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ABSTRAK 

Pengasingan akiinomiset dari sampel tanah yang dikutip dari Lower Segama. Sabah 

menjadi salah satu sasaran untuk mendapatkan strain-strain berguna yang dapat 

merencat enzim isocitrate lyase (rCL) dalam aktiviti glikosilat yang diperlukan oleh 

M. tuberculosis jangkitan laten penyakit tuberculosis. Sejurnlah 18 sampel tanah telah 

dikutip dari Lower Segama, Sabah dan sebanyak 44 aktinomiset telah beIjaya 

diasingkan daripada kesemua sampel tanah ini. Media asid hurnik-vitamin Bl (HV) 

agar dengan pH 7.2 yang dieram pada suhu 28°C selama 7 hari telah dipilih sebagai 

media dalam pengasingan sampel tanah ini. pH 7.2 adalah pH optimum bagi 

pertumbuhan aktinomiset. Koloni tunggal yang dihasilkan atas media HV agar 

diambil dan disubkulturkan ke atas media oatmeal agar untuk menghasilkan 

aktinomiset yang tulen. Aktinomiset yang dituJenkan ini ditumbuhkan di dalam 

mannitol-pepton liquid kultur secara aerobik untuk menghasilkan metabolit sekunder 

yang kemudian diekstrakkan dengan aseton. Ujian penyaringan perencat ICL 

dilal-ukan dengan menggunakan mikrobakterium yang bukan patogen iaitu 

Mycobacterium smegma tis jenis liar dan /).icl M. smegmatis dengan gen icl yang 

telah ditransfonnasikan dengan plasmid yang membawa gen icl M tuberculosis. 

Media M9 agar yang mengandungi surnber karbon (glukosa atau asetat), vitamin Bl 

dan M smegma tis disediakan untuk ujian penyaringan ini. Setiap ekstrak yan~ 

bendak diuji dipipetkan ke atas cakera kertas dahuIu sebelum dipindahkan ke atas 

media M9 agar yang telah disediakan. Diameter zon perencatan diperbatikan dan 

dicatatkan untuk mengenalpasti sama ada ekstrak yang diuji adalab perencat 

berpotensi atau toksik terhadap M. smegmatis. Hanya ekstrak yang menghasilkan zon 

perencatan pada kedua-dua piring M smegmatis jenis liar dan jenis transformant yang 

mengandungi sumber karbon asetat dianggap sebagai perencat rCL yang berpotensi . 

Sebanyak 156 ekstrak metabolit sekunder aktinomiset telah diuji dengan ujian 

penyaringan perencat rCL. Tiada ekstrak yang menjadi perencat berpotensi bagi ICL 

tetapi terdapat 13 ekstrak yang menunjukkan ketoksikan terbadap M smegmatis. 

Ujian pengesahan dan ujian penyaringan perencat lain yang selanjutnya perIu 

dijalankan terhadap ekstrak-ekstrak tersebut. 
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ABSTRACT 

Isolation of actinomycetes from the soil samples collected from Lower Segama. 

Sabah is one of the targets to product useful strains that can be used to inhibit the 

isocitrate lyase enzyme (lCL) activity in glyoxylate cycle of Mycobacterium 

tuberculosis which involved in latent infection of tuberculosis. A total of 18 soil 

samples were collected from Lower Segama, Sabah and 44 actinomycetes succeed to 

isolate. Humic acid vitamin Bl (HV) agar media, pH 7.2, incubated at 28°C for 7 

days were chosen for the isolation of actinomycetes. pH 7.2 is the pH optimum for 

the growth of acinomycetes. Single colony from the HV agar media is picked and 

inoculated into oatmeal agar media for purification. Purified actinomycetes were 

grown in the mannitol-peptone aerobic liquid culture. The secondary metabolites of 

actinomycetes were extracted with acetone. ICL screening was done by using non

pathogenic Mycobacterium that are wild type M smegma lis and transformant !1icl M. 

smegma tis which the gene icl transformed with the plasmid canying gen icl M. 

tuberculosis. M9 minimal agar media with carbon source (glucose or acetate), 

vitamin B and M smegma tis are prepared for this screening system. Each extract is 

pipetted onto the paper disc before transferred onto the M9 minimal agar media . 

Diameter of the extract inhibition zone was scored to identified the potential ICL 

inhibitor or toxic against M smegmatis. Only the extract which have inhibition zone 

on both wild type and transformant M smegma tis in the acetate plate are considered 

potential ICL inhibitor. A total of 156 secondary metabolite extracts of actinomycetes 

were tested in screening for inhibitors of ICt. No extract showed potential ICL 

inhibitor but have 13 extract showed toxic against M smegmatis. Further 

confirmation and tests should be carned out to confirm those extracts have activity 

against ICt. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

Mycobacterium tuberculosis iaitu bakteria yang menyebabkan tuberculosis (TB), 

Iebih menuntut nyawa manusia daripada bakteria patogen yang lain (McKinney et aI ., 

2000). Hampir 113 daripada populasi dunia te1ah dijangkiti M. tuberculosis laten 

(Zahrt dan Deretic, 2001). Hanya kira-kira 10% individu terjangkit yang memiliki 

tindakan keimunan yang sempuma akan diaktitkan semula dengan penyakit pada 

jangka hayat hidup (Bentrup dan Russell, 2001). 

M. tuberculosis menembusi ke dalam populasi manusia dengan disaingi oleh 

beberapa patogen yang lain. Kejayaan bakteria adalah bergantung kepada kebolehan 

mereka untuk meneruskan dan mengekalkan jangkitan kronik dalam tubuh badan 

manUSla yang mengambj] keimunan dan menentang daripada penghapusan oleh 

antimikrobial (Sharma et al., 2000). Vaksin dan ubat barn sangat diperlukan untuk 

mengawal agen penyebab primer jangkitan TB (Tremblay et aI., 2002). Isoniazid dan 

rifampicin adalah antara dua jenis anti-TB yang berkesan (Cunningham dan 

Spreadbury, 1998). 

Jangkitan laten M . tuberculosis merintangi kebolehan dalaman untuk 

mengawal TB. M. tuberculosis bacili tunggal dengan memanjangkan tempoh antara 
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makrofaj di mana ia akan membiak dan disebarkan ke seluruh badan, dipindahkan 

dari pepam dengan menjangkiti organ yang lain. Bakteria membiak dan menyebabkan 

jangkitan peringkat akhir semasa bakteria berpindah (Lorenz dan Fink, 2002). 

Asid lemak menjadi sumber karbon dan tenaga utarna dalam metabolisma M. 

tuberculosis bagi tisu pam-pam yang teruk terjangkit. Kitar (3-pengoksidaan dan shunt 

glioksilat adalah dua laluan yang menyediakan asid lemak yang diperlukan oleh 

bakteria (McKinney et aI ., 2000). Dalam kitar glioksilat, dua enzim utama iaitu 

isocitrate lyase (ICL) dan mal at synthase diperlukan untuk tumbuh di asetat yang 

sebagai sumber karbon. Tambahan pula, kajian fungsi dan struktur M tuberculosis 

mengemukakan bahawa isocitrate lyase memainkan peranan yang penting bagi 

persisten bakteria dalam makrofaj dan tikus (Soh et aI ., 2001). Perkembangan dan 

pengbasilan dadah secara meluas bagi strategi penyaringan perencat ICL 

menggunakan mutan tJ.icl M smegma tis yang ditransfonnasikan dengan gen ic/ M . 

tuberculosis telab mengurangkan pertumbuban makrofaj yang aktif dengan nyata 

tetapi bukan pada makrofaj yang rehat (Shanna et aI., 2000). 

Aktinomiset ia1ah 'non-asid-fast' , gram positif miselia bakteria yang 

membentuk filamen yang bercabang dan penghasilan spora yang kaya dengan 

kandungan G+C iaitu dalam lingkungan 70-75% (Collins dan Lyne, 1976; Grange, 

1992; Madigan et aI. , 2000). Penemuan bam dalam pengbasilan metabolit sekunder 

oleb aktinomiset mengbasilkan banyak antibiotik, enzim dan perencat enzim. Populasi 

aktinomiset adalah tinggi di dalam tanah (Labeda dan Shearer, 1990). 
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Streptomyces ialah genus yang mengambarkan spesies dan kepelbagaian yang 

tinggi (Madigan et al., 2000). Kebanyakan aktinomiset yang diasingkan ialah 

Streptomyces sp. Rhizosfera tanah rnengandungi jumlah aktinomiset yang lebih 

banyak daripada non-rhizosfera tanah. Pelbagai antibiotik seperti rifampicin dan 

streptomycin dihasilkan oleh beberapa streptomiset (Labeda dan Shearer, 1990). 

1.2 OBJEKTIF KAJIAN 

Terdapat tiga objektifutama dalam menjalankan kajian ini iaitu:-

I) Pengasingan Streptomyces dari beberapa sarnpel tanah yang dikurnpul dari 

tapak perkhemahan berdekatan dengan Kampung Tidong, Lower Segama, 

Sabah. 

2) Pengekstrakan metabolit sekunder dari Streptomyces yang te1ah 

diasingkan. 

3) Penyaringan perencat IeL dalam Mycobacterium bukan patogen dengan 

menggunakan M smegmatis jenis liar dan /j,ic/ M smegma tis jenis 

transfonnasi dengan plasmid yang membawa gen ic/ daripada M . 

tuberculosis. 
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ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 PENGENALAN 

Aktinomlset merupakan kumpulan yang besar bakteria gram positif dan 

kebanyakannya terdapat di dalam tanah berfilamen (Madigan et aI., 2000). Penemuan 

aktinomiset dan genus Streptomyces merupakan punca utama dalam penghasilan 

antibiotik-antibiotik dan perencat enzim-enzim yang berguna (Sykes dan Skinner, 

1973). 

Pada tahun 2000, dilaporkan babawa tuberculosis adalah antara 10 penyakit 

merbabaya yang akan menyebabkan kematian orang dewasa (Kim, 2002). 3 juta 

orang mati setiap tahun disebabkan oleh jangkitan M tuberculosis (Lotfi, 2002). 

Menurut Hu & Coates (1998), model in vitro bagi replikasi M tuberculosis 

dikembangkan oleh Wayne. Jangkitan 'latent persistent' M tuberculosis yang 

menyebabkan penyebaran tuberculosis bukan sabaja disesuaikan dengan persekitaran 

yang bertentangan dengan makrofaj tetapi juga dengan kuasa penentangan dadah anti-

TB (Shanna et al., 2000). 

Dalam kitar glikosilat, karbon dioksida dihasilkan dan kitar trikarboksilik 

(TeA) dan melibatkan penukaran dua karbon kompaun (acetyl-CoA dan glikosilat) 

kepada empat karbon kompaun (suksinat) (Bentrup, 2001). Menurut Shanna et 
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Penyusunan sumber mikrobial bagi menghasilkan antibiotik ditemui di USA 

dan Japan antara tahun 1953 bingga 1970 dengan didapati 85% daripada antibiotik 

dihasilkan oleh aktinomiset, 11% dari fungi dan 4% dari bakteria (Labeda dan 

Shearer, 1990). 

2.2.1 Faktor Pertumbuhan Aktinomiset 

Lacey (1973) menyatakan bahawa terdapat tujuh faktor utama yang mempengaruhi 

pertumbuhan aktinomiset iaitu jenis tanah, kedalaman tanah, kesan rhizosfera, nilai 

pH, kandungan air dalam pengudaraan, kandungan zarah organik dan tanah yang 

digunakan. 

Hampir 90% dari populasi aktinomiset ialah Streptomyces spp. PopuJasi 

aktinomiset berbeza di tanah yang berbeza dengan bergantung kepada kandungan 

zarah organik, kandungan air dan nilai pH dalam tanah. Kebanyakan aktinomiset 

hidup dalam kawasan hutan terbiar dan kedalaman sebanyak 11-15 em ke bawah 

tanah kerana kedalaman ini mempunyai nilai pH yang rendah iaitu lebih berasid yang 

sesuai untuk pertumbuhan Streptomyces. Kebanyakan aktinomiset tumbuh dalam 

tanah yang berrhizosfera dan tidak ditakungi air iaitu kandungan yang lebih tinggi. 

Peningkatan kandungan humus dalam tanah menggalakkan pertumbuhan aktinomiset 

di mana aktiviti dijalankan melalui penyerapan nutrien. 
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2.3 Streptomyces 

Genus Streptomyces ialah aktinomiset yang aerobik dan berspora, gram-positif, dapat 

membentuk substrat bercabang yang luas dan aerial miselia (Labeda & Shearer, 

1990). Menurut Hutter (1970), kandungan GC adalah berbeza antara genera 

aktinomiset di mana genus Streptomyces adalah tinggi dengan mempunyai 70-75% 

kandungan G+c. 

Populasi Streptomyces yang paling tinggi terdapat dalam tanah dan biasanya 

hidup pada suhu antara 15 hingga 37 ·C, dan ada juga yang hidup pada suhu 45-50 ·C 

(Labeda dan Shearer, 1990). Aerial miselia Streptomyces terselindung dengan hanyak 

metabolit sekunder yang berguna dalam penghasilan antibiotik, fungi sit atau herbisit 

dan kebanyakannya bergantung kepada enzim hidrolitik extraselular seperti selulase, 

hemiselulase, protease dan lipase yang dijadikan sebagai sumber karbon yang 

digunakan untuk menurunkan bahan organik kompleks yang disokong dengan 

penyesuaian persekitaran semulajadi (Banchio dan Gramajo, 1997; Tremblay et al., 

2002). 

Menurut Labeda dan Shearer (1990), aerial miselium bagi kebanyakan 

Streptomyces mempamerkan warna yang jelas. Dalam International Projek 

Streptomyces (ISP), tujuh sm wama bagi aerial miselia digunakan iaitu kuning, ungu, 

merah, biru, hijau, kelabu dan putih untuk menentukan spesies Streptomyces. Warna 

bagi aerial miselia boleh digambarkan dengan niveus (putih), grise us (hijau 

kekuningan, kelabu-kuning-kehijauan, perang), azureus-glaucus (kelabu kebiruan 
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kepada hljau kebiruan), cinnamoneus (merah jambu kepada perang kelabuan), 

cinereus (kelabu), prasinus (hljau kelabuan). 

Streptomiset dalam tanah dibahagikan kepada 3 kumpulan fungsi yang utama 

iaitu fungsi mereka dalam penguraian bahan organik dalam tanah, kesan mereka 

terhadap struktur tanah campuran dengan tanah liat melalui kemasukan hifa yang 

mempamerkan sporulasi yang jelas di mana tanaman yang baik dihasilkan dan 

kebolehan mereka untuk menghasilkan antibiotik yang merencat pertumbuhan mikrob 

yang lain (Gottlieb, 1973). 

Gram positif Streptomyces spp. menghasilkan 75% antibiotik untuk kegunaan 

dalam perubatan dan komersil kerana Streptomyces banyak menghasilkan metabolit 

sekunder (Lotfi, 2002). S. lividans berkesan dalam penggunaan kadar promoter 

mikrobakteria yang tinggi dan dicadangkan supaya dijadikan perumah yang berkualiti 

dalam penghasilan agen diagnostik dan terapeutik (Tremblay et al., 2002). Pada tahun 

1944, streptomycin adalah antibiotik yang pertama beIjaya mengubati pesakit TB. 

Streptomycin yang ditemui dan dihasilkan dari S. grise us dapat mengubati 

tuberculosis dan jangkitan Gram-negatif (Tolba et al., 2002). 
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2.3.1 Pengasingan Streptomyces 

Menurut Lotfi (2003), terdapat beberapa cara dan kaedah digunakan untuk mengenali 

Streptomyces spp. Antaranya telTIlasuk kaedah mengkultur dengan menggunakan 

teknik pemilihan pinng, pembinaan sistem gen marker, pergabungan penanda kimia 

dengan asid LL-diaminopirnelic dan ketidakwujudan kategori gula. 

Kutzner (1981) me]aporkan bahawa penggunaan kaedah turasan membran 

atau penggunaan medium agar yang telah disteril untuk pengasingan Streptomyces 

dari tanah telah dianjurkan oleh Trolldenier pada tahun 1966. Kewujudan unsur surih 

dalam media agar menyokong pengekstrakan pertumbuhan Streptomyces dari tanah 

te1ah dijumpai oleh Spicher pada tahun 1955. 

T erdapat 4 pnnslp utama bagi kekayaan dan pengasmgan terhadap 

Streptomyces yang betjaya digunakan iaitu pertama, memperkayakan substrat 

sebelum pengasingan. Kedua ialah rawatan bagi sampel untuk mengasingkan mikrob 

lain daripada mengganggu pertumbuhan Streptomyces. Ketiga ialah menggalakkan 

perbentukan Streptomyces pada piring media pengasingan dengan mempunyai kadar 

sumber karbon ke nitrogen yang tinggi dan keempat ialah pemilihan nutrien untuk 

merencat pertumbuhan flora pada medium agar yang digunakan untuk pengasingan. 

Perkayaan Streptomyces dengan keratin dan kitin te1ah pertama sekali 

didedahkan oleh Jensen. Keratin menambahkan bilangan Streptomyces tanpa memberi 

kesan kepada bakteria, sementara penambahan kitin kepada tanah menyebabkan 

peningkatan bakteria dan Streptomyces. Kebanyakan media pengasingan ditambahkan 
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dengan CaC03 di mana pengbasilan Ca2
+ meneutralkan asid yang dibasilkan oleb 

beberapa Streptomyces dan juga menambahkan koloni Streptomyces (Lacey, 1973). 

Kandungan karbon dalam media agar pengasingan adalah sedikit di mana kandungan 

yang sedilcit mengawal pertumbuhan eubakteria dan kulat (Crawford, 1993). 

2.4 TUBERCULOSIS (TB) 

Bilangan kes TB yang barn meningkat 6% setahun an tara tahun 1997 hingga 1999 

dengan dari 8 juta menjadi 8.4 juta sedunia. Peningkatan ini adalah disebabkan oleh 

peningkatan sebanyak 20% dari penduduk di sub-Saharan Afrika di mana kebanyakan 

daripada mereka telah dijangkiti penyakit H1V (Kim). 

Kewujudan penyakit ini disebabkan dengan faktor perumah, faktor 

perselcitaran seperti keadaan sosial dan tabap keimunan seseorang terhadap serangan 

mikrobial. Seseorang yang dijangkiti penyakit HIV lebm dijangkiti dengan TB 

(Mitsos, 2003). Pesakit mv senang dijangkiti penyakit tuberculosis di mana terdapat 

peningkatan kadar jangkitan dengan 8-10% setahun (Bentrup, 2001). Sementara bagi 

pesakit yang dijangkiti laten M tuberculosis mempunyai peningkatan kadar sebanyak 

0.2% setahun dengan keaktifan bakteria (Yuan, 1996). 

Pada hari ini, TB dapat diubati dengan menggunakan rawatan kemoterapi . 

Rawatan ioi adalah tidak sesuai digunakan kerana rawatan ini memerhlkan masa yang 

panjang iaitu antara 6 hingga 9 bulan dan merupakan halangan utama dalam rawatan 

TB yang lebih berkesan dan sesuai (Bentrup, 2001). Menurut Kim, strategi Directly 

ObsenJed Therapy (DOT) dikembangkan supaya penyakit TB dapat menerima 
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diagnosis dan rawatan yang beIkesan. Antara strategi DOT ialah penemuan strategi 

yang berhub1lllgkaitkan dengan persaingan dadah antara perencat HIV dengan TB; 

peningkatan penciptaan dan perkembangan diagnosis, dadah dan vaksin yang bam; 

dan mengingatkan global untuk menghentikan TB supaya strategi kawalan TB yang 

didapati dapat dijalankan dengan berkesan. 

Diagnotik TB ialah mengembangkan ujian barn untuk menentukan TB yang 

aktif dengan lebih cepat, lebih mudah dan lebih tepat; mengembangkan ujian baru 

untuk mengesan rintangan rifampicin dengan cepat; dan mengembangkan kaedah 

yang lebih cekap untuk mengenalpasti peningkatan penyakit TB yang aktif. 

Penciptaan dadah baru terhadap anri-TB dikembangkan dengan mengembangkan 

dadah baru yang menyingkatkan atau memudahkan rawatan TB; mengembangkan 

rawatan bagi multi-drugs resistence-TB (MDR-TB) yang lebih berkesan; dan 

mengembangkan rawatan bagi jangkitan laten TB yang lebih berkesan. Penciptaan 

vaksin baru diperlukan untuk menge1akkan penyakit TB dari terse bar luas dan juga 

melindungi seseorang yang tidak teJjangkit daripada dijangkiti TB dan mengelakkan 

penyakit bagi seseorang yang telah dijangkiti TB. 

Keimunan terhadap penyakit TB dibuktikan aktif dan nyata selepas perencatan 

dikenakan terhadap pembiakan bakteria secara berterusan selepas riga minggu 

jangkitan (Shi et aI. , 2003). Sehingga hari ini, antibiotik yang telah dihasilkan untuk 

mengubati TB yang aktif tidak sesuai dan berkesan untuk membunuh bakteria dalam 

jangkitan laten (Bentrup,200 1 ). 
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