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Five plants, namely Psidium guajava (guava), lllicium verum (star anise), Annona
squamosa (sugar apple) and two cultivars of Piper betle Linn. (betel leaf), were
screened for antimicrobial activity against sixteen foodborne bacteria using the agar
disc diffusion method. The plants were selected on the basis of folklore medicinal
reports and as practiced by people in Malaysia and the Caribbean. The methanolic
extracts of all plants used in preliminary screening had antibacterial activity against
at least on one bacterium with guava and the red vein (rv) and green vein (gv)
cultivars of Piper betle L., demonstrating greater antimicrobial activity. I verum
extract was effective against Aeromonas hydrophila and Citrobacter freundii while
the Annona squamosa extract was effective only against Vibrio parahaemolyticus.
The sequentially extracted crude material from the leaves of P. betle L. (1v), P. betle
L. (gv), and guava were evaluated for effectiveness against the bacteria. The
methanolic extract of P. betle L. (gv) was found to be effective against both Gram-

positive and Gram-negative pathogens while the methanolic extract of guava was
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mainly effective against the Gram-positive bacteria. The hexane and ammoniacal
chloroform extracts of P. betle L. (rv) inhibited the growth of most Gram-negative

pathogens.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the methanolic extracts of P. betle
L. (gv) (PBME) and guava (GME) against Kocuria rhizophila, Staphylococcus
aureus, A. hydrophila, Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium and
Listeria monocytogenes and V. parahaemolyticus was investigated. The bacteria
most sensitive to the GME (MIC = 1 mg/ml) were S. aureus, K. rhizophila and E.
coli O157:H7 while S. aureus was the most sensitive to the PBME at the same
concentration. 4. hydrophila and V. parahaemolyticus were more resistant to the
PBME with an MIC of 10 mg/ml. The extracts were also investigated for their killing
kinetics against four bacteria. The GME completely inhibited the growth of K.
rhizophila in 12 h at a concentration of 1 mg/ml while at 5 mg/ml, complete
inhibition was obtained in 4 h. PBME also killed all the bacterial cells of L.
monocytogenes, at a concentration of 1 mg/ml in 32 h while at 5 mg/ml, complete
inhibition was obtained in 4 h. At the concentration of 1 mg/ml the rate of killing of

the GME was faster than that of the PBME for all the bacteria studied.

The effect on cell viability and cellular leakage of K. rhizophila, S. Typhimurium,
L. monocytogenes and E. coli O157:H7 was measured after exposure to PBME and
GME at a concentration of 5000 ppm (5 mg/ml). Assay of filtrates of all treated cell
suspensions revealed a significantly higher (P<0.05) release of nuclear material, K"
ions and protein than that of untreated controls, thereby indicating disruptive action

on the cytoplasmic membrane of bacterial cells. The PBME caused a higher leakage
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of K" ions than the GME for all the bacteria tested while total protein released by
K. rhizophila and S. Typhimurium was also higher in cells treated with PBME than
with GME. The PBME caused a noticeably higher (P<0.05) release of nuclear
material in the Gram-positive organisms while the GME caused a higher release in
the Gram-negative. While GME caused a higher release of 260nm-absorbing
materials than PBME for all the organisms investigated, both extracts appeared to
have disrupted the integrity of the lipopolysaccharide (LPS) layer of the Gram-
negative microorganisms. Several mechanisms of action may be involved in the
growth inhibition of bacteria. The loss of cell viability and leakage of intracellular
constituents observed in this study suggests that membrane damage was a major

cause of lethal effect for any of the extracts.
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Lima tumbuhan, Psidium guajava (jambu batu), lllicium verum (cengkih) dan
Annona squamosa (nona) dan dua kultivar Piper betle L. (urat merah dan urat hijau)
diuji untuk aktiviti antimikroorganisma ke atas enam belas bakteria bawaan makanan
dengan menggunakan kaedah ‘agar disc diffusion’. Tumbuhan ini dipilih
berdasarkan laporan perubatan dan amalan warisan yang diamalkan oleh masyarakat
di Malaysia dan di kawasan Caribbean. Ekstrak methanol bagi semua jenis tumbuhan
yang dikaji pada peringkat saringan menunjukkan aktiviti antibakteria terhadap
sekurang-kurangnya satu bakteria dengan ekstrak jambu batu dan kedua-dua daun
sireh (urat merah dan hijau) menunjukkan aktiviti antimikrobial tertinggi berbanding
ekstrak tumbuhan lain yang dikaji. Ekstrak 1. verum efektif ke atas Aeromonas
hydrophila dan Citrobacter fuendi manakala ekstrak A. squamosa efektif ke atas
Vibrio parahaemolyticus. Ekstrak sebatian kasar daun P. betle L. (urat merah dan
urat hijau) dan jambu batu dinilai keberkesanannya terhadap bakteria. Ekstrak

methanol daun sireh (urat hijau) didapati berkesan terhadap patogen Gram-positif
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dan negatif, manakala ekstrak methonol bagi jambu batu hanya berkesan terhadap
mikroorganisma Gram-positif. Ekstrak hexana dan kloroform beramonia daun sireh
(urat merah) didapati dapat merencat pertumbuhan kebanyakan patogen Gram-

negatif.

Seterusnya ekstrak methonal daun sireh (urat hijau) (PBME) daun jambu batu
(GME) dikaji untuk kadar perencatan minimum (MIC) terhadap Kocuria rhizophila,
Staphylococcus aureus, A. hydrophila, Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, V. parahaemolyticus, Listeria monocytogenes dikaji. Bakteria yang
paling sensitif kepada GME (MIC=1 mg/ml) adalah S. aureus, K. rhizophila dan
E. coli O157:H7 manakala S. aureus juga sangat sensitif kepada PBME pada
kepekatan yang sama. A. hydrophila dan V. parahaemolyticus mempunyai ketahanan
yang lebih kepada PBME yang mempunyai MIC berkepekatan 10 mg/ml. Ekstrak-
ekstrak tersebut juga dikaji corak kinetik membunuh ke atas empat jenis bakteria.
GME merencat sepenuhnya pertumbuhan K. rhizophila selepas 12 jam mendedahkan
kepada ekstrak pada kepekatan 1 mg/ml manakala pada kepekatan 5 mg/ml,
perencatan pertumbuhan sepenuhanya diperolehi selepas 4 jam perlakuan. PBME
juga membunuh semua sel L. monocytogenes pada kepekatan 1 mg/ml dalam masa
32 jam manakala pada kepekatan 5 mg/ml, perencatan sepenuhnya diperolehi dalam
masa 4 jam. Pada kepekatan 1 mg/ml, kadar pembunuhan GME adalah lebih cepat

daripada PBME untuk semua bakteria yang dikaji.

Kesan ke atas kemampuan hidup sel dan kebocoran selular untuk K. rhizophila,

S. Typhimurium, L. monocytogenes dan E. coli O157:H7 diukur selepas pendedahan

kepada PBME dan GME pada kepekatan 5,000 ppm (5 mg/ml). Penentuan hasil turas
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bagi semua ampaian sel yang dirawat menunjukkan peningkatan bererti (P<0.05)
bagi perembesan bahan nukleik, ion K’ dan protein berbanding kawalan. Ini
menunjukkan berlakunya tindakan pemusnahan membran sitoplasmik sel bakteria.
PBME menyebabkan kebocoran ion K' yang lebih tinggi daripada GME bagi
kesemua bakteria yang diuji. Sementara protein keseluruhan yang dirembes oleh K.
rhizophila, S. Typhimurium adalah lebih tinggi bagi sel yang dirawat dengan PBME
berbanding dengan GME. PBME juga menyebabkan perlepasan bahan nukleik yang
lebih ketara (P<0.05) bagi bakteria Gram-positif sementara GME menyebabkan
pelepasan bahan nukleik yang lebih tinggi bagi bakteria Gram-negatif. Walaupun
GME menyebabkan perlepasan bahan penyerapan pada 260nm yang lebih tinggi
berbanding PBME untuk semua jenis bakteria yang dikaji, namun kedua-dua ekstrak
ini mampu merosakkan integriti lapisan lipopolisakarida (LPS) bakteria Gram-
negatif. Beberapa mekanisma tindakbalas mungkin terlibat dalam perencatan
pertumbuhan bakteria. Kehilangan kebolehan hidup sel dan rembesan bahan selular
yang diperhatikan dalam kajian ini mencadangkan kerosakan membran adalah

merupakan punca utama kesan letal sel oleh semua ekstrak.
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