel mikroskop elektron penskanan (SEM).
Kemudian ia akan dikatkan dengan emas.

Sampel kemudiannya akan disejukbekukering dengan cecair nitrogen.
Akhir sekali barulah sampel berkenaan dapat diamati dengan mikroskop

elektron penskanan (SEM).
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6.3

6.3.1

KEPUTUSAN

Nilai MICsp dan MICgq Fraks F2 Dan Antibiotik (Tetrasiklin, Metronidazola
Dan Amoksisilin) Dan Ekstrak KLO

Pada Jadual 6.4, didapati kesemua pencilan H. pylori mati pada
kepekatan 1024 hingga 32 pug/ml fraksi F2, tetapi pada kepekatan 16 ug/ml
terdapat pertumbuhan satu pencilan H. pylori iaitu pencilan SJ 251. Ini
menjadikan kepekatan pada 16 pg/ml tersebut memberikan kesan perencatan
sebanyak 97.78%. Manakala, pada kepekatan 8 pug/ml, 10 pencilan H. pylori
didapati rintang kepadanya dan menjadikan sebanyak 77.78% dapat
direncatkan oleh F2 ini (Jadual 6.4). Hal ini menjadikan nilai M1Cqy F2 adalah
sebanyak 8-16 ug/ml (Jadual 6.5).

Nilai MICsp untuk F2 pula adalah terletak di antara 2- 4 ug/ml (Jadual
6.4). Ini disebabkan 40% daripada pencilan H. pylori direncatkan pada
kepekatan 2 pg/ml dan sebanyak 60% direncatkan pada kepekatan 4 pg/mil.
Akhir sekali F2 memberikan kesan perencatan sebanyak 22.22% pada
kepekatan 1 ug/ml (Jadual 6.4).

Ekstrak KLO pula didapati tidak merencat pertumbuhan dua pencilan H.
pylori pada kepekatan 4 pg/ml iaitu pencilan SJ 175 dan SJ 392. Ini mejadikan
95.56% pencilan-pencilan H. pylori dapat direncat pertumbuhannya, manakala
pada kepekatan 2 ug/ml, 64.44% dan 1 pg/ml, sebanyak 35.56% dapat direncat
pertumbuhan H. pylori ini (Jadual 6.6). Oleh itu nilai MICgy adalah terletak
diantara nilai kepekatan 2 — 4 pg/ml dan nilai MICs pula adalah diantaral - 2

ug/ml (Jadual 6.5).
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Jadual 6.4: Keputusan pertumbuhan H. pylori pada siri kepekatan fraksi F2.
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Jadual 6.5: Perbandingan nilai M1Csp dan MICq fraksi F2 dan antibiotik

(tetrasiklin, metronidazola dan amoksisilin) dan ekstrak KLO.

Fraks F2 | Ekstrak KLO | Tetrasiklin | Metronidazola | Amoksisilin
(ug/ml) (ug/ml) (ng/ml) (ug/ml) (ng/ml)
MICsg 4-2 2-1 >1 <40 0.03-0.015
MICg 16-8 4-2 32-16 <40 0.48-0.24
Kekunci:
> = kurang daripada.
< = lebih daripada.
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Jadual 6.6: Keputusan pertumbuhan H. pylori pada siri kepekatan ekstrak KL O.
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Tetrasiklin pula menghalang pertumbuhan H. pylori sebanyak 95.56%
pada kepekatan 128 ug/ml, 93.33% pada kepekatan 64 pug/ml dan 32 ug/ml,
88.89% pada 16 pg/ml, 86.67% pada 8 ng/ml, 80% pada 4 png/ml, 68.89% pada
2 ng/ml dan akhir sekali 51.11% pada 1 pg/ml (Jadual 6.7). Oleh itu Jadual 6.5
menunjukan yang nilai M1Cy, adalah terletak di antara kepekatan 16-32 ug/ml
dan nilai MICsy pula terletak pada kepekatannya yang kurang daripada 1

ug/ml.

Keadaan yang berbeza berlaku kepada metronidazola, dimana bahan
anti-H. pylori ini hanya merencat pertumbuhan pencilan SJ 47 pada semua
kepekatannya dan SJ 153, SJ 157, SJ 381 dan SJ 815 telah direncat
pertumbuhannya pada kepekatan 24 hingga 40 ug/ml (Jadual 6.8) sahaja. Pada
8 ng/ml pula bahan ini didapati merencat pertumbuhan SJ 779. Di dalam kes
ini, Metronidazola tidak dapat memberi bacaan nilai M1Cy dan MICs kerana
sehingga ke kepekatan sebanyak 40 ug/ml (Jadual 6.5) didapati kurang
daripada 50% pencilan yang berjaya direncat (Jadual 6.8).

Antibiotik yang sering digunakan dalam rawatan H. pylori seperti
amoksisilin memberikan sebanyak 95.56% perencatan pertumbuhan pada
kepekatan 1.92 dan 0.96 ug/ml, manakala pada kepekatan 0.48, 0.24, 0.12, 0.06
dan 0.03 pg/ml, masing-masing merencat pertumbuhan H. pylori sebanyak
91.11%, 80.00%, 60.00%, 55.56%, dan 51.11%. Akhir sekali sebanyak
26.67% pertumbuhan H. pylori direncat pada kepekatan 0.015 dan 0.007 ug/mi
(Jadual 6.9). Oleh itu, nilai M1Cqy adalah diantara 0.24 — 0.48 ug/ml sementara

nilai M1Csp pula adalah diantara 0.015 hingga 0.03 png/ml (Jadual 6.5).
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Jadual 6.7: Keputusan pertumbuhan H. pylori pada siri kepekatan tetrasiklin.
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Jadual 6.8: Keputusan pertumbuhan H. pylori pada siri kepekatan metronidazola.
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Jadual 6.9: Keputusan pertumbuhan H. pylori pada siri kepekatan amoksisilin.
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6.3.2

Perubahan Bilangan Koloni H. pylori Dalam Kadu Yang Mengandungi
Fraks F2

H. pylori tumbuh dengan baiknya dalam masa 24 jam pertama di dalam
medium yang mengandungi air dan DMSO (Raah 6.1), memandangkan
kultur yang digunakan ini adalah kultur viabel dan mampu untuk tumbuh
dengan baik. Selepas 24 jam pengeraman, kultur ini mula memasuki fasa
pegun dalam pertumbuhannya. Akan tetapi di dalam kultur yang
mengandungi fraksi F2 (1, 2 dan 4 ug/ml) bilangan H. pylori didapati
menurun. Malah, penurunan ini amat ketara dalam kepekatan 2 dan 4 pg/ml
yang mana sel viabel H. pylori tidak dapat dikesan langsung pada 24 jam
pengeraman. Sebaliknya, pada kepekatan 1 ug/ml, bilangan sel H. pylori
didapati menurun secara perlahan-lahan sehingga 84 jam pengeraman,

kemudian barulah sel viabel H. pylori tidak dapat dikesan langsung.
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Rajah 6.1 : Perubahan bilangan sel H. pylori (CFU/ml) mengikut masa apabila dikulturkan di dalam medium yang
mengandungi fraksi F2 pada kepekatan yang berbeza.
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6.3.3

Perubahan Bilangan Jumlah Sel (Spiral dan Kokoid) H. pylori Apabila
Dikulturkan Dalam Medium Yang Mengandungi Fraks F2 Yang Berbeza

K epekatan.

Log bilangan sel bakteria per ml bagi kawalan H,O dan DMSO
meningkat pada 24 jam pertama pengeraman untuk semua bentuk H. pylori
sama ada spiral atau kokoid (Rajah 6.2 dan 6.3). Pertambahan tidak berlaku
lagi selepas 24 jam berikutnya kerana memasuki fasa pegun pertumbuhan.
Terdapat sedikit penurunan dalam pada kawalan DMSO pada bentuk kokoid
(Rajah 6.3) selepas 24 jam berikutnya dan selepas 72 jam ianya mengalami
penurunan tetapi penurunan tersebut adalah amat sedikit sekali iaitu masih
lagi dalam lingkungan satu log.

Di dalam Rajah 6.2, log bilangan sel bakteria per ml untuk bentuk spiral
menurun dari 0 hingga 84 jam pada kepekatan 1, 2 dan 4 ug/ml fraksi F2 ini.
K gatuhan paling ketara adalah pada kepekatan 4 ug/ml.

Sebaliknya pula bentuk kokoid meningkat pada O hingga 84 jam. Pada
kepekatan 1 ug/ml fraksi F2 pertambahan bilangan bakteria jelas ditunjukkan
dalam Rgjah 6.3. Peningkatan log bilangan bakteria pada kepekatan 2 dan 4

ug/ml adalah amat ketara sekali.
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Rajah 6.2 : Perubahan bilangan sel H. pylori (hitungan langsung) mengikut masa apabila dikulturkan di dalam medium yang

mengandungi fraksi F2 pada kepekatan yang berbeza untuk bentuk spiral.
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Rajah 6.3 : Perubahan bilangan sel H. pylori (hitungan langsung) mengikut masa apabila dikulturkan di dalam medium yang
mengandungi fraksi F2 pada kepekatan yang berbeza untuk bentuk kokoid.
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6.3.4

Perubahan Bentuk Morfologi H. pylori Daripada Spiral Ke Kokoid Akibat
Tindakan Faks F2.

Pada sampel yang diberikan rawatan dan tanpa rawatan pada O jam,
bentuk asal H. pylori (spira) dapat dilihat dengan banyaknya pada sampel
yang diberikan tanpa rawatan dan yang diberikan rawatan 4 pg/ml.
Walaubagai manapun terdapat juga bentuk kokoid pada sampel ini (Plat 6.1a
dan Plat 6.1b)

Selepas 48 jam, sekali bagi sampel yang terdiri daripada rawatan dengan
1 pg/ml F2, 4 pg/ml F2 dan tanpa rawatan ini dilihat di bawah mikroskop
elektron penskanan (SEM). Keputusan yang dapat dilihat adalah terdapat
bentuk spiral diperolehi pada sampel dengan rawatan 1 ug/ml dan 4 pg/mi
(Plat 6.1c dan Plat 6.1d). Akan tetapi pada sampel tanpa rawatan, terdapat
banyak bentuk spiral yang masih wujud selepas 48 jam (Plat 6.1€).

Sampel-sampel ini sekali lagi dilihat di bawah mikroskop elektron
penskanan (SEM) selepas 84 jam. Jelas dilihat pada Plat 6.1f dan 6.1g di
mana bentuk  spiral masih dapat dilihat walaupun bentuk kokoid
mendominasi pada sampel dengan rawatan 1 pg/ml dan 4 ug/ml. Pada sampel

tanpa rawatan, bentuk spiral dan kokoid masih dapat dilihat (Plat 6.1h).
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(b) Morfologi H. pylori pada 0 jam dengam rawatan 4 ug/ml.
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Plat 6.1: Mikrograf elektron penskanan (SEM) untuk menunjukkan
perubahan morfologi H. pylori selepas ditindakkan dengan

fraks F2

EHT= 10.0 KV WD= 17 mm MAG= ¥ 10.0 K PHOTD= O
2.00um b—————

Kokoid

E

(c) Morfologi H. pylori pada 48 jam dengan rawatan 1 ug/ml

L= SE1 U WD= 21 mm MRG= K 0K PHOTO= 0
m
SAMPLEHF

(d) Morfologi H. pylori pada 48 jam dengam rawatan 4 pg/ml.
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Plat 6.1: sambungan

0 K PHOTO= O
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() Morfologi H. pylori pada 84 jam dengam rawatan 1 ug/ml.
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Plat 6.1: sambungan
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(h) Morfologi H. pylori pada 84 jam tanpa rawatan
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6.4

Plat 6.1: sambungan

PERBINCANGAN

Nilai MICqy fraksi F2 iaitu antara 8-16 ug/ml dan MICx iaitu 2-4 pg/ml
adalah lebih tinggi berbanding MICy (2-4 pg/ml) dan MICs (1-2 pg/ml) bagi
ekstrak KLO. Nilai ketoksikan fraksi F2 secara perbandingannya adalah rendah
iaitu LCsp 966 ug/ml bagi fraksi F2 dan 1.1 ug/ml bagi ekstrak KLO.

Nilai MICgy dan MICs fraksi F2 hampir menyamai nilai antibiotik yang
biasa digunakan terhadap H. pylori. Oleh itu kepentingan untuk melihat akan
nilai-nilai MIC bagi bahan-bahan tersebut menjadi penting. Dalam kajian ini,
MICq tetrasiklin terhadap H. pylori ialah antara 16-32 pg/ml, manakala MICg
amoksisilin terhadap patogen yang sama ialah antara 0.24-0.48 ug/ml. Hanya
MICy metronidazola yang melebihi kepekatan 40 pg/ml. Manakala, nilai
MICs tetrasiklin dan amoksisilin terhadap H. pylori ialah kurang daripada 1
ug/ml, tetapi MI1Csp metronidazola melebihi 40 ug/ml. Sebagai perbandingan,
MIC terhadap H. pylori bagi rabeprazola ialah 2.25 mg/L, lansoprazola 42.5
mg/L, esomeprazola 360 mg/L (He et al., 2003), metronidazola 8 ug/ml dan
Klaritomisin 1 ug/ml (Eun et al., 2003). MICsy esomeprazola terhadap H.
pylori ialah 16 mg/L manakala MICgq idlah 32 mg/L (Gattaet al., 2003).

MICq fraksi F2 adalah lebih baik berbanding dengan MICq tetrasiklin
yang biasa digunakan dalam rawatan anti H. pylori terutamanya dalam terapi
ganda empat. Walaubagaimanapun H. pylori rintang terhadap metronidazola
pada kepekatan yang tinggi iaitu lebih besar daripada 4000g/ml sedangkan MIC

yang kurang daripada 8 ng/ml telah dikira sebagai rintang (Eun et al., 2003 ;
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Proctor et al., 2003). Walaubagaimanapun didalam kes ini nilainya telah
mencapai kepada 40 pg/ml. Di negara tropika, kerintangan terhadap
metronidazola memang menjadi masalah besar dan menggangu keberkesanan
rawatan (Teo et al., 2000). Di Malaysia secara khusus, masalah ini memang
sudah ada dilaporkan (Parasakthi dan Goh, 1992; Goh, 2002).

Di dalam kajian hitungan hidup H. pylori tumbuh dengan baiknya pada
24 jam pertama pengeraman di dalam medium kawalan. Ini mencadangkan
yang kultur yang digunakan merupakan kultur yang kompeten. Akan tetapi di
dalam medium yang mengandungi fraksi F2 (2 ug/ml dan 4 ug/ml) H. pylori
gaga dikulturkan pada masa 24 jam penegeraman. Penemuan H. pylori yang
masih lagi wujud dalam bentuk spiral dalam kajian hitungan langsung,
mencadangkan yang H. pylori berbentuk spiral sudah tidak dapat membentuk
koloni atau dianggap mati. Keputusan ini mengambarkan yang fraksi F2 (2
ug/ml dan 4 pg/ml) adalah bersifat bakteriasid.

Pada kepekatan 1 pg/ml fraksi F2, tindakannya tidak sehebat pada
kepekatan 2 ng/ml dan 4 pg/ml. Pada kepekatan 1 pg/ml fraksi F2 membunuh
secara perlahan-lahan dan pada 84 jam tidak dapat dikulturkan sedangkan
dengan hitungan langsung, bentuk spiral masih lagi dapat diperhatikan.
Keadaan ini mencadangkan yang spiral itu tidak dapat membentuk koloni atau
dianggap mati. Oleh itu kajian ini membuktikan bahawa dengan kepekatan
yang rendah H. pylori masih dapat membentuk koloni selepas 24 jam
pendedahan kepada fraksi F2, sebaliknya pada kepekatan yang tinggi,
pertumbuhan tidak dapat dilihat lagi. Ini mencadangkan bahawa fraks F2
merencat pertumbuhan H. pylori disebabkan oleh tindakan bahan yang terdapat

di dalam fraks F2.
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6.5

Pada pemerhatian menerusi mikroskop elektron penskanan (SEM),
bentuk asas H. pylori iaitu spiral dapat dilihat dengan banyaknya pada sampel
tanpa fraks F2, disamping bentuk kokoid yang juga wujud pada keadaan ini.
Apabila diberi fraksi F2 bentuk spiral masih wujud, namun begitu bentuk

kokoid mula menguasai keadaan dan amat sukar untuk melihat bentuk spiral.

KESIMPULAN.

Nilai MICsy dan MICq fraksi F2 adalah setanding dengan antibiotik
yang digunakan dalam rawatan H. pylori. H. pylori rintang terhadap
metronidazola dengan nila MIC lebih besar (>40 pg/ml). Fraks F2
membunuh sel spiral dan menghalang pembentukan koloni secara langsung
pada kepekatan 2 ug/ml dan 4 ug/ml tetapi pada kepekatan 1 pg/ml ia juga
didapati mampu membunuh secara langsung namum pada kadar yang
perlahan. Kajian menggunakan mikroskop elektron penskanan (SEM)
membuktikan yang sel spiral masih mempunyai struktur luaran yang kelihatan

tidak rosak walaupun diberikan fraksi F2.
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7.1

FRAKSI F2 : PENGESAHAN KEHADIRAN KUMPULAN ALKALOID

DAN KEAKTIFAN ANTI-H. PYLORI OLEH DUA PECAHANNYA.

PENGENALAN AM

Dalam kajian yang dilakukan dalam Bab 4, 5 dan 6, keberkesanan fraksi
F2 sebagai anti-H. pylori dengan nilai MICy jauh lebih rendah daripada nilai
ketoksikannya. Malah, ia juga didapati mengandungi alkaloid berdasarkan
ujian kimia dan warna yang diberikan apabila cahaya ultralembayung
dikenakan kepadanya dalam turus kromatografi.

Terdapat beberapa kumpulan alkaloid yang terdiri daripada kuinin,
alkaloid tropani, alkaloid ergot, alkaloid morfin, vinkristin dan lain lain lagi.
Kumpulan-kumpulan ini diasingkan mengikut struktur-struktur yang dibentuk
oleh sebatian yang terbabit. Kebanyakan alkaloid utama dan stukturnya diulas
oleh Kutchan (1995).

Untuk mengenal pasti struktur asas kumpulan alkaloid yang mungkin
terdapat di dalam fraksi F2, maka kita harus mengetahui spektrum jisim bahan
tersebut. Oleh itu dengan menggunakan Kromatografi Gas - Spektrofotometer
Jisim (GC-MS) dan Kromatografi Cecair - Spektrofotometer Jisim (LC-MS)
sebatian yang wujud dalam fraksi F2 berdasarkan spektrum jisimnya dapat
dikenal pasti. GC-MS digunakan untuk menyisihkan sebatian yang meruap
dalam fraksi F2 manakala LC-MS pula digunakan untuk menyisihkan bahan
yang tidak meruap.

Keputusan yang diperolehi daripada langkah-langkah ini akan dirujuk

dengan perpustakaan spektrum jisim. Oleh itu, kita akan dapat mengetahui
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struktur bahan dalam fraksi F2 jika ianya mempunyai nilai yang sama dalam
perpustakaan berkenaan. Sebaliknya kita hanya akan dapat mengetahui akan
struktur bahan fraksi F2 secara andaian dengan mencari spektrum jisim yang
hampir dengannya.

Sejenis bahan yang digunakan dalam kemoterapi iaitu Docataxel dikaji
strukturnya dengan menggunakan LC-MS (Daniel et al., 2002). Dalam kajian
ini fraksi F2 dilarutkan dengan MET kerana GC-MS hanya boleh menerima
pelarut MET yang tidak sifat air tetapi polarnya setanding air. Semasa
menjalankan kajian pada LC-MS, terdapat dua lapisan yang terbentuk hasil
daripada tindakbalas MET dengan sebatian F2. Maka, dalam kajian ini F2
dibahagikan kepada dua komponen iaitu komponen A dan B dan kedua-dua
komponen ini disuntik ke dalam turus. Di samping itu kajian asas iaitu, ujian
pembauran cakera untuk menentukan komponen mana yang mempunyai sifat
anti H. pylori juga dijalankan.

Objektif kajian ini adalah; pertama, untuk mengesahkan fraksi F2
mengandungi alkaloid dengan menentukan jenis kumpulan alkaloid dengan
menggunakan GC-MS dan LC-MS; kedua, menentukan keaktifan bahan
daripada pecahan fraksi F2 akibat tindakbalas MET semasa menjalankan ujian

LC-MS.
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7.2

7.2.1

BAHAN DAN KAEDAH

Kaedah Kromatografi Gas- Spektrofotometer Jisim (GC-MS)

Komposisi sebatian kimia di dalam ekstrak dan peratusannya seterusnya
dianalisis menggunakan kaedah GC-MS di P.P.Sains Kimia, USM. Alat
Spektrofotometer digunakan untuk mengenal pasti komponen-komponen yang
terkandung di dalam ekstrak ini dengan menyisihkannya berdasarkan jisim
molekul. Setiap molekul daripada komponen yang berbeza akan meruap lalu
menghasilkan puncak bergantung kepada pergerakan relatif yang akan dikesan
oleh Spektrofotometer. Molekul berjisim rendah akan bergerak lebih cepat dan
menghasilkan puncak pada masa yang lebih awal berbanding molekul yang
lebih tinggi berat jisimnya. Pergerakan puncak-puncak telah dicetak ke atas
kertas meggunakan sistem pencetak berkomputer. Puncak elusi telah
dibandingkan dengan masa penahanan sebatian piawai dan data daripada
perpustakaan GC-MS. Data yang mempunyai persamaan melebihi 70% adalah
dianggap sebagai molekul atau sebatian yang tepat bagi puncak tersebut.

Penyediaan alat GC-MS dan ujikaji adalah seperti berikut. Alat GC-MS
model GC-14A (Shimadzu, Jepun) dengan turus kapilari silika-terikat Supelco
sepanjang 30 m dan berdiameter dalaman 0.25 mm telah distabilkan mengikut
piawai. Alat pengesan pengionan nyala (FID) dihubungkan kepada
pemprosesan data C-R6A (Chromatopac, Jepun). Suhu dinaikkan pada kadar
70°C per 1 minit, kemudian 4°C per minit sehingga ke 200°C. Suhu dibiarkan
stabil selama 30 minit. Masa penahanan telah ditetapkan 1 minit dan 4 minit
pada peringkat awal dan akhir pemisahan masing-masing. Gas pembawa adalah

helium yang dialirkan pada kadar 1.50 kg/cm’, dan hidrogen pada kadar 0.65
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kg/cm’. Kadar aliran udara termampat ialah pada 0.60 kg/cm’. Suhu di dalam
alat penyuntik dan FID telah dicatatkan pada 250°C. Larutan ekstrak dilarutkan
di dalam MET pada kepekatan 50 mg/ml lalu disuntik ke dalam alat penyuntik

dengan isipadu suntikan 0.5 —1.0 pl.

Kaedah Kromatografi Cecair- Spektrofotometer Jisim (LC-MS)

LC-MS digunakan untuk menentukan kandungan bahan yang ada dalam
fraksi F2. Pelarut yang digunakan sebagai fasa bergerak adalah asetonitril-air
(Fisher Chemicals, U.K) dan disimpan dalam sistem pam Spectra System P400
(Finnigan LCQ Duo, USA). Pelarut ditentukan untuk menghasilkan pemecahan
sebatian yang efektif. Peratus asetonitril yang digunakan bermula dari 0%
hingga 90%(i/1) dalam masa 20 minit dengan kadar kelajuan 0.2 ml/mm pada
suhu bilik (27 + 2 °C) dalam bekas fasa bergerak Spectra System SCM1000
(Finnigan LCQ Duo, USA). Pada fasa tetap turus RP — 18 (100 x 2.1 mm, ODS
Hypersil, 5 um, Hewlett Packard) digunakan. Sebanyak 50 pl komponen fraksi
F2 Derris trifoliata disuntik masuk ke dalam injektor Spectra System AS300
(Finnigan LCQ Duo, USA) dan ianya akan diasing atau dipecahkan di dalam
sistem kromatografi cecair. Sebatian yang dihasilkan oleh pecahan tersebut
dapat dikesan oleh detektor ultralembayung Spectra System UV600LP
(Finnigan LCQ Duo, USA) pada jarak gelombang 220 nm mengikut turutan
kepada spektrum jisim (MS).

Jisim spektrum fraksi F2 diperolehi dengan ESI (Electro Spray
lonization) MS detector (Finnigan LCQ Duo, USA). Spektrofotometer jisim
dihubungkan dengan kromatografi cecair melalui permukaan semburan

kelajuan ion pada suhu 200 °C. Pengionan berjaya sampai ke mod positif
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7.2.3

dengan semburan permukaan ion pada voltan pengionan 4.5 kV. Di dalam
sistem ini, gas nitrogen tulen (99.99%) telah digunakan pada 5 x 10™ Pa.
Software Xcalibur (Finnigan LCQ Duo, USA) digunakan untuk perolehan dan

penilaian data.

Penentuan Kadar Perencatan Komponen A Dan B Terhadap H. pylori Dengan

Menggunakan Kaedah Pembauran Cakera.

Dalam ujian ini, bahan dan kaedah yang sama diterangkan dalam Bab 2
digunakan dengan menggantikan ekstrak dengan komponen A dan B. Dalam
Bab ini, fraksi F2 yang dilarutkan dengan MET telah menghasilkan mendakan
dan dengan menggunakan pengempar, dua lapisan dapat dipisahkan.
Supernatan telah dilabelkan sebagai komponen A dan palet yang diampaikan

telah dilabelkan sebagai komponen B.
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7.3

7.3.1

KEPUTUSAN DAN PERBINCANGAN

Analisis Kromatografi Gas Spektrofotometer Jisim (GC-MS)

Fraksi F2 telah disisihkan dengan menggunakan GC-MS untuk
mengenalpasti sebatian-sebatian meruap yang terdapat di dalam fraksi
berkenaan. Rajah 7.1 dan 7.2 menunjukan dua corak spektrum jisim yang
diperolehi berserta dengan perbandingan dengan data perpustakaan GC-MS.
Keputusan ini menunjukkan terdapat dua sebatian meruap yang diperolehi
daripada fraksi berkenaan.

Rajah 7.1 menunjukkan spektrum jisim bagi sebatian yang telah
dikenalpasti mempunyai 49% persamaan dengan masa retensi 2.498 hingga
2.751 min. Walaubagaimanapun sebatian ini didapati mempunyai 2 puncak ion
maksimum iaitu pada 410 dan 208. Daripada rujukan perpustakaan GC-MS,
1,10 — fenothrolina, 2,9 — dimetil- pula mempunyai spektrum jisim maksimum
208 (Jadual 7.1). Ini mencadangkan kemungkinan dua struktur ini bergabung
bersama bagi menghasilkan spektrum jisim 410.

Rajah 7.2 pula menunjukkan sebatian meruap kedua yang dikenalpasti
adalah pada masa retensi 0.749 hingga 1.005 min, dengan 59% persamaan.
Tetapi corak spektrum jisim yang ditunjukkan adalah sama. Pecahan ion yang
ditunjukan oleh sebatian ini adalah 115, diikuti oleh 86.72 dan 58. Daripada
perpustakaan GC-MS sebatian ini dikenalpasti sebagai N,N,-dietil asetamida

(Jadual 7.1).
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perpustakaan GC-MS
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Jadual 7.1 : Berat molekul, formula empirikal, corak pemecahan ion dan nama sebatian

yang terdapat dalam F2.
G/rajah | Masa retensi | Berat Formula | Corak Nama sebatian
(min) Molekul | empirikal | pemecahan ion
7.3.1 2.498-2.751 | 208 CiusHi2Ny | 208,105,137, 1,10 — fenonthrolina,
77, 55. 2,9 — dimetil
7.3.2 0.749-1.005 | 115 CeH3NO | 115,86,72,58 N,N,-dietil
asetamida.
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7.3.2

Analisis Kromatografi Cecair Spektrofotometer Jisim (LC-MS)

Komponen A didapati menghasilkan 5 puncak pada masa retensi yang
berbeza dan puncak yang paling utama diperolehi pada masa retensi 1.64
hingga 2.50 (Rajah 7.3). Puncak-puncak lain mempunyai julat masa retensi
yang agak luas dan ini menyebabkannya tidak begitu tajam. Corak pemecahan
ion dan spektrum jisim maksimum bagi setiap puncak yang diperolehi daripada
LC-MS ini ditunjukan dalam Rajah 7.4. Empat puncak, mempunyai spektrum
jisim maksimum lebih daripada 700, tetapi pada puncak bagi masa retensi 1.64
hingga 2.50 (Rajah 7.5), ia mempunyai spektrum jisim maksimum pada 425
(Rajah 7.6) serta mempunyai puncak kromatografi yang amat jelas dan tajam.

Sebatian ini mungkin merupakan terbitan atau gabungan sebatian meruap
yang diperolehi daripada keputusan GC-MS iaitu sebatian 1,10 — fenonthrolina,
2,9 — dimetil. Gabungan sebatian ini membentuk struktur yang lebih kompleks
yang mempunyai berat molekul semaksimum 990 yang mana menurut data
perpustakaan GC-MS ia adalah pennogenin 3-0-y-L-rhamropiranosid- (1-2)-B-
D-glucosilpranosid asetat. Akan tetapi pengkalan data Institut Piawai dan
Teknologi Kebangsaan, (NIST USA) memaklumkan bahawa berat molekul 425
adalah berkemungkinan sebatian difenoksin (424.53) atau oktanamida, N,N’-
1,10-dekanidelbis (424.70) atau asid benzoik, 2,4,6-trinitro, dodesil ester
(425.18) atau bis-3-(triethoxysily) propilamine (425.71) atau tetra-iso-
amilammonium iodide (425.47) atau tetrapentilammonium iodide (425.47).

Berpandukan kepada pengkalan data NIST USA yang menggunakan
nilai berat molekul, corak pemecahan ion, masa retensi dan formula empirikal,
kelima-lima puncak yang berjaya disisihkan adalah daripada komponen A

(Jadual 7.2), dicadang penamaan sebatian.
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Rajah 7.5 : Puncak yang paling tajam dan jelas yang dihasilkan oleh komponen A
pada masa retensi 0 hingga 20.
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Rajah 7.6 : Spektrum jisim puncak yang paling tajam dan jelas yang dihasilkan oleh
komponen A daripada Rajah 7.5
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Jadual 7.2 : Berat molekul, formula empirikal, corak pemecahan ion dan nama sebatian

yang terdapat dalam komponen A (LC-MS)

Masa retensi | Berat Formula empirikal yang | Corak pemecahan ion.
molekul | dicadangkan
1. ]5.86-8.26 756.5 Tiada maklumat 756, 738.5, 640.2, 624.4
2.|1.64-2.50 850.8 - CasH2sN>O, 850.8, 846.7,
425.0 (Difenosin)
3.14.00-7.19 713.6 C21HgN 12013 713.6, 677.7, 615.7
(2,4,6-Tripicryltriazine)
4.17.13-10.92 738.4 C3,H7,CdCLN, 738.4, 601.7, 600.5
(Bis-hexadecylammonium
tetrachlorocadmium)
5.113.84-18.55 [ 7054 Tiada maklumat 705.4, 645.9
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Bagi komponen B pada lapisan bawah yang terdiri daripada mendakan
putih yang diampaikan, 6 puncak berjaya disisihkan (Rajah 7.7). Akan tetapi ia
menunjukkan banyak sebatian dan bercampur memandangkan puncak-puncak
yang dihasilkan adalah terlalu banyak dan masa retensi untuk keenam-enam
puncak ini ialah O hingga 20. Manakala Rajah 7.8 menunjukkan corak
pemecahan ion-ion spektrum jisim maksimum bagi keenam-enam puncak
tersebut.

Berdasarkan maklumat pengkalan data NIST USA, penamaan sebatian
dicadangkan mengikut nilai berat molekul. Satu senarai ringkas nilai berat
molekul, corak pemecahan ion, masa retensi dan formula empirikal keenam-
enam puncak yang berjaya disisihkan daripada komponen B ini (Jadual 7.3)
dilakukan.

Walaubagaimanapun kajian yang lebih lanjut dan terperinci adalah
diperlukan bagi membuktikan kehadiran sebatian-sebatian tersebut. Untuk
membuat sesuatu penekaan dengan menggunakan data spektrum jisim, kita
tidak boleh hanya bergantung kepada nilai spektrum jisim maksimum sahaja.
Perbandingan corak spektrum dengan data perpustakaan spektrum adalah perlu
bagi mengenal pasti sebatian yang diperolehi secara tentatif. Namum begitu,
untuk kajian ini perbandingan tidak dapat dijalankan memandangkan LC-MS

yang digunakan tidak disertakan dengan perpustakaan data.
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hingga 20.
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Spektrum jisim pelbagai puncak yang dihasilkan oleh komponen B
daripada Rajah 7.7
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Jadual 7.3 :

Berat molekul, formula empirikal, corak pemecahan ion dan nama

sebatian yang terdapat dalam komponen B (LC-MS)

Masa Berat Formula emperikal yang dicadangkan. | Corak
retensi molekul pemecahan ion.
1. ] 0.00- 173.4 CoHa3N;3 173.4
1.48 3,3’-Bis(methylamino)-n-
methyldipropylamine
2.12.90—- 713.6 C21HgN 12015 713.6, 705.5,
422 2,4,6-tripicryltriazine 615.5
3.12.00 - 677.2 C15H3F18FeO6 677.2, 6535,
3.52 Tron tris (1,1,1,5,5,5- 466.7
hexafluoroacetylacetate)
4.12.10- 854.3 Tiada maklumat 854.3, 846.6,
3.12 754.0
5.17.36- 173.3 CioHasNy " 173.3
9.50 1,10-Diaminodecane, protonated
6.]736- 449.2 Ci3 H3p CoNOgP» 449.2,365.2,
9.50 o . 312.1
Bis(triethylphosphite(p))cobalt
carbonyl nitrosyl)
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7.3.3

Pemerhatian Diameter Perencatan Pertumbuhan H. pylori

Komponen A dan B yang diasingkan daripada fraksi F2 memberikan
diameter perencatan H. pylori yang agak berbeza iaitu diameter perencatan
komponen B adalah lebih besar daripada komponen A dengan perbezaan
sekitar 6 mm. Berdasarkan keputusan yang diperolehi, komponen A
memberikan nilai 40.00 + 2.00 mm (Plat 7.1a), manakala komponen B
memberikan nilai 46.00 + 1.00 mm (Plat 7.1b). Sebagai kawalan positif, F2
memberikan bacaan 42.00 + 1.00 mm (Plat 7.1¢). Ini menunjukkan komponen
B adalah lebih aktif sebagai bahan anti-H. pylori. Walaubagaimanapun

komponen B masih tidak tulen berdasarkan keputusan LC-MS.
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(c) F2 dan kawalan MET. (Kawalan positif)

Plat 7.1 : Kesan komponen A dan komponen B daripada fraksi F2 dan fraksi F2

(kawalan) terhadap H. pylori dengan ujian pembauran cakera.
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7.4

KESIMPULAN.

Daripada kajian yang dilakukan ini, masih terdapat banyak sebatian yang
hadir dalam komponen A atau B, walaupun telah dipisahkan daripada fraksi
F2. Komponen B yang dipisahkan daripada F2 lebih berkesan merencat
pertumbuhan H. pylori berbanding dengan komponen A atau fraksi F2.
Berbanding dengan komponen A, satu puncak yang jelas dan tajam serta
hampir tulen sebatiannya diperolehi daripada GC-MS dan LC-MS.

Walaubagaimanapun sebatian — sebatian tersebut adalah daripada
kumpulan alkaloid berdasarkan kepada kehadiran unsur nitrogen dan ikatan
secara cecincin (ring binding). Oleh itu kajian lanjut perlu dibuat untuk

menentukan identiti sebatian alkaloid yang sebenarnya wujud dalamnya.
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8 PERBINCANGAN UMUM DAN WAWASAN

Kaedah pengekstrakan sebatian kimia daripada sampel tumbuhan dengan
pelarut kimia seperti PE, KLO, MET dan menggunakan air suling mendatangkan
impak yang baik. Daripada kajian yang dijalankan, tidak dinafikan banyak tumbuhan
tempatan mempunyai kesan anti-H. pylori. Oleh itu pemilihan tumbuhan untuk kajian
selanjutnya merupakan satu perkara yang paling penting. Walaupun membaur dengan
baik dan menghasilkan diameter perencatan besar, hal ini tidak bermakna jika kuantiti
ekstrak per cakera adalah tinggi. Ini berbeza bagi pembentukan diameter perencatan
yang kecil dan hanya memerlukan kuantiti ekstrak per cakera yang sedikit.

Hasil ekstrak tumbuh-tumbuhan yang diperolehi daripada Bab 2 adalah tidak
sama, oleh itu susah hendak diseragamkan kuantiti ekstrak per cakera. Namum dalam
kajian ini, nisbah diameter perencatan : kuantiti ekstrak per cakera (mg) digunakan
untuk memilih tumbuhan bagi kajian lanjut. Nisbah yang tertinggi dipilih.
Berdasarkan isu ini, maka D. trifoliata dipilih untuk kajian selanjutnya walaupun
secara mutlak, ada ekstrak tumbuhan lain yang diameter perencatannya yang lebih
besar, tetapi memerlukan kuantiti ekstrak per cakera yang banyak. Oleh yang
demikian, nisbahnya adalah rendah. Diameter zon perecatan oleh ekstrak KLO batang
D. trifoliata ialah sekitar 42 mm. Keputusan ini mungkin difaktorkan oleh kehadiran
juzuk-juzuk atau komponen sebatian yang terkandung di dalam sampel batang di
mana ia berupaya memberikan kesan bakteriosid. Mengikut Chaves ef al., (1999), H.
pylori dikatakan rintang jika diameter zon perencatannya adalah kurang daripada 16
mm, perantaraan jika diameter itu di antara 16 mm hingga 21 mm dan sensitif jika
diameter perencatan lebih daripada 21 mm. Oleh itu, ada kewajarannya dalam

memilih D. trifoliata sebagai sampel untuk kajian selanjutnya.
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Dengan memilih tumbuhan D. trifoliata kita dapat menghasilkan satu lagi
bahan yang bersifat anti-H. pylori daripada tumbuhan tradisional yang digunakan oleh
masyarakat tempatan dalam merawat penyakit. Tumbuhan ini tumbuh dengan banyak
dan meliar dikawasan paya bakau. lanya digunakan oleh orang asli di negeri
Terengganu dalam merawat penyakit batu karang dan sakit perut. Cara penggunaanya
adalah dengan merebus batang tumbuhan ini di dalam air sehingga mendidih dan
terhasil separuh daripada isipadu asal. Setelah sejuk atau suam-suam kuku barulah
airnya diminum untuk rawatan tadi. Walaubagaimanapun dalam kajian ini,
pengekstrakan untuk mendapatkan bahan-bahan atau sebatian-sebatian yang wujud di
dalamnya dijalankan dengan menggunakan pelarut.

Pada peringkat awal kajian, ekstrak kasar daripada D. trifoliata didapati
memberikan diameter perencatan yang sangat besar terhadap H. pylori walaupun
kuantiti ekstrak per cakera adalah rendah. Masalah juga timbul apabila ekstrak kasar
tersebut juga merencat pertumbuhan bakeria patogen lain yang diuji. Ini membuktikan
yang ia tidak mempunyai sifat memilih dalam tindakan terhadap H. pylori. Malah, ia
juga begitu toksik dengan nilai LCs sebegitu rendah iaitu pada 1.1 pg/ml.

Ekstrak kasar yang diperolehi dengan menggunakan sesuatu pelarut organik
itu mengandungi pelbagai bahan. Oleh itu pengujian kehadiran kandungan kimia perlu
dilakukan. Keputusan yang diperolehi menunjukkan bahawa terdapat banyak sebatian
di dalam ekstrak kasar berkenaan. Dengan tumpuan yang diberikan kepada alkaloid,
satu kaedah pengasingan perlu dilakukan pada ekstrak kasar daripada KLO. Ini kerana
bahan tersebut hadir dalam ekstrak kasar berkenaan. Tambahan pula, ekstrak ini
menghasilkan diameter perencatan dan nisbah (diameter perencatan : kuantiti ekstrak

per cakera) yang besar terhadap H. pylori.
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Kaedah kromatografi lapisan nipis digunakan pada peringkat awal bagi
mencari pelarut dan gabungan yang terbaik bagi memfraksinasikan ekstrak kasar
berkenaan. Daripada kajian ini gabungan pelarut yang terbaik iaitu toluena, etil asetat
dan dietilamina dengan nisbah 7:2:1 dipilih. Sebanyak lima fraksi dihasilkan daripada
kegiatan ini.

Dengan mengetahui akan gabungan pelarut dan nisbahnya maka kromatografi
turus digunakan untuk mengutip fraksi - fraksi berkenaan. Dengan lima fraksi yang
diperolehi daripada ekstrak KLO D. trifoliata ini, tiga daripadanya dipercahayai
mengandungi alkoloid, iaitu fraksi dua (F2), tiga (F3) dan lima (F5) berdasarkan
kepada warna berpendarflour apabila dikenakan cahaya ultralembayung. Manakala
fraksi satu (F1) adalah klorofil dan fraksi empat (F4) tidak menunjukkan ciri-ciri
alkaloid.

Sekali lagi ujian pembauran cakera dilakukan dan hanya tiga fraksi iaitu F1,
F2 dan F3 yang memberikan diameter perencatan yang besar, iaitu setanding atau
agak sama dengan yang diberikan oleh ekstrak KLLO. Dua lagi fraksi diketepikan oleh
kerana menghasilkan diameter perencatan yang lebih kecil daripada yang diberikan
oleh ekstrak KLO.

Ujian ketoksikan dan ujian kepekaan bakteria patogen terhadap fraksi F2
menunjukkan yang fraksi F2 tidak memberi kesan kepada bakteria patogen yang lain
(yakni spesifik terhadap H. pylori) dan F2 juga memberikan nilai LCsy yang tinggi
(966 pg/ml). Keadaan ini mencadangkan yang ketoksikannya adalah rendah dan
menghampiri nilai LCsy yang dibenarkan oleh Institut Kanser Kebangsaan (NCIUSA)
(Cragg et.al., 1994).

Ujian MIC dijalankan bagi melihat tindakan F2 secara lebih persis berdasarkan

kepada kepekatan yang berbeza. Ujian ini amat praktikal dilakukan bagi
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mengenalpasti  kepekatan minimum fraksi F2 yang diperlukan untuk merencat
sehingga 50% atau 90% daripada pencilan kultur kajian. Dalam kajian ini, sebanyak
45 pencilan klinikal H. pylori telah diuji bersama H. pylori strain 47 sebagai kawalan..
Daripada ujian ini, F2 mampu merencat sehingga 50% (MICsy = 2 - 4 pg/ml) dan
sehingga 90%, daripada pencilan kultur ujian (MICgp = 8 - 16 pg/ml). Dari sini kita
dapat disimpulkan bahawa pada kepekatan yang rendah, fraksi F2 mampu merencat
kebanyakan daripada pencilan klinikal.

Dalam kajian mengenai kesan fraksi F2 terhadap pertumbuhan dan perubahan
morfologi H. pylori di dalam kultur sekelompok, dua aspek yang perlu dititik beratkan
ialah perubahan bilangan unit pembentukan koloni per unit masa dan juga perubahan
morfologi sel H. pylori.

Dalam kajian hitungan hidup, fraksi F2 pada kepekatan melebihi daripada 2
pg/ml dan 4 pg/ml menunjukkan kesan yang begitu ketara apabila pertumbuhan H.
pylori direncat. Sebaliknya pada kepekatan fraksi F2 sebanyak 1 pg/ml perencatan
pertumbuhan berlaku dengan perlahan-lahan sehingga ke 72 jam pengeraman.
Penambahan ekstrak akan sekaligus mengubah morfologi H. pylori iaitu akibat
daripada pengaruh keadaan medium yang tidak sesuai untuk pertumbuhannya
(Nakamura et al., 2000).

Peningkatan bentuk kokoid jelas dalam kajian hitungan langsung pada
kesemua tahap kepekatan ujian fraksi F2. Tindakan ekstrak pada kepekatan yang
berbeza mampu mempengaruhi kadar perubahan daripada bentuk spiral kepada
kokoid (De Loney et al., 1999). Walaubagaimanapun bilangan bentuk spiral masih
wujud dengan populasi 10° sel/ml.

Memandangkan, struktur perubahan yang berlaku kepada H. pylori kajian

perlu diteruskan dengan melihat moforlogi bakteria ini di bawah mikroskop electron
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penskanan (SEM). Berdasarkan mikrograf SEM, jelas dibuktikan bahawa bentuk
kokoid memang banyak terdapat pada kaldu yang diberikan fraksi F2.
Walaubagaimanapun bentuk spiral masih dapat dilihat pada keadaan ini dan bentuk
spiral yang dilihat pada keadaan ini menjelaskan kepada kita bahawa bentuk spiral
yang didapati itu tidak boleh dikulturkan atau sudah mati. Ini mencadangkan yang H.
pylori mati terus tanpa mengubah bentuk stukturnya akibat tindakan fraksi F2 ini.

Fraksi F2 dipercayai mempunyai sebatian yang dapat merencat sel H. pylori
secara in vitro. Oleh itu ketulenan sebatian yang terlibat serta sebatiannya yang
sebenar haruslah dikaji dengan lebih mendalam lagi. Dengan penggunaan alat GC-MS
dan LC-MS dapat diketahui akan berat molekul sebatian yang terlibat.
Walaubagaimanapun penggunaan peralatan ini adalah terhad kerana GC-MS hanya
dapat mengesan sebatian yang boleh meruap manakala LC-MS pula hanya boleh
menentukan sebatian dalam bentuk cecair. Walaubagaimanapun berat molekul sahaja
tidak dapat menentukan sebatian sebenar bahan yang terbabit. Penulenan sebatian dan
penentuan strukturnya dengan menggunakan Nukleur Magnetic Resonance (NMR)
adalah perlu. Dengan merujuk kepada Pengkalan Data Institut Piawai dan Teknologi
Kebangsaan, USA (NIST), ianya membantu kajian ini dalam menentukan sebatian
yang terlibat, berdasarkan berat molekul yang diperolehi.

Dalam kajian ini, alat GC-MS dapat mengesan dua sebatian utama yang wujud
dalam F2 ini iaitu 1,10 — fenonthrolina, 2,9 — dimetil dan N,N,-dietil acetamida.
Manakala alat LC-MS mengesan banyak jenis sebatian melalui dua komponen yang
dipisahkan akibat daripada penggunaan metanol untuk melarut fraksi F2 dalam proses
GS-MS. Sebatian yang utama daripada lima sebatian yang dikesan dalam komponen
A adalah Difenoksin iaitu berdasarkan pada beberapa ciri yang boleh digunakan

dalam menentukan sebatian bahan yang terlibat. Manakala komponen B pula
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mempunyai enam sebatian yang bercampur (mempunyai banyak puncak dalam
spektrum LC-MS).

Bagi memastikan yang komponen A dan komponen B masih bersifat anti-H.
pylori, ujian pembauran sekali lagi dijalankan. Keputusan yang diperolehi daripada
kajian ini menunjukkan bahawa kedua-dua komponen berkenaan masih mempunyai
ciri-ciri  antibakteria berkenaan, malah komponen B menghasilkan diameter
perencatan yang lebih baik daripada komponen A dan F2. Akan tetapi tahap ketulenan
komponen B tidak sebaik komponen A di mana sebatian yang dikenalpasti secara
tentatif sebagai Difenoksin daripada komponen A mempunyai puncak yang paling
tinggi dan tajam.

Akhir sekali, kajian ini menunjukkan yang fraksi F2 ekstrak KLO batang D.
trifolita mengandungi sebatian yang begitu aktif terhadap H. pylori secara in vitro.
Kajian selanjutnya boleh dijalankan dengan mengenalpasti sebatian yang terlibat
dengan kaedah yang lebih baik misalnya menggunakan kaedah HPLC untuk
mendapatkan sebatian yang lebih tulen dan NMR untuk menentukan jumlah unsur-
unsur bahan dalam sebatian tersebut. Jika kita ingin menggunakan fraksi F2 secara
terus, ujian kontaminasi logam berat seperti arsenik, merkuri dan plumbum perlu
dilakukan dan diikuti dengan ujian tak klinikal seperti ketoksikan dos tunggal,
ketoksikan dos ulang, genotoksisiti, karsinogenisiti, pengunaan kultur tisu dan lain-
lain lagi yang perlu. Penggunaan haiwan makmal sebagai model bagi ujian in vivo
untuk ujian preklinikal perlu dilakukan sebelum memasuki fasa pertama ujian klinikal
yang terdiri daripada empat fasa. Dengan melepasi fasa ke empat ujian klinikal
barulah fraksi ini boleh diktiraf untuk digunakan dalam rawatan jangkitan H. pylori

pada manusia.
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