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ABSTRAK

Produk semula jadi mikrob adalah sumber molekul yang berpotensi tinggi untuk penemuan dadah. Prodigiosin iaitu pigmen 
merah yang dihasilkan oleh Serratia marcescens, ialah calon dadah semula jadi kerana telah dilaporkan mempunyai sifat 
antimikrob, antimalaria dan antikanser. Dalam kajian ini, kami telah menilai ketoksikan prodigiosin dengan menggunakan 
nematod Caenorhabditis elegans, satu model perumah yang sering digunakan untuk menilai kepatogenan agen berjangkit 
dan ketoksikan produk semula jadi. Untuk menilai ketoksikan prodigiosin, C. elegans dijangkiti dengan strain penghasil 
prodigiosin, S. marcescens Bizio ATCC 274 (Sma 274) dan strain bukan penghasil, S. marcescens Bizio ATCC 29635 
(Sma WF). Asai kemandirian telah dijalankan di bawah keadaan yang memastikan penghasilan prodigiosin pada tahap 
optimum. Menariknya, kinetik pembunuhan nematod oleh strain S. marcescens yang berpigmen dan tidak berpigmen 
tidak menunjukkan perbezaan yang ketara (Log-rank (Mantel-Cox) test, p>0.0001), dan ini mencadangkan bahawa 
prodigiosin bukanlah molekul yang toksik. Seterusnya, C. elegans dirawat terus dengan prodigiosin tanpa kehadiran 
S. marcescens dan ketoksikan prodigiosin terhadap nematod telah dinilai. Tiada pengurangan kadar kemandirian yang 
signifikan diperhatikan apabila C. elegans diberikan ekstrak prodigiosin jika dibandingkan dengan kawalan yang tidak 
dirawat (Log-rank (Mantel-Cox) test, p>0.0001). Hasil ini membuktikan bahawa prodigiosin tidak memberi sebarang 
kesan toksik terhadap cacing nematod dewasa. Kesimpulannya, prodigiosin S. marcescens adalah tidak toksik terhadap 
perumah C. elegans, dan ini membuka peluang untuk penyelidikan tentang prodigiosin sebagai dadah farmaseutis.

Kata kunci: Dadah semula jadi; ketoksikan; pigmen bakteria

ABSTRACT

Microbial natural products are a promising source of molecules for drug discovery. Prodigiosin, a red microbial 
pigment produced by Serratia marcescens, is a promising natural drug candidate due to its reported antimicrobial, 
antimalarial and anticancer properties. In this study, we evaluated the toxicity of prodigiosin by using the nematode 
Caenorhabditis elegans, a host model frequently used to evaluate pathogenicity of infectious agents and toxicity of 
natural products. To investigate the toxicity of prodigiosin, C. elegans was infected with the prodigiosin-producer S. 
marcescens Bizio ATCC 274 (Sma 274) and non-prodigiosin producer S. marcescens Bizio ATCC 29635 (Sma WF). 
The survival assay was performed under conditions that ensure optimal prodigiosin production. Intriguingly, the 
nematode killing kinetics did not differ significantly between the pigmented and non-pigmented S. marcescens strains 
(Log-rank (Mantel-Cox) test, p>0.0001), indicating that prodigiosin is not a toxic molecule. Subsequently, C. elegans 
were treated directly with prodigiosin in the absence of S. marcesccens and prodigiosin toxicity on the worms was 
assessed. No significant decrease in survival was observed when C. elegans was treated with prodigiosin extract 
compared to the untreated control (Log-rank (Mantel-Cox) test, p>0.0001), indicating that prodigiosin does not exert 
any toxic effect on adult worms. In conclusion, S. marcescens prodigiosin is non-toxic towards the C. elegans host, 
thus, opening up avenues for research on prodigiosin as a pharmaceutical drugstudied.

Keywords: Bacterial pigment; natural drug; toxicity  

PENDAHULUAN

Penemuan dan pembangunan dadah baru dalam industri 
farmaseutik sering berasaskan dadah sintetik dan usaha ini 
telah berjaya memerangi pelbagai jenis penyakit. Namun 
begitu, penghasilan dadah sintetik melibatkan pelbagai 
langkah sintesis organik yang memerlukan tenaga kerja 
yang tinggi dan sumber yang banyak (Webb & Jamison 
2010). Di samping itu, dadah sintetik sering menyebabkan 

kesan sampingan. Produk yang dihasilkan secara semula 
jadi berpotensi untuk dibangunkan sebagai alternatif yang 
mampan (Harvey 2008; Koehn & Carter 2005).

Prodigiosin, sejenis pigmen merah yang dihasilkan 
oleh bakteria Serratia marcescens, merupakan produk 
semula jadi yang dianggap sebagai dadah farmaseutik 
yang berpotensi tinggi kerana ia mempunyai aktiviti 
antimikrob, antimalaria dan antikanser (Yip et al. 2019). 
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Namun begitu, maklumat yang menyokong prodigiosin 
sebagai sebatian yang selamat untuk digunakan adalah 
terhad. Prodigiosin didapati berupaya membunuh sel 
kanser secara selektif tanpa menjejaskan sel normal 
(Deorukhkar et al. 2007; Kavitha et al. 2010). Selain 
itu, kajian yang dilaporkan oleh Guryanov et al. (2013) 
telah menunjukkan bahawa prodigiosin bukan bersifat 
genotoksik. Oleh itu, prodigiosin boleh dikembangkan 
sebagai dadah farmaseutik yang berpotensi. Walau 
bagaimanapun, penilaian lanjut ketoksikan prodigiosin 
perlu dilakukan bagi memperluaskan kegunaannya dalam 
industri farmaseutik.

Dalam kajian ini, penilaian ketoksikan prodigiosin 
dijalankan dengan menggunakan haiwan perumah 
model, cacing nematod Caenorhabditis elegans yang 
membolehkan penilaian ketoksikan dadah secara awal 
dilakukan. Kelebihan model C. elegans adalah ia 
mempunyai tapak jalan keimunan inat yang terpelihara 
dalam mamalia (Kong et al. 2016). Selain itu, hasil 
kajian dengan menggunakan cacing nematod model ini 
boleh diperpanjangkan kepada organisma yang lebih 
kompleks, termasuk manusia (Irazoqui et al. 2010). 
Tambahan pula, beberapa kajian telah dijalankan untuk 
mencirikan interaksi patogen dan perumah antara S. 
marcescens dan C. elegans (Kurz et al. 2003; Pradel et 
al. 2007; Wilf & Salmond 2012). Dalam kajian ini, asai 
kemandirian telah dilakukan menggunakan C. elegans 
yang diinfeksi secara berasingan dengan S. marcescens 
Bizio ATCC 274 (Sma 274) yang mampu menghasilkan 
prodigiosin dan S. marcescens Bizio ATCC 29635 (Sma 
WF) yang tidak berkebolehan menghasilkan prodigiosin. 
Penghasilan prodigiosin dioptimumkan terhadap 
parameter persekitaran seperti medium, pH dan suhu yang 
berbeza. Pengasaian kemandirian seterusnya dijalankan 
di bawah keadaan yang optimum yang membolehkan 
penghasilan prodigiosin pada aras yang tinggi. Di samping 
itu, ujian ketoksikan juga dijalankan menggunakan C. 
elegans yang dirawat terus dengan prodigiosin tanpa 
kehadiran S. marcescens. Hasil penilaian ketoksikan ini 
boleh membantu dalam mengukuhkan lagi nilai terapeutik 
prodigiosin.

BAHAN DAN KAEDAH

STRAIN BAKTERIA DAN NEMATOD

Bakteria S. marcescens Sma 274 yang berupaya 
menghasilkan prodigiosin dan Sma WF yang tidak 
menghasilkan prodigiosin diperoleh daripada Pusat 
Sumber Biologi American Type Culture Collection. 
Bakteria Sma 274 dan Sma WF masing-masing dikultur 
pada agar nutrien (NA) dan agar infusi jantung otak 
(BHIA) pada suhu 26 °C. Pengkulturan Escherichia coli 
OP50 dilakukan dalam kaldu Luria-Bertani (LB) yang 
mengandungi 100 µg/mL antibiotik Streptomisin pada 
suhu 37 °C secara goncangan semalaman. 

Strain mutan C. elegans glp-4 yang digunakan 

dalam kajian ini diperoleh daripada Caenorhabditis 
Genetics Center, University of Minnesota, USA. Cacing 
nematod ini dipelihara di atas medium pertumbuhan 
nematod (NGM) pada suhu 16 °C dengan bakteria E. 
coli OP50 sebagai sumber makanan. Untuk memperoleh 
populasi nematod yang berada pada peringkat umur 
yang sama, sinkronisasi dilakukan melalui kaedah 
‘egg prep’ seperti yang dijelaskan oleh Shapira dan Tan 
(2008). Ini dilakukan dengan menggunakan larutan lisis 
yang mengandungi hipoklorit beralkali dan natrium 
hidroksida. Telur yang diperoleh daripada C. elegans 
dewasa diletakkan di atas piring agar NGM baru yang 
mengandungi E. coli OP50 dan 100 μg/mL streptomisin. 
Piring agar tersebut dieram pada suhu 25 °C selama tiga 
hari untuk memperoleh C. elegans pada peringkat dewasa.

PENGOPTIMUMAN KEADAAN PENGKULTURAN BAGI 
PENGHASILAN PRODIGIOSIN  

Tiga parameter pertumbuhan yang berbeza iaitu jenis 
medium, suhu dan pH dinilai secara bertahap untuk 
menentukan keadaan pengkulturan yang memastikan 
penghasilan prodigiosin yang tinggi. Jenis medium 
yang sesuai ditentukan terlebih dahulu, diikuti dengan 
penentuan suhu dan pH. Sma WF yang tidak berupaya 
menghasilkan prodigiosin digunakan sebagai kawalan 
negatif dalam ujian penentuan ini. Sma 274 dan Sma 
WF dieram dengan goncangan untuk semalaman pada 
suhu 37 °C masing-masing dalam kaldu nutrien (NB) 
dan kaldu infusi jantung otak (BHIB). Bilangan sel 
bakteria dalam kultur semalaman Sma 274 dan Sma WF 
dilaraskan kepada kira-kira 108 CFU/mL dan pencairan 
1:100 dilakukan untuk semua asai yang berikutnya. 
Kultur Sma 274 dan Sma WF yang telah dicairkan masing-
masing ditumbuh dalam NB dan kaldu pepton gliserol 
(PGB) pada suhu 28 °C selama 48 jam. Penghasilan 
prodigiosin oleh Sma 274 di dalam medium M9 dan PGB 
juga diperhatikan dan dibandingkan secara kuantitatif. 
Penghasilan prodigiosin dalam kaldu dianalisis secara 
spektrofotometri (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher 
Scientific Inc., USA). Untuk menentukan jumlah 
prodigiosin yang terhasil (unit per sel bakteria) dalam 
setiap kaldu di bawah keadaan piawai, rumusan terbitan 
Haddix and Werner (2000) berikut digunakan:

Prodigiosin (        ) =                                            

dengan OD499 adalah nilai penyerapan prodigiosin; 
OD620 adalah nilai penyerapan bakteria; dan 1.381 adalah 
pemalar.

Jenis agar dan jenis kaldu yang lebih mendorong 
penghasilan prodigiosin ditentukan dan  kemudiannya 
digunakan dalam ujian penentuan kesan suhu. Kedua-
dua kultur Sma 274 dan Sma WF yang telah dicairkan 
kepada 108 CFU/mL dieram dalam medium pengkulturan 
terpilih masing-masing pada suhu 20 °C, 25 °C, 28 °C, 32 
°C atau 37 °C selama 48 jam. Seterusnya, jenis medium 

unit

sel

[ OD499-(1.382xOD620)] x 1000 

     OD620
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dan suhu eraman yang lebih mendorong penghasilan 
prodigiosin digunakan dalam ujian penentuan kesan pH. 
Medium pengkulturan terpilih pada pH 5, 6, 7, 8 atau 9 
digunakan untuk mengenal pasti keadaan yang berupaya 
menghasilkan jumlah prodigiosin tertinggi.

ASAI KEMANDIRIAN C. elegans  

Asai kemandirian berasaskan cecair dilakukan berdasarkan 
Kong et al. (2014) dengan beberapa pengubahsuaian 
berdasarkan keadaan teroptimum untuk menghasilkan 
jumlah prodigiosin tertinggi. Terdapat tiga jenis rawatan 
dalam pengasaian ini iaitu C. elegans yang diinfeksi Sma 
274, C. elegans yang diinfeksi Sma WF dan C. elegans 
yang diberi makanan ruji E. coli OP50 sebagai kawalan 
tanpa infeksi. Medium untuk pengasaian kemandirian 
(90% PGB pH 7, 10 μg/mL kolesterol dan 10% kultur 
semalaman Sma 274 atau Sma WF) ditambah ke 
dalam setiap telaga (500 μL) pada piring 24-telaga. 
Dalam telaga kawalan, bakteria S. marcescens dan 
medium PGB masing-masing digantikan dengan E. coli 
OP50 dan medium minima M9. Setiap rawatan diuji 
dalam tiga replikat teknikal. Pengasaian kemandirian 
bermula apabila 20 mutan C. elegans glp-4 dewasa 
dipindahkan ke dalam setiap telaga dan dieram pada 
suhu 28 °C. Pemerhatian dilakukan setiap 24 jam untuk 
menentukan bilangan C. elegans yang hidup dan mati 
sehingga kesemua cacing nematod yang diinfeksi telah 
mati. Menurut Tan et al. (1999), C. elegans yang tidak 
menunjukkan pengepaman farinks dan tidak bergerak 
balas terhadap sentuhan wayar platinum dianggap telah 
mati. Cacing nematod yang mati akibat vulva yang pecah 
dikecualikan daripada analisis pengasaian.

ASAI KETOKSIKAN PRODIGIOSIN  

Penyediaan ekstrak prodigiosin telah dijalankan 
mengikut kaedah Nakashima et al. (2005) dengan sedikit 
pengubahsuaian. Secara ringkasnya, Sma 274 dikultur 
dalam 100 mL medium PGB pada pH 7 dan dieram 
pada suhu 28 °C selama 48 jam untuk mencapai amaun 
prodigiosin yang tinggi. Kultur bakteria tersebut diempar 
pada 10 000 × g selama 10 min. Supernatan disingkirkan 
dan pelet yang tertinggal dalam tiub emparan diampaikan 
dengan jumlah isi padu metanol 95% yang sama. Kemudian 
campuran ini divortek dan diempar sekali lagi pada 10 000 
× g selama 30 min untuk menyingkirkan sebarang bahan 
yang tidak larut. Supernatan kemudiannya dipindah ke 
tiub emparan yang baru. Sebanyak 1 mL supernatan 
hasil pengekstrakan prodigiosin dipindah ke kuvet dan 
diukur secara spektrofotometri pada panjang gelombang 
penyerapan antara 250 nm ke 700 nm (Allen 1967). 
Profil penyerapan dicatat dan digunakan untuk mengenal 
pasti kehadiran prodigiosin dalam supernatan tersebut. 
Supernatan prodigiosin yang tertinggal kemudiannya 
dikeringkan di bawah vakum dan amaun pigmen yang 

diperoleh ditentukan berdasarkan berat keringnya. Sisa 
kering kemudiannya dilarut dalam 95% metanol dan 
kepekatannya ditentukan dalam mg/mL.

Dalam asai ketoksikan ini, dua jenis medium 
disediakan iaitu medium rawatan yang mengandungi 
ekstrak prodigiosin dan medium kawalan negatif tanpa 
ekstrak prodigiosin. Asai ketoksikan ini dilakukan 
dengan menggunakan medium M9 iaitu sejenis larutan 
garam seimbang yang lazim digunakan untuk C. elegans 
dalam asai ketoksikan (Kong et al. 2014). Medium rawatan 
terdiri daripada 90% medium M9, 10% E. coli OP50 yang 
telah mati, 10 µg/mL kolesterol dan 400 μg/mL ekstrak 
prodigiosin manakala bagi medium kawalan negatif, 
ekstrak prodigiosin digantikan dengan metanol 95%. 
Kepekatan ekstrak yang digunakan bagi pengasaian 
ini ditetapkan berdasarkan kajian penyaringan aktiviti 
antimikrob prodigiosin yang telah dilakukan sebelum 
ini (Nur Siti Fatimah, data belum diterbitkan). Medium 
rawatan dan medium kawalan negatif masing-masing 
ditambahkan ke dalam telaga pada piring 24-telaga. 
Bakteria E. coli OP50 telah dibunuh dengan haba pada 
suhu 65 °C selama 30 minit sebelum ditambah ke dalam 
setiap telaga sebagai sumber makanan untuk cacing 
nematod. Pembunuhan E. coli OP50 ini dilakukan untuk 
menyingkirkan sebarang kesan ekstrak terhadap E. coli 
hidup yang mungkin menjejas keberkesanan eksperimen 
memandangkan asai ini hanya menumpu pada kesan 
prodigiosin terhadap jangka hayat cacing. Sebanyak 10 
C. elegans mutan glp-4 dewasa dipindahkan ke dalam 
setiap telaga dan piring tersebut dieram pada suhu 25 °C. 
Setiap rawatan diuji dalam tiga replikat teknikal. Bilangan 
C. elegans yang hidup dan mati dalam setiap telaga 
ditentukan setiap hari sehingga kesemua cacing nematod 
mati. Cacing nematod yang mati akibat vulva yang pecah 
dikecualikan daripada analisis pengasaian ini. Data 
kemudian dianalisis dan lengkung kemandirian diplotkan 
untuk membandingkan antara rawatan dan kawalan.

ANALISA STATISTIK  

Hasil daripada ujian pengoptimuman penghasilan 
prodigiosin dianalisis dengan ujian statistik t (independent 
sample t-test). Data yang diperoleh mewakili purata 
jumlah prodigiosin terhasil dan sisihan piawai (SD) yang 
dijana daripada tiga set replikat. Analisis kemandirian 
Kaplan-Meier yang terdapat dalam perisian StatView® 
5.0.1 telah digunakan untuk menganalisis hasil asai 
kemandirian dan asai ketoksikan untuk mendapatkan nilai 
TDmin, iaitu min masa yang diperlu untuk membunuh 50% 
populasi cacing nematod (Alegado et al. 2003). Selepas 
itu, perbandingan dilakukan antara kumpulan kawalan 
dan rawatan dengan ujian statistik Log-rank (Mantel-Cox). 
Data daripada pengasaian dinyatakan sebagai SD yang 
dijana daripada sekurang-kurang dua set replikat.
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HASIL

KEADAAN PENGKULTURAN PENGHASILAN PRODIGIOSIN 
TINGGI

Kepatogenan sesuatu spesies bakteria dipengaruhi oleh 
keadaan persekitaran yang tertentu. Bakteria yang dikultur 
dalam medium yang berbeza boleh mempamerkan 
kepatogenan yang berbeza (Garsin et al. 2001). Misalnya, 
medium yang kaya dengan nutrien dapat mendorong 
bakteria mengekspres faktor-faktor virulen yang berupaya 
membunuh C. elegans berbanding medium pertumbuhan 
nematod yang biasa digunakan (Garsin et al. 2001). 
Oleh itu, kami berminat untuk mengkaji kepatogenan S. 
marcescens Sma 274 dan Sma WF terhadap C. elegans 
apabila bakteria ini dieram di dalam keadaan optimum 
yang menghasilkan jumlah prodigiosin yang tinggi.

Sebelum menguji sifat ketoksikan prodigiosin ke 
atas nematod, keadaan optimum in vitro bagi penghasilan 
prodigiosin daripada Sma 274 telah ditentukan. Ini 
membantu memberi gambaran tentang kevirulenan 
prodigiosin S. marcescens dalam medium kaya-nutrien. 
Dalam kajian ini, penghasilan prodigiosin yang signifikan 
(p<0.05) diperhatikan oleh bakteria yang dikultur dalam 
medium PGB (664 ± 32.26 unit/sel) berbanding dengan 
NB (546.0 ± 26.17 unit/sel) oleh Sma 274 (Rajah 1A). 
Justeru, PGB telah dipilih sebagai medium pengkulturan 
untuk kajian pengoptimuman selanjutnya. Penghasilan 
prodigiosin yang signifikan (p<0.05) juga diperhatikan 
apabila bakteria dikultur dalam medium PGB pada suhu 
28 °C (683.1 ± 4.1 unit/sel) berbanding dengan 20 °C 
(571.1 ± 12.7 unit/sel), 25 °C (581.9 ± 22.7 unit/sel), 32 
°C (562.8 ± 25.5 unit/sel) dan 37 °C (274.1 ± 44.0 unit/
sel) (Rajah 1B). Nilai purata prodigiosin yang dihasilkan 
adalah lebih tinggi (p<0.05) apabila Sma 274 dikultur 
dalam PGB pada pH 7 (596.5 ± 13.6 unit/sel) berbanding 
dengan pH 8 (566.7 ± 6.4 unit/sel), pH 9 (317.1 ± 29.3 
unit/sel), pH 6 (300.0 ± 41.9 unit/sel) dan pH 5 (273.2 
± 8.8 unit/sel) (Rajah 1C). Tiada penukaran warna 
diperhatikan untuk koloni Sma WF sepanjang semua 
ujian pengoptimuman berbanding dengan koloni Sma 
274 yang berwarna merah (Rajah 1D) menunjukkan tiada 
prodigiosin dihasilkan oleh strain mutan tersebut.

PENGEKSTRAKAN PRODIGIOSIN

Proses pengekstrakan prodigiosin telah dilakukan dan 
hasil pengekstrakan telah dianalisis melalui kaedah 
spektrofotometri. Berdasarkan de Araujo et al. (2010), 
prodigiosin yang diekstrak dilaporkan mempunyai 
penyerapan maksimum pada panjang gelombang di antara 
535 nm dan 540 nm. Dalam kajian ini, satu puncak yang 
jelas telah diperhatikan pada jarak gelombang 535 nm 
pada profil penyerapan sampel yang diekstrak daripada 
Sma 274 (Rajah 2A). Ini menunjukkan bahawa sampel 
yang diekstrak mengandungi prodigiosin. Sebaliknya, 
profil penyerapan sampel yang diekstrak daripada Sma 

WF tidak menunjukkan sebarang puncak yang ketara di 
antara panjang gelombang 535 nm dan 540 nm (Rajah 
2B) dan ini mengesahkan bahawa tiada prodigiosin hadir 
dalam ekstrak sampel Sma WF yang memang diketahui 
tidak menghasilkan prodigiosin.

KESAN PRODIGIOSIN TERHADAP KADAR KEMANDIRIAN 
C. elegans 

Menurut kajian terdahulu, bakteria S. marcescens 
berupaya untuk membunuh C. elegans melalui proses 
kolonisasi usus (Mallo et al. 2002). Oleh itu, sistem 
model S. marcescens-C. elegans telah mencadangkan 
beberapa faktor kevirulenan termasuk protein yang 
terlibat dalam proses pengambilan ferum dan penghasilan 
hemolisin yang berpotensi mempengaruhi kepatogenan 
bakteria (Kurz et al. 2003). Dalam kajian ini, kegunaan 
model C. elegans telah diperluaskan untuk mengenal 
pasti ketoksikan prodigiosin kerana penggunaan model 
haiwan seperti C. elegans boleh membekalkan maklumat 
mengenai organisma hidup yang lengkap dengan sistem 
penghadaman, pembiakan, endokrin dan deria (Hunt 
2017). Secara lazimnya, medium M9 sering digunakan 
dalam asai kemandirian cecair dan asai jangka hayat C. 
elegans (Bansal et al. 2015; Eng & Nathan 2015; Kong et 
al. 2014). Namun demikian, dalam kajian ini penghasilan 
prodigiosin pada aras tinggi adalah optimum dalam 
medium PGB. Maka, untuk menunjukkan kesesuaian 
PGB sebagai medium untuk asai kemandirian cecair, 
penghasilan prodigiosin oleh Sma 274 dan Sma WF yang 
dikultur dalam medium PGB dan M9 telah dibandingkan 
(Rajah 3). Didapati bahawa Sma 274 dan Sma WF tidak 
dapat tumbuh dengan baik dalam medium M9 (Rajah 
3C dan 3D). Hasil kajian juga menunjukkan Sma 274 
tidak dapat menghasilkan jumlah prodigiosin yang 
optimum dalam medium M9 berbanding PGB (Rajah 
4A). Penghasilan prodigiosin didapati adalah lebih 
3-kali ganda (p<0.05) apabila Sma 274 dikultur dalam 
PGB (380.1 ± 26.8 unit/sel) berbanding dengan medium 
M9 (120.2 ± 13.7 unit/sel) (Rajah 4B). Oleh itu, PGB 
dicadangkan sebagai medium yang lebih sesuai untuk 
digunakan untuk asai kemandirian C. elegans di bawah 
keadaan penghasilan prodigiosin yang tinggi.

Untuk menentukan sama ada prodigiosin memainkan 
peranan dalam kevirulenan bakteria, C. elegans dijangkiti 
dengan dua strain S. marcescens yang berbeza di 
bawah keadaan penghasilan prodigiosin optimum iaitu 
menggunakan PGB pada pH 7.0 dan dieram pada 28 °C. 
Rajah 4C menunjukkan graf pengasaian kemandirian 
bagi kedua-dua rawatan dan kawalan. Cacing nematod 
yang diberi E. coli OP50 sebagai makanan tetap 
bermandiri sepanjang masa kajian. Nilai TDmin iaitu min 
masa untuk membunuh C. elegans oleh Sma 274 adalah 
lebih pendek berbanding dengan Sma WF, iaitu masing-
masing 33.281 ± 2.182 jam dan 41.683 ± 2.513 jam (Jadual 
1). Walau bagaimanapun, dalam ujian statistik Log-rank 
(Mantel-Cox) pula, nilai P yang diperoleh adalah lebih 
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daripada 0.0001 menunjukkan perbezaan min masa 
membunuh nematod antara Sma 274 dan Sma WF adalah 
tidak signifikan (Jadual 1). Hasil ini mencadangkan 
dinamik pembunuhan cacing nematod dewasa muda 
oleh Sma 274 tidak berbeza secara ketara dengan Sma 
WF walaupun Sma 274 merembeskan amaun prodigiosin 
yang tinggi. Ini mencadangkan bahawa prodigiosin tidak 
mempunyai kesan negatif terhadap kemandirian C. 
elegans. Oleh itu, prodigiosin bukanlah molekul toksik 
walaupun terhasil pada amaun yang tinggi oleh Sma 274 
yang dikulturkan di bawah keadaan optimum. 

Asai ketoksikan cacing nematod dengan kehadiran 
atau ketiadaan ekstrak prodigiosin telah mengesahkan 
ketidaktoksikan sebatian ini terhadap cacing nematod. 
C. elegans  dewasa telah diperhatikan di bawah 
stereomikroskop dengan kuasa pembesaran yang 
tinggi (200X) untuk mengesahkan lokasi prodigiosin 

di dalam organisma tersebut (Rajah 5A). Keseluruhan 
farinks dan usus C. elegans yang dirawat dengan 
prodigiosin berwarna merah berbanding dengan C. 
elegans kawalan metanol 95% yang tidak berwarna. 
Pemerhatian ini menunjukkan bahawa C. elegans telah 
terdedah kepada prodigiosin sepenuhnya. Lengkung 
kemandirian yang diplot untuk kedua-dua kawalan dan 
rawatan menunjukkan profil yang sama (Rajah 5B). Min 
jangka hayat yang dihitung bagi C. elegans kawalan 
dan diberi ekstrak adalah masing-masing sepanjang 
387.93±11.85 jam dan 395.33±13.08 jam, atau lebih 
kurang 16 hari. Ujian Log-rank (Mantel-Cox) untuk 
membandingkan min jangka hayat cacing kawalan dan 
terawat memberikan nilai P 0.9332. Oleh kerana min 
jangka hayat kedua-dua cacing kawalan dan rawatan 
tidak berbeza secara signifikan, maka, boleh disahkan 
bahawa prodigiosin adalah metabolit sekunder bakteria 
S. marcescens yang tidak toksik.

RAJAH 1. Pengoptimuman penghasilan prodigiosin Sma 274 dan Sma WF pada parameter yang berlainan

Kesan (A) jenis medium, (B) suhu dan (C) pH terhadap penghasilan prodigiosin Sma 274. Kesan terhadap suhu dan pH telah dilakukan dalam medium 
pengkulturan PGB. (D) Fenotip kawalan negatif S. marcescens Sma WF sepanjang semua ujian pengoptimuman berbanding dengan fenotip Sma 274. 
Setiap bar mewakili purata jumlah prodigiosin terhasil dan sisihan piawai yang dijana daripada tiga set replikat. Tanda asterik (*) menunjukkan perbezaan 
signifikan pada tahap p<0.05, berdasarkan kepada ujian statistik t.
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RAJAH 2. Profil penyerapan hasil pengekstrakan daripada S. marcescens pada jarak gelombang 250 nm ke 700 nm
Hasil pengekstrakan daripada kaldu pengkulturan (A) Sma 274 dan (B) Sma WF

RAJAH 3. Fenotip penghasilan prodigiosin Sma 274 dan Sma WF pada medium yang berlainan
Pengkulturan bakteria pada piring agar gliserol pepton dan dalam kaldu PGB selama 24 jam pada suhu 28 °C menunjukkan (A) Sma 274 menghasilkan 
koloni berwarna merah dengan prodigiosin manakala (B) Sma WF menghasilkan koloni berlutsinar tanpa prodigiosin. Pengkulturan pada piring agar 
M9 dan dalam kaldu M9 menunjukkan (C) Sma 274 dan (D) Sma WF menghasilkan koloni yang sangat kecil dan tiada tanda kekeruhan diperhatikan 
selepas pengeraman selama 96 jam pada suhu 28 °C
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(A) Kemandirian C. elegans yang terdedah kepada Sma 274, Sma WF dan E. coli OP50 dalam piring 24-telaga mengandungi medium yang berlainan. (B) 
Perbandingan jumlah prodigiosin terhasil di antara bakteria yang dikultur dalam medium M9 dan PGB. (C) Lengkung kemandirian yang dijana daripada infeksi 
C. elegans dengan Sma 274 dan Sma WF di dalam medium cecair yang terdiri daripada 90% PGB, 10% kultur bakteria semalaman (Sma 274 / Sma WF) dan 
kolesterol pada 28 °C. Sma 274 dan Sma WF didapati membunuh C. elegans di bawah keadaan penghasilan prodigiosin optimum  

RAJAH 4. Kemandirian C. elegans yang terdedah kepada Sma 274 dan Sma WF di bawah keadaan penghasilan 
prodigiosin yang telah dioptimumkan

(A) Pemerhatian C. elegans yang terdedah kepada 400 μg/mL ekstrak prodigiosin di bawah stereomikroskop (Nikon Eclipse TS100) pada pembesaran 200X. 
(B) Kemandirian C. elegans yang diberikan ekstrak prodigiosin  

RAJAH 5. Kesan ekstrak prodigiosin terhadap fenotip dan kemandirian C. elegans yang tidak terinfeksi
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JADUAL 1. Analisis Kaplan-Meier C. elegans yang diinfeksi Sma 274 dan Sma WF di bawah 
keadaan penghasilan prodigiosin optimum

Asai kemandirian Strain bakteria TDmin (jam)
Log-rank

(Mantel-Cox) 
Nilai p

Keadaan penghasilan prodigiosin yang 
optimum

(Medium cecair PGB, pH 7 dan suhu 
pengeraman 28 C)

Sma 274 33.281 ± 2.182

0.0070
Sma WF 41.683 ± 2.513

PERBINCANGAN

Prodigiosin telah terbukti mempunyai pelbagai ciri yang 
bermanfaat serta dadah klinikal yang berpotensi tinggi. 
Untuk menunjukkan yang prodigiosin adalah selamat 
untuk dibangunkan sebagai dadah klinikal, ketoksikan 
metabolit ini telah dinilai dalam kajian ini. Pelbagai 
strain S. marcescens, termasuk yang berpigmen dan tidak 
berpigmen telah dilaporkan berupaya menginfeksi dan 
membunuh C. elegans (Kurz et al. 2003). Dalam kajian 
ini, asai kemandirian cecair C. elegans-S. marcescens 
di bawah keadaan penghasilan prodigiosin tinggi telah 
dibangunkan. Faktor-faktor luaran seperti jenis medium, 
suhu dan pH telah diuji secara berturutan dan didapati 
mempengaruhi penghasilan prodigiosin. Parameter yang 
berupaya mendorong penghasilan prodigiosin yang 
tinggi seterusnya telah digunakan dalam asai kemandirian 
C. elegans. Hasil kajian ini mendapati bakteria yang 
dikultur dalam medium PGB menunjukkan penghasilan 
prodigiosin yang lebih tinggi iaitu 763.55 unit/sel 
berbanding dengan medium NB yang sebanyak 500.00 
unit/sel seperti yang diperoleh dalam kajian terdahulu 
(Giri et al. 2004; Gulani et al. 2012). Kaldu PGB telah 
ditunjukkan berupaya menghasilkan jumlah prodigiosin 
yang lebih tinggi berbanding dengan medium sintetik lain 
seperti LB, ekstrak malt, ekstrak yis tripton, tripton soya 
dan ekstrak gliserol (Gulani et al. 2012). Selain itu, hasil 
kajian ini juga adalah konsisten dengan kajian terdahulu 
yang menunjukkan penghasilan prodigiosin adalah 
optimum pada pH 7 (Jafarzade et al. 2013; Pradeep et al. 
2013; Ramani et al. 2014). 

Kajian terdahulu telah menunjukkan bahawa medium 
M9 adalah medium yang biasa digunakan dalam asai 
kemandirin cecair C. elegans dan asai jangka hayat (Bansal 
et al. 2015; Eng & Nathan 2015; Kong et al. 2014). Dalam 
kajian ini, ujian kemandirian C. elegans yang berasaskan 
penghasilan prodigiosin maksimum telah dilakukan di 
bawah parameter penghasilan prodigiosin optimum yang 
telah dikenal pasti. Medium PGB terdiri daripada pepton 
dan gliserol manakala medium M9 hanya mengandungi 
garam seperti kalium dihidrogen fosfat, disodium hidrogen 
fosfat, natrium klorida dan magnesium sulfat. Pepton 
dalam kaldu PGB adalah bahan pencernaan protein 
tumbuhan dan haiwan dan membekalkan unsur penting 
seperti peptida dan asid amino untuk memenuhi keperluan 

nitrogen, sulfur, karbon dan tenaga organisma. Oleh itu, 
kehadiran pepton dalam medium adalah penting untuk 
menggalakkan proliferasi sel bakteria dan seterusnya 
penghasilan prodigiosin. Selain itu, gliserol dalam medium 
pengkulturan bakteria juga merupakan sumber karbon 
yang penting untuk mendorong pertumbuhan sel dan 
penghasilan prodigiosin (Hejazi et al. 1997).

Kami pernah melaporkan bahawa C. elegans yang 
diinfeksi dengan Sma 274 dan Sma WF yang dihidupkan 
pada NGM yang berasaskan agar menunjukkan tingkah 
laku pengelakan laman bakteria (Seah et al. 2016). Cacing 
nematod mempunyai kecenderungan untuk menghindari 
laman bakteria dan kekal di sekeliling pinggir laman 
bakteria. Akibatnya, pendedahan C. elegans terhadap 
bakteria adalah terhad dan C. elegans tidak terdedah 
sepenuhnya kepada prodigiosin. Pengelakan laman 
bakteria berlaku disebabkan tingkah laku dwifasa 
bakteria patogen tertentu yang berupaya menyebabkan 
C. elegans memasuki laman bakteria dan keluar 
semula (Pujol et al. 2001). Fenomena ini disokong 
oleh Pradel et al. (2007) yang menunjukkan bahawa 
C. elegans menunjukkan tingkah laku pengelakan 
terhadap laman bakteria S. marcescens. Serrawetin W2 
yang dihasilkan oleh S. marcescens Db 11 dicadangkan 
bertindak sebagai faktor yang menyebabkan C. elegans 
menunjukkan tingkah laku tersebut. Oleh yang demikian, 
dalam kajian ini, kami menambahbaik asai ini dengan 
menggunakan ujian kemandirian C. elegans yang 
berasaskan cecair supaya cacing nematod terendam dalam 
kultur homogen S. marcescens. Melalui pendekatan ini, 
cacing nematod terdedah sepenuhnya kepada prodigiosin 
yang dirembeskan.

Hasil asai kemandirian cecair C. elegans-S. 
marcescens yang berasaskan penghasilan prodigiosin 
maksimum menunjukkan bahawa perbezaan nilai TDmin 
adalah tidak signifikan di antara kedua-dua strain S. 
marcescens (Ujian Log-rank (Mantel-Cox), p> 0.0001). 
Di samping itu, kinetik pembunuhan cacing nematod 
yang diperhatikan melalui hasil ujian kemandirian yang 
berasaskan cecair dan agar juga tidak menunjukkan 
perbezaan yang signifikan, sejajar dengan hasil kajian 
kami yang terdahulu (Seah et al. 2016). Oleh itu, 
penemuan ini menunjukkan bahawa prodigiosin adalah 
metabolit yang tidak berbahaya dan tidak mempunyai 
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kesan ketoksikan yang ketara terhadap cacing nematod. 
Ini juga disokong oleh Wilf dan Salmond (2012) yang 
melaporkan peningkatan penghasilan prodigiosin oleh 
mutan Serratia sp. ATCC39006-rpoS juga tidak virulen 
terhadap C. elegans. Oleh itu, kemungkinan besar terdapat 
faktor lain yang dirembes oleh S. marcescens yang 
mampu membunuh C. elegans tanpa bergantung kepada 
keupayaan bakteria untuk menghasilkan pigmen. Beberapa 
enzim seperti kitinase dan lipase kloroperoksidase, 
serta protein ekstrasel, HasA telah dilaporkan sebagai 
faktor kevirulenan S. marcescens (Hejazi et al. 1997). Di 
samping itu, Kurz et al. (2003) juga mendedahkan bahawa 
protein yang terlibat dalam proses pengambilan ferum, 
penghasilan hemolisin dan biosintesis lipopolisakarida 
(LPS) diperlukan untuk kevirulenan in vivo penuh S. 
marcescens dalam C. elegans. Oleh itu, protein-protein 
tersebut mungkin merupakan faktor kevirulenan utama 
yang menyebabkan pembunuhan cacing nematod tetapi 
bukan prodigiosin.

Selanjutnya, untuk mengesahkan jika prodigiosin 
adalah selamat untuk dibangunkan sebagai dadah klinikal, 
ujian ketoksikan telah dilakukan dengan mendedahkan 
C. elegans kepada prodigiosin yang telah diekstrak. 
Dalam ujian ketoksikan ini, C. elegans yang terdedah 
kepada ekstrak prodigiosin tidak menunjukkan sebarang 
tanda ketoksikan kerana kadar kemandirian cacing 
nematod yang dirawat dengan ekstrak prodigiosin tidak 
berbeza berbanding dengan kadar kemandirian cacing 
normal. Hasil kajian ini adalah sejajar dengan kajian 
terdahulu yang menunjukkan bahawa prodigiosin tidak 
memperlihatkan tanda-tanda ketoksikan semasa rawatan 
untuk penyakit cedung-lawan-perumah dalam model 
tetikus (Han et al. 2005). Selain itu, prodigiosin tulen 
juga tidak memberi kesan genotoksik pada tikus kerana 
bilangan mikronuklei dalam eritrosit polikromik didapati 
tidak menunjukkan perbezaan yang ketara berbanding 
dengan kawalan negatif (Guryanov et al. 2013). Kalesperis 
et al. (1975) juga melaporkan bahawa prodigiosin yang 
diekstrak dengan asid asetik glasial tidak menyebabkan 
ketaknormalan dalam embrio ayam. Kesemua keputusan 
ini menyokong penemuan kajian ini yang menunjukkan 
bahawa prodigiosin tidak menyumbang kepada ketoksikan 
dalam organisma model yang diuji.

KESIMPULAN

Dalam kajian ini, asai kemandirian cecair yang berasaskan 
kepada keadaan penghasilan prodigiosin yang tinggi 
telah berjaya dibangunkan. Hasil asai kemandirian 
menunjukkan bahawa kinetik pembunuhan C. elegans 
oleh S. marcescens yang menghasilkan prodigiosin dan 
tidak menghasilkan prodigiosin adalah tidak berbeza. Di 
samping itu, hasil asai ketoksikan menunjukkan bahawa 
prodigiosin yang diekstrak juga tidak mempamerkan 
sebarang kesan negatif terhadap jangka hayat C. elegans. 
Hasil kajian ini membuktikan yang prodigiosin adalah 
tidak toksik terhadap perumahnya dan mencadangkan 

sebatian semula jadi ini sebagai dadah yang berpotensi 
tinggi untuk dibangunkan sebagai sebatian farmaseutik.
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