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ABSTRAK

Helicobacter pylori (H. pylori) adalah sejenis bakteria patogenik yang berkolonisasi
dalam perut dan boleh menyebabkan lesi gaster. Madu adalah bahan semulajadi yang
telah digunakan sejak zaman dahulu sebagai rawatan melalui kesan antimikrob,
antiradang dan antioksidanya. Penyelidikan ini bertujuan untuk mengkaji keberkesanan
in-vitro dan in-vivo madu Tualang dan Kelulut ke atas lesi gaster yang disebabkan oleh
jangkitan H. pylori berbanding dengan terapi tiga serangkai pada parameter yang
terlibat dalam patogenesis lesi gaster. Ujian suseptibiliti antimikrob (AST) in-vitro ke
atas madu Tualang dan madu Kelulut telah dilakukan terhadap H. pylori pada kepekatan
yang berbeza menggunakan kaedah ‘Agar well diffusion’. Hasil kajian menunjukkan
madu Tualang dan madu Kelulut mempunyai pelbagai aras aktiviti antibakteria kerana
mempunyai purata diameter zon perencatan yang berbeza-beza dari 6.36 mm hingga
15.14 mm. Madu Tualang mempunyai zon perencatan tertinggi (15.14 + 0.86 mm) pada
kepekatan 75% dan tiada perbezaan yang signifikan (p>0.05) berbanding
Clarithromycin (27 mm), yang merupakan kawalan positif. Untuk kajian in-vivo; tikus
jantan Sprague-Dawley (n=45) dibahagikan secara rawak kepada lima kumpulan (n=9)
yang terdiri daripada (i) Kawalan normal; (i1) Kawalan negatif (inokulasi H. pylori);
(111) Kawalan positif (terapi tiga serangkai); (iv) Madu Tualang; dan (v) Madu Kelulut.
Semua kumpulan kecuali kawalan normal, telah diinokulat dengan H. pylori dua kali
sehari selama tujuh hari berturut-turut. Selepas inkubasi selama empat minggu, tiga
kumpulan rawatan (kawalan positif terapi tiga serangkai yang merangkumi Omeprazole
(2.04 mg/kg), Amoxicillin (102.80 mg/kg) dan Clarithromycin (51.37 mg/kg); madu
Tualang (2.0 g/kg); dan madu Kelulut (2.0 g/kg) pada setiap berat badan tikus) dirawat
dua kali sehari selama 14 hari. Kajian makroskopik menunjukkan lesi atau hakisan yang
tidak jelas, namun kajian histologi dengan pewarnaan Giemsa menunjukkan kolonisasi
H. pylori di kelenjar mukosa antrum gaster pada kumpulan kawalan negatif. Tambahan
pula, dengan pewarnaan H&E, kerosakan yang signifikan (p<0.05) adalah meluas pada
mukosa gaster yang disebabkan oleh H. pylori pada kumpulan kawalan negatif
berbanding kumpulan kawalan normal. Walaubagaimanapun, rawatan madu Kelulut
menunjukkan pembaikan yang signifikan (p<0.05) kepada histologi mukosa gaster
berbanding rawatan kumpulan madu Tualang dan kawalan positif. Peningkatan ke atas
keasidan rembesan gaster, perantara keradangan (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p70,
TNF-a, IFN-y, iNOS, NO dan VEGF) dan perantara bukan enzim MDA telah dihalang
dengan signifikan (p<0.05) oleh rawatan madu Tualang. Madu Tualang juga dapat
menghalang pengurangan enzim antioksida (SOD dan GPx) dengan signifikan (p<0.05)
setelah induksi H. pylori. Manakala, madu Kelulut pula dengan signifikan (p<0.05)
telah menghalang peningkatan keasidan rembesan gaster, perantara keradangan (IL-1p,
IL-4, IL-6, IL-12p70, TNF-a, IFN-y, iNOS, NO dan VEGF) dan perantara bukan enzim
MDA. Ia juga menghalang pengurangan enzim antioksida (SOD, CAT, dan GPx)
dengan signifikan (p<0.05) setelah induksi H. pylori. Maka, rawatan madu Tualang dan
Kelulut didapati setanding dengan rawatan terapi tiga serangkai dalam menghalang
peningkatan ke atas keasidan rembesan gaster, perantara keradangan (IL-183, TNF-a dan
IFN-vy) dan perantara bukan enzim MDA. Penemuan ini menunjukkan bahawa rawatan
madu Tualang dan Kelulut berpotensi memberi kesan antibakteria, antiradang, dan
aktiviti antioksida sebagai rawatan lesi gaster akibat jangkitan H. pylori.



IN-VITRO AND IN-VIVO EFFECT OF TUALANG AND KELULUT HONEY
ON HELICOBACTER PYLORI INDUCED GASTRIC LESIONS

ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is one of the pathogenic bacteria that colonise the
stomach that can cause gastric lesion. Honey is a natural substance used since ancient
times as medication for its antimicrobial, anti-inflammatory, and antioxidant effects.
This research aimed to examine the in-vitro and in-vivo efficacy of Tualang and Kelulut
honey in H. pylori-induced gastric lesions relative to triple therapy for parameters
involved in the pathogenesis of gastric lesions. Antimicrobial susceptibility testing
(AST) of Tualang and Kelulut honey toward H. pylori was performed in-vitro at a
different concentration using Agar well diffusion method. The findings showed that the
Tualang and Kelulut honey revealed various anti-bacterial activity levels with a mean
inhibition zone diameter of 6.36 mm to 15.14 mm. Tualang honey had the highest
inhibition zone (15.14+£0.86 mm) at 75% concentration and was not significantly
different (p>0.05) from Clarithromycin (27 mm), the positive control. In the in-vivo
study; adult male Sprague-Dawley rats (n=45) were randomly divided into five groups
(n=9) comprising (1) Normal Control; (i1) Negative Control (H. pylori inoculation); (ii1)
Positive Control (Triple Therapy); (iv) Tualang Honey; and (v) Kelulut Honey. H.
pylori were inoculated in all groups except the normal control twice daily for seven
consecutive days. After four weeks of incubation, three treatment groups (Positive
control triple therapy of Omeprazole (2.035 mg/kg), Amoxicillin (102.80 mg/kg),
Clarithromycin (51.37 mg/kg); Tualang honey (2.0 g/kg), and Kelulut honey (2.0 g/kg)
at a bodyweight of each rat) were treated twice daily for 14 days. Macroscopic finding
shows unclear lesions or erosions, but histological findings with Giemsa staining
showed colonisation of H. pylori in the gastric antrum mucosal glands in the negative
control group. In addition, H&E staining reveals significant (p<0.05) damage to the
gastric mucosa caused by H. pylori in negative control group relative to normal control
group. However, treatment with Kelulut honey caused a significant (p<0.05)
improvement to the gastric mucosa compared to the Tualang honey and positive control
groups. The increase in gastric total acidity, inflammatory mediators (IL-1p, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-12p70, TNF-a, IFN-y, iNOS, NO and VEGF) and non-enzymatic mediator
of MDA were significantly inhibited by Tualang honey treatment. Tualang honey also
prevented the reduction of antioxidant enzyme (SOD and GPx) significantly (p<0.05)
following H. pylori induction. Whereas Kelulut honey significantly (p<0.05) inhibited
the increase in the total gastric acidity, inflammatory mediators (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-
12p70, TNF-a, IFN-y, iNOS, NO and VEGF) and non-enzymatic mediator of MDA and
significantly (p<0.05) prevented enzymatic reduction of (SOD, CAT, and GPX)
following H. pylori induction. Thus, the treatment of Tualang and Kelulut honey were
comparable to the triple therapy treatment in the prevention of increased gastric total
acidity, inflammatory mediators (IL-1B, TNF-a and IFN-y) and non-enzymatic
mediator of MDA. These findings suggested that Tualang and Kelulut honey treatment
has potential antibacterial, anti-inflammatory, and antioxidant activities on H. pylori-
induced gastric lesions.
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(G4) Rawatan Madu Tualang (MT); (G5) Rawatan Madu
Kelulut (MK), 20x (50pum)

Pemeriksaan histologi tisu gaster bagi pewarnaan H&E
dari kumpulan (G1) Kawalan Normal; (G2) Kawalan
Negatif; (G3) Rawatan Terapi Tiga Serangkai (TT);

(G4) Rawatan Madu Tualang (MT); (G5) Rawatan Madu
Kelulut (MK), 40x (20pum)
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 PENGENALAN

Penyakit ulser peptik (PUD) terjadi disebabkan oleh gangguan mukosa gastrousus (GI).
Pembentukannya adalah disebabkan oleh kehilangan faktor pelindung dan/atau
kerosakan yang menyebabkan hakisan mukosa yang pada lazimnya paling banyak
terjadi di bahagian gaster atau duodenum (Eichenseher 2018). Mengikut kajian sejarah
lama, para penyelidik mendapati bahawa tabiat merokok, stres, pengambilan ubat
antiradang bukan steroid (NSAID) dan individu yang mempunyai latarbelakang
keluarga berisiko tinggi menyumbang kepada pembentukan ulser peptik. Perubatan
alopati digunakan dalam merawat PUD sebelum akhir 1970-an. Walau bagaimanapun,
kedatangan dua perkembangan revolusi menyebabkan keberkesanan perubatan alopati
menjadi terbatas, iaitu penciptaan farmaseutikal yang dapat mengurangkan asid gaster
yang dihasilkan dan penemuan bakteria Helicobacter pylori (H. pylori) (Eichenseher
2018; Rotter 1983). Pada tahun 1982, John Robin Warren dan Barry James Marshal
yang merupakan saintis Australia telah menemukan bakteria H. pylori di dalam gaster
(Marshall & Warren 1983), yang membawa kepada penerimaan Nobel Prize dalam
perubatan pada tahun 2005. Mereka melaporkan bahawa kejadian ulser gaster dan

gastritis adalah disebabkan oleh jangkitan bakteria H. pylori (Marshall & Warren 1984).

Jangkitan oleh bakteria H. pylori menunjukkan peningkatan kejadian PUD
sekurang-kurangnya 4 kali ganda (Kuipers et al. 1995) dan 1.75 kali ganda dilaporkan
oleh Schottker et al. (2012). Bakteria H. pylori hidup di persekitaran berasid dalam perut



manusia, di mana ia meningkatkan risiko PUD dengan secara langsung merosakkan
pelindung lapisan lendir saluran GI dan menyebabkan peningkatan keadaan berasid
yang merosakkan. Bacteria H. pylori juga menyebabkan pengeluaran tindakbalas imun
yang menyebabkan keradangan berlaku. Selain penyakit PUD, H. pylori juga dikaitkan
dengan peningkatan kadar risiko kanser gaster, atrofi usus metaplasia mukosa gaster,
dispepsia, kekurangan vitamin B12, kekurangan zat besi, dan thrombositopenia
idiopatik (ITP) (Goh et al. 2007; Malnick et al. 2014; Schéttker et al. 2012). Walaupun
prevalens jangkitan H. pylori telah berkurangan, bakteria ini masih lagi menjangkiti
30% ke 50% daripada penduduk dunia (Hooi et al. 2017; Zamani et al. 2018). Di
samping itu, pesakit yang mempunyai penyakit gastroduodenum teruk akan mempunyai

kadar jangkitan H. pylori yang tinggi (Alfizah et al. 2010).

Penghapusan jangkitan H. pylori yang berkesan dapat menyembuhkan ulser dan
menghalang kejadian ulser peptik dan seterusnya dapat mengurangkan berlakunya
kanser gaster di kalangan penduduk yang berisiko tinggi (Ndip et al. 2008; Tang et al.
2012). Penghasilan ubat perencat asid oleh farmaseutikal, penemuan dan rawatan
antibiotik terhadap H. pylori, menyebabkan PUD hampir disingkirkan pada akhir abad
ke-20. Regimen pertama untuk merawat H. pylori adalah terapi tiga serangkai (triple
therapy), yang terdiri daripada dua kombinasi antibiotik piawai (Amoxicillin dan
Clarithromycin atau Metronidazole) dan perencat proton pam (PPI) (Chey et al. 2017;
Malfertheiner et al. 2002). Walau bagaimanapun, disebabkan oleh peningkatan
kerintangan antibiotik, peningkatan pengetahuan tentang kemudaratan pengambilan
ubat perencat asid (antagonis reseptor histamin H2 (H2RA) dan PPI) pada jangka masa
yang panjang, memerlukan kegunaan antibiotik yang lebih praktikal. Keperluan ini
telah membawa kepada penilaian semula penggunaan terapeutik ubat-ubatan purba,
seperti tumbuh-tumbuhan dan produk berasaskan tumbuhan, termasuk madu

(Eichenseher 2018; Mandal & Mandal 2011; Mandal et al. 2010).

Madu, debunga dan propolis adalah produk lebah yang telah dilaporkan
berkesan dalam perubatan tradisional sejak zaman dahulu (Sahin 2016). Madu
mempunyai komponen fruktosa dan glukosa (80-85%); air (15-17%), abu (0.2%),
protein dan asid amino (0.1-0.4%) dan sedikit enzim, vitamin dan bahan lain, seperti

komponen fenolik (Patricia et al. 2015). Walaubagaimanapun, komposisi madu adalah



berbeza-beza berdasarkan jenis pokok di mana lebah mendapatkan nektar. Hampir
kesemua madu mempunyai jenis asid fenolik yang serupa (kafeik, elagik, ferulit dan p-
kumarit), flavonoid (apigenin, krisin, ‘galangin’, ‘heperetin’, kaempferol,
‘pinocembrin’ dan kuersetin) dan antioksidan, (tokoferol, asid askorbik, superoksida
dismutase (SOD), katalase (CAT), dan ‘reduced glutathione’ (GSH)) (Patricia et al.
2015). Madu telah dilaporkan mempunyai banyak manfaat kesihatan yang fungsi
sebagai antibakteria, antioksidan, antiradang, penyembuhan luka serta makanan
tambahan yang sangat baik untuk meningkatkan tenaga dan mengoptimumkan imuniti
manusia yang telah terbukti secara saintifik (Sarfraz Ahmed et al. 2018; Almasaudi et
al. 2016; P. Molan 2009; Nasir et al. 2010; Saba et al. 2013). Khasiat madu terbukti
berkesan dapat mengatasi pelbagai jenis jangkitan mikroorganisma seperti jangkitan
bakteria gram positif dan negatif, bakteri aerobik dan anaerobik (Kim et al. 2017; Zainol
et al. 2013). Selain itu, terdapat banyak kajian tentang madu yang menunjukkan
keberkesanannya menentang jangkitan H. pylori di dalam kajian in-vitro dan in-vivo
(Amaral et al. 2017; Kim et al. 2017; Manyi-Loh et al. 2010). Madu juga mampu
menggalakkan pembaikan mukosa usus yang rosak, merangsang pertumbuhan tisu baru
dan bertindak sebagai agen antiradang (Devasvaran & Yong 2016; Kassim, Achoui,
Mansor, et al. 2010). Kapasiti antioksidan madu disebabkan oleh kewujudan
kandungan polifenol seperti flavonoid dan asid fenolik yang bertindak sebagai
penghapus-sisa radikal bebas, penghapus-sisa peroksi-radikal dan sebagai pengkelat

logam (Juszczak et al. 2016; Kishore et al. 2011).

Di Malaysia, terdapat beberapa jenis madu yang boleh diperolehi. Madu
Tualang dan madu Kelulut adalah antara jenis madu yang popular. Tualang ialah madu
yang dihasilkan oleh lebah Tualang (Apis dorsata) yang terdapat di hutan hujan tropika
Malaysia (Sarfarz Ahmed & Othman 2013). Madu Tualang mempunyai penampilan
warna coklat gelap. Madu Tualang dilaporkan mempunyai aktiviti antimikrob dan
penyembuhan luka. Madu Tualang juga dilaporkan mempunyai aktiviti antibakteria,
antioksidan, antiradang serta sifat penyembuhan luka (Bashkaran et al. 2011;
Devasvaran & Yong 2016; Ibrahim Khalil et al. 2012; Mohamed & Hamad Alfarisi
2017; Mohd-Aspar et al. 2019; Nasir et al. 2010; Shehu et al. 2015). Sementara itu,
madu Kelulut dihasilkan oleh lebah tidak bersengat. Lebah tidak bersengat ialah lebah

kecil daripada spesis Trigona, mempunyai kelebihan kandungan yang tinggi dalam



perubatan lebih daripada spesis lebah yang lain seperti didakwa oleh pengamal
perubatan tradisional. Lebah ini merupakan pendebunga yang utama dalam kalangan
lebah yang lain dan boleh ditemui di kebanyakan kawasan tropika dan subtropika
(Fowler 1979; Yaacob et al. 2017). Madu Kelulut mempunyai warna madu yang
berbeza mengikut nectar, dari jernih sehingga ke gelap pekat dan mempunyai rasa yang
manis dan masam (Assegid et al. 2003; Roowi et al. 2012). Madu kelulut telah terbukti
memiliki pelbagai sifat farmakologi seperti antiradang, antibakteria, anti-penuaan, anti-
ulser, penyembuhan luka dan sifat antioksidan (Al-Hatamleh et al. 2020; Nordin et al.
2017; Yazan et al. 2018; Zainol et al. 2013). Walaubagaimanapun, disebabkan
kekurangan kajian tentang madu Tualang dan Kelulut melawan jangkitan H. pylori,
keberkesanan madu tersebut tidak dapat dibuktikan. Oleh itu, hasil kajian ini akan
menjadi sangat berbaloi untuk mengkaji dan membuktikan kesan aktiviti antibakteria,
antiradang, dan antioksidan madu Tualang dan madu Kelulut terhadap jangkitan H.
pylori untuk dijadikan bukti awal dengan memastikan keberkesannya sebelum beralih

kepada kajian klinikal.

1.2 OBJEKTIF KAJIAN

1.2.1 Objektif Umum

Untuk menentukan dan membandingkan kesan madu Tualang dan madu Kelulut ke atas

ulser gaster yang disebabkan oleh jangkitan H. pylori.

1.2.2  Objektif Khusus

1. Mengkaji kesan anti-H. pylori madu Tualang dan madu Kelulut pada kepekatan

yang berbeza pada ujian in-vitro.

i1. Mengkaji kesan madu Tualang dan Kelulut ke atas keasidan gaster pada tikus

yang dijangkiti H. pylori.
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Menentukan kesan madu Tualang dan Kelulut ke atas peroksidasi lipid (MDA),
perubahan pada enzim antioksidan (CAT, SOD, GPX) dan nitrik oksida (NO)
dalam tisu gaster tikus yang dijangkiti H. pylori.

Menentukan mekanisme perlindungan madu Tualang dan Kelulut melalui
pengawal-aturan protein sitokin (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-
v) dan faktor pertumbuhan gaster VEGF dalam tisu gaster tikus yang dijangkiti
H. pylori.

Membandingkan kesan madu Tualang dan Kelulut dengan terapi tiga serangkai
ke atas semua parameter kajian dalam rawatan ulser gaster yang disebabkan oleh

jangkitan H. pylori.

HIPOTESIS KAJIAN

Madu Tualang dan Kelulut mempunyai potensi memberi kesan anti-H. pylori

pada kepekatan yang berbeza dalam ujian in-vitro.

Madu Tualang dan Kelulut melindungi gaster akibat perubahan keasidan gaster

pada tikus yang dijangkiti H. pylori.

Madu Tualang dan Kelulut melindungi gaster dengan mengurangkan
peroksidasi lipid (MDA), menghalang perubahan pada enzim antioksidan (CAT,
SOD, GPX) dan nitrik oksida (NO) dalam tisu gaster tikus yang dijangkiti H.

pylori.

Madu Tualang dan Kelulut melindungi gaster dengan mengawal-atur protein
sitokin (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y) dan faktor pertumbuhan
gaster VEGF dalam tisu gaster tikus yang dijangkiti H. pylori.

Madu Tualang dan Kelulut adalah lebih baik daripada terapi tiga serangkai ke
atas semua parameter kajian dalam rawatan ulser gaster yang disebabkan oleh

jangkitan H. pylori.



14 KEPENTINGAN KAJIAN

Diharapkan agar kajian ini membuktikan dan menjelaskan secara molekular kesan
madu Tualang dan madu Kelulut dari Malaysia yang kaya dengan sifat antibakteria,
antioksidan dan antiradang yang semulajadi yang berupaya melindungi gaster dari
pembentukan lesi gaster aruhan H. pylori. Hasil kajian ini juga dapat menjelaskan
mekanisme bagaimana madu Tualang dan madu Kelulut bertindak dalam menghasilkan
kesan perlindungan lesi gaster. Kaedah pengkajian molecular dalam kajian ini juga
mampu memberikan perincian terhadap mekanisme cara tindak madu Tualang dan
madu Kelulut dalam menghalang pembentukan lesi gaster aruhan H. pylori. Ini akan

membantu proses pengenalpastian sasaran molekular dalam profilaksis lesi gaster.



BAB II

KAJIAN PERPUSTAKAAN

2.1 PENYAKIT ULSER PEPTIK

Penyakit ulser peptik (PUD) ialah penyakit yang disebabkan oleh penghakisan lapisan
di dalam gaster atau duodenum sehingga ke mukosa muskularis. Lapisan gaster ini
mengandungi sel yang mengeluarkan rembesan asid gaster dan mukus di mana ia
melindungi sel perut daripada rembesan gaster (Amandeep et al. 2012; Kaushik et al.
2011). PUD terjadi kerana ketakseimbangan atau variasi di antara faktor agresif dan
faktor pertahanan. Faktor agresif adalah seperti pepsin, hempedu refleksif, leukotrien,
spesies oksigen reaktif, manakala faktor pertahanan pula adalah seperti mukus,
prostaglandin, nitrik oksida, rembesan bikarbonat, kerintangan semula jadi mukosa,
aliran darah mukosa, antioksidan tanpa enzim dan beberapa faktor pertumbuhan
(Jianyuan Chai 2011). PUD memberi kesan kepada 4 juta orang di seluruh dunia. 10-
20 % daripada pesakit akan menerima komplikasi PUD termasuk pendarahan, perforasi
dan saluran gaster yang tersumbat (Fashner & Gitu 2015). Wanita sering mendapat
penyakit ulser peptik dibandingkan dengan lelaki (Goud 2017). Satu kajian pada tahun
2014 melaporkan bahawa sebanyak 53 juta orang didiagnosis penyakit PUD dan
sekurang-kurangnya 10 % orang dari seluruh dunia menderita penyakit PUD (Roy
2016). Terdapat 327,000 kematian pada 1990 disebabkan oleh PUD dan ia menurun
kepada 301,000 kematian pada tahun 2013 (Roy 2016).

PUD terdiri daripada dua jenis utama iaitu (1) ulser gaster (ii) ulser duodenum.
Ulser gaster didefinisikan sebagai hakisan normal mukosa gaster di submukosa atau

lebih dalam. Sebaliknya, ulser duodenum ialah ulser yang wujud dalam duodenum atau



bahagian pertama usus. Dalam keadaan ulser gaster, rembesan asid akan menjadi sedikit
atau normal tetapi pada ulser duodenum, rembesan asid akan tinggi sebanyak 50 %
pada kebanyakan pesakit PUD. Antara penyebab utama ulser peptik adalah jangkitan
Helicobacter pylori (H. pylori), pengambilan NSAID (ubat antiradang bukan steroid),
peningkatan rembesan asid gastrik dan sebab-sebab yang lain seperti stres, merokok,
makan makanan pedas, dan kekurangan nutrisi. PUD mempunyai beberapa komplikasi
termasuk pendarahan dalaman, penyekatan saluran gastrousus, penembusan dan

refrektori ulser peptik (Kaushik et al. 2011; Roy 2016).

Rajah 2.1 Faktor-faktor yang menyumbang kepada penyakit ulser peptik (PUD)

2.1.1 HISTOLOGI GASTER DAN PENYAKIT ULSER PEPTIK

Perut adalah bahagian utama saluran gastrousus (GI) yang terletak di antara esofagus
dan duodenum. Fungsinya adalah untuk mencerna makanan dengan asid gaster
sehingga ke zarah yang lebih kecil menggunakan pencernaan kimia dan mekanikal.

Perut dapat melaksanakan fungsi ini disebabkan oleh lapisan dinding perut yang

terbahagi kepada mukosa gaster, submukosa, muskaliris eksterna dan serosa (Owen



1986). Mukosa gaster terletak di lapisan dinding perut yang dibentuk oleh lapisan
permukaan epitelium, lamina propria dan muskaliris mukosa. Epitelium kolumnar
selapis ‘simple columnar epithelium’ merupakan permukaan epitelium yang
membentuk di dalam perut sebagai permukaan sel mukus dan menghasilkan banyak
penginvaginatan ‘invaginations’ kecil atau sumur gaster. Sumur gaster ini penting
kerana ia menghubungkan ke pelbagai kelenjar gaster. Terdapat tiga jenis kelenjar yang
terdapat di dalam gaster (‘cardiac’, gaster ‘gastric’ dan ‘pyloric’). Kelenjar ini
menghasilkan enzim pencernaan dan merembeskan mukus. Kelenjar gaster pada
bahagian fundus / badan mempunyai peranan penting untuk menghasilkan jus gaster
pencerna manakala kelenjar ‘cardiac’ dan ‘pyloric’ kebanyakannya menghasilkan
rembesan mukus yang melindungi gaster dari kesan asid pencernaan yang berlebihan
dan mencegah gaster dari ‘self-digestion’. Sumur gaster dan kelenjar gaster terdiri

daripada lima jenis sel yang sama; sel leher mukus, sel induk, sel parietal (oksintik), sel

utama (zimogen) dan sel ‘enteroendocrine’ (Owen 1986; Varela et al. 2021).

Ulser peptik gaster merupakan perforasi mukosa yang menembusi muskaliris
eksterna dan lamina propria yang biasanya terhasil oleh keagresifan asid-pepsin.
Margin ulser adalah perpendikular dan mengalami gastritis kronik. Dalam permukaan
gastritis kronik, limfosit, monosit dan sel plasma akan menyusup ke dalam mukosa dan
submukosa (Malik et al. 2021). Semasa fasa aktif, asas ulser menunjukkan empat zon,
1aitu nekrosis fibrinoid, eksudat keradangan, tisu granulasi dan tisu fibrosa. Ulser aktif
boleh dibarisi oleh lapisan nipis puing ‘debris’ fibrinoid yang dilapisi oleh penyusupan
keradangan predominan neutrofilik. Di bawahnya, penyusupan tisu granulasi dengan
leukosit mononuklear serta fibrosa atau parut berkolagen yang membentuk asas ulser.
Pembuluh dinding di dalam kawasan parut biasanya menebal dan kadang-kadang

mengalami thrombosis (Klatt et al. 2006; Lanas & Chan 2017; Turner 2014).



Rajah 2.2

Rajah 2.3

Histologi normal gaster
Sumber dari Anon. (2021)

Histologi Kronik Ulser Peptik
Sumber dari Anon. (2021)

10



11

2.2 HELICOBACTER PYLORI

H. pylori adalah bakteria gram-negatif mikroaerofilik (organisma yang memerlukan
jumlah oksigen yang sedikit untuk hidup) bersifat motil, berflagelum dan berbentuk
spiral yang hidup pada lapisan mukosa dan gaster antrum dalam persekitaran perut. H.
pylori mula ditemui oleh dua saintis Australia, iaitu Barry Marshall dan Robin Warren
pada tahun 1982-1983 di mana mereka dianugerahkan hadiah Nobel pada tahun 2005
(Pincock 2005; Robin Warren & Marshall 1983). Jangkitan H. pylori adalah penyebab
utama PUD dan menyumbang kepada 30 — 40 % punca PUD. Prevalens jangkitan H.
pylori berbeza-beza mengikut kawasan geografi, umur, status sosio-ekonomi, tahap
pendidikan, persekitaran hidup, dan pekerjaan (Wang et al. 2014). Sebahagian besar
jangkitan H. pylori berlaku di negara-negara membangun di mana sehingga 80 % orang
dewasa pertengahan umur kemungkinan dijangkiti (Wang & Peura 2011; Wang et al.
2014). Golongan tua (geriatrik) merupakan kumpulan yang sangat berisiko berbanding
kumpulan umur yang lebih muda. Bagi ulser gaster, 70 % penyebab adalah akibat
jangkitan H. pylori (Jianyuan Chai 2011). Jangkitan H. pylori secara semula jadi berlaku
sebahagian besar pada zaman kanak-kanak melalui laluan najis-oral dan oral-oral
(Alvarez et al. 2013; Sampieri 2013). Jangkitan ini mengaruh tindakbalas keradangan
yang tidak membasmi kolonisasi bakteria, malah ia mungkin berterusan untuk seumur

hidup (De Falco et al. 2015; Parreira et al. 2013).

Urutan perlahan yang dikenali sebagai lata Correa (Correa’s cascade) melalui
satu siri perantaraan berperingkat (lesi pra-kanser) sebelum mencapai kemaglinanan
(malignancy). Lesi pra-berkanser ini berlaku dalam turutan berikut: gastritis, atrofi,
metaplasia usus, dan akhirnya displasia (Boreiri et al. 2013; Correa 1992). Di kalangan
individu yang dijangkiti, kira-kira 10 % menjalani lesi gaster yang teruk seperti PUD,
1-3 % membawa kepada kanser gaster dengan kadar kelangsungan hidup lima tahun
yang rendah, dan 0.1 % menghasilkan tisu limfoid berkaitan mukosa (MALT) limfoma
(Cirak et al. 2007; Conteduca et al. 2013; Mégraud et al. 2015). Dianggarkan bahawa
individu yang dijangkiti H. pylori mempunyai lebih daripada dua kali ganda
peningkatan risiko mendapat kanser gaster berbanding dengan yang tidak dijangkiti
(Demirel et al. 2013; Queiroz et al. 2012). Walaupun penurunan yang dramatik dalam

insidens dan mortaliti telah diperhatikan dalam beberapa dekad kebelakangan ini,
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namun kanser gaster adalah salah satu kanser yang paling biasa dan punca ketiga
kematian berkaitan kanser di seluruh dunia dengan kematian lebih daripada 700,000
setiap tahun (Boreiri et al. 2013; Etemadi et al. 2020; Melton et al. 2010; Thrift & El-
Serag 2020). Jangkitan H. pylori boleh didiagnos menggunakan kaedah invasif atau
bukan invasif. Kaedah invasif adalah berasaskan biopsi dan dikulturkan pada media
khas, pewarnaan irisan tisu dan ujian biopsi urease. Manakala kaedah bukan invasif
dilakukan melalui ujian pernafasan urea, serologi dan ujian pengesanan H. pylori dalam
spesimen najis melalui air kencing atau darah (Cosgun et al. 2016; Fashner & Gitu

2015).

2.3 PATOGENESIS JANGKITAN H. PYLORI

Gastritis H. pylori dicirikan oleh infiltrasi mukosa gaster pada kedua-dua sel
keradangan akut (leukosit polimorfonuklear) dan sel keradangan kronik (limfosit, sel
plasma, dan makrofaj). H. pylori pada awalnya lebih banyak didapati di kawasan
antrum, di mana tiada sel parietal (penghasil asid) dengan itu rembesan asid tidak
berlaku secara langsung (Shiotani et al. 2013). Perkembangan dan keterukkan pola
gastritis bergantung pada interaksi pelbagai faktor: (1) Ciri-ciri H. pylori termasuk
keplastikan genom, kapasiti untuk penyesuaian kepada keadaan hos individu, modulasi
reaksi kepada tindakbalas sistem imun hos dan kehadiran dan pengeluaran pelbagai
faktor virulens; (2) Faktor hos, sebagai contoh, latar belakang genetik atau keadaan
fisiologi dan imunologi, terutamanya yang meningkatkan atau mengurangkan
tindakbalas keradangan terhadap jangkitan; (3) faktor persekitaran seperti merokok,
diet, garam yang tinggi, dan pengambilan daging (Sampieri 2013; Shiotani et al. 2013).
Hanya subset individu yang dijangkiti menghidap penyakit gaster yang serius dan
mekanisme kepatogenan H. pylori masih belum difahami dengan jelas (Chiariotti et al.
2013; Lillehoj et al. 2012). Mekanisme di mana H. pylori menyebabkan penyakit pada
manusia boleh digambarkan sebagai proses berperingkat di mana bakteria perlu
mengelak aktiviti bakterisidal daripada sekatan asid gaster dan memasuki lapisan
mukus (pengkolonian) dan kemudian ia perlu menyesuaikan diri dan membiak di bawah
keadaan persekitaran mukus gaster (berterusan) (De Luca et al. 2004; Kao et al. 2016;
Manente et al. 2008).
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Beberapa faktor virulens bakteria telah dikaitkan dengan perkembangan
penyakit gaster. Langkah pertama yang penting dalam jangkitan adalah perlekatan H.
pyvlori kepada mukosa gaster hos dan motiliti bakteria. Keadaan ini mencetuskan
ekspresi beberapa gen bakteria, termasuk beberapa faktor yang mengekod virulens, dan
melindungi patogen daripada mekanisme klearans seperti aliran cecair, pergerakan
peristalsis, atau penanggalan lapisan mukus (Kim et al. 2004; Parreira et al. 2013).
Urease dan flagelin didapati faktor penting untuk kolonisasi bakteria kepada mukosa
gaster (Dunn & Phadnis 1998; O’ Toole et al. 2000; Perrais et al. 2014). Urease mampu
menukar urea kepada ammonia dan karbon dioksida untuk membentuk awan asid
peneutral ammonia, meningkatkan pH kepada neutral, dan melindungi bakteria dari
keasidan gaster (Celli et al. 2009; Perrais et al. 2014). Hidrolisis urea dicapai dengan
pengambilan urea melalui tembok saluran proton yang membolehkan hidrolisis di
dalam bakteria dan mewujudkan lapisan neutral nipis di sekeliling permukaan luar
selnya (Celli et al. 2009; Weeks et al. 2000). Sebaik sahaja bakteria mewujudkan
persekitaran yang dikehendaki dari segi pH, langkah seterusnya adalah keupayaan
untuk berenang melalui lapisan pelindung mukus gaster dalam perut hos (Celli et al.
2009). Kajian telah melaporkan bahawa urease mampu mengaruh peningkatan pH H.
pyvlori yang mengurangkan kelikatanjalan ‘viscoelasticity’ di dalam gel musin,
mencetuskan peralihan dari gel kepada sol (cecair) ‘gel-sol transition’ musin gaster dan
seterusnya membolehkan bakteria bergerak bebas melalui mukus (Celli et al. 2009).
Flagelum (5-7 setiap sel) memberi motiliti kepada sel-sel; ia diperbuat daripada polimer
dua subunit, FlaA4 flagelin major dan FlaB flagelin minor (Perrais et al. 2014). Selain
itu, H. pylori menghasilkan pelbagai faktor virulens mampu menyahkawalselia laluan
isyarat intrasel hos. Antara semua faktor-faktor virulens, sitotoksin berkaitan gen A
(Cag A) dan pepulau kepatogenan (cag-PAI), membentuk vakuol sitotoksin A (Vac A4)
dianggap sebagai faktor patogenik major (Iaquinto et al. 2000; Kao et al. 2016; Manente
et al. 2008).

2.3.1 Faktor Virulens H. pylori
Perbezaan yang berkaitan dengan penyakit disebabkan H. pylori adalah kehadiran atau

ketiadaan cag-PAI. Kawasan cag-PAI adalah 40 kb serpihan genomic yang

mengandungi kerangka bacaan terbuka (ORFs) yang mewakili 31 gen termasuk protein
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cagA dan sistem rembesan cag jenis IV (T4SS). T4SS membentuk struktur seperti jarum
yang menonjol dari permukaan bakteria yang mampu menembusi sel-sel epitelium
gaster dan memudahkan pemindahan cagA, peptidoglikan, dan mungkin faktor bakteria
lain ke dalam sasaran sel hos (Backert et al. 2015; Odenbreit et al. 2001; Tegtmeyer et
al. 2011; Zhang et al. 2017). Apabila telah berada di dalam sel epitelium gaster, cagA
akan mengalami fosforilasi tirosina yang membawa kepada tindak balas sel faktor
pertumbuhan dan penghasilan sitokin oleh sel hos (Tummala et al. 2004). Oleh kerana
fungsi ini, strain H. pylori cagA+ berkait rapat dengan risiko peningkatan yang
signifikan kepada gastritis yang teruk, gastritis atrofik, penyakit ulser peptik dan kanser
gaster bahagian distal berbanding dengan strain cag4— (Schottker et al. 2012; Yordanov
etal. 2017).

Lokus kedua keheterogenan H. pylori adalah gen vacA yang mengekod
sitotoksin vakuola. VacA adalah rembesan toksin protein yang menyebabkan hakisan
ke atas sel epitelium gaster yang dijangkiti. Walaupun fakta mengatakan bahawa 100%
daripada strain H. pylori membawa gen vacA, hanya 50 % daripada strain H. pylori
menghasilkan protein vacA yang berfungsi. Strain H. pylori yang mengekspres aktiviti
vakuola sering didapati dalam kalangan pesakit PUD dan kanser gaster bahagian distal
berbanding pesakit yang mengalami jangkitan pada permukaan gaster sahaja (Atherton

et al. 1995; Cover & Blaser 1992; Denic et al. 2020; Tan et al. 2005).

2.3.2 Tindakbalas Hos Terhadap H. Pylori

Tindakbalas imun terhadap bakteria patogen boleh dibahagikan kepada tindakbalas
semula jadi dan tindakbalas penyesuaian. Tindakbalas semula jadi terhadap jangkitan
bakteria adalah proses awal yang tidak spesifik, yang bertindak balas dengan cepat ke
atas beberapa molekul bakteria untuk mengisyarat jangkitan berbahaya dan bertujuan
untuk membunuh bakteria itu. Sebaliknya, dalam tindakbalas imun penyesuaian
ditangguhkan, kehadiran antigen-spesifik, membawa kepada pengaktifan T-sel, B-sel
dan sel memori yang dibentuk oleh tindakbalas imun semula jadi (Portal-Celhay &
Perez-Perez 2006).
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a. Keimunan Semula Jadi

Pengecaman molekul bakteria oleh sistem imun semula jadi di perantara oleh tol-seperti
reseptor (TLRs) yang diungkap oleh sel penyaji antigen (APCs) seperti monosit dan sel
dendritik (DCs). Kontak bakteria dengan monosit dan APCs lain membawa kepada
rembesan sitokin pro-inflamatori seperti faktor nekrosis tumor-a (TNF-a), interleukin-
1B (IL-1P) dan interleukin-8 (IL-8). Jangkitan H. pylori adalah berkait rapat dengan
peningkatan aras sitokin, di mana ia bertindak sebagai ‘chemoattractant’ setempat,
mengakibatkan infiltrasi granulositik (Crabtree 1996; Prabhu & Shivani 2014). Setakat
ini, banyak kajian ke atas tindakbalas imun semula jadi terhadap H. pylori dalam sel
epitelium telah memberi tumpuan terhadap TLR4, iaitu ‘pengecaman molekul patogen’
(PRM) kepada lipopolisakarida (LPS) gram-negatif, iaitu induksi keradangan yang
utama. Walau bagaimanapun, LPS H. pylori menunjukkan aktiviti endotoksik yang
sangat rendah berbanding dengan LPS bakteria Gram-negatif tipikal, seperti
Escherichia coli, yang berpotensi menyumbang kepada jangkitan yang berterusan
(Kidd et al. 1997; Shimoyama et al. 2011). Walau bagaimanapun, titisan sel epitelium
gaster tidak memberi tindakbalas kepada LPS H. pylori, walaupun dengan kehadiran
kepekatan endotoksin yang agak tinggi kepada sel (Biackhed et al. 2003; Fujimoto et al.
2012; Shimoyama et al. 2011). Maka, antibodi TLR4 ‘TLR4-neutralizing antibody’
tidak menghalang H. pylori yang mengaruh rembesan pro-keradangan IL-8 di dalam
titisan sel adenokarsinoma gaster (AGS) (Su et al. 2003). Terdapat dua lagi TLR
tambahan, iaitu TLR2 dan TLRS yang mengambil bahagian secara aktif dalam
tindakbalas imun semula jadi kepada bakteria gram-negatif melalui pengecaman

daripada lipoprotein dan flagelin (Smith et al. 2003).

b. Tindakbalas Imun Selular dan Tindakbalas Humoral

Jangkitan H. pylori mengaruh kedua-dua tindakbalas imun selular dan humoral.
Tindakbalas inflamatori ini bermula dengan pengaktifan neutrofil, diitkuti limfosit (T-
sel dan B-sel), sel plasma dan makrofaj, berserta dengan degenerasi sel epitelium dan
kecederaan (De Falco et al. 2015; Goodwin et al. 1986). Jika H. pylori menyerang
mukosa gaster, ia akan memicu tindakbalas hos terutamanya pikatan bakteria kepada

sel epitelium. H. pylori akan menghasilkan beberapa bahan antigenik, termasuk protein
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kejutan haba (Heat Shock Proteins, HSP), enzim urease dan LPS, di mana semuanya
boleh ditarik dan diproses oleh makrofaj yang terdapat dalam lamina propria dan
seterusnya mengaktifkan T-sel (Di Tommaso et al. 1995; Portal-Celhay & Perez-Perez
2006). Gangguan selular, terutamanya di bahagian persimpangan ketat epitelium
(epithelial tight junctions), dan peningkatan penyampaian antigen kepada lamina
propria memudahkan stimulasi tindakbalas imun. Dengan ini pengeluaran inflamatori
sitokin seperti IL-1, IL-6, TNF-o dan IL-8 akan ditingkatkan (Almasaudi et al. 2016;
Crabtree 1996b; Fan et al. 1995).

Gastritis aktif kronik dikaitkan dengan pertambahan nisbah T-sel CD4/CDS8
(cluster of differentiation, CD) di dalam mukosa gaster, disebabkan oleh pengumpulan
limfosit sel pembantu CD4+ dalam lamina propia. Jangkitan H. pylori akan
menyebabkan tindakbalas imun hos Thl (7 helper type 1) adalah predominan dalam
mukosa gaster, yang dicirikan oleh induksi interferon-y (IFN-y) dan gen yang berkaitan
IFN-y. Tindakbalas imun Th1-predominan dikaitkan dengan kepekatan yang tinggi pro-
inflamatori sitokin IL-12, IL-18 dan TNF-a (Bagheri et al. 2018; Tummala et al. 2004).
Keparahan gaster akibat jangkitan H. pylori dikaitkan dengan pengekspresan TNF-a
dan IFN-y mukosa (Flach et al. 2011; Lehmann et al. 2002). Latarbelakang genetik hos
menyumbang kepada tindakbalas imun dan inflamatori terhadap jangkitan H. pylori.
Gen IL-1pB mengekod pengekspresan IL-1p, sitokin pro-inflamatori dan perencat
rembesan asid gaster yang memainkan peranan utama dalam memula dan
memperkuatkan tindakbalas inflamatori terhadap jangkitan H. pylori (Alvarez-Arellano

2014; Noach et al. 1994).

Individu yang dijangkiti H. pylori mendapat tindakbalas sistemik spesifik dan
antibodi setempat yang kuat dengan menunjukkan kehadiran isotaip IgA, IgM, dan IgG
(Immunoglobulin, 1g) (Rathbone et al. 1986; Vorobjova et al. 2006). Kajian-kajian
terdahulu melaporkan bahawa pengikatan IgG terhadap H. pylori menggalakkan
fagositosis oleh leukosit polimorfonuklear (Tosi & Czinn 1990; Yordanov et al. 2017).
Strain H. pylori rentan kepada komplemen dan mengaktifkannya melalui mana-mana
laluan klasik, walaupun dalam ketakhadiran antibodi spesifik, atau melalui laluan
alternatif (Berstad et al. 2001; Gonzalez-Valencia et al. 1996). Walaupun dalam

tindakbalas imun yang kuat ini, H. pylori tidak dapat dihapuskan melainkan individu
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yang dijangkiti dirawat dengan gabungan antibiotik, dan biasanya menghasilkan
jangkitan kronik seumur hidup. Pengamatan ini menunjukkan bahawa mukus gaster
boleh menjadi nic pelindung di mana H. pylori wujud dan tak tercapai oleh tindakbalas
antibodi spesifik atau fungsi efektornya. Tindakbalas humoral yang tidak berkesan ke
arah H. pylori dan komponennya akan menyumbang kepada patogenesis (Denic et al.

2020; Israel & Peek 2001; Janulaityte-Gunther et al. 2005).
2.3.3 Imunomodulasi oleh H. pylori

Untuk mengekalkan kolonisasi yang berpanjangan di dalam mukosa gaster manusia, H.
pyvlori mesti mengelak daripada kedua-dua tindakbalas imun semula jadi dan imun
penyesuaian. Berikutan jangkitan dengan H. pylori, DCs memfagositosis protein
bakteria dan mengekspres peptida pada permukaannya, bersama-sama dengan
kompleks kehistoserasian major ‘major histocompatibility complex’ (MHC) dan
molekul co-stimulatory. Penyampaian antigen ini membawa kepada pengaktifan T-sel
CD4+ yang bertindakbalas terhadap antigen ini dan memicu tindakbalas imun. T-sel
CD4 boleh dibezakan melalui pengaktifan kepada sel Thl atau sel Th2, yang
mempunyai perbezaan dalam jenis sitokin yang dihasilkannya. Sitokin yang dicungkil
oleh agen jangkitan (terutamanya IFN-y, IL-2 dan [L-4), co-stimulators yang digunakan
untuk memacu tindakbalas dan sifat ligan peptida MHC kesemuanya mempunyai kesan

(Bamford et al. 1998; Portal-Celhay & Perez-Perez 2006).

Kesan daripada aruhan sel Thl adalah lebih parah berbanding sel Th2, di mana
pengeluaran sel-sel Thl membawa kepada pengimunan sel-perantara dan pengeluaran
‘opsonizing’ kelas antibodi (terutamanya IgG), manakala pengeluaran sel-sel Th2
menyebabkan keimunan humoral. Kebanyakan bakteria intrasel mengaruh tindakbalas
Th1, manakala patogen ekstrasel merangsang tindakbalas jenis Th2. Majoriti antigen
spesifik H. pylori klon T-sel yang tersendiri daripada mukosa gaster yang dijangkiti
dengan menghasilkan aras IFN-y yang lebih tinggi berbanding IL-4, yang memantul
tindakbalas jenis Thl (Alvarez-Arellano 2014; Bamford et al. 1998). H. pylori juga
merangsang pengeluaran IL-12 secara in-vitro, sitokin yang menggalakkan pembezaan
Th1. Penemuan ini meningkatkan hipotesis bahawa tindakbalas hos (Th1) yang aberan

kepada organisma yang diramalkan untuk mengaruh rembesan tindakbalas imun (Th2)
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boleh mempengaruhi dan mengekalkan keradangan gaster. Model haiwan H. pylori

teraruh gastritis telah menyokong kesimpulan ini (Sawai et al. 1999; Shi et al. 2005).

Faktor bakteria juga menyumbang kepada permulaan polarisasi Thl H. pylori
spesifik tindakbalas imun. Deml et al. (2005) telah mengenalpasti Helicobacter
cysteine-rich protein A (HcpA) sebagai pro-inflamatori dan Th1 penggalak protein yang
novel. Kajian menggunakan sel limpa daripada tikus naif H. pylori-negatif, mendapati
bahawa HcpA mengaruh pro-inflamatori (IL-6 dan TNF-a) dan Th1-penggalak sitokin
(IL-12 dan IFN-y), dan Th2 penggalak sitokin IL-4 dan IL-5 (Deml et al. 2005). Kajian-
kajian terdahulu menerangkan bahawa terdapat tiga fenotip subset berbeza daripada T-
sel pengawalan penindas ‘suppressor-regulatory T-cell’, iaitu satu atau lebih antigen
penanda permukaan ‘surface-marker antigens’ dan / atau profil pengeluaran sitokin
‘cytokine-production’ seperti (pengawalan T-sel CD4+ CD25+ semula jadi (Treg), sel
Trl yang merembeskan IL-10 dan sel Th3 yang merembeskan TGF-B (Transforming
Growth Factor-f)) telah menunjukkan dalam kajian secara in-vitro dan in-vivo dapat
berfungsi untuk menyekat proliferasi dan rembesan sitokin daripada T-sel efektor
(Groux et al. 1997; Sakaguchi et al. 1995; Weiner 2001). Pengaktifan T-sel pengawalan
termasuk sel regulatori T (Tregs) dan sel Trl, mungkin mengakibatkan tindakbalas
patalogi berkurang dan pengekalan jangkitan yang berpanjangan sebagai mekanisme
untuk penyelenggaraan ‘pathogen-specific immunological memory’ (Raghavan &
Holmgren 2005). Treg memainkan peranan dalam keradangan pemodulasian jangkitan
H. pylori. Kajian Lundgren et al. (2003) membuktikan bahawa ingatan tindakbalas T-
sel telah ditingkatkan apabila stimulasi antigen yang spesifik daripada darah limfosit
periferal yang diambil daripada subjek yang dijangkiti oleh H. pylori apabila populasi
sel susut dari Treg. Kajian ini menunjukkan bahawa Treg boleh mengurangkan
imunopatologi dalam gastritis H. pylori, mungkin dengan mengurangkan pengaktifan

[FN-y menghasilkan T-sel CD4+.
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2.3.4 Pencegahan Tindakbalas Imun oleh H. pylori

Pencegahan tindakbalas semula jadi nitrik oksida (NO) adalah komponen utama sistem
imun semulajadi dan ejen antimikrob yang berkesan (Nathan & Shiloh 2000). H. pylori
mencegah pengeluaran NO oleh sel hos dengan menghasilkan enzim arginase. Enzim
ini dikodkan oleh gen rocF, dan bersaing dengan nitrik oksida sintase 2 (NOS2) untuk
substrat l-arginine dan menukar kepada urea dan l-ornithine, bukannya NO (Gobert et
al. 2001). Semasa jangkitan H. pylori, bakteria boleh hidup di dalam sel makrofaj
dengan mengganggu protein lisosom, sama seperti yang dilakukan oleh Mycobacterium
tuberculosis (Ramarao & Meyer 2001). Oleh itu, walaupun terdapat tindakbalas imun
semulajadi terhadap H. pylori, ianya kurang berkesan untuk menghapuskan jangkitan.
Dalam satu kajian oleh Allen et al. (2000), kelewatan fagositosis bakteria ke dalam
makrofaj diikuti dengan pembentukan megasome akibat daripada cantuman fagosom.
Megasome menghalangi bakteria di dalam sel daripada dikorbankan dengan efisien.
Tambahan pula, kajian menggunakan sel monosit dan sel polimorfonukleus daripada
darah manusia telah menunjukkan bahawa jangkitan H. pylori yang mempunyai
kehadiran cagP Al mampu menyekat penyerapan bakteria H. pylori itu sendiri (Ramarao

& Meyer 2001; Ramarao et al. 2000).

2.3.5 Penghasilan Tekanan Oksidatif (Tindakbalas Hos)

Kehadiran H. pylori menghasilkan spesies oksigen reaktif (ROS) dan spesies nitrogen
reaktif (RNS) yang dihasilkan oleh hos dalam mukosa gaster. Walaupun terdapat
banyak jenis sel yang boleh menyumbang kepada pengeluaran ROS / RNS, termasuk
sel-sel epitelium, namum neutrofil merupakan penyumbang jumlah terbesar kepada
pengeluaran ROS / RNS (Handa et al. 2010; Naito & Yoshikawa 2002; Sarikaya &
Dogan 2020). Fosfat nikotinamide adenine dinukleotida (NADPH oksidase [Nox]) pada
membran sel adalah pemangkin pengeluaran ROS untuk membunuh bakteria (Allen et
al. 2000; Brandes et al. 2014; Lambeth 2004). Semasa proses ini, Nox diaktifkan untuk
menerima elektron daripada NADPH, yang didermakan kepada oksigen untuk
menghasilkan superoksida (O27). Kemudian O ditukar kepada hidrogen peroksida
(H202) oleh pemangkin superoksida dismutase. H>O> kemudian ditukar kepada asid
hipoklorus yang lebih toksik. Di samping itu, H>O> bertindakbalas dengan O>" untuk
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membentuk radikal hidroksil (OH). Dengan ini, ROS dapat membunuh mana-mana
bakteria dalam neutrofil. Walau bagaimanapun, pemisahan antara neutrofil dalam tisu
dan bakteria di lumen menyukarkan untuk membunuh semua H. pylori yang hadir. Oleh
itu, percubaan berterusan untuk berbuat demikian dianggap mengakibatkan keradangan

kronik-aktif dan kerosakan kepada mukosa gaster untuk jangkitan yang berpanjangan.

Kehadiran H. pylori mengakibatkan kemasukan sel-sel fagositik dalam usaha
untuk membersihkan jangkitan. Makrofaj dan neutrofil akan fagosit ‘phagocytize’
bakteria H. pylori, dimana ia bertujuan untuk membunuh bakteria H. pylori bersama
dengan ROS / RNS. Di samping itu, neutrofil hos dan sel-sel epitelium juga
mengekspresi enzim kritikal, nitrik oksida sintase teraruh (iNOS), yang menghasilkan
NO (Cherdantseva et al. 2014; Fu et al. 1999). Reaksi NO dengan logam dan Oy
menghasilkan peroksinitrit, merupakan oksida yang kuat. Jangkitan H. pylori
mengakibatkan pembentukan ROS dan RNS dengan meningkatkan ekspresi sel imun
Nox dan iNOS. Pesakit yang dijangkiti H. pylori akan mendapat peningkatkan aras ROS
bersama dengan peningkatan NO berasal metabolit ‘NO-derived metabolites’, dimana
ia menunjukkan pengaktifan iNOS (Butcher et al. 2017; Cherdantseva et al. 2014; Ma
et al. 2013). Subunit NADPH Nox1 yang di ekspres dalam tisu gaster mungkin
menyumbang kepada pengeluaran ROS semasa jangkitan H .pylori. ROS dihasilkan
pada aras yang jauh lebih rendah dalam sel epitelium berbanding dengan sel fagositik
dari tindakbalas imun dan ini akan menyumbang kepada isyarat sensitif redoks dan
mungkin secara tidak langsung membunuh H. pylori (Ding et al. 2007; Holokai et al.
2019). Di samping itu, dwi oksida yang terletak pada sel-sel epitelium gaster diketahui
menghasilkan H»>O, sebagai tindakbalas kepada jangkitan, yang juga menyumbang
kepada aras ROS. Gabungan pengeluaran ROS dari fagositik dan sel-sel epitelium
menghasilkan tekanan oksidatif (Grasberger et al. 2013).
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Rajah 2.4 Patogenesis dan tindakbalas H. pylori
Ubahsuai daripada Alvarez-Arellano (2014)

2.4 RAWATAN TERHADAP JANGKITAN H. PYLORI

Terdapat pelbagai pendekatan kepada pembasmian jangkitan disebabkan oleh H. pylori.
Salah satu cara yang digunakan secara meluas ialah terapi tiga serangkai yang
merupakan gabungan dua antibiotik seperti Amoxicillin bersama Clarithromycin atau
Metronidazole dengan perencat pam proton (PPI) (Safavi 2016). Namun, rawatan
pembasmian jangkitan H. pylori boleh menyumbang kepada masalah kerintangan
antibiotik, pematuhan pesakit yang lemah kepada ubat dan ketidaktoleransi kepada
regimen terapeutik (Niv & Rokkas 2015). Antara penyebab kepada kegagalan rawatan
adalah masalah penetrasi ubat yang lemah, kepekatan ubat yang rendah, masa
penyimpanan ubat di dalam gaster yang pendek dan kerintangan antibiotik. Selain itu,
kestabilan antibiotik yang rendah dalam kandungan gastrik memerlukan pengambilan
yang kerap yang akan menyebabkan penurunan pematuhan terhadap regimen rawatan
pesakit (Graham et al. 2014). Dengan ini menjadi satu keperluan untuk membangunkan

ubat baharu yang boleh meningkatkan keberkesanan regimen terapeutik (Hajiani 2009).
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Terdapat beberapa jenis terapi untuk merawat jangkitan H. pylori seperti terapi
pilawai tiga serangkai, turutan, ‘quadruple’, ‘concomitant’ dan terapi ‘levofloxacin’
(Paul et al. 2017). Pemilihan jenis ubat untuk regimen jangkitan H. pylori dipengaruhi
oleh pelbagai faktor termasuk keberkesanan, toleransi pesakit, kewujudan kerintangan
antibiotik dan harga ubat-ubatan. Kadar pembasmian perlu ditingkatkan kepada 90%
melawan jangkitan H. pylori (Malekzadeh et al. 2004). Berikutan regimen terapi tiga
serangkai selama 7 hari, kadar pembasmian kurang daripada 80% telah berulang kali
dilaporkan di beberapa negara. Maka, regimen selama 14 hari telah dicadangkan untuk
meningkatkan kadar pembasmian (Graham & Fischbach 2010; Savoldl et al. 2018).
Kajian sistematik Cochrane dan meta-analisis dalam rangkaian yang besar mendapati
bahawa regimen 14 hari mencapai kadar pembasmian yang lebih tinggi berbanding
regimen 7 dan 10 hari, walaupun kenaikan terapeutik hanya +8% (L1 et al. 2015; Yuan
et al. 2013). Tambahan pula, kajian sistematik Cochrane yang lain juga melaporkan
kadar pembasmian yang tinggi sebanyak 83.5% bagi rawatan terapi tiga serangkai
menggunakan (PPI, Amoxicillin dan Clarithromycin) berbanding rawatan terapi tiga
serangkai menggunakan (PPI, Clarithromycin dan Metronidazole) dan (PPI,
Amoxicillin dan Metronidazole), dengan kadar pembasmian masing-masing sebanyak

68.6% dan 82%; setiap terapi yang berlangsung selama 14 hari (Yuan et al. 2013).

Pada masa kini, penurunan kadar pembasmian rawatan terapi tiga serangkai
disebabkan oleh kerintangan antibiotik adalah rendah daripada 80% (Yoon et al. 2016).
Apabila kerintangan antibiotik terjadi khususnya kepada Clarithromycin dibandingkan
kepada antibiotik kedua dalam regimen (Amoxicillin atau Metronidazole), menjadi
penyebab utama kegagalan rawatan dalam terapi tiga serangkai (Alarcon-Millan et al.
2016; De Francesco et al. 2006). Beberapa kajian menunjukkan bahawa kerintangan
antibiotik dan ketidakpatuhan pesakit kepada ubat menjadi punca kegagalan rawatan
terhadap jangkitan ini. Ini menyumbang kepada penurunan kadar pembasmian terapi
tiga serangkai di seluruh dunia (Chang et al. 2017; Kim et al. 2015; Zhang 2015).
Namun hingga kini, penggunaan terapi tiga serangkai berasaskan Clarithromycin
mempunyai sokongan oleh badan organisasi dalam gastroenterologi, bagaimanapun
dengan beberapa pembatasan. Konsensus Toronto pada tahun 2016 mengesyorkan
penggunaan terapi tiga serangkai berasaskan Clarithromycin di kawasan-kawasan yang

mempunyai kerintangan Clarithromycin yang rendah atau kadar kejayaan pembasmian
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yang tinggi (Fallone et al. 2016). Garis panduan dari Kolej Gastroenterologi Amerika
(ACG) pada tahun 2017 juga menyokong penggunaan terapi tiga serangkai berasaskan
Clarithromycin sekiranya pesakit tidak mempunyai pendedahan kepada Clarithromycin
sebelumnya dan kerintangan terhadap Clarithromycin di kawasan geografi tersebut

dijangka rendah (Chey et al. 2017).

2.5 MADU DALAM BIDANG PERUBATAN

Madu telah digunakan sejak zaman purba sebagai produk makanan serta ubat-ubatan
tradisional untuk mengubati pelbagai jenis penyakit disebabkan oleh ciri
penyembuhannya (Sarfarz Ahmed & Othman 2013; Nordin et al. 2017; White et al.
1963). Madu mempunyai kesan perlindungan terhadap penyakit gastrousus (Abdel-
Latif 2015; Amaral et al. 2017). Beberapa kajian penyelidikan madu juga telah
mengesahkan sifat-sifat biologi, seperti anti-oksidan, antiradang, antibakteria, anti-
virus, anti-ulser dan antihiperlipidemia, anti-diabetik dan anti-kanser (Erejuwa et al.
2011; Kishore et al. 2011; Yaacob et al. 2017). Keistimewaan madu telah dinyatakan
menerusi firman Allah di dalam kitab-Nya al-Quran dengan menamakan satu surah
dengan nama lebah, (Al-Nahl) yang bermaksud “Dan Tuhanmu mengilhamkan kepada
lebah; Hendaklah engkau membuat sarangmu di gunung-ganang, dan di pokok-pokok
kayu, dan juga di bangunan-bangunan yang didirikan oleh manusia. Kemudian
makanlah dari segala jenis bunga-bungaan dan buah-buahan (yang engkau sukai), serta
turutlah jalan-jalan peraturan Tuhanmu yang diilhamkan dan dimudahkannya
kepadamu”. (Dengan itu) akan keluarlah dari dalam badannya minuman (madu) yang
berlainan warnanya, yang mengandungi penawar bagi manusia (dari berbagai-bagai
penyakit). Sesungguhnya pada yang demikian itu, ada tanda (yang membuktikan
kemurahan Allah) bagi orang-orang yang mahu berfikir ” (QS An-Nahl: 68-69). Nabi
Muhammad Sallallahu Alaihi Wasallam (S.A.W) juga menyarankan pengambilan madu
hadis sahih yang diriwayatkan oleh Imam Bukhari dan Imam Muslim untuk tujuan

penyembuhan dari penyakit pada 1400 tahun yang lalu (HR Bukhari dan Muslim).

Madu adalah pemanis semula jadi yang boleh didapati secara meluas di seluruh
dunia dan mengandungi kira-kira 200 daripada sebatian kimia (Ramanauskiene et al.

2012). Madu lebah adalah cecair likat yang mengandungi pelbagai molekul, termasuk
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fruktosa dan glukosa (80 — 85%), air (15 — 17%), abu (0.2%), protein dan asid amino
(0.1-0.4%) dan beberapa enzim, vitamin dan bahan-bahan lain, seperti sebatian berfenol
(Patricia et al. 2015). Walau bagaimanapun, komposisi dan sifat-sifat fizikokimia madu
adalah pembolehubah yang bergantung kepada sumber bunganya (Chen et al.
2000). Madu sering dinamakan mengikut lokasi geografi di mana madu tersebut
dihasilkan, sumber madu bunga atau pokok-pokok di mana sarang ditemui contohnya
madu Tualang yang berasal dari sarang lebah yang dibina pada pokok Tualang
(Kompassia excelsa) (Lusby et al. 2002; Mohamed et al. 2010). Walau bagaimanapun,
hampir semua madu di seluruh dunia mengandungi sama jenis asid fenolik, termasuk
caffeik, ellagik, asid ferulik dan p coumaric; flavonoid seperti apigenin, chrysin,
galangin, hesperetin, kaempferol, pinocembrin dan quercetin; dan antioksida, tokoferol,
asid askorbik, SOD, CAT dan reduced GSH. Setiap konstituen madu mempunyai sifat-
sifat pemakanan dan ubat-ubatan yang unik, dan komponen-komponen yang bertindak
secara sinergistik, menjadikan madu mudah digunakan dalam pelbagai aplikasi (Patricia

etal. 2015).

Rajah 2.5 Struktur kimia flavonoid, asid organik, dan bahan-bahan fenolik yang terdapat dalam
madu
Sumber daripada (Samarghandian et al. 2017)
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2.5.1 Kesan Antibakteria Aktiviti Pada Madu

Aktiviti antibakteria adalah sangat penting secara terapeutik, terutamanya dalam
keadaan di mana tindakbalas imun badan tidak mencukupi untuk menghapuskan
jangkitan bakteria. Pada masa ini, ramai penyelidik telah melaporkan aktiviti
antibakteria madu dan mendapati bahawa madu semula jadi yang tidak dipanaskan
mempunyai beberapa aktiviti antibakteria berspektrum luas apabila diuji terhadap
bakteria patogenik, bakteria oral serta bakteria perosak makanan (Kwakman et al. 2010;
Lusby et al. 2005). Kesan antibakteria madu boleh dibahagikan kepada komponen
peroksida dan bukan peroksida (Molan 2009). Komponen peroksida adalah berdasarkan
aktiviti hidrogen peroksida. Hidrogen peroksida dikawal oleh dua enzim penting dalam
madu, iaitu oksida glukosa dan katalase. Glukosa oksida mendorong penghasilan
hidrogen peroksida, manakala katalase akan memusnahkan hidrogen peroksida untuk
pra penyajian kandungan nutrien dalam madu (Zainol et al. 2013). Hidrogen peroksida
akan meningkatkan pengeluaran sitokin sebagai tindakbalas keradangan untuk

membunuh bakteria (Tan et al. 2009; Vandamme et al. 2013).

Komponen-komponen bukan peroksida adalah berdasarkan fitokimia,
kandungan gula yang tinggi dan keasidan madu. Komponen fitokimia dalam madu yang
menyumbang kepada kesan antibakteria adalah flavonoid, bahan-bahan fenolik dan
antibakteria peptida (Mandal & Mandal 2011). Komponen ini boleh bertindak dengan
menghalang terus fagositosis, sekali gus menghalang radikal bebas super-oksida
daripada merosakkan tisu-tisu. Komponen bukan peroksida yang tinggal adalah
keasidan dalam madu yang disebabkan oleh asid organik. Asid ini, yang merangkumi
0.57% daripada madu itu sendiri, akan menyekat sebahagian besar mikroorganisma

yang tumbuh pada pH 7.2 hingga 7.4 (Koochak et al. 2010).

2.5.2 Kesan Antioksidan Aktiviti Pada Madu

Kehadiran radikal bebas dan ROS amat penting dalam proses disfungsi selular,
patogenesis penyakit metabolik dan kardiovaskular serta penuaan. Pengambilan
makanan dan bahan yang kaya dengan antioksidan boleh melindungi daripada

perubahan patologi ini dan seterusnya menghalang patogenesis keradangan kronik.
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Kajian telah melaporkan bahawa madu mengandungi beberapa bahan penting dan ini
termasuk terutamanya antioksidan (Sarfraz Ahmed et al. 2018; Inoue et al. 2005).
Komposisi kualitatif dan kuantitatif madu (termasuk unsur anti-oksida dan bahan-bahan
fitokimia lain) mencerminkan sumber bunga serta kepelbagaian terhadap madu tertentu
(Abdulwahid Ajibola et al. 2012; Abu Bakar et al. 2017). Dengan ini, saintis mula
meneroka cara untuk meningkatkan aras antioksidan dalam badan melalui makanan
tambahan dan menyedari bahawa madu boleh menjadi salah satu pilihan terbaik yang
membekalkan antioksidan yang boleh mengambil radikal bebas dalam badan (Al-

Hatamleh et al. 2020; Keng, Haron, Talib, et al. 2017).

Banyak kajian telah membuktikan bahawa madu boleh berfungsi sebagai
sumber antioksidan semulajadi untuk mengurangkan risiko penyakit jantung, kanser,
kekurangan sistem imun, katarak, proses keradangan yang berbeza dan sebagainya
(Nweze et al. 2019; Samarghandian et al. 2017). Madu mengandungi sebatian
antioksidan yang signifikan seperti asid fenolik, flavonoid, vitamin dan enzim (Meda et
al. 2005; Ngoi et al. 2016). D1 antara semua, polifenol telah menarik minat yang paling
utama dalam kajian kerana fungsinya. Polifenol boleh bertindak sebagai kedua-dua
penghapus sisa radikal dan modulator imun kerana ia mengandungi mobiliti hidrogen
yang tinggi dalam struktur molekul (Havsteen 2002; Sousa et al. 2016). Kajian pada
tahun 2012, menunjukkan bahawa terdapat korelasi yang tinggi antara polifenol dan
kapasiti antioksidan, mencadangkan bahawa sebatian fenolik dan flavonoid adalah
antioksidan utama yang terdapat dalam madu (Alzahrani et al. 2012). Selain itu, asid
fenolik yang merupakan salah satu komponen utama di kalangan polifenol dalam madu,
boleh menjejaskan rasa dan warna madu (Alvarez-Suarez et al. 2010). Menariknya, ini
telah dibuktikan dalam kajian terdahulu menunjukkan bahawa terdapat korelasi antara
warna dan kapasiti antioksidan, dengan madu yang lebih gelap menyediakan aras
antioksidan yang lebih tinggi (Mandal & Jaganathan 2009). Kajian oleh Kek et al. pada
tahun 2014 turut menunjukkan bahawa madu Kelulut dari spesies Trigona mempunyai
aras kandungan fenolik dan intensiti warna yang lebih tinggi daripada madu Kelulut
dari spesies Apis. Korelasi yang kukuh dan positif diperhatikan antara jumlah
kandungan fenolik dan intensiti warna pada sampel madu Kelulut (7rigona dan Apis)
menunjukkan madu dengan warna yang lebih gelap mengandungi jumlah kandungan

fenolik yang lebih tinggi (Kek et al. 2014).
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2.5.3 Kesan Antiradang Aktiviti Pada Madu

Walaupun hakikat bahawa keradangan adalah bahagian kritikal tindakbalas biasa
terhadap jangkitan atau tisu yang rosak, apabila ia dalam keadaan ekstrem atau tertunda,
ia boleh menghalang penyembuhan atau bahkan menyebabkan kemudaratan. Hasil
keradangan yang paling serius adalah pengeluaran radikal bebas dalam tisu. Radikal-
radikal yang hadir ini dimulakan oleh leukosit spesifik yang dirangsang sebagai aspek
utama proses keradangan, kerana proses keradangan yang mengaktifkan siri proses
selular yang mendakan ‘precipitate’ pada permulaan faktor pertumbuhan yang

mempengaruhi proliferasi fibroblas, angiogenesis, dan sel epitelium (Aziz et al. 2013).

Kesan antiradang madu lebah adalah disebabkan oleh kandungan fenolik yang
tinggi. Sebatian fenolik dan flavonoid yang terdapat pada madu boleh menghalang
pembebasan sitokin pro-keradangan, iNOS, pengeluaran ROS, dan mengurangkan aras
prostaglandin (PG), salah satu fungsi utama dalam proses keradangan (Al-Waili & Boni
2003; Candiracci et al. 2012; Viuda-Martos et al. 2008). Menurut kajian in-vivo oleh
Owoyele et al. (2011), madu menyebabkan perencatan penghasilan NO dalam
keradangan akut dan kronik. Selanjutnya, kajian menggunakan madu Gelam dalam
sistem model keradangan akut menggunakan tikus menunjukkan pengurangan edema.
Mekanisme ini dikaitkan dengan perencatan cyclooxygenase-2 (COX-2) dan iNOS,
yang mengakibatkan penahanan aras pengantara pro-keradangan seperti NO, PGE,,
TNF-a, dan IL-6, dengan cara melemahkan translokasi nuklear faktor kappa B (NF-
kB) kepada nukleus dan dengan cara ini menghalang inisiasi laluan NF-kB. Pengaktifan
NF-kB merupakan fungsi utama dalam patogenesis keradangan (Hussein et al. 2012,

2013).

2.6 MADU TUALANG

Madu Tualang terhasil daripada lebah Tualang (Apis dorsata) yang membina sarang di
dahan pokok hutan Tualang yang tinggi (Kompassia excelsa). Pokok ini didapati
dengan banyak di hutan hujan tropika dan boleh mencecah sehingga 250 kaki tinggi.
Pokok-pokok ini didapati terutamanya di wilayah utara-barat Semenanjung Malaysia

(Erejuwa et al. 2010). Sarang lebah Tualang boleh mencecah sehingga enam kaki dan
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boleh menampung lebah sebanyak 30 000. Lebih daripada 100 sarang boleh ditemui
pada satu pokok Tualang. Sebatang pokok boleh menghasilkan 450 kg madu
Tualang. Madu Tualang mempunyai penampilan coklat gelap dan ia mengandungi
kompaun polifenol yang menyumbang kepada aktiviti antioksidan yang tinggi

(Mohamed et al. 2010).

Rajah 2.6 Pokok Tualang (Kompassia excelsa)
Sumber dari Anon. (2016)

2.6.1 Komposisi dan Sifat-Sifat Fisikokimia Madu Tualang

Madu Tualang (MT) terdiri daripada fruktosa (38%), glukosa (31%) dan lain-lain. Ia
mengandungi lebih daripada 180 bahan, termasuk asid amino, vitamin, mineral dan
enzim (Pérez et al. 2002; Terrab et al. 2003). Komposisi yang berbeza-beza mengikut
sumber bunga dan asal-usul (Lusby et al. 2002). [a mempunyai pH sebanyak 3.55-4.00
dan graviti 1.335. MT adalah lebih berasid daripada madu tempatan Malaysia yang lain,
seperti Kelulut Hitam, Kelulut Putih dan Gelam. Ciri-ciri ini menjadikan MT berkesan
terhadap beberapa mikroorganisma patogenik (Ghazali 2009). MT mengandungi lebih
asid fenolik dan flavonoid daripada madu tempatan yang lain. Sebanyak enam fenolik
asid (asid Gaul, syringic, benzoik, trans-cinnamic, p-coumaric dan caffeik) dan lima
flavonoid (catechin, kaempferol, naringenin, luteolin dan apigenin) terdapat di MT

(Kishore et al. 2011).
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2.7 MADU KELULUT

Lebah tidak bersengat adalah lebah yang kecil dari spesies Trigona atau Meliponine.
Nama madu Kelulut ini di ambil dari nama lebah Kelulut (tidak bersengat) yang terdapat
di negara Malaysia dan Indonesia (Biswa et al. 2017; Harjanto et al. 2020). Lebah tidak
bersengat adalah pendebunga utama di antara lebah yang lain dan boleh dijumpai di
kawasan tropika dan subtropika (Fowler 1979). Madu lebah tidak bersengat adalah
berbeza dengan apa yang dihasilkan oleh lebah genus Apis (iaitu lebah madu) dari segi
warna, rasa dan kelikatan (de Almeida-Muradian et al. 2014; Guerrini et al.
2009). Warna madu Kelulut (MK) biasanya jernih, cair dan mempunyai rasa yang
manis dan masam (Roowi et al. 2012). Dalam kajian terbaru menunjukkan bahawa
madu lebah tidak bersengat mempunyai potensi untuk merawat kanser kolorektum
(Yazan et al. 2016), anti-radang (Borsato et al. 2014), antimikrob (Cruz et al. 2014;
Medeiros et al. 2016; Zainol et al. 2013) dan mempunyai satu sifat antioksidan (da Silva

etal. 2013).

Rajah 2.7 Sarang lebah tidak bersengat (7rigona atau Meliponine)
Sumber dari Anon. (2020)

2.7.1 Komposisi dan Sifat-Sifat Fisikokimia Madu Kelulut

Konstituen kimia madu lebah tidak bersengat mengandungi kira-kira 200 kompaun,
seperti vitamin, enzim, asid amino dan mineral, dengan kandungan utama air dan gula
(Avila et al. 2018). Fruktosa adalah yang paling lazim, terdiri 32-38% daripada jumlah

gula dalam madu. Sebagai tambahan kepada fruktosa dan glukosa, beberapa yang lain
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seperti disakarida dan oligosakarida, termasuk sukrosa, maltose, maltotriose dan
panose, juga boleh didapati. Asid organik, mineral dan unsur surih seperti kalsium,
kalium, sodium, magnesium, fosforus, sulfur, besi, zink, kuprum dan mangan adalah
komponen-komponen lain yang terdapat dalam madu (Keng et al. 2017; Tewari &
Irudayaraj 2004). Di samping itu, terdapat pelbagai vitamin, termasuklah asid askorbik
(Vitamin C) thiamin (Vitamin B1), asid pantothenic (Vitamin BS5), riboflavin (Vitamin
B2), asid nikotinik (Vitamin B3), pyridoxine (Vitamin B6), biotin (Vitamin B8), asid
folik (Vitamin B9) dan cyanocobalamin (Vitamin B12) (Ciulu et al. 2011). Enzim dan
protein adalah konstituen kecil dalam madu, dengan enzim yang memainkan peranan
penting dalam pelbagai aktiviti, termasuk aktiviti antimikrobial dan memudahkan
penyerapan kalsium (Ariefdjohan et al. 2008). Banyak kajian telah melaporkan kapasiti
antioksidan madu yang bergantung bukan sahaja berkaitan dengan kehadiran jumlah
sebatian fenolik tetapi juga berkaitan dengan kehadiran flavanoid yang memainkan
peranan penting dalam membaik pulih tekanan oksidatif (Escriche et al. 2014; Flores et
al. 2015). Quercetin merupakan salah satu bahan yang terdapat dalam flavonoid yang
banyak diambil dalam diet pemakanan manusia dan ia dianggap berfungsi sebagai

antioksidan yang mujarab (Anand David et al. 2016).



BAB III

KAEDAH KAJIAN

3.1 BAHAN

3.1.1 Haiwan Kajian

Tikus putih jantan jenis Sprague Dawley yang mempunyai berat badan permulaan
antara 200-250 g (usia dua bulan) telah digunakan dalam kajian ini. Tikus diperoleh
daripada Unit Haiwan, Universiti Kebangsaan Malaysia (UKM). Kaedah pengendalian
haiwan telah diluluskan oleh Jawatankuasa Etika Haiwan Universiti Kebangsaan
Malaysia (UKMAEC) dengan nombor kelulusan FAR/PP/2016/AZLINA/28-SEPT./78
6-OCT.-2016-OCT.-2019.

3.1.2 Bahan Kimia

Bahan kimia yang digunakan di dalam kajian ini disenaraikan seperti berikut:

a. Penyediaan Kultur Bakteria, Ujian Suseptibiliti Antibakteria Kepada Strain H.
pylori

1. Plat Columbia Blood Agar (CBA), (Oxoid, United Kingdom)
1. Plat Mueller Hinton Blood Agar (MHBA), (Oxoid, United Kingdom)
1ii.  Mueller Hinton Broth (MHB), (Oxoid, United Kingdom)
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Penyediaan Makanan Haiwan Kajian

1. Makanan roden komersial (Gold Coin, Malaysia)

Rawatan Haiwan Kajian

1. Terapi piawai tiga serangkai yang merangkumi dua antibiotik
(Clarithromycin dan Amoxicillin) dan satu PPI (Omeprazole)

ii.  Madu Tualang (MT) and madu Kelulut (MK) (FAMA, Malaysia)

Persampelan Darah dan Tisu

1.  Anestetik ketamine 100 mg/mL (Troy Laboratories Pty. Ltd., Australia)
ii.  Anestetik Xylazine 20 mg/mL (Indian Immunologicals Ltd., India)
ii.  Larutan formaldehid 37% (Merk KGaA, Jerman)

Pengukuran Asid Gaster

1. NaOH (Merck, Germany)
ii.  Fenoftalein (Sigma, Amerika Syarikat)
iii.  Etanol (Merck, Germany)

Pengukuran Enzim Katalase (CAT)

1. Kit Asai (Elabscience, China)

Pengukuran Enzim Superoksida Dismutase (SOD)

1. Kit Asai (Elabscience, China)

Pengukuran Enzim Glutation Peroksidase (GPX)

1. Kit Asai (Elabscience, China)
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i. Pengukuran Produk Pemperoksidaan Lipid, Melondialdehid (MDA)

1. Kit Asai (Elabscience, China)

je Pengukuran Nitrik Oksida (NO)

1. Natrium nitrit (Sigma-Aldrich, Amerika Syarikat)
ii.  Reagen Griess (Sigma-Aldrich, Amerika Syarikat)

k. Pengukuran Sitokin Interleukin (IL)-1p), IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p, Interferon-y
(IFN-y), Faktor Nekrosis Tumor-o (TNF-a), dan Faktor Pertumbuhan Vaskular
Endotelium (VEGF)

1. Kit multipleks, (RECYTMAG-65k-04 Rat mengembang sitokin magnet
Millipore, Watford, United Kingdom)

1. Pemprosesan dan Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (H&E)

1. Larutan etanol 100% (HmBG Chemicals, Malaysia)
ii.  Larutan toluena (Merk KGaA, Jerman)

1. Parafin (Sigma-Aldrich, Amerika Syarikat)

iv.  Hematoksilin (BDH Chemicals, United Kingdom)
v.  Eosin (BDH Chemicals, United Kingdom)

3.1.3 Alat Radas

Alat radas yang digunakan di dalam kajian ini disenaraikan seperti berikut:

a. Penempatan Haiwan Kajian

1. Semua tikus disimpan dalam kitaran malam/hari biasa, dengan cahaya
semula jadi untuk tempoh 10 jam (07:00 — 17:00 h) dengan akses kepada
makanan dan air secara ad libitum. Tikus ditempatkan di dalam sangkar

pernafasan individu ‘Individually Ventilated Cage’ (IVC) (Techniplast,
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UK) di bilik haiwan Makmal Pelbagai Guna, Fakulti Perubatan, Universiti

Kebangsaan Malaysia, Kuala Lumpur, Malaysia.

Penyediaan Makanan Haiwan

1.

Alat penimbang (Thermo Fisher Scientific, Amerika Syarikat)

Penentuan Berat Badan dan Pengambilan Diet Tikus

1.

Alat penimbang digital (Thermo Fisher Scientific, Amerika Syarikat)

Persampelan dan Pemprosesan Darah

11.

1il.

1v.

V1.

Tiub pengumpulan darah (BD, UK)

Tiub ependof 1.5 mL (Eppendorf, Jerman)

Mesin pembuat ais Scotsman AF10 (Scotsman Ice System, Amerika
Syarikat)

Mesin pengempar Appendorf 5804R (Eppendorf, Jerman)

Mesin pengempar Microfuge 22R (Beckman Coulter, Amerika Syarikat)
Peti sejuk -70 °C Revco Puffer Hubbard (Thermo Fisher Scientific,
Amerika Syarikat)

Pengukuran Enzim (CAT, SOD, GPX, MDA dan NO), dan Sitokin (IL-1p), IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12p, IFN-y, TNF-a dan VEGF)

11.
1il.

1v.

V1.

vil.

Mikropipet 10 uL, 100 pL, dan 1000 puL (Eppendort, Jerman)

Tip mikropipet 10 pL, 100 pL, dan 1000 puL (BT Lab, Malaysia)

Plat mikrotiter 96 telaga

Mesin pembaca plat maltimod EnSpire (Perkin Elmer, Amerika Syarikat)
Program perisian Enspire 4.1 (Perkin Elmer, Amerika Syarikat)

Mesin pembaca Magpix (Luminex Corp, Austin, TX, Amerika Syarikat)
Program perisian xPonent 4.2 (Luminex Corp, Austin, TX, Amerika

Syarikat)
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f. Penyediaan Blok Paraffin Tisu Gaster Bagi Pewarnaan H&E dan Giemsa

1. Mesin pembenaman Leica EG1160 (Leica Microsystems, Jerman)
ii.  Acuan pembenaman (Leica Microsystems, Jerman)

iil.  Ketuhar (Memmert, Jerman)

g. Penyediaan Slaid Tisu Gaster

1. Mesin mikrotom Leica RM2235 (Leica Microsystems, Jerman)

ii.  Plat pemanasan Leica H11220 (Leica Microsystems, Jerman)

iii.  Mandian air Leica H11211 (Leica Microsystems, Jerman)

iv.  Mata pisau mikrotom (Leica Microsystems, Jerman)

v.  Mata pisau kriostat (FEATHER, Jepun)

vi.  Slaid biasa (Sail brand, Cina)

vil.  Slaid bersalut polilisin Menzel-Glaser (Thermo Scientific, Jerman)
viil. Penutup slaid bersaiz 18 x 18 mm (Chance Propper, UK)

ix. Kotak slaid

h. Pewarnaan Histologi

1. Bekas pewarnaan
i1.  Mikroskop cahaya Olympus CX31 (Olympus Corporation, Jepun)

iii.  Jam randik (Strato 7, Switzerland)

3.2 PENGENDALIAN TIKUS DAN PENYEDIAAN DIET

3.2.1 Pengendalian Tikus

Setelah menerima tikus daripada pembiak baka, tikus di asingkan secara individu ke
dalam sangkar IVC dan diberi makanan dan minuman secara ad libitum. Keadaan dan
berat tikus dipantau sepanjang proses aklimatisasi di dalam sangkar IVC selama dua
minggu. Penyelidikan dimulakan setelah memastikan tikus dalam keadaan baik, dimana

mereka mampu untuk makan dan minum secara bebas dan berat badan yang meningkat.
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33 PENYEDIAAN RAWATAN

3.3.1 Madu Tualang dan Madu Kelulut

Madu Tualang dan madu Kelulut yang digunakan sebagai rawatan di dalam kajian ini
dibekalkan dari Lembaga Pemasaran Pertanian Persekutuan (FAMA). Dalam kajian ini
dos madu yang diberikan ialah 2.0 g/kg berat tikus berdasarkan kajian yang telah
dilakukan oleh Nasuti et al. (2006) dan Almasaudi et al. (2016) yang dapat
mengurangkan pembentukan lesi gaster. Bagi tikus yang mempunyai berat 300 g
menggunakan kiraan (0.1 ml/100 g berat tikus), sebanyak 0.6 g madu Tualang atau
madu Kelulut dilarutkan ke dalam 0.3 ml air suling untuk diberikan kepada seekor tikus

sehari melalui gavaj oral.

3.3.2 Terapi Piawai Tiga Serangkai

Terapi piawai tiga serangkai merupakan rawatan pertama yang disyorkan bagi manusia
(Chey et al. 2017) dan digunakan bagi tikus kumpulan positif dalam kajian ini yang
merangkumi dua antibiotik iaitu Clarithromycin (500 mg) dan Amoxicillin (1000 mg)
dan satu perencat pam proton iaitu Omeprazole (20 mg) yang telah dibekalkan oleh
M.S. Ally Pharma (Malaysia) Sdn Bhd. Rawatan terapi piawai tiga serangkai diberi dua
kali sehari selama 14 hari. Dos yang digunakan ke atas tikus dikira berdasarkan dos
setara haiwan (AED) mengikut luas berat piawai manusia (BSA). Berikut adalah
pengiraan yang dilakukan berdasarkan garis panduan oleh FDA (Food and Drug
Administration 2005; Nair et al. 2018). Clarithromycin, Amoxicillin dan Omeprazole
dilarutkan di dalam air suling dan diberikan kepada tikus melalui oral gavaj. Pengiraan

bagi dos haiwan adalah berdasarkan persamaan di bawah:

Km Manusia
Km Tikus

Nilai Km adalah diambil berdasarkan garis panduan FDA (2005)

Dos Setara Haiwan (AED) = Dos Manusia (mg/kg) x

1. Pengiraan dos Clarithromycin (500 mg)
500 mg Clarithromycin dua kali sehari pada 60 kg berat piawai manusia
dewasa adalah bersamaan:

=8.33 mg/kg
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Km Manusia

AED =8.33 mg/kg x o Tikus
= 8.33 mg/ke x %

=51.37 mg/kg

ii.  Pengiraan dos Amoxicillin (1000 mg)
1000 mg Clarithromycin dua kali sehari pada 60 kg berat piawai manusia
dewasa adalah bersamaan:

= 16.67 mg/kg

Km Manusia

AED =16.67 mg/kg x Pr———
37
=16.67 mg/kg x "

=102.80 mg/kg

iii.  Pengiraan dos Omeprazole (20 mg)
20 mg Clarithromycin dua kali sehari pada 60 kg berat standard manusia
dewasa adalah bersamaan:

=0.33 mg/kg

Km Manusia

AED =0.33 mg/kg x Pr———
= 0.33 mg/kg x %

=2.035 mg/kg
34 PENYEDIAAN EJEN ANESTETIK

Campuran ketamine 100 mg/mL, Xylazine 20 mg/mL digunakan sebagai ejen anestetik.
Kedua-dua ubat ini dicampurkan pada nisbah 1:4. Sebanyak 2 mL Ketamine dan 6 mL
Xylazine (dicampurkan ke dalam 2ml air suling) bagi penyediaan stok. Agen anestetik
diberikan secara suntikan melalui intramuskular pada dos 0.2 ml pada setiap 100 g berat

badan tikus.
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35 PERSAMPELAN DARAH TIKUS

Sampel darah tikus diambil pada minggu ke-lapan kajian dijalankan. Sampel darah
diperoleh melalui tebuk kardium (cardiac puncture) dan tikus dipengsankan terlebih
dahulu dengan menggunakan agen anestetik. Sebanyak 2 mL darah untuk setiap 100 g
berat tikus boleh di ambil pada setiap satu prosedur pengambilan darah dijalankan.
Darah dikumpulkan ke dalam tiub pengumpulan darah dan dibiarkan pada suhu bilik
selama dua jam sebelum tiub diempar pada kelajuan 3000 rpm selama 10 minit pada
suhu bilik. Serum yang terpisah diambil dan dipindahkan ke dalam tiub ependof dan

disimpan pada suhu -70 °C sehingga analisis dijalankan.

3.6 PENGORBANAN HAIWAN KAJIAN

Pada akhir kajian, tikus dikorbankan secara beretika dengan suntikan dos berlebihan
agen anestetik Ketamine dan Xylazine. Darah, dan tisu gaster diambil dan disimpan

pada suhu -70°C sehingga analisis dijalankan.

3.7 REKA BENTUK KAJIAN

3.7.1 Kultur Bakteria H. pylori

Kultur strain H. pylori disediakan daripada stok kultur di Jabatan Mikrobiologi, UKM.
Bakteria H. pylori dikultur ke atas CBA dan dieram dalam keadaan mikroaerofilik
selama 5 hari pada 37°C. Pertumbuhan koloni dikenalpasti melalui pewarnaan Gram

dan ujian urease.

3.7.2 Kajian In-Vitro

a. Ujian Suseptibiliti Antibiotik Ke Atas Strain H. pylori

Ujian suseptibiliti antibakteria ke atas strain H. pylori menggunakan kaedah ujian Hole
Plate diffusion (Dastouri et al. 2008; Christy Echakachi Manyi-Loh et al. 2013). Aktiviti
kepekatan MT dan MK (10 %, 20 %, 50 % dan 75 %) diuji ke atas strain H. pylori.
Inokulum H. pylori disediakan dalam MHB dan disadur ke plat MHBA dalam tiga arah
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yang berbeza menggunakan swab steril. Lubang berukuran lapan mm diameter telah di
tebuk pada MHBA menggunakan pengorek keluli nirkarat yang steril dan kemudiannya
dipenuhi dengan 80 mL madu Tualang dan madu Kelulut secara berasingan kepada
setiap satu kepekatan madu (10 %, 20 %, 50 % dan 75 %). Plat MHBA dieram dalam
keadaan mikroaerofilik pada 37 °C selama tujuh hari. Aktiviti antimikrob dinilai dengan
mengukur zon perencatan antibiotik. Setiap ujian dilakukan sebanyak tiga kali.
Antibiotik Clarithromycin digunakan sebagai kawalan ubat piawai. Ringkasan reka

bentuk kajian ditunjukkan pada Rajah 3.1.

Rajah 3.1 Reka bentuk kajian in-vitro

3.7.3 Kajian In-Vivo

Tikus putih ‘Sprague Dawley’ jantan yang digunakan dalam kajian ini dibahagikan
kepada lima kumpulan dengan jumlah enam ekor tikus setiap kumpulan berdasarkan
diet dan rawatan yang diberikan. Kumpulan-kumpulan tersebut ialah: (1) kawalan
normal (diet standard); (2) kawalan negatif (teraruh jangkitan H. pylori); (3) kawalan
positif (terapi piawai tiga serangkai); (4) rawatan kajian MT dan (5) rawatan kajian MK.
Inokulum H. pylori dengan kepekatan 103 CFU/ml diberikan kepada tikus kumpulan 2,
3, 4 dan 5 melalui oral gavaj sebanyak satu ml/ rat dua kali sehari selang empat jam
selama tujuh hari berturut-turut (Werawatganon 2014) dan dibiarkan selama empat
minggu untuk membentuk lesi gaster. Setelah itu, semua rawatan bagi kumpulan 3, 4,

dan 5 diberikan dua kali sehari selang lapan jam selama 14 hari berturut-turut. Air suling
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digunakan sebagai larutan untuk madu dan standard terapi tiga serangkai diberikan
melalui oral gavaj dengan menggunakan jarum yang bersaiz 18 G. Kumpulan 1 dan 2
yang tidak menerima rawatan juga menerima air suling sebagai kawalan. Tikus
ditempatkan secara berasingan (seekor tikus dalam satu sangkar) di dalam IVC, bersuhu
25 + 2 °C dengan kelembapan relatif 72 RH dan kitaran cahaya gelap (10 jam:14 jam).
Tikus diberi kebebasan untuk mengambil makanan secara ad [ibitum sehingga
pengukuran parameter dilakukan. Pada hari akhir rawatan, tikus akan dipuasakan
selama 24 jam sebelum dikorbankan pada minggu ke lapan. Ringkasan reka bentuk

kajian ditunjukkan pada Rajah 3.2.

3.8 PENGUKURAN PARAMETER FIZIKAL

3.8.1 Pengambilan Diet

Tikus diberi akses kepada diet secara ad libitum. Baki makanan ditimbang dengan alat
penimbang elektronik digital untuk menentukan pengambilan makanan. Bekalan air

bersih yang mencukupi diberikan kepada tikus dan ditukar pada setiap minggu.

3.8.2 Berat Badan

Berat badan setiap ekor tikus ditentukan pada awal kajian dan setiap minggu sepanjang
kajian dijalankan dengan menggunakan alat penimbang digital. Perubahan sifat fizikal

dan pertumbuhan tikus diperhatikan di sepanjang kajian.



Rajah 3.2

Reka bentuk kajian in-vivo
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3.9 PENENTUAN PARAMETER KAJIAN

3.9.1 Pengukuran Asid Gaster

Setelah tikus dikorbankan, abdomen tikus dibuka dan bahagian sempadan esofagus-
gaster dan duodenum-pilorus dikenalpasti dan diikat sebelum gaster dipotong keluar.
Kemudian 3 ml air suling disuntikkan ke dalam gaster dan dikocak. Bahagian yang
diikat dipotong dan jus gaster diambil. Jus gaster yang diperoleh diemparkan pada
kelajuan 1500 x g (4°C) selama 10 minit. Sebanyak 1 ml supernatan diambil dan
dicampurkan dengan 9 ml air suling (10 kali pencairan). Seterusnya, tiga titik penunjuk
fenoftalein 0.5% dititiskan dan campuran dititratkan dengan larutan NaOH 0.01 M
sehingga larutan menjadi warna merah jambu, menunjukkan larutan mempunyai pH 7.
Isipadu titratan digunakan untuk pengiraan kepekatan ion hidrogen (H") mengikut

kaedah Shay et al. (1954).

3.9.2 Aras enzim katalase (CAT) pada tisu gaster

Aras enzim CAT diukur menggunakan kit ELISA CAT (Elabscience, China).
Penyediaan larutan-larutan reagen dan langkah-langkah asai dijalankan mengikut
arahan yang terdapat pada kit ELISA yang digunakan (Lampiran B). Intensiti warna
produk yang terhasil diukur pada gelombang 240 nm di atas mesin pembaca plat
maltimod EnSpire (Perkin Elmer, USA) menggunakan program perisian Enspire 4.1
(Perkin Elmer, USA). Keputusan dinyatakan sebagai perbandingan aras CAT diantara

kumpulan pada akhir kajian dijalankan.

3.9.3 Aras enzim Superoksida Dismutase (SOD) pada tisu gaster

Aras enzim SOD diukur menggunakan kit ELISA SOD (Elabscience, China).
Penyediaan larutan-larutan reagen dan langkah-langkah asai dijalankan mengikut
arahan yang terdapat pada kit ELISA yang digunakan (Lampiran D). Intensiti warna
produk yang terhasil diukur pada gelombang 450 nm di atas mesin pembaca plat

maltimod EnSpire (Perkin Elmer, USA) menggunakan program perisian Enspire 4.1
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(Perkin Elmer, USA). Keputusan dinyatakan sebagai perbandingan aras SOD diantara

kumpulan pada akhir kajian dijalankan.

3.9.4 Aras enzim Glutation Peroksidase (GPx) pada tisu gaster

Aras enzim GPx diukur menggunakan kit ELISA GPX (Elabscience, China).
Penyediaan larutan-larutan reagen dan langkah-langkah asai dijalankan mengikut
arahan yang terdapat pada kit ELISA yang digunakan (Lampiran E). Intensiti warna
produk yang terhasil diukur pada gelombang 340 nm di atas mesin pembaca plat
maltimod EnSpire (Perkin Elmer, USA) menggunakan program perisian Enspire 4.1
(Perkin Elmer, USA). Keputusan dinyatakan sebagai perbandingan aras GPX diantara

kumpulan pada akhir kajian dijalankan.

3.9.5 Aras enzim pemperoksidaan lipid, melondialdehid (MDA) pada tisu gaster

Aras produk pemperoksidaan lipid, MDA diukur menggunakan kit Asai MDA
(Elabscience, China). Penyediaan larutan-larutan reagen dan langkah-langkah asai
dijalankan mengikut arahan yang terdapat pada kit Asai yang digunakan (Lampiran F).
Intensiti warna produk yang terhasil diukur pada gelombang 532 nm di atas mesin
pembaca plat maltimod EnSpire (Perkin Elmer, USA) menggunakan program perisian
Enspire 4.1 (Perkin Elmer, USA). Keputusan dinyatakan sebagai perbandingan aras
MDA diantara kumpulan pada akhir kajian dijalankan.

3.9.6 Aras enzim Nitrik Oksida (NO) dan Nitrik Oksida Sintase Teraruh (iNOS) pada
tisu gaster

Penghasilan NO ditentukan secara tidak langsung dengan mengukur kandungan
metabolit NO,™ dalam tisu gaster. Untuk menghasilkan larutan stok NaNO; dengan
kepekatan 100 uM, sebanyak 6.9 mg serbuk NaNO; ditambah ke dalam 1 L air suling.
Kepekatan NO;" tisu gaster ditentukan daripada lengkung piawai ‘standard curve’ yang
diperolehi dengan kepekatan bermula dari 2.5 uM ke 100 uM larutan NaNO> (Jadual
3.1). Larutan piawai disediakan dengan menggunakan larutan stok NaNO, dan
dimasukkan ke dalam tiub ependof secara berasingan, kemudian ditambahkan air suling

untuk menjadikan isipadu akhir sebanyak 100 pL.
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Jadual 3.1 Kepekatan larutan piawai natrium nitrit

Kepekatan (unM) Larutan stok (uL) Isipadu air suling (uL)
2.5 2.5 97.5

5.0 5.0 95

10 10 90

20 20 80

40 40 60

60 60 40

80 80 20

100 100 0

Sebanyak 50 pL. sampel dan larutan piawai nitrit masing-masing dimasukkan ke dalam
telaga-telaga pada plat mikrotiter diikuti dengan 50 pL reagen Griess dan di inkubasi
selama 15 minit. Produk bewarna yang dihasilkan adalah berkadaran dengan kuantiti
NO> yang hadir dalam sampel. Intensiti warna produk yang terhasil diukur pada
gelombang 540 nm di atas mesin pembaca plat maltimod EnSpire. Keputusan
dinyatakan sebagai perbandingan aras NO diantara kumpulan pada akhir kajian

dijalankan.

Manakala bagi iNOS, tisu gaster disimpan dalam -80 °C dan kemudian RNA
diekstrak oleh penyucian spin-column (Vivantis, Malaysia.). Primer rawak digunakan
untuk mensintesis cDNA mengikut arahan pengilang (ABM good, Kanada). PCR
dilakukan menggunakan langkah awal denaturasi pada 95 °C selama dua minit, dengan
40 kitaran amplifikasi pada 95 °C selama 15 saat dan penyepuhlindapan (annealing)
pada 58 °C hingga 60 °C (bergantung kepada urutan primer) selama 30 saat. Ekspresi

relatif dikira mengikut rujukan beta actin.

3.9.7 Aras Sitokin (IL-1b), (IL-4), (IL-6), (IL-10), (IL-12p), (TNF), (IFN-y), dan (VEGF)
Pada Tisu Gaster

Aras sitokin dalam sampel tisu gaster ditentukan oleh analisis manik multiplek,
(RECYTMAG-65k-04 Rat mengembang sitokin magnet Millipore, Watford, UK). Aras
molekul-molekul berikut yang telah diukur: IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p, TNF-a,
IFN-y dan VEGF. Penyediaan larutan-larutan reagen dan langkah-langkah asai
dijalankan mengikut arahan yang terdapat pada manual kit yang digunakan (Lampiran

G). Setiap satu sampel tisu gaster (50 pL) telah dieram semalaman dengan salutan
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antibodi tangkap manik yang di bawah agitasi pada 4 °C. Selepas mencuci, manik
dieram lagi dengan Biotin-berlabel sitokin antibodi anti-manusia selama 60 minit,
diikuti dengan inkubasi streptavidin-phycoerythrin selama 30 minit. Akhirnya, manik
telah dibasuh dan dianalisis dalam pembaca Magpix (Luminex Corp, Austin, TX,
Amerika Syarikat) di Prima Nexus Sdn Bhd. Data disimpan dan dianalisis
menggunakan perisian Xponent 4.2. Keputusan dinyatakan sebagai perbandingan aras
sitokin IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p, TNF-a, IFN-y dan VEGF di antara kumpulan
pada akhir kajian dijalankan.

3.10 PEMPROSESAN TISU GASTER DAN PEWARNAAN HEMATOKSILIN &
EOSIN DAN GIEMSA

3.10.1 Pemprosesan Tisu Gaster

Selepas kajian tamat pada minggu ke lapan, kesemua tikus dikorbankan dan tisu gaster
dikeluarkan dan dibersihkan. Kemudian, tisu gaster diawet dengan larutan formalin
penimbal fosfat 10% selama 24 jam. Selepas itu, proses penyahidratan dilakukan
dengan merendam dengan merendam tisu gaster ke dalam larutan alkohol 50% dan 70%
secara berturutan selama satu jam setengah bagi setiap larutan alkohol. Kemudian, tisu
gaster dimasukkan ke dalam larutan alkohol 80% selama 16 jam. Pada keesokan hari,
proses diteruskan dengan larutan alkohol 90% selama satu jam setengah. Tisu gaster
seterusnya direndamkan ke dalam larutan alkohol 100% selama satu jam setengah
sebanyak dua kali pertukaran selama satu jam setengah bagi setiap pertukaran. Proses
pembersihan ‘clearing’ dilakukan dengan merendamkan tisu gaster ke dalam larutan
alkohol:toluena (1:1) selama 15 minit. Selepas itu, tisu gaster direndamkan ke dalam

larutan toluena 100% selama satu setengah jam.

Pemprosesan diteruskan dengan proses pembenaman ‘infiltration’. Tisu gaster
dimasukkan ke dalam kaset dan direndamkan ke dalam cecair lilin parafin paraplas di
dalam ketuhar bersuhu 60°C selama 16 jam. Pada keesokan hari, kaset yang
mengandungi tisu gaster dipindahkan ke dalam cecair lilin parafin paraplas kedua dan
ketiga dengan setiap kali pertukaran selama satu jam. Selepas itu, proses pembentukan
blok dilakukan. Tisu gaster diletakkan secara menegak di dalam acuan pembenaman

yang berisi lilin parafin. Lilin parafin dibiarkan membeku di atas permukaan ais
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sebelum acuan pembenaman dikeluarkan. Blok tisu terhasil dan sedia untuk dihiris.

Blok tisu disimpan pada suhu 0°C sehingga proses penghirisan dilakukan.

Tisu gaster dihiris pada ketebalan SuM dengan menggunakan mesin mikrotom.
Blok tisu dipastikan supaya sejuk untuk memudahkan proses penghirisan. Seterusnya,
hirisan riben lilin diampaikan di atas air suling bersuhu 50°C. Hirisan riben dipancing
dari permukaan air menggunakan slaid kaca dengan dua keratan tisu gaster setiap slaid.
Hirisan riben dipastikan tidak diampaikan terlalu lama di atas air suling untuk
mengelakkan hirisan tersebut daripada terpecah. Slaid yang terhasil dikeringkan pada
rak dan kemudian dibiarkan kering di atas plat pemanasan bersuhu 40°C semalaman.
Bahagian bawah slaid dipastikan supaya kering sebelum diletakkan di atas plat
pemanasan untuk dikeringkan selama semalaman. Slaid yang terhasil disimpan di
dalam kotak slaid sehingga proses pewarnaan dilakukan. Rajah 3.3 menggambarkan

carta alir kaedah pemprosesan tisu gaster bagi pewarnaan hematoksilin dan eosin.



Teknik Jangka masa
Tisu gaster
!
Penetapan: Larutan formalin penimbal fosfat 10% 24 jam
!
Penyahhidratan: Alkohol 50% 1 jam 30 minit
Alkohol 70% 1 jam 30 minit
Alkohol 80% 16 jam
Alkohol 90% 1 jam 30 minit
Alkohol 100% I 1 jam 30 minit
Alkohol 100% II 1 jam 30 minit
!
Pencerahan: Alkohol: toluene (1:1) 15 minit
Toluena 100% 1 jam 30 minit
!
Pembenaman: Parafin I 16 jam
Parafin II 1 jam
Parafin II1 1 jam
Pembentukan blok: Blok paraffin
!
Penghirisan: Hirisan Spm

Penyediaan slaid:

Hirisan diampaikan di atas mandian air suling (50°C)

l

Hirisan dipancingkan

l

Segera selepas

47

Pengeringan slaid di atas plat pemanasan (40°C) Semalaman

Rajah 3.3 Carta alir kaedah pemprosesan tisu gaster dan penyediaan slaid histologi

3.10.2 Pewarnaan Hematoksilin dan Eosin (H&E)

Pewarnaan H&E pada tisu gaster sering dilakukan dalam kajian mikroskopi. Pewarnaan
dimulakan dengan proses penyahlilinan. Slaid tisu gaster direndamkan di dalam larutan
xilena 100% sebanyak dua kali pertukaran selama lima minit setiap pertukaran.
Kemudian proses penghidratan dengan meletakkan slaid tisu gaster ke dalam larutan
alkohol 100% I, 100% II, 95%, 80%, 70% dan 50% secara berurutan selama tiga minit

bagi setiap larutan alkohol. Slaid tisu gaster seterusnya dicelupkan ke dalam air paip
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mengalir sebanyak tiga kali. Selepas itu, slaid tisu direndamkan di dalam larutan
pewarna hematoksilin selama 20 minit. Setelah tamat tempoh, slaid tisu kemudian
dicelupkan ke dalam larutan asid alcohol 1% sebanyak satu kali untuk proses
pembezaan. Selepas itu, slaid tisu direndamkan di dalam larutan pewarna eosin selama
tiga minit. Slaid tisu kemudiannya dicelupkan kembali ke dalam air paip mengalir

sebanyak tiga kali.

Kemudian, proses penyahhidratan dilakukan dengan merendamkan slaid tisu di
dalam larutan alkohol 95% dan 100% sebanyak dua kali pertukaran setiap jenis
kepekatan secara berurutan selama tiga minit setiap kali pertukaran. Seterusnya, proses
pembersihan dilakukan dengan meletakkan slaid tisu gaster ke dalam larutan xilena
100% sebanyak dua kali pertukaran selama lima minit bagi setiap pertukaran. Akhirnya,
proses pelekapan dilakukan dengan slaid tisu gaster ditutup dengan penutup slaid yang
dititiskan dengan larutan dibutylphthalate polystyrene xylene (DPX). Gelembung udara
dipastikan supaya tidak terperangkap di bawah penutup slaid. Slaid tisu dibiarkan pada

suhu bilik semalaman.

Pemeriksaan mikroskopi dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya
Olympus CX31 (Olympus Corporation, Jepun) pada kanta mata aras pembesaran 10X
dan kanta objektif pada aras pembesaran 4X, 10X, 20X dan 40X. Penentuan morfometri
gaster dilakukan menggunakan mikroskop cahaya Olympus BXS53 (Olympus
Corporation, Jepun) dan kamera warna Olympus DP27 (Olympus Corporation, Jepun)
dengan menggunakan program perisian penganalisa imej cellSens (CellSens, Belanda).

Rajah 3.4 menggambarkan carta alir kaedah pewarnaan H&E.



Teknik

Penyahlilinan:

Penghidratan:

Pewarnaan hematoksilin:

Pembezaan:

Pewarnaan eosin:

Penyahhidratan:

Pembersihan:

Proses pelekapan

Rajah 3.4

Slaid tisu gaster
!
Xilena I
Xilena II
!
Alkohol 100% I
Alkohol 100% II
Alkohol 95%
Alkohol 80%
Alkohol 70%
Alkohol 50%
!

Air paip mengalir
!
Hematoksilin
!

Air paip mengalir
!

Larutan asid alcohol 1%
!

Air paip mengalir
!

Eosin
!

Air paip mengalir
!
Alkohol 95% 1
Alkohol 95% 11
Alkohol 100% I

Alkohol 100% II
!
Xilena I
Xilena II

!
Larutan DPX

Carta alir pewarnaan histologi H&E

Jangka masa

5 minit

5 minit

3 minit

3 minit

3 minit

3 minit

3 minit

3 minit

3 celupan

20 minit

3 celupan

1 celupan

5 minit

3 minit

3 celupan

3 minit

3 minit

3 minit

3 minit

5 minit

5 minit
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3.10.3 Skor Ekspresi Lesi Mukosa Gaster

Gambar foto tisu gaster yang diwarnakan dengan H&E dirakamkan (format JPEG,
warna 24-bit, 2560x1920 piksel) dengan menggunakan kamera MicroPublisher 5.0
RTV yang disambungkan ke mikroskop pada pembesaran 200x, dan 400x untuk melihat
perubahan patologi pada mukosa gaster. Keseluruhan bahagian gaster mukosa
dibahagikan kepada beberapa gambar. Sebanyak tiga bahagian gambar diambil pada
setiap keratan tisu gaster. Skala gred pengkuantitian skor ekspresi lesi mukosa gaster
adalah seperti Jadual 3.2. Skor dilakukan oleh dua orang penyelidik patologi yang
dirabunkan mengikut sistem pemarkahan yang ditubuhkan oleh Dixon et al. (1996) dan

Sakagami et al. (1996). Skor adalah seperti berikut:

Jadual 3.2 Aras kronik keradangan, aktiviti, dan perubahan atrofik pada mukosa gaster (Sakagami
et al. 1996)

Gred Kronik Keradangan Aktiviti Perubahan Atrofik

0 Tiada peningkatan dalam sel Tiada peningkatan dalam  Tiada kehilangan sel
keradangan sel keradangan khusus

1 Tiada peningkatan dalam sel Neutrofil bertaburan Kehilangan ringan pada
keradangan oleh limfosit, sel dalam lamina propria sel khusus dalam kelenjar
plasma, dan beberapa eosinofil tanpa leucopedesis di (sel utama dan sel

kawasan sumur gaster parietal)
2 Infiltrasi yang sederhana padat Bilangan neutrophil yang Kehilangan sederhana

pada lamina propria oleh limfosit ~ sederhana dalam lamina pada sel khusus di
dan sel plasma propria dengan kelenjar
mikroabsces di kawasan

sumur gaster

3 Infiltrasi sel-sel lymphoplasmo Neutrofil yang ekstensif =~ Kehilangan yang teruk
yang sangat padat pada lamina dalam propria lamina pada sel khusus di

propria dengan kriptitis yang jelas  kelenjar
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3.10.4 Pewarnaan Giemsa

Pewarnaan Giemsa adalah satu kaedah histologi untuk menunjukkan kehadiran dan
lokasi H. pylori pada tisu gaster (C.-C. Fan et al. 2019; Gray et al. 1986). Pewarnaan
dimulakan dengan proses penyahlilinan. Slaid tisu gaster direndamkan di dalam larutan
xilena 100% sebanyak dua kali pertukaran selama lima minit setiap pertukaran.
Kemudian proses penghidratan dengan meletakkan slaid tisu gaster ke dalam larutan
alkohol 100% I, 100% II, 95%, 80%, 70% dan 50% secara berurutan selama tiga minit
bagi setiap larutan alkohol. Slaid tisu gaster seterusnya dicelupkan ke dalam air paip
mengalir sebanyak tiga kali. Selepas itu, slaid tisu direndamkan di dalam larutan
pewarna Giemsa selama 15 minit. Setelah tamat tempoh, slaid tisu kemudiannya
dicelupkan kembali ke dalam air paip mengalir sebanyak tiga kali. Kemudian, proses
penyahhidratan dilakukan dengan merendamkan slaid tisu di dalam larutan alkohol 95%
dan 100% sebanyak dua kali pertukaran setiap jenis kepekatan secara berurutan selama
tiga minit setiap kali pertukaran. Seterusnya, proses pembersihan dilakukan dengan
meletakkan slaid tisu gaster ke dalam larutan xilena 100% sebanyak dua kali pertukaran
selama lima minit bagi setiap pertukaran. Akhirnya, proses pelekapan dilakukan dengan
slaid tisu gaster ditutup dengan penutup slaid yang dititiskan dengan larutan DPX.
Gelembung udara dipastikan supaya tidak terperangkap di bawah penutup slaid. Slaid
tisu dibiarkan pada suhu bilik semalaman. Rajah 3.5 menggambarkan carta alir

pewarnaan giemsa.

3.11 ANALISIS STATISTIK

Perisian SPSS versi 24.0 dan Graphpad Prism 6.07 digunakan bagi analisis statistik.
Data terbahagi kepada kajian in-vitro dalam bentuk nilai purata + sisihan piawai (SD)
dan kajian in-vivo dalam bentuk nilai purata + ralat piawai (SEM). Kenormalan data
diuji menggunakan ujian Shapiro Wilk. Perbandingan data antara kumpulan-kumpulan
kajian menggunakan kaedah varians (ANOVA) diikuti dengan ujian Tukey HSD untuk
analisa parametrik, manakala ujian Kruskal Wallis dan ujian Dunnet digunakan untuk

analisa bukan parametrik. Keputusan dianggap signifikan sekiranya p < 0.05.



Teknik

Penyahlilinan:

Penghidratan:

Pewarnaan Giemsa:

Penyahhidratan:

Pembersihan:

Proses pelekapan

Rajah 3.5

Slaid tisu gaster
!
Xilena I
Xilena II
!
Alkohol 100% I
Alkohol 100% II
Alkohol 95%
Alkohol 80%
Alkohol 70%
Alkohol 50%
!

Air paip mengalir
!
Giemsa
!

Air paip mengalir
!
Alkohol 95% 1
Alkohol 95% 11
Alkohol 100% I
Alkohol 100% II
!

Xilena I
Xilena II

!
Larutan DPX

Carta alir pewarnaan histologi Giemsa

Jangka masa

5 minit

5 minit

3 minit
3 minit
3 minit
3 minit
3 minit

3 minit

3 celupan
15 minit
3 celupan
3 minit

3 minit

3 minit

3 minit

5 minit

5 minit
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BAB IV

HASIL KAJIAN

41 KESAN MADU TUALANG (MT) DAN MADU KELULUT (MK) SEBAGAI
ANTI-H. PYLORI AKTIVITI PADA UJIAN SUSEPTIBILITI ANTIMIKROB
(AST)

Jadual 4.1 menunjukkan keputusan MT dan MK pada kepekatan yang berbeza (10 %,
20 %, 50 %, 75 % (v/v)) memberikan pelbagai aras aktiviti antibakteria terhadap
bakteria H. pylori dari segi zon perencatan. MT dan MK pada kepekatan 75 % (v/v)
menunjukkan zon perencatan tertinggi (15.14 = 0.86 mm) dan (13.14 = 1.85 mm)
signifikan (p<0.05) apabila dibandingkan dengan kepekatan-kepekatan yang lain.
Dalam ujian ini, Clarithromycin (0.05 mg/ml) yang digunakan sebagai ubat piawai,
menunjukkan zon perencatan jauh lebih tinggi daripada zon perencatan oleh MT dan
MK dengan signifikan (p<0.0001).

Jadual 4.1 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) sebagai anti- H. pylori pada ujian
suseptibiliti antimikrobial (AST)

Madu Zon perencatan (mm)

Kepekatan (% v/v) 10 20 50 75
Tualang 6.36 + 1.30™ 8.38+1.96 ™ 12.92 + 1.64" 15.14+0.86 "ab¢
Kelulut 7.32+1.61™ 8.15+1.21°" 11.25+£2.62 " 13,14 & 1.85 abefe
Clarithromycin 27 4 (.33 abedefeh

Kesemua data dinyatakan dalam purata + sisihan piawai (n=3)

* Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan CLR

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan TH 10%
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan TH 20%
¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan TH 50%
4 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan TH 75%
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¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan KH 10%
f Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan KH 20%
¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan KH 50%
h Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan KH 75%

4.2 KAJIAN MIKROSKOPIK TISU GASTER: PEWARNAAN GIEMSA

Fotomikrograf 4.1 menunjukkan pemeriksaan histologi pengesanan bakteria H. pylori
menggunakan pewarnaan giemsa dengan kadar pembesaran 100x (10 pm) bagi
kumpulan kawalan normal dan kumpulan kawalan negatif (H. pylori) pada minggu
terakhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif menunjukkan
kolonisasi bakteria H. pylori di kelenjar mukosa antrum gaster berbanding dengan

kumpulan kawalan normal.

Fotomikrograf 4.1 Pemeriksaan histologi tisu gaster bagi pewarnaan Giemsa bagi kumpulan
(G1) Kawalan Normal; (G2) Kawalan Negatif
100x (10pm)

Anak panah hitam menunjukkan kehadiran bakteria H. pylori dalam kelenjar
mukosa antrum gaster
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4.3 KAJIAN MIKROSKOPIK TISU GASTER: PEWARNAAN H&E

Fotomikrograf 4.2, 4.3 dan 4.4 menunjukkan pemeriksaan histologi tisu gaster bagi
pewarnaan H&E dengan kadar pembesaran 10x (100pum), 20x (50pum) dan 40x (20pum)
antara kumpulan kajian pada minggu terakhir (minggu ke-8) kajian dijalankan.
Kumpulan kawalan normal menunjukkan struktur histologi mukosa dan submukosal
gaster yang normal dan utuh tanpa sebarang lesi. Manakala bagi kumpulan kawalan
negatif (H. pylori) menunjukkan kecederaan mukosa gaster tikus yang meluas kepada
permukaan epitelium yang disebabkan oleh jangkitan H. pylori. Walau bagaimanapun,
rawatan kumpulan MT dan MK selama 14 hari menunjukkan pembaikan terhadap
histologi permukaan epitelium yang lebih baik pada tikus dengan lesi gaster aruhan H.

pylori, setanding dengan rawatan kumpulan positif terapi tiga serangkai (TT).

Pemeriksaan histologi tisu gaster bagi pewarnaan H&E telah ditafsirkan dalam
bentuk skor lesi untuk setiap kumpulan dalam Jadual 4.2 Rawatan MK dengan
signifikan (p<0.05) mengurangkan histologi skor keradangan kronik dan aktiviti lesi
gaster aruhan H. pylori berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Tiada
perbezaan yang signifikan dilihat antara kumpulan rawatan MT dan TT berbanding

kumpulan kawalan negatif (H. pylori).

Jadual 4.2 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas mukosa gaster pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori

Purata penggredan mukosa gaster (0-3)

Kumpulan Keradangan kronik Aktiviti Perubahan Atrofik
Kawalan Normal 0 0 0

Kawalan Negatif 1.7¢% 1.7 1.4*
Kawalan Positif 0.7 0.7 0.7

Madu Tualang 1.3% 1.3* 1.3%

Madu Kelulut 04° 04° 0.6

Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n=3)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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Fotomikrograf 4.2 Pemeriksaan histologi tisu gaster bagi pewarnaan H&E dari kumpulan (G1)
Kawalan Normal; (G2) Kawalan Negatif; (G3) Rawatan Terapi Tiga
Serangkai (TT); (G4) Rawatan Madu Tualang (MT); (G5) Rawatan Madu
Kelulut (MK). 10x (100 um)
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Fotomikrograf 4.3 Pemeriksaan histologi tisu gaster bagi pewarnaan H&E dari kumpulan (G1)
Kawalan Normal; (G2) Kawalan Negatif; (G3) Rawatan Terapi Tiga
Serangkai (TT); (G4) Rawatan Madu Tualang (MT); (G5) Rawatan Madu
Kelulut (MK). 20x (50 pm)
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Fotomikrograf 4.4 Pemeriksaan histologi tisu gaster bagi pewarnaan H&E dari kumpulan (G1)
Kawalan Normal; (G2) Kawalan Negatif; (G3) Rawatan Terapi Tiga
Serangkai (TT); (G4) Rawatan Madu Tualang (MT); (G5) Rawatan Madu
Kelulut (MK). 40x (20 pm)
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4.4 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS KEPEKATAN
ASID GASTER DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.1 menunjukkan perbezaan pada kepekatan asid gaster antara kumpulan kajian
pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif (H.
pylori) menunjukkan peningkatan aras kepekatan asid gaster yang lebih tinggi dengan
signifikan sebanyak 74% (p<0.0001) berbanding dengan kumpulan kawalan normal
(KN). Kesemua kumpulan rawatan menunjukkan penurunan aras kepekatan asid gaster
yang signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Rawatan MT dan
MK mampu mengurangkan kepekatan asid gaster ke atas tikus lesi gaster aruhan H.
pylori, dengan penurunan masing-masing sebanyak 60% (p=0.0002) dan 70%
(p<0.0001). Kumpulan rawatan TT juga menunjukkan penurunan yang signifikan
sebanyak 41% (p<0.0001). Tiada perbezaan yang signifikan dilihat antara kumpulan
rawatan MT (30.500+2.141 mEq/L) dan MK (22.830+2.892 mEq/L) dengan kumpulan
kawalan positif (TT) (44.830+£2.509 mEq/L).
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Rajah 4.1 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas kepekatan asid gaster pada

tikus lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai
(n=06)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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4.5 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
MALONDIALDEHID (MDA) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.2 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada kandunagn MDA tisu gaster antara
kumpulan kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan peningkatan pada kandungan MDA yang
lebih tinggi dengan signifikan sebanyak 38% (p<0.0001) berbanding dengan kumpulan
kawalan normal (KN). Kesemua kumpulan rawatan berjaya menurunkan aras MDA
yang signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Rawatan MT dan
MK selama 14 hari dapat mengurangkan aras MDA kepada tikus lesi gaster aruhan H.
pylori, dengan penurunan masing-masing sebanyak 31% (p=0.0001) dan 17%
(p=0.0389). Kumpulan rawatan TT juga menunjukkan penurunan yang signifikan
sebanyak 20% (p=0.0118) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Tiada
perbezaan yang signifikan dilihat antara kumpulan rawatan MT (0.023+0.002 nmol/mg)
dan MK (0.027£0.000 nmol/mg) dengan kumpulan kawalan positif (TT) (0.026=+ 0.002

nmol/mg).
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Rajah 4.2 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas MDA pada tikus lesi gaster

aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n = 6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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4.6 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS KATALASE
(CAT) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.3 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras enzim CAT antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan aras enzim CAT yang lebih rendah secara signifikan sebanyak
41% (p<0.0001) berbanding dengan kumpulan kawalan normal (KN). Kumpulan
rawatan MK menunjukkan peningkatan aras enzim CAT yang signifikan sebanyak 31%
(p=0.0042) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Tiada perubahan pada
aras CAT ke atas kumpulan rawatan MT (0.67320.038 nmol/min/mg) dan TT (0.786+
0.056 nmol/min/mg) berbanding dengan kawalan negatif (H. pylori) (0.679+ 0.043
nmol/min/mg). Dapatan kajian antara kumpulan rawatan selama 14 hari menunjukkan
MK dapat meningkatkan aras enzim CAT dengan signifikan sebanyak 32% (p=0.0035)
berbanding kumpulan rawatan MT. Tiada perbezaan yang signifikan dilihat antara
kumpulan rawatan MT (0.673+£0.038 nmol/min/mg) dan MK (0.989+0.079
nmol/min/mg) dengan kumpulan kawalan positif (TT) (0.786+0.056 nmol/min/mg).

1.59

CAT (nmol/min/mg protein)

Rajah 4.3 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas enzim CAT pada tikus lesi
gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n = 6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
4 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan madu Tualang (MT)
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4.7 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS SUPEROXIDE
DISMUTASE (SOD) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.4 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras enzim SOD antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan aras enzim SOD yang lebih rendah secara signifikan sebanyak
60% (p<0.0001) berbanding dengan kumpulan kawalan normal (KN). Kumpulan
rawatan MK dan MK menunjukkan peningkatan aras enzim SOD yang signifikan
berbanding kumpulan kawalan negatif (/. pylori), dengan peningkatan masing-masing
sebanyak 45% (p= 0.0001) dan 58% (p<0.0001). Namun tiada perubahan pada aras
enzim SOD pada kumpulan rawatan TT (51.330+1.437 U/mg) berbanding kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) (41.390+ 2.772 U/mg). Dapatan kajian antara kumpulan
rawatan selama 14 hari menunjukkan MT dan MK dapat meningkatkan aras enzim SOD
kepada tikus lesi gaster aruhan H. pylori, dengan signifikan sebanyak 32% (p=0.0059)
dan 49% (p<0.0001) berbanding kumpulan rawatan TT. Kumpulan rawatan MK
mendahului dalam meningkatkan aras enzim SOD sebanyak 25% (p=0.0049)

berbanding kumpulan rawatan MT.
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Rajah 4.4 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas enzim SOD pada tikus lesi
gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n = 6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)

® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)

¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan positif terapi tiga serangkai (TT)
4 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan madu Tualang (MT)
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4.8 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS GLUTATION
PEROKSIDASE (GPX) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.5 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras enzim GPX antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan aras enzim GPX yang lebih rendah secara signifikan sebanyak
72% (p=0.0135) berbanding kumpulan kawalan normal (KN). Kumpulan rawatan MK
dan MK menunjukkan peningkatan aras enzim GPX yang signifikan berbanding
kumpulan kawalan negatif (H. pylori), dengan peningkatan masing-masing sebanyak
71% (p=0.0198) dan 71% (p=0.0197). Tiada perubahan pada aras enzim GPX pada
kumpulan rawatan TT (0.7891£0.070 nmol/min/mg) berbandingkan dengan kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) (0.608+0.041 nmol/min/mg). Dapatan kajian antara
kumpulan rawatan selama 14 hari menunjukkan MT dan MK berjaya meningkatkan
aras enzim GPX kepada tikus aruhan lesi gaster dijangkiti H. pylori, dengan signifikan

sebanyak 62% (p=0.0495) dan 62% (p=0.0491) berbanding kumpulan rawatan TT.
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Rajah 4.5 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas enzim GPX pada tikus lesi

gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n = 6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan positif terapi tiga serangkai (TT)
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4.9 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
INTERLEUKIN-1§ (IL-1p) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.6 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin IL-1 antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan aras sitokin IL-1p yang lebih tinggi dengan signifikan
sebanyak 46% (p=0.0003) berbanding kumpulan kawalan normal (KN). Kesemua
kumpulan rawatan berjaya menurunkan aras sitokin IL-1B dengan signifikan
berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Rawatan MT dan MK selama 14 hari
dapat mengurangkan aras sitokin IL-1B kepada tikus aruhan lesi gaster dijangkiti H.
pylori, dengan pengurangan masing-masing sebanyak 45% (p=0.0003) dan 40%
(p=0.0015). Kumpulan rawatan terapi tiga serangkai (TT) juga menunjukkan penurunan
yang ketara sebanyak 37% (p=0.0034) berbanding kumpulan H. pylori. Tiada
perbezaan yang signifikan dilihat antara kumpulan rawatan MT (40.530+3.909 pg/mL)
dan MK (44.340+3.447 pg/mL) dengan kumpulan kawalan positif (TT) (46.550+2.846

pg/mL).
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Rajah 4.6 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin IL-1p pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n =

6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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410 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
INTERLEUKIN-6 (IL-6) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.7 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin IL-6 antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan peningkatan aras sitokin IL-6 yang lebih tinggi dengan
signifikan sebanyak 60% (p<0.0001) berbanding dengan kumpulan kawalan normal
(KN). Kumpulan rawatan MT dan MK dapat menurunkan aras sitokin IL-6 yang
signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori), dengan penurunan
masing-masing sebanyak 54% (p=0.0001) dan 61% (p<0.0001). Namun, tiada
penurunan yang signifikan pada kumpulan rawatan terapi tiga serangkai (TT)
(161.100£13.120 pg/mL) berbanding kumpulan H. pylori (205.800+12.490 pg/mL).
Dapatan kajian antara kumpulan rawatan selama 14 hari menunjukkan MT dan MK
berjaya menurunkan aras sitokin IL-6 kepada tikus aruhan lesi gaster dijangkiti H.
pylori, dengan signifikan sebanyak 41% (p=0.0282) dan 51% (p=0.0053) berbanding

kumpulan rawatan TT.
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Rajah 4.7 Kesan madu Tualang (TH) dan madu Kelulut (KH) ke atas sitokin IL-6 pada tikus lesi

gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n=6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan positif terapi tiga serangkai (TT)
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4.11 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
INTERLEUKIN-12p70 (IL-12p70) DALAM LESI GASTER ARUHAN H.
PYLORI

Rajah 4.9 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin IL-12p70 antara
kumpulan kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan peningkatan aras sitokin IL-12p70 yang lebih
tinggi dengan signifikan sebanyak 55% (p<0.0001) berbanding kumpulan kawalan
normal (KN). Kumpulan rawatan MT dan MK menunjukkan penurunan aras sitokin IL-
12p70 yang signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori), dengan
penurunan masing-masing sebanyak 37% (p=0.0054) dan 34% (p=0.0114). Tiada
perubahan yang signifikan pada aras sitokin IL-12p70 pada kumpulan rawatan TT
(5.656+0.314 pg/mL) berbandingkan dengan kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
(6.24940.6918 pg/mL). Tiada perbezaan yang signifikan juga dilihat antara kumpulan
rawatan MT (3.954+0.353 pg/mL) dan MK (4.135+0.325 pg/mL) dengan kumpulan
kawalan positif (TT) (5.656+0.314 pg/mL).
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Rajah 4.8 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin IL-12p70 pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai
(n=6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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4.12 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS FAKTOR
NEKROSIS TUMOR-a (TNF-a) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.8 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin TNF-a antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(HP) menunjukkan peningkatan aras sitokin TNF-a yang lebih tinggi dengan signifikan
sebanyak 71% (p<0.0001) berbanding dengan kumpulan kawalan normal (KN).
Kesemua kumpulan rawatan berjaya menurunkan aras sitokin TNF-a dengan signifikan
berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Rawatan MT dan MK selama 14 hari
dapat mengurangkan aras sitokin TNF-a kepada tikus aruhan lesi gaster dijangkiti H.
pylori, dengan pengurangan masing-masing sebanyak 68% (p<0.0001) dan 54%
(p<0.0001). Kumpulan rawatan terapi tiga serangkai (TT) juga menunjukkan penurunan
yang ketara sebanyak 64% (p<0.0001) berbanding kumpulan H. pylori. Tiada
perbezaan yang signifikan dilihat antara kumpulan rawatan MT (1.460+0.172 pg/mL)
dan MK (2.067+0.051 pg/mL) dengan kumpulan kawalan positif (TT) (1.645+0.142
pg/mL).

TNF-@& (pg/mL)

Rajah 4.9 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin TNF-o pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai
(n=6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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4.13 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS INTERFERON-
v (IFN-y) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.11 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin I[FN-y antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(HP) menunjukkan peningkatan aras sitokin IFN-y yang lebih tinggi dengan signifikan
sebanyak 52% (p<0.0001) berbanding kumpulan kawalan normal (KN). Kesemua
kumpulan rawatan berjaya menurunkan aras sitokin IFN-y dengan signifikan
berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Rawatan MT dan MK selama 14 hari
dapat mengurangkan aras sitokin IFN-y kepada tikus aruhan lesi gaster dijangkiti H.
pylori, dengan pengurangan masing-masing sebanyak 51% (p<0.0001) dan 37%
(p=0.0002). Kumpulan rawatan terapi tiga serangkai (TT) juga menunjukkan penurunan
yang signifikan sebanyak 51% (p<0.0001) berbanding kumpulan H. pylori. Tiada
perbezaan yang signifikan dilihat antara kumpulan rawatan MT (77.110£8.372 pg/mL)
dan MK (99.080+2.636 pg/mL) dengan kumpulan kawalan positif (TT) (77.790+£12.280

pg/mL)
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Rajah 4.10 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin IFN-y pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai
(n=6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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4.14 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
INTERLEUKIN-4 (IL-4) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.10 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin IL-4 antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan peningkatan aras sitokin IL-4 yang lebih tinggi dengan
signifikan sebanyak 58% (p=0.0056) berbanding dengan kumpulan kawalan normal
(KN). Kumpulan rawatan MT dan MK menunjukkan penurunan aras sitokin IL-4 yang
signifikan dengan pengurangan masing-masing sebanyak 55% (p=0.0090) dan 48%
(p=0.0302) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Tiada perubahan pada
aras sitokin IL-4 pada kumpulan rawatan TT (12.660+2.573 pg/mL) berbanding
kumpulan H. pylori (18.490+2.183 pg/mL). Tiada perbezaan yang signifikan dilihat
antara kumpulan rawatan MT (8.229+2.037 pg/mL) dan MK (9.665£1.517 pg/mL)
dengan kumpulan kawalan positif (TT) (12.660+2.573 pg/mL).
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Rajah 4.11 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin IL-4 pada tikus lesi
gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n = 6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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4.15 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
INTERLEUKIN-10 (IL-10) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.12 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin IL-10 antara kumpulan
kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) menunjukkan peningkatan aras sitokin IL-10 yang lebih tinggi dengan
signifikan sebanyak 44% (p=0.0001) berbanding dengan kumpulan kawalan normal
(KN). Kumpulan rawatan MT menunjukkan penurunan aras sitokin IL-10 yang
signifikan sebanyak 34% (p=0.0028) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori).
Tiada perubahan yang signifikan pada aras sitokin IL-10 pada kumpulan rawatan MK
(38.890£3.559 pg/mL) dan TT (39.540+1.301 pg/mL) berbanding kawalan negatif (H.
pylori) (49.740+2.387 pg/mL). Tiada perbezaan yang signifikan juga dilihat antara
kumpulan rawatan MT (32.880+2.302 pg/mL) dan MK (38.890+3.559 pg/mL) dengan
kumpulan kawalan positif (TT) (39.540+1.301 pg/mL).
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Rajah 4.12 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin IL-10 pada tikus

lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai
(n=6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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416 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
PENGEKSPRESAN GEN NITRIK OKSIDA SINTASE TERARUH (INOS) DAN
KANDUNGAN NITRIK OKSIDA DALAM LESI GASTER ARUHAN H.
PYLORI

Rajah 4.13 dan 4.14 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada kandunagn NO tisu gaster
antara kumpulan kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan peningkatan yang lebih tinggi pada
pengekspresan gen yang mengekod enzim iNOS pada tisu gaster dengan signifikan
sebanyak 74% (p<0.0001) berbanding kumpulan kawalan normal (KN). Kumpulan
rawatan MT dan MK selama 14 hari dapat mengurangkan pengekspresan iNOS pada
tikus lesi gaster aruhan H. pylori, dengan penurunan masing-masing sebanyak 75%
(p<0.0001) dan 66% (p<0.0001). Namun, tiada penurunan yang signifikan pada
kumpulan rawatan terapi tiga serangkai (TT) (2.365£0.077 mRNA) berbanding
kumpulan kawalan negatif (H. pylori) (3.217£0.398 mRNA). Dapatan kajian antara
kumpulan rawatan selama 14 hari menunjukkan MT dan MK dapat mengurangkan
pengekspresan iNOS dengan signifikan sebanyak 66% (p= 0.0032) dan 54% (p=
0.0199) berbanding kumpulan rawatan TT.

Manakala kandungan NO bagi kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
menunjukkan peningkatan yang lebih tinggi dengan signifikan sebanyak 40%
(p=0.0128) berbanding dengan kumpulan kawalan normal (KN). Kumpulan rawatan
MT dan MK selama 14 hari dapat mengurangkan aras NO pada tikus lesi gaster aruhan
H. pylori, dengan penurunan masing-masing sebanyak 39% (p= 0.0161) dan 49% (p=
0.0020). Namun, tiada penurunan pada kumpulan rawatan terapi tiga serangkai (TT)
(18.750£1.351 nmol/g) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
(21.800£1.044 nmol/g). Dapatan kajian antara kumpulan rawatan selama 14 hari
menunjukkan MK dapat mengurangkan kandungan NO dengan signifikan sebanyak

41% (p=0.0376) berbanding kumpulan rawatan TT.



Rajah 4.13

Rajah 4.14
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mMRNA iNOS (Perubahan Lipatan)

Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas ekspresi mRNA nitrik
oksida sintase teraruh (iNOS) pada tikus lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data
dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n = 6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan positif (TT)
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Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas kandungan NO pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai (n =
6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
¢ Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan positif (TT)
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4.17 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS FAKTOR
PERTUMBUHAN VASKULAR ENDOTELIAL (VEGF) DALAM LESI
GASTER ARUHAN H. PYLORI

Rajah 4.15 menunjukkan perbezaan tisu gaster pada aras sitokin VEGF antara
kumpulan kajian pada minggu akhir (minggu ke-8) kajian dijalankan. Kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan peningkatan aras sitokin VEGF yang lebih
tinggi dengan signifikan sebanyak 65% (p=0.0006) berbanding kumpulan kawalan
normal (KN). Kumpulan rawatan MT dan MK menunjukkan penurunan aras sitokin
VEGF vyang signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori), dengan
penurunan masing-masing sebanyak 55% (p=0.0035) dan 62% (p=0.0011). Tiada
perubahan yang signifikan pada aras sitokin VEGF pada kumpulan rawatan TT
(605.700+£87.730 pg/mL) berbandingkan dengan kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
(954.800£145.100 pg/mL). Tiada perbezaan yang signifikan juga dilihat antara
kumpulan rawatan MT (426.300+£66.880) dan MK (365.000+71.960) dengan kumpulan
kawalan positif (TT) (605.700+87.730).
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Rajah 4.15 Kesan madu Tualang (MT) dan madu Kelulut (MK) ke atas sitokin VEGF pada tikus
lesi gaster aruhan H. pylori. Kesemua data dinyatakan dalam purata + ralat piawai
(n=6)

2 Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan normal (KN)
® Signifikan (p<0.05) berbanding kumpulan kawalan negatif (H. pylori)
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PERBINCANGAN

5.1 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS AKTIVITI
ANTI- H. PYLORI MELALUI UJIAN SUSEPTIBILITI ANTIMIKROB

Kebanyakan penyakit berjangkit adalah berpunca daripada jangkitan bakteria. Dengan
penemuan kaedah makmal untuk pembiakan mikroorganisma menggunakan medium
pertumbuhan sesuai yang dikenali sebagai "kultur," dan penentuan kerintangan patogen
terhadap pelbagai agen antimikrob dapat memberi panduan kesihatan berkenaan
regimen rawatan yang betul kepada pesakit (Lagier et al. 2015). Ujian suseptibiliti
antimikrob (AST) adalah prosedur makmal yang dilakukan oleh ahli teknologi
perubatan (makmal klinikal) untuk mengenal pasti regimen antimikrob khusus yang
berkesan untuk pesakit. Pada skala yang lebih besar, ia membantu dalam penilaian
perkhidmatan rawatan yang disediakan oleh hospital, klinik dan program kebangsaan
untuk mengawal dan mencegah penyakit berjangkit. Penyelidik perlu melaksanakan
aktiviti pengawasan secara berterusan mengenai corak kerintangan antibiotik dalam

populasi bakteria (Graham et al. 1985; Sawatzky et al. 2015).

AST menentukan kepekatan antimikrob yang menghalang pertumbuhan
mikrob, bagi kedua-dua agen jenis bakterisidal dan bakteriostatik (Brown et al. 2016;
Sanguinetti dan Posteraro 2018; Humphries et al. 2019; Belkum et al. 2019). H. pylori
adalah bakteria gram-negatif berbentuk spiral yang terdapat dalam perut manusia.
Walau bagaimanapun, apabila berlaku ketidakseimbangan homeostasis dalam perumah,
H. pylori akan berubah menjadi virulens yang boleh menyebabkan kecederaan dalam

sistem pencernaan (Bonifécio et al. 2014; Dos Santos 2015; Hajimahmoodi et al. 2011;
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Proctor and Deans 2014). Dalam tahun-tahun kebelakangan ini, terapi ke atas H. pylori
telah menghadapi kesulitan disebabkan terapi pembasmian telah menjadi semakin
kurang berkesan (Huang et al. 2015; Picoli et al. 2014). Rawatan utama terdiri daripada
pemberian perencat pam proton (Omeprazole) bersama dua antibiotik (Amoxicillin dan
Carithromycin). Pilihan antibiotik biasanya bergantung kepada kawasan geografi dan
kerintangan dadah yang menjejaskan rawatan (Bonifacio et al. 2014; Mégraud et al.
2014; Proctor and Deans 2014; Safavi 2016). Tambahan pula, kos rawatan antibiotik
adalah mahal, bioavailabiliti yang tidak mencukupi, dan kesan sampingan yang boleh
menyebabkan ketidakpatuhan pesakit kepada terapi (Sardi et al. 2013). Dalam dekad
yang lalu, beberapa produk dari sumber semula jadi telah menunjukkan kesan yang

menarik terhadap H. pylori (Bonifécio et al. 2014).

Dalam kajian ini, dapatan kajian menunjukkan madu Tualang dan madu Kelulut pada
kepekatan yang berbeza (10, 20, 50, 75 (% v/v)) memberikan pelbagai aras aktiviti
antibakteria terhadap H. pylori daripada segi saiz zon perencatan. Madu Tualang dan
Kelulut pada kepekatan 75 % (v/v) menunjukkan zon perencatan tertinggi yang
signifikan apabila dibandingkan dengan kepekatan lain. Kajian-kajian in-vitro
terdahulu telah menunjukkan kesan madu dari sumber yang berbeza berjaya
menghalang pertumbuhan H. pylori (Abdel-Latif & Abouzied 2016; Kim et al. 2017;
2015; Manyi-Loh et al. 2010; Ndip et al. 2007; Nzeako & Al-namaani 2006). Dapatan
dalam kajian ini selari dengan kajian terdahulu oleh Manyi-Loh et al. (2010) yang
melaporkan bahawa tiga madu tempatan (Goldcrest, Pure honey dan Citrus blossom)
dari Afrika Selatan mempamerkan aktiviti antibakteria terhadap H. pylori pada
kepekatan serendah 10% (v/v). Manakala dalam kajian lanjutan Manyi-Loh et al. (2013)
melaporkan bahawa daripada enam jenis madu tempatan dari Afrika Selatan (Goldcrest,
Pure honey, Citrus blossom, Champagne royal train, Honeyleine dan Heritage), madu
Goldcrest, Pure honey dan Citrus blossom didapati paling aktif pada kepekatan 75%
(v/v). Walaubagaimanapun, hasil dapatan kajian Manyi-Loh et al. direkodkan tidak
signifikan apabila saiz zon perencatan madu-madu kajian dibandingkan dengan
Clarithromycin (kawalan positif). Walaupun madu Tualang dan madu Kelulut
menunjukkan aktiviti anti-H. pylori, namun terdapat ketidaksamaan dalam peratusan
suseptibiliti H. pylori terhadap jenis madu yang diuji. Ketidaksamaan ini adalah

berpunca daripada sumber bunga dan spesies tumbuhan yang diambil oleh lebah (AL-
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Waili et al. 2013; Cheung et al. 2019; Yao et al. 2003). Komposisi, rasa dan warna madu
yang berbeza bergantung kepada jenis sumber bunga, kawasan geografi, iklim, dan

spesies lebah yang berbeza yang terlibat dalam pengeluaran madu (Puscas et al. 2013).

Terdapat pelbagai laporan mengenai aktiviti antibakteria pada komponen madu
seperti pH, keosmolaran, dan aktiviti pemperoksidaan (Ghazali 2009; Mandal &
Mandal 2011; Mohd-Aspar et al. 2019). Kehadiran bahan bukan peroksida seperti asid
fenolik, flavonoid, dan lisozim juga menyumbang kepada aktiviti antimikrob madu
(Chan et al. 2013; Sousa et al. 2016). Madu juga terdiri daripada asid organik seperti
formik, asetik, butirik, oksalik, laktik, suksinik, folik, malik, sitrik, and glikolik yang
menyumbang kepada ciri rasanya dan bertanggungjawab untuk kestabilan madu yang
sangat baik terhadap mikroorganisma (Costa Ferreira da Cruz et al. 2019; Oertel 1980).
Asid glukonik dianggap sebagai salah satu asid organik yang paling penting dalam
madu dimana ia adalah produk pengoksidaan katalitik glukosa oksidase. Dalam
pengoksidaan ini hidrogen peroksida (H>O2) juga terbentuk dan membentuk kesan
antibakteria yang kuat (Nweze et al. 2019; White et al. 1963). Keasidan madu adalah
disebabkan oleh kehadiran asid organik yang merupakan salah satu daripada komponen
bukan peroksida, yang membentuk 0.57% komposisi madu. Komponen bukan
peroksida akan menghalang kebanyakan mikroorganisma yang membesar pada pH
antara 7.2 dan 7.4 (Kek et al. 2014). Kajian terdahulu oleh Kwakman et al. (2010) telah
memeriksa sifat-sifat antimikrob yang terdapat pada madu secara in-vitro turut
mendapati bahawa Methylglyoxal (MGO) dan peptida antimikrob (bee defensin-1)
adalah mekanisme yang berbeza yang terlibat dalam aktiviti antibakteria madu.
Sebatian MGO yang terdapat dalam madu Manuka mampu membunuh bakteria melalui
potensi osmotik. Sifat antibakteria MGO juga menyebabkan perubahan dalam struktur
fimbria dan flagelum bakteria yang akan mengehadkan motiliti dan pelekatan bakteria
(Kwakman et al. 2010; Rabie et al. 2016). Gred madu dalam perubatan mempunyai
potensi aktiviti bakterisidal secara in-vitro terhadap bakteria rintang antibiotik. Di
samping itu, madu juga adalah higroskop, di mana ia boleh menarik kelembapan
daripada kawasan persekitaran dan seterusnya membawa kepada dehidrasi pada

bakteria (Yap et al. 2019).
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Dalam kajian ini, Clarithromycin (0.05 mg/ml) yang digunakan sebagai rawatan
piawai, menunjukkan zon perencatan yang jauh lebih besar berbanding kedua-dua madu
Tualang dan madu Kelulut dengan signifikan. Regimen piawai untuk jangkitan H.
pylori terdiri daripada ubat perencat pam proton dengan gabungan dua antimikrobial,
Amoxicillin dan Clarithromycin atau Metronidazole. Rawatan ini menawarkan kadar
keberkesanan dalam julat antara 70 dan 80 %, yang menjadikan perlunya untuk mencari
alternatif terapeutik lain. Kegagalan terapi ini disebabkan terutamanya oleh jangkitan

H. pylori yang rintang antibiotik (Gisbert & Calvet 2011; Savoldl et al. 2018).

5.2 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS STRUKTUR
HISTOLOGI LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Histologi adalah kaedah yang sangat baik untuk mengesan H. pylori dan menyediakan
maklumat tambahan mengenai struktur mikroskopik mukosa gaster. Teknik pewarnaan
hematoksilin dan eosin (H&E) berfungsi untuk mengenali pelbagai jenis tisu dan
perubahan morfologi terutamanya dalam diagnosis kanser. Hematoksilin berwarna
biru-ungu yang mendalam dan mewarnai asid nukleik. Manakala eosin adalah berwarna
merah jambu dan mewarnai protein. Dalam tisu normal, nukleus berwarna biru,
manakala matriks sitoplasma dan extraselular mempunyai pelbagai warna merah jambu
yang berperingkat. H. pylori merupakan bakteria berbentuk spiral, boleh dilihat dalam
pewarnaan H&E, dengan sensitiviti dan spesifikasi pewarnaan H&E masing-masing
dilaporkan sebanyak 69-93% dan 87-90%. Walau bagaimanapun, spesifikasi boleh
dipertingkatkan kepada 90-100% dengan menggunakan pewarnaan khas seperti
pewarnaan Giemsa yang diubahsuai (Fan et al. 2019; Lee & Kim 2015). Pewarnaan
H&E secara langsung boleh mengenal pasti H. pylori pada pembesaran yang tinggi
(x1000) dan menilai aras keradangan. Walau bagaimanapun, apabila ketumpatan H.
pylori rendah dan perubahan mukosa atrofik digabungkan, ia menjadi sukar untuk
melihat bakteria tersebut. Sebaliknya, pewarnaan Giemsa mudah digunakan, murah dan
memberikan hasil yang konsisten yang menyebabkan kaedah pewarnaan Giemsa
menjadi pilihan kebanyakan makmal (Boldt et al. 2015; Cha 2007). Lebih daripada 90
% biopsi gaster yang dijangkiti H. pylori menunjukkan gaster aktif kronik yang
dicirikan dengan sekurang-kurangnya penyusupan limfoplasmasitik dan neutrofil yang
sederhana. Kehadiran agregat limfoid, terutamanya dalam tisu gaster yang mempunyai

pusat germinal merupakan petunjuk kepada kehadiran H. pylori. Jangkitan pada mukosa
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fundus menghasilkan jalur sel mononuklear yang padat dengan keradangan di bawah

permukaan epitelium (Cha 2007; Smith et al. 2012).

Dalam kajian ini, kumpulan kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan
kerosakan mukosa gaster tikus yang meluas kepada permukaan epitelium dan
peningkatan purata skor yang signifikan berbanding kumpulan kawalan normal. Walau
bagaimanapun, rawatan dengan MT atau MK selama 14 hari menunjukkan pembaikan
terhadap histologi permukaan epitelium yang lebih baik pada tikus lesi gaster aruhan H.
pylori, setanding dengan rawatan kumpulan positif terapi tiga serangkai. Dapatan kajian
ini juga menunjukkan bahawa rawatan dengan madu Tualang dan madu Kelulut adalah
selamat pada haiwan yang digunakan dan menunjukkan kematian sifar. Madu
memperbaiki kesan kecederaan oksidatif dan keradangan dalam mukosa gaster aruhan
H. pylori dan memudahkan kesembuhan lesi gaster. Kesan sedemikian mungkin
disebabkan oleh unsur-unsur yang terdapat pada madu dengan aktiviti biologi termasuk
polifenol seperti flavonoid, asid fenolik dan vitamin larut air (vitamin B1, B2, B3, B9,
dan B12 dan vitamin C) (Ciulu et al. 2011; Mannina et al. 2015; Pyrzynska & Biesaga
2009). Kajian terdahulu oleh Almasaudi et al. pada tahun 2016 telah menunjukkan
bahawa madu Manuka menyediakan kesan gastroprotektif yang signifikan dalam model
haiwan ulser gaster akut. Manakala kajian beliau pada 2017, menunjukkan madu
Manuka (2.5 mg/kg) mempunyai potensi penyembuhan setanding dengan Ranitidine,
yang merupakan ubat yang diluluskan oleh FDA dan digunakan secara klinikal untuk
rawatan ulser. Kesimpulan sedemikian adalah berdasarkan data makroskopik,
histopatologi, dan aliran cytometric (Almasaudi et al. 2017). Penemuan kajian klinikal
terdahulu juga turut melaporkan mengenai penggunaan madu Manuka untuk
penyembuhan luka kronik (Biglari et al. 2012; Dunford & Hanano 2004; Smith et al.
2009). Di mana pada kajian pemerhatian oleh Biglari et al. (2012) menunjukkan bahawa
madu Manuka mempunyai kesan antiulser yang positif ke atas 20 pesakit yang
mengalami kecederaan saraf tunjang dan yang mengalami ulser tekanan (stres) kronik
(15 pesakit dengan ulser GRED III dan 5 pesakit dengan ulser gred IV). Tindakan
sedemikian mungkin disebabkan oleh sebatian fenolik yang merupakan salah satu unsur
utama madu Manuka (Tsang et al. 2015). Sebatian fenolik merangsang pengeluaran

prostaglandin E» (PGE;) yang menghasilkan mukus dan seterusnya menyediakan
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perlindungan kepada saluran gastrousus daripada kecederaan (Alanko et al. 1999;

Kassim, Achoui, Mansor, et al. 2010).

Komponen perencat pam proton (PPI) yang terdapat pada regimen terapi tiga
serangkai untuk pembasmian H. pylori mempunyai pengaruh utama terhadap kejayaan
terapi secara keseluruhan. Ini kerana PPI mempunyai kesan antibakteria yang intrinsik,
dan yang lebih penting adalah bermungkinan untuk menukarkan yang bukan proliferasi
(nomproliferating) iaitu bentuk bakteria yang dorman, menjadi bentuk berproliferasi
dengan menaikkan pH, seterusnya meningkatkan kesan antibiotik dengan lebih tinggi

(Marcus et al. 2012).

53 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS KEPEKATAN
ASID GASTER DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Fisiologi perut bergantung pada kadar rembesan jus gaster, integriti mukosa gaster serta
muskulaturnya, di mana semuanya secara kolektif bertindak sebagai penghalang
terhadap serangan agen-agen seperti NSAID, agen sitotoksik dan jangkitan H. pylori.
Ulser gaster akan berlaku apabila faktor penyebab melebihi faktor pertahanan (Lebda
et al. 2018). Walau bagaimanapun, terdapat beberapa kelenjar perembes dalam perut
yang akhirnya merembeskan ke dalam sumur gaster. Salah satu daripadanya adalah
kelenjar oksintik yang kebanyakkannya terdiri daripada sel rembesan dipanggil sel
parietal yang merembeskan jus asid gaster (Engevik et al. 2020; Forte & Zhu 2009;
Holzer 2007). Jenis sel rembesan lain yang terdapat dalam perut adalah sel leher lendir
mukus yang merembeskan mukus dan sel peptik yang merembeskan pepsinogen serta

sel 'G' yang merembeskan gastrin (Eicher et al. 2018; Kim & Shivdasani 2016).

Walaupun asid gaster mempunyai peranan fisiologi yang penting pada manusia,
rembesan yang berlebihan akan menyebabkan ulser peptik kerana ini akan mengalahkan
mekanisme perlindungan mukosa gaster (Holzer 2007; Roy 2016; Watanabe et al.
2001). Rembesan asid gaster oleh sel parietal dipacu melalui proses bersandarkan
tenaga yang memerlukan hidrogen potassium adenosine triphosphatase (H'-K*-
ATPase) (Forte & Zhu 2009; Smolka & Backert 2012). Asetilkolina, gastrin dan
histamina adalah perangsang yang terkenal dalam rembesan asid gaster yang pada

akhirnya memainkan peranan fisiologi dalam mengawalatur rembesan asid gaster
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(Beales 2002; Engevik et al. 2020). Pengaturan ini sama ada dikawal oleh mekanisme
maklum balas negatif melalui rangsangan yang berasal dari otak atau setempat oleh
refleks entero-gaster (entero-gastric) (Schubert & Peura 2008). Dengan ini, asid gaster
merembeskan pepsinogen yang aktif yang juga memainkan peranan dalam sistem imun
semula jadi dengan memusnahkan bakteria dan mikrob lain yang terdapat dalam perut

(Ding & Zheng 2012; Elseweidy et al. 2010).

Jangkitan H. pylori pada pesakit mengakibatkan peningkatan secara signifikan
pada output asid dan menyebabkan ulser duodenum, ini menunjukkan peranan utama
asid dalam patogenesis pengulseran mukosa gaster. Bacaan pH yang berasid (pH
rendah) pada permukaan gaster merangsang H.pylori mengaruh NF-«kB ikatan nuklear
(Lillehoj et al. 2012; O’Toole et al. 2005). Peningkatan rembesan asid oleh H. pylori
menyumbang kepada kerosakan mukosa gaster. Di peringkat kelenjar, H. pylori boleh
merangsang keluaran histamin daripada sel-sel enterokromafin tikus yang menyumbang
kepada peningkatan dalam rembesan asid (Kidd et al. 1997; Schubert 2014). Dalam
kajian ini, aruhan H. pylori dengan kepekatan 103 CFU/ml setiap tikus sebanyak 2 kali
sehari selama 7 hari menunjukkan peningkatan aras kepekatan asid gaster yang lebih
tinggi dengan signifikan sebanyak 74% berbanding dengan kumpulan kawalan normal.
Kajian terdahulu oleh Ramakrishna et al. (2015) turut melaporkan aruhan H. pylori
lipopolisakarida (HP-LPS) dengan kepekatan 50 pg setiap tikus selama empat hari
menyebabkan peningkatan rembesan asid sebanyak 56%, mengesahkan peranan dalam
pengulseran mukosa walaupun kajian Ramakrishna et al. menggunakan kaedah aruhan
H. pylori yang berbeza dari kajian ini. Pengeluaran asid gaster yang tinggi pada pesakit
dengan signifikan menyebabkan gastritis pada bahagian antrum umumnya dan berisiko
tinggi untuk pembentukan ulser duodenum. Rembesan asid gaster yang rendah,
sebaliknya, menyebabkan atrofi gaster yang kronik dan seterusnya menyebabkan
karsinoma (Gschwantler & Dragosics 2000; Mégraud et al. 2015). Dalam kajian ini,
rawatan madu Tualang dan madu Kelulut mampu mengurangkan kepekatan asid gaster
ke atas tikus lesi gaster aruhan H. pylori, dengan penurunan masing-masing sebanyak

60% dan 70%.

Kajian lalu telah membuktikan bahawa penggunaan madu boleh memberi

manfaat kepada ulser peptik kerana kandungan antioksidannya. Manfaat kesihatannya
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diterima secara meluas kerana ia mengandungi enzim, vitamin, mineral, flavonoid dan
beberapa unsur-unsur lain (Alvarez-Suarez 2017; Samarghandian et al. 2017). Untuk
mengelakkan ulser gaster, agen pelindung mukosa gaster mesti diperkukuhkan bagi
mengelakkan ia daripada dimusnahkan oleh agen-agen penyebab (Amandeep et al.
2012; Reshetnyak & Reshetnyak 2017; Robinson et al. 2015). Oleh itu, salah satu
modus dalam pencegahan dan rawatan ulser gaster adalah untuk mengurangkan kadar
rembesan asid gaster atau meneutralkannya. Kajian Apugo & Obia (2020)
menunjukkan bahawa mekanisme tindakan madu dalam mengurangkan keasidan gaster
mungkin disebabkan oleh tindakan secara langsung pengurangan rembesan asid atau

tindakan sebagai antasid untuk meneutralkan keasidan gaster atau kedua-duanya.

Kajian dalam kumpulan rawatan terapi tiga serangkai juga menunjukkan
penurunan yang signifikan ke atas kepekatan asid gaster dalam tikus aruhan H. pylori.
Omeprazole adalah perencat pam proton yang telah digunakan secara meluas sebagai
agen perencat asid untuk rawatan gangguan asid gaster selama kira-kira 15 tahun
(Aguilera-Castro et al. 2016; Li et al. 2004). Pendekatan klinikal untuk mengawal ulser
gaster terdiri daripada agen yang bertindak dengan menghapus sisa spesies oksigen
reaktif (ROS), menghalang pam hidrogen-kalium (H"-K"-ATPase), mencegah
rembesan asid yang berlebihan dan pembasmian jangkitan H. pylori. Omeprazole yang
merupakan salah satu dari terapi tiga serangkai, menghalang rembesan asid dengan
bertindak pada penukar hidrogen-kalium (H*-K*-ATPase) pada membran plasma apikal
mukosa gaster (Omar et al. 2017; Shin & Kim 2013). Dapatan dalam kajian ini
menunjukkan tiada perbezaan yang signifikan dilihat antara rawatan madu Tualang dan
madu Kelulut berbanding dengan rawatan terapi tiga serangkai. Kajian terdahulu oleh
Marcus et al. (2012) telah melaporkan kepentingan terapi PPI dalam rawatan antibiotik
H. pylori. Marcus et al. mencadangkan bahawa PPI dikaitkan dengan penemuan asid
nokturnal yang mungkin mengurangkan aras pH yang menyebabkan Ampicillin tidak
berkesan dan bahawa pengurangan asid berpotensi meningkatkan keberkesanan klinikal
terapi Amoxicillin. Ia seterusnya menunjukkan bahawa pengurangan asid yang
berterusan harus menjadi matlamat untuk meningkatkan keberkesanan Ampicillin atau
ubat-ubatan lain yang berkaitan dengan pertumbuhan bakteria. Namun ubat PPI yang
terdapat dalam rawatan piawai terapi tiga serangkai mempunyai kesan samping yang

boleh memudaratkan pesakit. Walaupun ia boleh berfungsi dengan berkesan untuk
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mengurangkan kecederaan pada mukosa gaster pada pesakit yang dijangkiti H. pylori.
Pengambilan Omeprazole yang berpanjangan boleh menyebabkan penurunan yang
teruk pada bikarbonat plasma (atau asidosis metabolik) yang mempunyai kesan
sampingan (Okamoto et al. 2012). Asid gaster terlibat dalam imuniti semulajadi,
membantu dalam penghadaman (dengan pengaktifan pepsinogen) serta meningkatkan
penyerapan mikronutrien dan vitamin tertentu termasuk besi, kalsium, dan vitamin B12
(Martinsen et al. 2005; Smith 2003; Trowers et al. 2014; Ulleberg et al. 2011). Oleh itu,
penggunaan Omeprazole yang berpanjangan mungkin mengurangkan asid gaster secara
berterusan ke aras yang boleh menjejaskan proses yang disebutkan di atas yang
membawa kepada ketakcernaan protein tertentu, peningkatan kecenderungan kepada
jangkitan dalam saluran gastrousus, kekurangan mikronutrien, osteoporosis dan lain-
lain akibatnya (Eusebi et al. 2017; Kinoshita et al. 2018; Urbas et al. 2016). Oleh itu,
pengambilan madu boleh menjadi sebagai alternatif tambahan dalam rawatan ulser

peptik aruhan H. pylori.

5.4 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS
MALONDIALDEHID (MDA) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Spesies oksigen reaktif (ROS) yang didefinisikan sebagai tekanan oksidatif, adalah
produk kepada pelbagai reaksi biokimia. Pengeluaran berlebihan ROS dalam
keradangan kronik atau penyakit kronik mempunyai kesan toksik pada sel normal dan
meningkatkan risiko kematian sel, mutasi, ‘aberrations’ kromosom, dan pembentukan
kanser (Cerutti 1985; Mittal et al. 2014; Redza-Dutordoir & Averill-Bates 2016).
Malondialdehid (MDA) sebagai penanda pemperoksidaan lipid, mempunyai potensi
untuk merosakkan biomolekul seperti protein, DNA atau RNA selular, dan
menyebabkan kanser akibat kerosakan selular oksidatif (Barrera et al. 2018; Gentile et
al. 2017; Kwiecien et al. 2014). Aras MDA akan lebih tinggi pada mukosa gaster yang
dijangkiti H. pylori berbanding dengan tisu normal, dan penurunan aras MDA dengan
signifikan dilihat selepas pembasmian H. pylori (Al Batran et al. 2013; Saremi et al.
2020; Tartibian & Maleki 2012).

Tambahan pula, aras MDA meningkat dengan signifikan dalam tisu kanser
gaster dan serum pesakit yang menghidapi kanser gaster (Khanzode et al. 2003; Ma et

al. 2013) Penemuan ini menunjukkan bahawa ROS memainkan peranan patologi dalam
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pathogenesis jangkitan H. pylori. ROS dihasilkan oleh neutrofil, sel endotelium
vaskular, sel mukosa gaster, dan H. pylori itu sendiri. Tekanan oksidatif yang
disebabkan oleh jangkitan H. pylori mungkin menjejaskan transdusi signal sel epitelium
gaster dan menyebabkan kerosakan DNA (Alzahrani et al. 2014; Jung et al. 2001; Obst
etal. 2000). MDA yang merupakan produk peroksida lipid terbentuk semasa penguraian
hidroperoksida lipid dan menghasilkan produk mutagenik peroksida lipid, yang
mungkin terlibat dalam karsinogenesis (Ma et al. 2013; Marnett 1999).

Dalam kajian ini, kumpulan kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan
peningkatan pada kandungan MDA yang lebih tinggi dengan signifikan berbanding
dengan kumpulan kawalan normal. Hasil ini mencadangkan bahawa pembentukan lesi
pada mukosa gaster mungkin disebabkan oleh radikal bebas yang menjadi perantaraan
bagi peroksidasi lipid. Hasil kajian ini menyokong hasil kajian lepas yang menunjukkan
bahawa proses peroksidasi lipid merupakan mekanisme asas untuk kecederaan tisu pada
sistem gastrousus (Ma et al. 2013; Ramakrishna et al. 2015). Di bawah keadaan
keradangan, ROS dihasilkan daripada pelbagai sumber dan mampu menyebabkan
kerosakan kepada pelbagai unsur selular, seperti asid nukleik, protein, dan lipid
(Ohnishi et al. 2013). H. pylori mengaruh lesi gaster boleh digambarkan sebagai
akumulasi kerosakan DNA oksidatif yang berterusan dengan berpotensi sebagai
mutagenik dan karsinogenik. Di samping itu, pembasmian H. pylori akan menyebabkan

penurunan yang signifikan terhadap ROS (Kim et al. 2012).

Hasil kajian ini menunjukkan dengan rawatan madu Tualang dan madu Kelulut,
mampu menurunkan aras MDA yang signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif
(H. pylori). Penurunan aras MDA yang lebih rendah dalam kumpulan madu yang
dirawat jelas menandakan peranan perlindungan madu sebagai antioksidan terhadap
tekanan oksidatif pada lesi gaster yang disebabkan oleh jangkitan H. pylori. Dalam satu
kajian menggunakan madu manuka, Almasaudi et al. (2017) melaporkan bahawa madu
dapat menghalang ulser gaster yang disebabkan oleh etanol dengan memelihara kedua-
dua enzim dan bukan enzim antioksidan dan seterusnya dapat menghalang
pemperoksidaan lipid. Madu mempunyai kesan yang berpotensi dalam keadaan tekanan
oksidatif yang tinggi, dan keupayaannya untuk memodulasi enzim antioksidan serta

sifat antioksidatifnya memberikan kesan perlindungan terhadap tekanan oksidatif
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(Mohamed et al. 2011; Moskaug et al. 2005). Kajian terkini telah menunjukkan hubung
kait yang kuat antara kandungan sebatian fenolik yang terdapat dalam madu dari
pelbagai sumber bunga dan kapasiti antioksidan serta kesan manfaatnya terhadap
kesihatan manusia (Estevinho et al. 2008; Morais et al. 2011; Schramm et al. 2003;
Tartibian & Maleki 2012). Salah satu manfaat sebatian fenolik adalah ia akan
menstabilkan membran sel dengan mengurangkan peroksidan lipid dan menghapus sisa
radikal bebas, dan pada masa yang sama meningkatkan integriti membran terhadap
beberapa keadaan tekanan kimia dan fizikal (Chaudhuri et al. 2007; Ferreira et al. 2009).
Madu juga dilaporkan menunjukkan aktiviti rencatan yang kuat terhadap radikal bebas
dengan pencegahan kerosakan sel yang signifikan, perencatan sepenuhnya terhadap
pengoksidaan membran sel, pengeluaran ROS intraselular, dan pemulihan glutation
(glutathione) intraselular dalam sel endothelium. Kesan perlindungan ini dikaitkan
dengan kehadiran asid fenolik dan flavonoid. Sebatian fenolik yang terdapat dalam
madu dapat menghapus sisa radikal bebas dan menghalang pengeluaran MDA, bio-
penanda kerosakan oksidatif secara bersandarkan kepekatan (concentration-dependent
manner) (Beretta et al. 2007; Boussaid et al. 2014; Kassim, Achoui, Mustafa, et al.
2010).

Dalam usaha mencari keberkesanan ubat regimen terapi tiga serangkai, perencat
pam proton telah dikaji secara komprehensif dengan dua antibiotik lain. Omeprazole
adalah yang paling banyak dikaji dengan gabungan sama ada Metronidazole dan
Amoxicillin atau Metronidazole dan Clarithromycin. Kedua-dua regimen mempunyai
kadar pembasmian melebihi 85 % (O’Connor et al. 2016; Papastergiou 2014). Kajian
ini juga mendapati bahawa rawatan terapi tiga serangkai juga berkesan menghalang
peningkatan kandungan MDA tisu gaster berbandingkan dengan kumpulan kawalan
negatif (H. pylori). Kandungan MDA dalam rawatan terapi tiga serangkai juga tidak
berbeza secara signifikan jika dibandingkan dengan rawatan madu Tualang dan madu
Kelulut. Ini merupakan asas yang baik untuk membandingkan kesan madu Tualang dan
madu Kelulut dengan terapi tiga serangkai kerana ia merupakan salah satu ubat piawai
yang diberikan untuk rawatan penyakit ulser peptik aruhan H. pylori yang juga
mempunyai kesan antioksidan. Walaupun lebih dikenali untuk aktiviti pengurangan
asid gaster, Omeprazole juga mempunyai fungsi antioksidan. Omeprazole juga telah

dilaporkan mampu menghalang penghasilan radikal hidroksil, peroksidasi lipid dan
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pengoksidaan protein (Abed et al. 2020; Biswas et al. 2003). Dapatan ini mencadangkan
bahawa kesan terapi tiga serangkai bukan sahaja terhad pada kebolehan agen ini
mengurang rembesan asid gaster tetapi ia juga memiliki kesan antioksidan yang baik.
Dapatan kajian ini juga mencadangkan bahawa, potensi dan efikasi kedua-dua sediaan
ini tidak berbeza dalam mengurangkan proses peroksidasi lipid yang meningkat akibat

aruhan H. pylori.

5.5 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS ENZIM
KATALASE (CAT), SUPEROXIDE DISMUTASE (SOD) DAN GLUTATION
PEROKSIDASE (GPX) DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Tekanan oksidatif dan gangguan perut adalah proses patofisiologi yang berkait rapat
(Suzuki et al. 2012). Pengeluaran spesies oksigen reaktif (ROS) yang berlebihan di
bawah tekanan oksidatif mengakibatkan kerosakan selular. Untuk mengekalkan
homeostasis gastrousus dengan menghapus sisa ROS, sel-sel gaster mempunyai
beberapa enzim antioksidan endogenus seperti superoksida dismutase (SOD), glutation
peroksidase (GPx), dan katalase (CAT). Antioksidan adalah molekul yang menghalang
atau menghilangkan reaksi radikal bebas dan melewatkan atau menghalang kerosakan
selular dalam perut (Birben et al. 2012; Tandon et al. 2004). SOD pemangkin dismutasi
0O, kepada H»O, (Bhattacharyya et al. 2014). Aktiviti SOD yang berkurangan
menyebabkan ulser gaster, manakala peningkatan aktiviti SOD telah dikaitkan dengan
penyembuhan ulser pada pesakit (Fridovich 2013; Naito et al. 1992). H,O, yang
dibentuk dipecahkan lagi oleh enzim antioksidan, GPx atau CAT (Kwiecien et al. 2014).
GPx mengurangkan H>O», dan menghalang peroksidaan lipid secara langsung atau tidak
langsung oleh pengantaraan peroksida lipid. CAT mempercepatkan pecahan H>O»
kepada air dan oksigen. Oleh itu, sistem pertahanan antioksidan mempunyai peranan

penting dalam melindungi integriti mukosa gaster.

Kajian kami menunjukkan bahawa lesi gaster aruhan H. pylori mendorong
kepada tekanan oksidatif dalam mukosa gaster dan penyusutan aktiviti enzim
antioksidan, seperti SOD, CAT, dan GPx. Jangkitan bakteria H. pylori akan
menyebabkan penyusupan fagosit ke dalam lapisan gaster sub-epitelium, terutamanya
neutrofil dan makrofaj, yang menghasilkan sejumlah besar ROS dalam tindakbalas

pertahanan perumah (Blaser 1990; Cherdantseva et al. 2014; Odenbreit et al. 2001).
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Terdapat bukti menunjukkan bahawa H. pylori membawa kepada peningkatan
pengeluaran O™ melalui NADPH oxidase dalam sel gaster yang dirangsang oleh
lipopolisakarida dan xantine oksidase, iaitu mekanisme lain bagi penjanaan oksigen-
pemeroleh radikal bebas (Ben-Hamida et al. 1998; Gobert & Wilson 2017). Radikal
oksigen yang dihasilkan dalam gaster sel epitelium jangkitan H. pylori boleh
menggagalkan mekanisme pertahanan antioksidan dan mengaktifkan ekspresi gen
keradangan, lekatan molekul dan bahan pengantara yang merangsang proliferasi sel
serta sebagai pertahanan molekul chaperones dalam sel epitelium gaster (Alzahrani et
al. 2014b; Ding et al. 2007). Radikal bebas ini juga dipercayai sebagai pelaku yang
menyumbang kepada proses penuaan dengan menyebabkan kerosakan selular dan
molekul, seperti kerosakan DNA, mitokondria meruntuh dan pengoksidaan protein,
lipid dan karbohidrat (Kim et al. 2012). Oleh itu, fungsi antioksidan adalah untuk
memerangi radikal bebas yang terdapat di dalam tubuh dengan meneutralkannya dan

melindungi sel-sel daripada kerosakan.

Walau bagaimanapun, rawatan madu Tualang dan madu Kelulut dalam kajian
ini dapat memperbaiki sistem pertahanan antioksidan SOD, CAT, dan GPx dalam perut
tikus lesi gaster dengan signifikan. Dapatan kajian ini boleh dijelaskan dengan
sebahagian keupayaan madu Tualang dan madu Kelulut untuk mengurangkan aras
MDA. Namun, perubahan ini tidak diperhatikan pada kumpulan rawatan terapi tiga
serangkai dalam meningkatkan aktiviti antioksidan. Kajian oleh Almasaudi et al. (2017)
melaporkan bahawa pemberian madu Manuka mengganggu proses oksidatif melalui
pengurangan aras radikal bebas (MDA) dan meningkatkan aras GSH, GPx, SOD, dan
CAT. Kajian tersebut menunjukkan bahawa madu Manuka meningkatkan aktiviti GPx
untuk membentuk GSH dan meningkatkan penyingkiran metabolit reaktif bersama
dengan GSH. Kajian terdahulu oleh Henriques et al. (2006) juga turut melaporkan
bahawa madu Manuka mempunyai aktiviti antioksidan yang paling berkesan di antara
semua jenis madu yang mereka uji, dimana ia dapat menghilangkan radikal hidroksil
bebas dengan cepat. Perlu diperhatikan bahawa punca botanikal madu mempunyai
pengaruh aktiviti anti-oksida terbesar, semasa pemprosesan, pengendalian dan
penyimpanan hanya sedikit menjejaskan kapasiti anti-oksida (Arrdez-Roman et al.
2006; Beretta et al. 2005; Castro-Vazquez et al. 2009; Kiiciik et al. 2007; Sereia et al.
2011). Aktiviti anti-oksidan telah terbukti sangat berkait dengan kandungan jumlah
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fenolik (Blasa et al. 2006; Lachman et al. 2007; Rashed & Soltan 2004). Di samping
itu, korelasi yang kuat telah ditemui antara aktiviti antioksida dan warna madu. Ramai
penyelidik telah melaporkan bahawa warna madu yang lebih gelap mempunyai jumlah
kandungan fenolik yang lebih tinggi yang menyebabkan kapasiti antioksida yang lebih
tinggi (Bertoncelj et al. 2007; Kek et al. 2014; Khalil et al. 2011; Tewari & Irudayaraj
2004). Kehadiran radikal bebas dan ROS amat penting dalam proses disfungsi selular,
patogenesis penyakit metabolik dan kardiovaskular serta penuaan. Pengambilan
makanan dan bahan yang kaya dengan antioksidan boleh melindungi daripada
perubahan patologi ini dan seterusnya menghalang patogenesis gangguan keradangan

kronik (Griffiths et al. 2016).

Penyelidik-penyelidik terdahulu juga telah melaporkan bahawa madu
mengandungi beberapa bahan penting terutamanya anti-oksidan (Alvarez-Suarez et al.
2013; Beretta et al. 2005; Costa Ferreira da Cruz et al. 2019; Estevinho et al. 2008;
Schramm et al. 2003). Madu semulajadi mengandungi banyak flavonoid (seperti
apigenin, pinocembrin, kaempferol, kuersetin, galangin, krisin dan hesperetin), asid
fenolik (seperti elagik, kafein, p-kumarit dan asid ferulik), asid askorbik, tokoferol,
katalase, superoksida dismutase, glutation terkurang (reduced glutathione), produk
tindak balas Maillard dan peptida yang kebanyakannya bekerjasama untuk memberikan
kesan sinergistik antioksidan dan aktiviti farmaseutikal (Al-Mamary et al. 2002; Habib
etal. 2014; Hussein et al. 2011; Keng et al. 2017; Rababah et al. 2014). Kajian terdahulu
oleh Busserolles et al. (2002) melaporkan di mana dua rawatan madu Buckwheat
diberikan kepada 37 orang dewasa yang sihat pada kadar 1.5 g/kg berat badan, dengan
sirap jagung sebagai kawalan kajian telah menunjukkan peningkatan yang signifikan
pada kandungan jumlah-fenolik plasma dan plasma anti-oksidan. Kajian tersebut
memberi tanggapan bahawa antioksidan fenolik daripada madu yang diproses adalah
bioavailabiliti di mana ia dapat meningkatkan aktiviti antioksidan pada plasma. Oleh
itu, kajian tersebut menyokong penggantian madu dalam beberapa makanan sebagai
pemanis tradisional untuk meningkatkan sistem pertahanan anti-oksida pada orang
dewasa yang sihat (Busserolles et al. 2002). Oleh itu, dapatan kajian ini menunjukkan
bahawa potensi antioksidan madu Tualang dan madu Kelulut yang tinggi dapat

meningkatkan aktiviti enzim antioksidan dalam perut sebagai pelindung.
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Walaupun sering dianggap setara dengan hasil klinikal, potensi sifat
farmakologi PPI agak berbeza. Kajian terdahulu melaporkan bahawa PPI yang berbeza
pada pelbagai dos boleh memberikan kadar kesembuhan yang berbeza dan profil kesan
sampingan yang berbeza (Freedberg et al. 2017). Dalam kajian ini, tiada perubahan
yang signifikan pada antioksidan SOD, CAT, dan GPx dengan pemberian rawatan
terapi tiga serangkai. Ini tidak selari dengan dapatan yang diperolehi dengan rawatan
madu Tualang dan madu Kelulut. Walau bagaimanapun, rawatan terapi tiga serangkai
mampu mengurangkan kandungan MDA aruhan H. pylori yang selari dengan
penurunan keasidan gaster serta pengurangan lesi gaster. Omeprazole mempunyai
keupayaan untuk mengundurkan pengoksidaan sebagai tambahan kepada kesannya
sebagai perencat rembesan asid dan mampu mengurangkan peroksidasi lipid pada

mukosa gaster (Abed et al. 2020; Biswas et al. 2003)

5.6 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS EKSPRESI
GEN NITRIK OKSIDA SINTASE TERARUH (INOS) DAN KANDUNGAN
NITRIK OKSIDA DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Nitrik oksida (NO) merupakan pengantara untuk pelbagai tindakan biologi di bawah
keadaan fisiologi. NO meningkatkan aktiviti guanylate cyclase untuk meningkatkan
kepekatan guanosin monofosfat siklik (cGMP), yang mempunyai pelbagai fungsi dalam
tisu (Gyires et al. 2012; Kim 2005). Kajian sebelum ini telah menunjukkan bahawa NO
adalah pengawal atur mikroedaran mukosa gaster di bawah keadaan normal dan
dirangsang serta berinteraksi dengan prostanoids dan neuropeptida sensori untuk
mengekalkan integriti mukosa gaster (Gyires et al. 2012; Whittle et al. 1990). Untuk
tindakan perlindungan mukosa oleh NO, pengawalaturan aliran darah mukosa gaster
adalah penting. Mekanisme pertahanan lain yang diaruh oleh NO adalah rangsangan
rembesan mukus dalam sel epitelium, perencatan pengagregatan dan lekatan platelet
dan perencatan pelekatan neutrofil kepada endotelium dan migrasi NO kepada saluran
darah dan seterusnya menghapus sisa radikal superoksida yang menyebabkan
kerosakan mukosa (Liang et al. 2021; Wallace & Miller 2000). Walau bagaimanapun,
rembesan bikarbonat adalah salah satu faktor pertahanan dalam mukosa
gastroduodenum, telah ditingkatkan oleh perencat NO sintase (NO synthase inhibitors),
yang bercanggah dengan peranan pelindung mukosa NO. Sebaliknya, anion

superoksida (O»-) dan NO dengan cepat bertindak balas untuk membentuk peroksinitrit,
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yang akan terurai dan menjana molekul oksida yang kuat (Beckman et al. 1990;

Gopalakrishnan et al. 2012).

Dalam kajian ini kumpulan kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan
peningkatan yang lebih tinggi pada kandungan NO dan ekspresi mRNA iNOS pada tisu
gaster dengan signifikan berbanding dengan kumpulan kawalan normal. Aras NO
meningkat dengan signifikan pada tikus aruhan H. pylori akibat rangsangan iNOS. NO
radikal bebas yang dihasilkan oleh iNOS boleh bertindak sebagai pertahanan dan
molekul pengawalaturan dengan aktiviti homeostatik. Walau bagaimanapun, ia juga
boleh menjadi oksidan apabila ianya dihasilkan secara berlebihan (Angrisano et al.
2012; Perfetto et al. 2004; Xiong et al. 2000). Kajian-kajian terdahulu jelas
menunjukkan penglibatan tekanan oksidatif dalam ekspresi iNOS dan apoptosis yang
dirangsang oleh H. pylori dalam sel AGS epitelium gaster. Enzim iNOS aruhan H.
pylori dikawal atur oleh radikal oksigen dan menghalang sel-sel yang ditranskripsikan
dengan oligonukleotida antisense untuk NF-kB subunit p50 (Cherdantseva et al. 2014;
Lim et al. 2001). NO ini adalah satu molekul pro-keradangan penting yang dikeluarkan
semasa tindakbalas keradangan akut dan kronik dan ia berkaitan dengan eksudasi dan
kemotaksis selular (Koelzer et al. 2009). NO disintesis daripada L-arginin oleh NOS
dan NOS2 atau iNOS (Huski¢ et al. 2006; Poon et al. 2003). Enzim iNOS mengawal
atur tindakbalas kepada keradangan dan menjadi pengantara pro-keradangan, dan
produknya boleh mempengaruhi banyak aspek lata (cascade) keradangan (Kassim et al.

2010).

Rawatan madu dalam kajian ini menunjukkan terdapat pengurangan yang ketara
dalam kandungan NO dan ekspresi mRNA iNOS dalam kumpulan rawatan madu
Tualang dan madu Kelulut. Namun, perubahan ini tidak diperhatikan dalam kumpulan
rawatan terapi tiga serangkai. Penemuan ini boleh dikaitkan dengan keupayaan madu
untuk menyebabkan kawal atur menurun ekspresi mRNA iNOS yang membawa kepada
pengurangan pengeluaran NO gaster. Kajian Hussein et al. (2012) telah menunjukkan
bahawa keradangan yang disebabkan oleh karagenan dalam tikus meningkatkan
pengeluaran NO dalam plasma dan ekspresi iNOS dalam tisu tapak kaki tikus. Kajian
tersebut menunjukkan bahawa madu Gelam pada dua kepekatan yang berbeza (1 dan 2

g/kg berat badan) dengan signifikan menurunkan aras NO dalam plasma, dan
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pengurangan itu adalah akibat daripada perencatan iNOS, enzim utama yang
bertanggungjawab untuk pengeluaran NO di bawah keadaan patologi, di mana madu
atenuat translokasi NF-kB kepada nukleus dan menyekat perencat kappa B (IkBa).
Penemuan ini menunjukkan bahawa madu Gelam mungkin memberi tindak balas
antiradang dengan menghalang enzim iNOS. Sebatian fenolik yang terdapat pada madu
telah dilaporkan bermanfaat dalam rawatan penyakit keradangan kronik yang dikaitkan
dengan penghasilan NO yang berlebihan dan mempunyai peranan utama dalam
perencatan PGE> dalam tisu yang mengalami keradangan (Borsato et al. 2014; Hussein
etal. 2012, 2013). Kajian terdahulu juga telah menunjukkan bahawa madu mempunyai
sebatian fenolik yang tinggi dan aktiviti menghapus sisa radikal (Chua & Ismail 2015;
Kishore et al. 2011; Leong et al. 2012) dan kajian ini berkemungkinan besar
menunjukkan bahawa sebatian fenolik yang terdapat dalam madu Tualang dan madu

Kelulut boleh menyumbang kepada aktiviti antiradang.

5.7 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS KANDUNGAN
PROTEIN SITOKIN DALAM LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Keradangan adalah tindakbalas biologi badan yang kompleks mengenai kerosakan sel
dan tisu vaskular, yang boleh diklasifikasikan sebagai sama ada akut atau kronik
bergantung kepada jangka masa (Ferrero-Miliani et al. 2007; Lordan et al. 2019).
Keradangan akut adalah tindakbalas utama badan terhadap rangsangan yang cedera
yang dicirikan oleh kesakitan, haba, kemerahan, bengkak, dan kehilangan fungsi
(Gyurkovska et al. 2011; Kotas & Medzhitov 2015). Dalam jangkitan H. pylori,
pelbagai jenis pengantara keradangan termasuk sitokin dan enzim teraruh akan
meningkat. Sesetengah pengantara ini boleh mencederakan mukosa gaster, sementara
yang lain terlibat dalam pengawalaturan tindakbalas imun dan integriti mukosa gaster
(Bagheri et al. 2016; Crabtree 1996; Fujimoto et al. 2012; Robinson et al. 2015; Wang
etal. 2014).
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5.71 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS PRO-
KERADANGAN INTERLEUKIN (IL-1g, IL-6, IL-12), TUMOR FAKTOR
NEKROSIS (TNF-a) DAN INTERFERON-y (IFN-y) DALAM LESI GASTER
ARUHAN H. PYLORI

Semasa tindakbalas keradangan, beberapa pengantara pro-keradangan dikeluarkan,
termasuk interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-12, dan tumor faktor nekrosis (TNF-a). Sitokin-
sitokin ini memainkan peranan utama dalam memulakan dan amplifikasi proses
keradangan (Alvarez-Arellano 2014; Arachchi et al. 2018; Noach et al. 1994). Dalam
kajian ini,kumpulan kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan aras sitokin IL-1p, IL-6,
IL-12, dan TNF-a yang lebih tinggi dengan signifikan berbanding dengan kumpulan

kawalan normal.

Tindak balas imun dan keradangan perumah terhadap H. pylori memainkan
peranan penting dalam penghasilan jangkitan. Tindak balas imun penyesuaian kepada
H. pylori dicirikan dengan perekrutan sel efektor Thl yang merembeskan sejumlah
besar kandungan IFN-y yang tidak cukup efisien untuk mengawal jangkitan hingga
membolehkan pengekalan H. pylori berterusan dalam mukosa gaster sepanjang hayat
(Bagheri et al. 2018; Bamford et al. 1998). Pengekalan bakteria boleh diaktifkan melalui
kehadiran aras sel regulatori T (Tregs) yang tinggi yang menyusup ke dalam mukosa
gaster yang dijangkiti, di mana ianya kritikal untuk mengekalkan toleransi imunologi
(Cook et al. 2014; Lundgren et al. 2005). Beberapa kajian terdahulu menunjukkan
bahawa semasa jangkitan H. pylori, terdapat rembesan kuat sitokin yang berbeza seperti
IFN-y dan IL-12 dalam mukosa gaster di mana IFN-y itu sendiri dapat meningkatkan
apoptosis sel epitelium gaster (D’Elios et al. 1997; Raghavan & Quiding-Jarbrink
2012). Kajian Perfetto et al. (2004) menunjukkan peningkatan ekspresi gen iNOS dalam
sel AGS yang diaruh H. pylori serta menunjukkan kehadiran IFN-y mempunyai kesan
sinergi terhadap ekspresi gen iINOS. Kehadiran IFN-y dikaitkan dengan peningkatan
kadar apoptosis dalam model kajian tersebut. Penemuan kajian tersebut melaporkan
bahawa IFN-y mempunyai kesan dalam meningkatkan keupayaan H. pylori untuk
memodulasi ekspresi gen iINOS dan meningkatkan kadar apoptosis. Ini menunjukkan
bahawa tindak balas imun polarisasi Thl yang diperolehi dalam kajian secara in-vivo
boleh menyumbang kepada patogenesis jangkitan H. pylori (De Brito et al. 2019;
Perfetto et al. 2004).
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Keradangan akan menjadi tindakbalas yang kritikal terhadap jangkitan atau tisu
yang rosak apabila ia menjadi berlebihan atau tertangguh. Ia boleh menghalang
penyembuhan atau menyebabkan lanjutan kerosakan. Literatur yang sedia ada pada
masa ini telah menunjukkan bahawa reaksi keradangan telah dimodulasikan dalam
kajian awal klinikal, model haiwan, dan kultur sel. Dapatan keradangan yang paling
serius adalah disebabkan pengeluaran radikal bebas dalam tisu. Radikal-radikal yang
terungkai dimulakan oleh leukosit spesifik yang dirangsang sebagai aspek utama dalam
proses keradangan di mana ia merupakan proses keradangan yang mengaktifkan siri
proses selular yang menyebabkan mendakan faktor pertumbuhan yang mempengaruhi
proliferasi fibroblas, angiogenesis dan sel epitelium (Aziz et al. 2013). Beberapa jenis
madu dari negara-negara yang berbeza telah dilaporkan mempunyai kesan antiradang
(Amaral et al. 2017; Catchpole et al. 2015; Costa Ferreira da Cruz et al. 2019; Yaghoobi
et al. 2013). Dalam kajian ini, kumpulan rawatan madu Tualang mampu menurunkan
aras sitokin IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a, dan IFN-y manakala rawatan madu Kelulut
menurunkan aras sitokin IL-1B, IL-6, dan TNF-o dengan signifikan berbanding
kumpulan kawalan negatif (H. pylori). Dapatan kajian ini bersamaan dengan kajian
terdahulu yang melaporkan madu Gelam dapat mengurangkan pengantara keradangan
seperti COX-2 dan TNF-a melalui translokasi NF-kB kepada nukleus seterusnya dapat
menghalang pengaktifan laluan NF-kB (Hussein et al. 2013). Adalah diketahui secara
meluas bahawa pengaktifan NF-kB memainkan peranan penting dalam patogenesis
keradangan (Himaya et al. 2011; Reyes-Gordillo et al. 2007). Transkripsi NF-xB
berperanan utama dalam keradangan dengan memodulasi pelbagai gen yang
bertanggungjawab untuk generasi pengantara keradangan. Dengan kehadiran pelbagai
rangsangan pro-keradangan, perencat kappa B (IxB) cepat terdegradasi dan subunit NF-
kB menjalani translokasi ke dalam nukleus untuk merangsang transkripsi pelbagai gen
yang mengekod kemokin (chemokines), sitokin, faktor anti-apoptosis dan faktor
pertumbuhan (Lawrence 2009). Kajian terdahulu oleh Gasparrini et al. (2018)
melaporkan bahawa madu Manuka juga bertindak sebagai antiradang dengan
mengurangkan ekspresi penanda keradangan seperti protein TLR4, NF-kB, p-IxBa,
iINOS, TNF-a, IL-1p, IL-6 dan IL-10 dengan signifikan.

Dalam kajian ini, rawatan terapi tiga serangkai juga menunjukkan penurunan

yang signifikan pada aras sitokin keradangan IL-1B, TNF-a, dan IFN-y berbandingkan
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dengan kumpulan H. pylori. Kajian ini juga menunjukkan rawatan terapi tiga serangkai
tiada perbezaan yang signifikan jika dibandingkan dengan rawatan madu Tualang dan
madu Kelulut dalam menghalang perantara keradangan (IL-1B, TNF-a dan IFN-y).
Omeprazole dalam kombinasi dengan antibiotik berkesan membasmi jangkitan H.
pylori. Walau bagaimanapun, bukti menunjukkan bahawa rawatan Omeprazole sendiri
boleh menyebabkan kecederaan akut dan kronik kepada sel-sel kelenjar gaster. Kajian
terdahulu telah melaporkan bahawa Omeprazole membawa kepada kemerosotan akut
sel-sel parietal, peningkatan perolehan sel parietal, dan pengumpulan sel-sel
keradangan kronik (Amaral et al. 2017; Karam & Forte 1994; Kohler et al. 2010;
Llorente et al. 2017). Dalam kajian klinikal, penggunaan Omeprazole sahaja sebagai
rawatan untuk H. pylori gastritis juga telah dilaporkan meningkatkan keradangan
mukosa. Keradangan yang berpanjangan, seterusnya, membawa kepada kemusnahan
kelenjar gaster dan hipergastrinemia berterusan, keadaan yang dikenali sebagai gaster
atrofik. Gaster atrofik yang terhasil daripada monoterapi Omeprazole dalam penetapan
jangkitan H. pylori kronik telah dikaitkan dengan peningkatan risiko displasia mukosa
dan kanser gaster (Higuchi et al. 2012; Ernst J. Kuipers et al. 1996; S. et al. 2018).
Kombinasi antibiotik dengan perencat pam proton dalam rawatan terhadap H. pylori
juga menyebabkan kerintangan antibiotik yang telah meningkat di kalangan strain
pathogen (Nayar 2018; O’Connor et al. 2010; Thung et al. 2016). Oleh itu,
memandangkan tahap kecekapan, kos yang tinggi dan kesan sampingan yang berkaitan,
beberapa penyelidikan telah dijalankan ke atas produk semulajadi, sama ada dari asal-
usul tumbuhan atau haiwan, yang bertujuan untuk pengesanan dan pencirian sebatian
kimia dengan sifat antimikrob dan antiradang (Carson & Riley 2003; Bonacorsi et al.
2009; Ayala et al. 2014). Ekstrak tumbuhan dan madu adalah antara sumber ubat-ubatan
baru yang paling menarik dan telah menunjukkan hasil yang berkesan ke atas rawatan
ulser gaster, di mana kadar pengurangannya dilaporkan dari awal rawatan yang
berfungsi sebagai penanda penawar kepada penyakit (Bonacorsi et al. 2009; Keenan et

al. 2010).
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5.7.2 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS ANTIRADANG
INTERLEUKIN (IL-4 DAN IL-10) DALAM LESI GASTER ARUHAN H.
PYLORI

Dalam kajian ini, selain daripada IL-18, IL-6, IL-12, TNF-a dan IFN-y, kandungan
protein sitokin antiradang lain seperti IL-4, dan IL-10 juga telah diukur. Interleukin-4
(IL-4) merupakan sitokin pleiotropi yang dihasilkan oleh T limfosit teraktif, sel masta,
dan basofil, di mana ianya mengawal spektrum fungsi yang luas dalam B-sel, T-sel,
makrofaj, dan jenis-jenis sel lain. IL-4 menggalakkan proliferasi dan diferensiasi T-sel
kepada IL-4-menghasilkan T-sel bantu Th2 atau ThO (Luzina et al. 2012; W. E. Paul
1991; Zamorano et al. 2003). Dapatan dalam kajian ini turut menunjukkan peningkatan
aras sitokin IL-4 yang lebih tinggi dengan signifikan pada kumpulan kawalan negatif
(H. pylori) berbanding dengan kumpulan kawalan normal. Dalam gastritis kronik bukan
ulser yang disebabkan oleh jangkitan H. pylori biasanya menimbulkan tindakbalas T-
sel setempat dengan profil sel ThO predominan dan pengeluaran IFN-y dan IL-4, di
mana ia mengakibatkan tindak balas sel Thl berkutub (polarized) pada pesakit ulser
peptik (Bamford et al. 1998; Booth et al. 2015; D’Elios et al. 1997; Karttunen et al.
1995; Lopes et al. 2005). Kajian-kajian terdahulu mencadangkan bahawa jenis
tindakbalas T-sel perumah, bersama-sama dengan faktor-faktor virulens bakteria yang
dikodkan oleh gen cag PAI, boleh menyumbang kepada dapatan klinikal akibat
jangkitan H. pylori (Orsini et al. 2000; Salih et al. 2007; Sgouras et al. 2015).

IL-10 adalah sitokin antiradang yang mengawal atur penurunan tindakbalas
imun perantara dan tindakbalas keradangan sitotoksik (Kim et al. 2012). Jangkitan H.
pylori boleh membawa kepada peningkatan kawal atur sitokin IL-10 sebagai cara untuk
menyekat tindakbalas imun yang cekap, yang kemudiannya memihak kepada jangkitan
dan kelangsungan parasit (Assis et al. 2014). Kajian ini menunjukkan kumpulan
kawalan negatif (H. pylori) menunjukkan peningkatan aras sitokin IL-10 yang lebih
tinggi dengan signifikan berbanding dengan kumpulan kawalan normal. Strain cag4 H.
pylori mengaruh rembesan predominan IL-10, manakala jika tiada CagA pada H. pylori,
aras IL-10 yang lebih rendah diperhatikan (Tanaka et al. 2010). Kajian sebelum ini
melaporkan bahawa H. pylori didapati mengaruh pengeluaran IL-10 melalui p38
mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan NF-kB hiliran DC-SIGN, TLR2, dan
TLR4 dengan memberi isyarat pada dendritik (L. L. Chang et al. 2012). Kajian oleh
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Kaebisch et al. (2014) juga menunjukkan bahawa TLR4 dan TLR2 memainkan peranan
penting dalam mengawal atur IL-10 yang dirembeskan oleh dendritik. Selanjutnya,
peningkatan aras ekspresi IL-10 juga telah dikesan pada pesakit CagA-positif H. pylori
(Assis et al. 2014; Hida et al. 1999).

Walau bagaimanapun, dapatan dalam kajian ini pada kumpulan rawatan madu
Tualang menunjukkan penurunan aras sitokin IL-4 dan IL-10 yang signifikan,
manakala rawatan madu Kelulut menunjukkan penurunan aras sitokin IL-4 berbanding
kumpulan kawalan negatif (. pylori). Kajian terbaharu oleh Minden-Birkenmaier et
al. (2020) telah memeriksa kesan madu Manuka pada kepekatan 0.5% dapat
mengurangkan pembebasan sitokin IL-4. Madu mempunyai keupayaan untuk
menghalang ekspresi sitokin antiradang seperti IL-10, faktor pertumbuhan yang
diperolehi platelet (PDGF) dan transformasi faktor pertumbuhan-f (TGF-f) Di mana ia
dilaporkan dalam model in-vitro titisan sel mono mac 6 (MM6) menggunakan 1%
larutan madu (Sarfraz Ahmed et al. 2018; Tonks et al. 2001). Madu menghentikan
pembebasan ROS yang dihasilkan oleh makrofaj, monosit, dan neutrofil yang
menyebabkan keradangan berlaku untuk menggalakkan kesan antiradang. Ia juga
menghalang pengeluaran keratinosit dan leukosit untuk mengurangkan keradangan.
Telah ditunjukkan bahawa dalam tindak balas keradangan pengeluaran H,O» oleh madu
merangsang pertumbuhan fibroblas dan sel epitelium untuk membaiki kerosakan
keradangan. Tindakan antiradang madu ini menjadikannya agen novel untuk
memodulasi penyakit (Amaral et al. 2017; Gupta et al. 2011; Molan 2001; Tomblin et
al. 2014; Tsang et al. 2015). Kesan antiradang madu boleh dikaitkan dengan sebatian
fenolik dan flavonoid (Borsato et al. 2014; Candiracci et al. 2012; Haméldinen et al.
2007). Laporan daripada kajian Majtan (2014) telah membuat teori bahawa kesan
imunomodulatori madu bergantung kepada keadaan keradangan luka, di mana madu
meningkatkan keradangan dalam luka akut tetapi menurunkan keradangan dalam luka
kronik dengan kehadiran madu. Hipotesis ini akan menjelaskan beberapa kesan kajian
sebelum ini, bahawa madu Manuka mengurangkan pelepasan Proteinase 3 dalam
differentiated Human Leukemia-60 (dHL-60) yang dirangsang oleh LPS (Minden-
Birkenmaier et al. 2020).
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5.8 KESAN MADU TUALANG DAN MADU KELULUT KE ATAS FAKTOR
PERTUMBUHAN VASKULAR ENDOTELIAL (VEGF) DALAM LESI
GASTER ARUHAN H. PYLORI

Tindakbalas keradangan gaster boleh berlaku sama ada dalam keadaan akut atau kronik.
Mekanisme umum yang terlibat dalam patogenesis lesi epitelium keradangan dan ulser
adalah neoangiogenesis iaitu pembangunan saluran darah baru daripada prekursor
endotelium yang sedia ada. VEGF merupakan faktor angiogenik yang memainkan
peranan utama dalam proses pelbagai aras yang membawa kepada pembinaan semula
mukosa normal dengan merangsang proses angiogenesis, di mana ia memastikan tisu
penyembuhan menerima bekalan nutrien yang mencukupi (Ferrara 2009; Papetti &
Herman 2002; Ziyad & Iruela-Arispe 2011). Selain itu, VEGF memainkan peranan
penting dalam angiogenesis mikrovaskular yang berkaitan dengan tumor dan ianya
telah dilaporkan diekspreskan secara berlebihan dalam karsinoma gaster (Goel &
Mercurio 2013; Hicklin & Ellis 2005; Li et al. 2017; Prager & Zielinski 2013; Ziyad &
[ruela-Arispe 2011). Terdapat bukti yang menunjukkan bahawa expresi VEGF berkait
rapat dengan prognosis yang lemah dan kesan buruk pada ciri-ciri klinikal kanser gaster
seperti invasi tumor, metastasis nodus limfa dan H. pylori yang meningkatkan kawal
atur ekspresi VEGF dalam sel epitelium gaster. Beberapa mekanisme seperti NF-xB,
cyclooxygenase-2 (COX-2), dan pengisyaratan reseptor faktor pertumbuhan epidermal
(EGFR) dianggap sebagai perantara H. pylori yang mengaruh pengeluaran VEGF
dalam sel epitelium gaster (Kang et al. 2014).

Kajian ini menunjukkan peningkatan aras sitokin VEGF yang lebih tinggi
dengan signifikan pada kumpulan kawalan negatif (H. pylori) berbanding dengan
kumpulan kawalan normal. Hasil kajian yang diperolehi sama dalam beberapa kajian
lalu yang telah melaporkan peningkatan ekspresi VEGF dalam gaster tikus aruhan H.
pyvlori (Kang et al. 2014; Li et al. 2017; Siregar et al. 2017; Tuccillo et al. 2005). Kajian
oleh Tuccillo et al. (2005) melaporkan peningkatan ekspresi VEGF pada mukosa dalam
gastritis aruhan H. pylori. Tambahan pula, kajian oleh Siregar et al. (2017) mendapati
bahawa aras VEGF pada serum dalam kumpulan yang dijangkiti jauh lebih tinggi
berbanding H. pylori negatif. Kajian terdahulu oleh penyelidik yang sama pada tahun
2015 juga melaporkan bahawa H. pylori boleh meningkatkan aras serum VEGF (Siregar
et al. 2015). VEGF adalah pengawal atur angiogenesis yang penting dalam keradangan
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dan beberapa ujian klinikal sedang dijalankan untuk menguji hipotesis bahawa
perencatan aktivitt VEGF mungkin bermanfaat untuk menyekat tumor dan penyakit lain
yang berkaitan dengan angiogenesis (Ferrara 2009; Folkman 2002; Hicklin & Ellis
2005). Maka dalam kajian ini, kepekatan VEGF berperanan sebagai penanda dan juga

untuk mengesahkan angiogenesis dalam inflamsi.

Rawatan madu Tualang dan madu Kelulut dalam kajian ini menunjukkan
penurunan kepekatan VEGF dengan signifikan berbanding kumpulan kawalan negatif
(H. pylori). Kajian terdahulu oleh Eteraf-Oskouei et al. (2013) melaporkan rawatan
dengan madu mengurangkan kepekatan VEGF dalam eksudat keradangan dan ia
mungkin memainkan peranan penting dalam mengurangkan angiogenesis keradangan.
Hasil dapatan kajian oleh Lu et al. (2000) menunjukkan bahawa dalam perencatan
VEGF secara langsung atau dengan mensasarkan reseptornya, membawa kepada
penurunan aktiviti penyakit dalam model haiwan artritis. Sebatian fenolik yang terdapat
pada madu berkemungkinan menyumbang kepada penurunan kepekatan VEGF dan
aktiviti anti-angiogeniknya (Eteraf-Oskouei et al. 2013). Umumnya, terdapat
sebahagian mekanisme tindakan madu yang masih kurang dipahami dengan jelas,
namun madu mengandungi pelbagai jenis bahan seperti vitamin E (Alvarez-Suarez et
al. 2013). Sebahagian bahan madu ini mungkin relevan sebagai kesan anti-angiogenik.
Beberapa kajian telah melaporkan sifat anti-angiogenik pada sebatian vitamin E

(Abraham et al. 2019; Miyazawa et al. 2004, 2009).

Kajian terdahulu menunjukkan bahawa PPI mempunyai aktiviti perencat yang
signifikan terhadap angiogenesis aruhan H. pylori. Penyekatan H+ oleh PPI
menyebabkan peningkatan pada extraselular pH (lumen gaster) dan penurunan pada
intraselular pH. Peningkatan pH pada ruang extraselular boleh meningkatkan
mikropersekitaran hipoksik di kawasan sel epitelium gaster serta mengganggu H. pylori
yang mengaruh isyarat intraselular melalui perencatan pengaktifan MAPK (Sachs et al.
2010; Yeo et al. 2006). Walau bagaimanapun, tiada perbezaan yang signifikan
diperhatikan dalam kajian ini akibat pemberian terapi tiga serangkai, yang
mencadangkan tidak semua PPl mempunyai kesan pada faktor pertumbuhan ini. Kajian
terdahulu oleh Souza et al. (2009) melaporkan dapatan kajian yang sama, iaitu rawatan

terapi tiga serangkai mampu mengurangkan lesi gaster tetapi tidak dengan ekspresi
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VEGF. Berbeza dengan terapi tiga serangkai, hasil kajian ini menunjukkan rawatan
madu Tualang dan madu Kelulut telah menyebabkan penurunan kepekatan VEGF
aruhan H. pylori. Maka pemberian madu Tualang dan madu Kelulut dalam kajian ini
mungkin dapat membantu melindungi mukosa gaster aruhan H. pylori dengan

perencatan ekspresi faktor pertumbuhan ini.

5.9 PERBINCANGAN KESELURUHAN KE ATAS RAWATAN MADU TUALANG
DAN KELULUT KE ATAS LESI GASTER ARUHAN H. PYLORI

Jangkitan H. pylori telah menjadi asas kajian dalam menangani gastritis, ulser gaster
dan kanser gaster selepas penemuan yang dibuat oleh Marshall dan Warren pada tahun
1983. Kajian mengenai epidemiologi, genetik, patofisiologi dan rawatan ke atas H.
pylori sering dilaporkan dalam tempoh tiga dekad yang lalu. H. pylori dilengkapi
dengan beberapa faktor penting seperti flagela, faktor pengkolonian, enzim urease dan
peroksida serta sitotoksin berkaitan gen A (cag A), pepulau kepatogenan (cag-PAI) dan
membentuk vakuol sitotoksin A (vac A) yang menjadikannya agen yang sangat
berkesan dalam menghalang sistem imun dan kerintangan terhadap antimikrob (Kao et

al. 2016; Mejias-Luque & Gerhard 2017).

Antibiotik telah dibuktikan berkesan sebagai rawatan ke atas jangkitan H. pylori
yang menyebabkan penurunan yang signifikan ke atas kadar gastritis, ulser gaster dan
kanser gaster yang berkaitan dengan jangkitan ini. Perencat pam proton Omeprazole
dan dua antibiotik Clarithromycin dan Amoxicillin adalah rawatan piawai terapi tiga
serangkai yang digunakan dalam pembasmian awal jangkitan H. pylori (Fashner & Gitu
2015; O’Morain et al. 2018). Walau bagaimanapun, penggunaan antibiotik telah
menimbulkan kebimbangan kerana kerintangan yang muncul dalam dua dekad yang
lalu telah menyebabkan pencarian pilihan terapeutik alternatif. Madu telah digunakan
selama beribu-ribu tahun dahulu sebagai produk makanan dan ubat herba untuk
merawat beberapa penyakit kerana sifat penyembuhannya. Pada masa kini, kebanyakan
penyelidik telah menilai semula kualiti pemakanan dan terapeutiknya dan telah
melaporkan secara klinikal kesan antimikrob, antiradang, antioksidan, antikanser dan
antidiabetik dalam penggunaan madu ini (Erejuwa et al. 2010, 2011; Munshi 2014;
Sherlock et al. 2010; Tsang et al. 2015). Oleh itu, kesan-kesan ini membawa kepada

kajian ini dalam mencari rawatan semula jadi dan alternatif. Maka, kajian ini telah
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dijalankan untuk mengkaji kesan madu Tualang dan madu Kelulut ke atas jangkitan H.

pylori secara in-vitro dan in-vivo.

Dapatan kajian in-vitro AST ini menunjukkan keputusan madu Tualang dan
madu Kelulut pada kepekatan yang berbeza (10 %, 20 %, 50 %, 75 % (v/v)) memberikan
pelbagai aras aktiviti antibakteria ke atas bakteria H. pylori dari segi zon saiz
perencatan. Kepekatan madu yang tinggi akan meningkatkan saiz zon perencatan
dengan signifikan apabila dibandingkan dengan kepekatan madu lain. Analisis
histopatologi gaster membolehkan kita untuk memerhatikan kolonisasi H. pylori dan
perubahan keradangan di bahagian mukosa gaster. Kedua-dua faktor virulens bakteria
dan tindakbalas keradangan perumah menyumbang kepada kerosakan mukosa semasa
jangkitan H. pylori. Terdapat beberapa kajian melaporkan strain H. pylori yang
memiliki gen Cag A dan Vac A adalah lebih virulens dan berkait rapat dengan keparahan
simptom gastrousus (Hanafiah Alfizah et al. 2012; Manente et al. 2008; Yamaoka
2010). Kajian ini menunjukkan kerosakan mukosa gaster tikus yang meluas kepada
permukaan epitelium dan peningkatan purata skor yang signifikan pada tikus aruhan H.
pyvlori. Pemberian rawatan madu Tualang dan madu Kelulut selama 14 hari,
menunjukkan pembaikan terhadap struktur histologi permukaan epitelium yang lebih
baik pada tikus lesi gaster aruhan H. pylori. Dalam kajian ini, pemberian H. pylori
secara oral (108 CFU/ml setiap tikus) sebanyak dua kali sehari selama tujuh hari
berturut-turut menyebabkan peningkatan yang signifikan dalam rembesan asid gaster
(jumlah keasidan) berikutan induksi lesi gaster. Pesakit yang mendapat jangkitan H.
pylori mengalami peningkatan yang signifikan dalam pengeluaran asid yang merupakan
faktor utama dalam patogenesis ulser gaster (Lillehoj et al. 2012; O’Toole et al. 2005).
Walau bagaimanapun, apabila dirawat dengan madu Tualang dan madu Kelulut,
rembesan asid menurun dengan signifikan selepas mendapat 14 hari rawatan,

menunjukkan kesan yang bermanfaat sebagai peranan anti-sekretorinya.

Oksigen radikal bebas merangsang pemperoksidaan lipid dan dianggap sebagai
punca utama kemerosotan membran sel dan kecederaan sel. MDA yang merupakan
produk peroksida lipid menunjukkan peningkatan yang signifikan pada tikus aruhan H.
pylori. Oleh itu, kehadiran aras MDA pada tisu gaster tikus mencadangkan peningkatan

kerosakan tisu kerana fungsi antioksidan yang terjejas dalam pengendalian tekanan
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oksida dan radikal bebas. Kajian in1i mendapati bahawa rawatan madu Tualang dan
madu Kelulut, dapat mengganggu proses oksidatif melalui pengurangan aras radikal
bebas dengan menurunkan aras MDA dan meningkatkan aras enzim antioksidan GPx,
SOD, dan CAT dalam rawatan lesi gaster aruhan H. pylori. H. pylori menyebabkan
mobilisasi dan pengaktifan monosit dan neutrofil yang menjana spesies oksigen reaktif
(ROS) seperti radikal anion superoksida, hidrogen peroksida, dan akhirnya radikal
hidroksi dan apoptosis yang dipertingkatkan dalam mukosa gaster (Calvino-Fernandez
et al. 2008; Handa et al. 2010). Jangkitan ini menyebabkan perumah makrofaj dan
leukosit nuklear polimorfik menyumbang kepada pengeluaran nitrik oksida sintase
teraruh (iNos). DNA boleh dimusnahkan oleh nitrik oksida yang dikeluarkan oleh sel-
sel ini yang menyusup ke dalam mukosa gaster (Cherdantseva et al. 2014). Dapatan
kajian ini menunjukkan aktiviti pengekspresan mRNA iNOS dan kandungan NO yang
tinggi dalam kumpulan kawalan negatif. Kajian ini menunjukkan bahawa dengan
rawatan madu Tualang dan madu Kelulut dapat menurunkan dengan signifikan
pengekspresan mRNA iNOS dan kandungan NO ke atas lesi gaster aruhan H. pylori.
Dapatan kajian yang diperolehi menunjukkan bahawa rawatan dengan madu Tualang
dan madu Kelulut adalah selamat terhadap tikus Sprague Dawley yang digunakan dan
menunjukkan kematian sifar. Madu Tualang dan madu Kelulut membalikkan kesan
kecederaan oksidatif dan keradangan dalam mukosa gaster dan memudahkan

kesembuhan lesi gaster.

H. pylori membawa risiko morbiditi yang signifikan sepanjang hayat dan
dikaitkan dengan tekanan oksidatif dengan menjana molekul oksigen reaktif dan
kerosakan DNA oksidatif dalam mukosa gaster (Hagag, Amin, EL-Fiky, et al. 2018).
Kajian semasa ini dapat menunjukkan bahawa dengan inokulasi H. pylori menyebabkan
penurunan signifikan dalam aktiviti enzim SOD, CAT dan GPx pada kumpulan kawalan
negatif. Dapatan kajian ini jelas menunjukkan dengan peningkatan aras faktor pro-
oksidatif akan menyebabkan penurunan pada aras antioksidan dalam tekanan oksidatif
yang tinggi boleh memodulasi beberapa proses epitelium gaster. Dalam kajian ini, madu
Kelulut dapat menghasilkan peningkatan yang signifikan ke atas aktiviti antioksidan
enzim SOD, CAT dan GPx. Manakala madu Tualang mampu meningkat dengan

signifikan dalam aktiviti SOD sahaja, tetapi bukan pada enzim CAT dan GPx.
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Penemuan ini mendedahkan bahawa madu Kelulut memaparkan aktiviti antioksidan

yang kuat berbanding madu Tualang.

H. pylori merangsang tindakbalas imun yang kuat, merangsang ekspresi sitokin
dan kemokin daripada sel-sel epitelium gaster. Faktor-faktor ini menarik neutrofil,
makrofaj, sel dendritik (DC), sel pembunuh semulajadi (NK), dan limfosit serta
mengaruh pembebasan spesies oksigen reaktif (ROS) dan spesies nitrogen reaktif
(RNS) (Figueiredo et al. 2014; Robinson et al. 2015). Dapatan kajian ini menunjukkan
perubahan keradangan pada mukosa gaster aruhan H. pylori, iaitu dengan peningkatan
kandungan protein sitokin pro-keradangan IL-1f3, IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y dan
sitokin antiradang IL-4 dan IL-10. Dapatan daripada kajian ini dan kajian terdahulu
berpendapat bahawa rembesan sitokin antiradang daripada mukosa antral dalam
jangkitan H .pylori menyebabkan rembesan endogen IL.-4 dan IL-10 sebagai cara untuk
menyekat tindakbalas imun terhadap jangkitan dan menghadkan kerosakan tisu yang
kemudiannya berpotensi menyumbang ke arah kegagalan tindakbalas imun untuk
menyingkirkan organisma (Assis et al. 2014). Dalam kajian ini, kumpulan rawatan
madu Tualang mampu menurunkan kandungan protein sitokin pro-keradangan IL-1p,
IL-6, IL-12, TNF-a, dan IFN-y dan antiradang IL-4 dan IL-10, manakala rawatan madu
Kelulut menurunkan kandungan protein sitokin pro-keradangan IL-1, IL-6, dan TNF-
o dan antiradang IL-4 dengan signifikan. Penemuan ini mendedahkan bahawa madu

Tualang memaparkan aktiviti antiradang yang kuat berbanding madu Kelulut.

VEGF merupakan pusat pengawal atur angiogenesis dan vaskulogenesis.
Terdapat bukti yang menunjukkan bahawa pengekspresan VEGF berkait rapat dengan
prognosis yang lemah dan ciri-ciri klinikal kanser gaster yang buruk seperti tumor
invasi dan metastasis nodus limfa dan jangkitan H. pylori meningkatkan pengekspresan
VEGF dalam sel-sel epitelium gaster (Li et al. 2017; Liu et al. 2014; Siregar et al. 2017).
Maka dalam kajian ini, peningkatan kepekatan VEGF dalam tikus aruhan H. pylori
berperanan sebagai penanda dan juga untuk mengesahkan angiogenesis dalam
keradangan. Walau bagaimanapun rawatan madu Tualang dan madu Kelulut dalam
kajian ini mampu menurunkan kepekatan VEGF dengan signifikan. Pembasmian H.
pylori dalam kajian ini mampu menyembuhkan kedua-dua jangkitan dan lesi gaster.

Walaupun terdapat sedikit perbezaan dalam keberkesanan madu Tualang dan madu
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Kelulut dalam melawan jangkitan, namun, secara keseluruhan rawatan madu Tualang
dan Kelulut dalam kajian ini mampu bertindak sebagai antibakteria, antioksidan dan
antiradang ke atas lesi gaster aruhan H. pylori. Hal ini kerana terdapat beberapa variasi
dalam komposisi atau kualiti madu Tualang dan madu Kelulut ini mungkin disebabkan
oleh beberapa faktor seperti asal-usul bunga, akar botani, cuaca, geografi dan kaedah

penuaian serta pemprosesan madu (Abu Bakar et al. 2017).



Rajah 5.1

L

Ringkasan kesan-kesan madu Tualang dan madu Kelulut yang terlibat dalam penyembuhan lesi gaster aruhan H.pylori
Ubah suai daripada Ahmed et al.( 2018)

01



BAB VI

KESIMPULAN

6.1 KESIMPULAN

Kajian ini telah mencapai semua objektif kajian dalam mengkaji keberkesanan madu
Tualang dan madu Kelulut melalui penentuan aktiviti anti-H. pylori secara in-vitro serta

in-vivo. Dari dapatan kajian ini boleh disimpulkan bahawa:

1. Madu Tualang dan madu Kelulut menunjukkan potensi anti-H. pylori pada
setiap kepekatan (10 %, 20 %, 50 %, 75 % (v/v)) dalam ujian in-vitro. Kepekatan
madu Tualang dan madu Kelulut sebanyak 75 % (v/v) menunjukkan zon
perencatan yang tertinggi dengan signifikan berbanding dengan kepekatan-
kepekatan yang lain. Namun, tiada perbezaan yang signifikan apabila

dibandingkan dengan ubat piawai Clarithromycin dalam ujian in-vitro.

2. Aruhan H. pylori sebanyak 2 kali sehari selama 7 hari pada tikus kajian
menyebabkan pembentukan lesi gaster dan peningkatan skor histologi mukosa
gaster. Pemberian madu Tualang dan madu Kelulut (2 g/kg berat tikus)
sebanyak 2 kali sehari selama 14 hari telah mengurangkan kecederaan pada
mukosa gaster seperti yang diperhatikan pada histologi permukaan epitelium
tikus dengan lesi gaster aruhan H. pylori, setanding dengan terapi piawai tiga
serangkai (Clarithromycin (51.37 mg/kg berat tikus), Amoxicillin (102.80
mg/kg berat tikus) dan Omeprazole (2.035 mg/kg berat tikus)). Walau
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bagaimanapun, hanya madu Kelulut berkesan menurunkan skor histologi

mukosa gaster dalam keadaan lesi gaster aruhan H. pylori.

Pemberian madu Tualang dan madu Kelulut dapat melindungi mukosa gaster
daripada kecederaan dengan menurunkan keasidan dalam tikus aruhan H. pylori

dengan signifikan, setanding dengan terapi piawai tiga.

Pemberian madu Tualang dan madu Kelulut melindungi gaster daripada lesi
gaster aruhan H. pylori dengan mengurangkan peroksidasi lipid (MDA),
setanding dengan terapi piawai tiga serangkai. Madu Tualang dan madu Kelulut
juga meningkatkan aktiviti enzim antioksidan SOD dan GPx. Walau
bagaimanapun hanya madu Kelulut yang berkesan meningkatkan aktiviti CAT
dalam keadaan lesi gaster aruhan H. pylori. Namun, kesan serupa tidak

diperhatikan pada pemberian terapi piawai tiga serangkai.

Rawatan dengan madu Tualang dan madu Kelulut menurunkan peningkatan NO
dalam tisu gaster tikus aruhan H. pylori, melalui mengawal-atur gen iNOS
dengan mengurangkan regulasi menaik gen ini. Namun, kesan serupa tidak

diperhatikan pada pemberian terapi piawai tiga serangkai.

Pemberian madu Tualang dan madu Kelulut melindungi gaster dengan
mengawal-atur protein sitokin (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y)
dalam keadaan lesi gaster aruhan H. pylori. laitu dengan menurunkan
kandungan sitokin keradangan (IL-1p, IL-4, IL-6, IL-12, TNF-a dan IFN-y).
Walau bagaimanapun hanya madu Tualang yang berkesan mengurangkan
sitokin antiradang IL-10 dalam keadaan lesi gaster aruhan H. pylori. Kesan yang
serupa diperhatikan dengan pemberian terapi piawai tiga serangkai pada

kandungan sitokin keradangan IL-1p, TNF-a dan IFN-y .

Pemberian madu Tualang dan madu Kelulut melindungi gaster dengan
mengawal-atur ekspresi faktor pertumbuhan kandungan protein VEGF dalam
dalam keadaan lesi gaster aruhan H. pylori. Namun, kesan serupa tidak

diperhatikan pada pemberian terapi piawai tiga serangkai.
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Kesimpulannya, dapatan kajian ini menunjukkan bahawa penyembuhan lesi gaster yang
berkesan memerlukan mekanisma yang melibatkan supresi asid gaster, pembasmian H.
pylori, penghapusan tekanan oksidatif serta pengawal-aturan keradangan. Madu
Tualang dan madu Kelulut mempunyai potensi penyembuhan yang setanding dengan
terapi piawai tiga serangkai dalam mengurangkan kecederaan mukosa gaster akibat
jangkitan H. pylori. Kesan positif madu Tualang dan Kelulut adalah melalui aktiviti
antibakteria, antiradang dan antioksidan yang berpotensi sebagai ejen terapeutik

alternatif tambahan terhadap lesi gaster aruhan H. pylori.

6.2 LIMITASI KAJIAN

Terdapat beberapa limitasi yang perlu dipertimbangkan dalam kajian ini, sekali gus
menjadikan ia sebagai siasatan lanjutan untuk membina pemahaman lengkap mengenai
komponen aktif madu Tualang dan madu Kelulut ke atas lesi gaster aruhan H. pylori.

Limitasi kajian yang terdapat dalam kajian ini adalah seperti berikut:

1. Kajian ini hanya mengkaji kesan anti-H. pylori dalam kajian in-vitro dan
menggunakan madu Tualang dan madu Kelulut yang mentah (tidak diekstrak)
tanpa menggunakan bahan aktif komponen antibakteria dalam membandingkan
kesan antibakteria dengan rawatan piawai antibiotik (Clarithromycin) terhadap

H. pylori.

2. Kajian ini hanya menunjukkan penghasilan model lesi gaster aruhan H. pylori
tikus, atas kekangan jangka masa kajian. Oleh itu, kajian lanjutan diperlukan
untuk mendapatkan jangka masa induksi yang berkesan untuk menghasilkan
model ulser gaster aruhan H.pylori tikus dalam mengkaji kesan anti-ulser madu

Tualang dan madu Kelulut.
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CADANGAN KAJIAN

Terdapat beberapa cadangan kajian lanjutan untuk membina pemahaman lengkap

mengenai komponen aktif madu Tualang dan madu Kelulut ke atas lesi gaster aruhan

H. pylori. Cadangan yang terdapat dalam kajian ini adalah seperti berikut:

I.

Menyelidik keberkesanan madu Tualang dan madu Kelulut sebagai agen
antibakteria, antiradang & antioksidan dalam merawat lesi gaster aruhan H.
pyvlori dan membandingkan kesan ini dengan dadah yang digunakan secara

klinikal.

Kajian lanjut perlu dilakukan untuk mengenal pasti komponen aktif madu
Tualang dan madu Kelulut yang bertindak sebagai antibakteria, antiradang &
antioksidan yang mungkin merupakan sumber nutraseutikal dan bahan-bahan

perubatan yang menarik.

Menjalankan kajian bioavailabiliti bagi mengenalpasti kepekatan dos sebenar
yang menunjukkan kesan terhadap parameter kajian. Seterusnya, analisis

toksikologi komponen madu Tualang dan madu Kelulut juga perlu dilakukan.

Walaupun didapati berkesan dalam mengurangkan lesi gaster aruhan H. pylori
pada haiwan kajian, kajian lanjut perlu dilakukan bagi mengkaji kesan madu
Tualang dan Kelulut pada manusia sebagai salah satu rawatan alternatif

tambahan atau pencegahan jangkitan H. pylori masa depan.
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LAMPIRAN B

PROSEDUR KIT BAGI PENENTUAN MDA
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LAMPIRAN D

PROSEDUR KIT BAGI PENENTUAN SOD
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8th Edition, revised in February, 2018

3. The SOD inhibition ratio can arrive 100%.
4. Before the formal experiment, it needs to choose one or two samples for diluting a series of
diluent and determine the dilution factor when the SOD inhibition ratio is 40%~60%.

Calculation of results
1. Definition:

When SOD inhibition ratio in this reaction system reach 50%, the corresponding enzyme level is 1
SOD activity unit (U).

Calculation formula:
(1) For serum/plasma sample:
Inhibition ratio of SOD (%)
(A Control-ABlask control }-(A Sample-ABlank sample) -
A Control-ABlank control °
SOD activity (U/mL)

40

= Inhibition ratio of SOD (%)+ 50% x ﬁ) = Dilution factor of sample before tested

(2) For tissue and cells:
Inhibition ratio of SOD (%)
_ (Acontrol-ABlank control)-(ASample-ABlank sample)
- A Control-ABlank control
SOD activity (U/mg prot)

x100%

;L) = Dilution factor of sample before tested

+ Protein concentration of sample (mgprot/mL)

= Inhibition ratio of SOD(%) + 50% x(22400

Technical parameters

1.

2.
3.
4

The sensitivity of the kit 15 0.2 U/mL.

The detection range of the kit 1s 0.2 -14.4 U/mL

The intra-assay CV 1s 2.9 % and the inter-assay CV 1s 3.7%.
The recovery of the kit 1s 97 %.

Notes

1.

2.
3.
4

Thus kit is for research use only.

Instructions should be followed strictly, changes of operation may result in unreliable results.
The validity of kit 1s 6 months.

Do not use components from different batches of kit.
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LAMPIRAN E

PROSEDUR KIT BAGI PENENTUAN GPx
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LAMPIRAN F

PROSEDUR KIT BAGI PENENTUAN PROTEIN SITOKIN IL-1, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12p, IFN-y, TNF-0. dan VEGF
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PENYERTAAN PERSIDANGAN
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LAMPIRAN H

PEMBUKTIAN PENERBITAN I
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PEMBUKTIAN PENERBITAN II
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LAMPIRAN J

PEMBUKTIAN PENERBITAN III



