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ABSTRAK

Pneumonia menjadi perhatian masyarakat karena menjadi salah satu penyebab
utama morbiditas dan mortalitas anak berusia di bawah lima tahun. Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae dan Pseudomonas aeruginosa merupakan
bakteri patogen paling banyak ditemukan pada pasien pneumonia. Infeksi bakteri
terhadap inang salah satunya didukung oleh pelekatan protein pili adhesin yang
dimiliki oleh bakteri terhadap sel host. Upaya pencegahan terjadinya penyakit
pneumonia dapat dilakukan dengan menggunakan antibiotik senyawa alami dari
Andrographis paniculata (daun Sambiloto), yaitu Andrographolide. Tujuan penelitian
ini adalah mengetahui homologi protein pili adhesin bakteri patogen penyebab
pneumonia dan mengetahui interaksi antara senyawa Andrographolide dengan protein
pili adhesin bakteri patogen penyebab pneumonia. Penelitian ini menggunakan metode
in silico. Homologi sekuen protein pili adhesin dilakukan dengan Multiple Sequence
Alignment menggunakan software MEGA XI. Sedangkan untuk mengetahui interaksi
protein pili adhesin dengan senyawa antibiotik Andrographolide dilakukan dengan cara
Docking menggunakan software Pyrx. Hasil penelitian ini menunjukkan hasil
persentasi identity matrix menggunakan Clustal Omega, bahwa isolat Klebsiella
pneumoniae WP_253900340.1 memiliki similaritas tinggi terhadap 11 isolat bakteri
lain yaitu isolat bakteri Streptococcus pneumoniae. Pada Filogenetic tree menunjukkan
kedekatan evolusi dari bakteri yang diteliti. Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1
berada satu klad dengan bakteri Streptococcus pneumoniae. Kedekatan evolusi tersebut
diduga memiliki fungsi dan struktur yang sama. Protein target yang diteliti dapat
dijadikan sebagai target antibiotik. Ditunjukkan pada nilai binding affinity yang rendah
atau di bawah 0. Interaksi ligan senyawa Andrographolide dengan Klebsiella
pneumoniae memiliki nilai binding affinity terendah yaitu -7,9 dan -7,8 interaksi
Klebsiella pneumoniae dengan kontrol Tetrasiklin.

Kata kunci: andrographolide, docking molecular, homology modelling, pili adhesin,
pneumonia
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BAB |

PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Pneumonia merupakan infeksi saluran pernapasan yang mengenai jaringan paru
(alveoli). Penyakit ini disebabkan oleh mikroorganisme seperti virus, bakteri atau
jamur. Sebagian kecil juga disebabkan oleh hal lain seperti radiasi. Ketika seseorang
menderita pneumonia, alveoli akan terisi dengan cairan yang menyebabkan rasa sakit
ketika bernapas dan menghambat masuknya oksigen (Callistania & Indrawati, 2014).
Pneumonia menjadi perhatian masyarakat karena menjadi salah satu penyebab utama
morbiditas dan mortalitas anak berusia di bawah lima tahun. Setidaknya ada 2 juta anak
balita meninggal setiap tahun disebabkan oleh pneumonia. Sebagian besar terjadi di
Afrika dan Asia Tenggara.

Berdasarkan survey kesehatan nasional, tercatat sebanyak 27,6% kematian bayi
dan 22,8% kematian balita di Indonesia disebabkan oleh penyakit respiratori, terutama
pneumonia (Said, 2015). Berdasarkan laporan Perhimpunan Dokter Paru Indonesia
(PDPI) (2003) dalam penelitian Septiyani (2014) menyatakan bahwa ditemukan bakteri
Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri yang paling banyak dijumpai pada pasien
pneumonia Yyaitu sebesar 45,18%, selanjutnya diikuti oleh bakteri Streptococcus
pneumoniae  sebesar  14,04% dan  Pseudomonas aeruginosa  sebesar
8,56%.Streptococcus pneumoniae menjadi penyebab setidaknya 20-30% dari seluruh
kasus pneumonia di Indonesia (Mandal et al., 2008). Berdasarkan data World Health
Organization (WHO) tahun 2017 menunjukkan sekitar 808.694 kasus pneumonia yang
menyebabkan kematian pada anak balita setiap 20 detik. Infeksi Streptococcus
pneumoniae diawali dengan adhesi bakteri ke sel inang.

Kemampuan Streptococcus pneumoniae untuk melekat pada sel inang didukung
oleh beberapa protein permukaan, salah satunya adalah protein Pili adhesin. Pili
adhesin memiliki peran adhesi yang pertama kali pada sel inang, kemudian diikuti oleh
protein permukaan yang lain (Mufida et al., 2018). Pili adhesin merupakan organel



yang memiliki kontribusi pada langkah awal infeksi yaitu adhesi dan kolonisasi
terhadap sel inang (Mufida et al., 2020). Klebsiella pneumoniae dilaporkan juga dapat
menyebabkan infeksi serius pneumonia. Faktor virulensi yang penting pada Klebsiella
pneumoniae tahap pelekatan awal bakteri untuk menginfeksi inang adalah Pili adhesin.
Pili adhesin dapat mengikat secara spesifik dan berperan dalam patogenesis sel inang
(Kurniawati et al., 2021).

Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan bakteri Gram negatif yang mudah
beradaptasi dengan lingkungan tempat tinggalnya. P. aeruginosa dapat menyerang
manusia hingga menyebabkan infeksi serius. Patogen ini merupakan salah satu
penyebab penyakit pneumonia yang paling umum (Yayan et al., 2015). Patogenesis
oleh P. aeruginosa dilakukan dengan cara memanfaatkan kontak permukaan bakteri
dengan inang. P. aeruginosa yang berlekatan dengan inang dimediasi oleh beberapa
adhesin, yaitu pili adhesin. Pili adhesin merupakan fimbriae bermotor yang berperan
pada virulensi terhadap sel inang (Yayan et al., 2015). Penelitian Hidayati (2010)
membuktikan bahwa P. aeruginosa mempunyai protein adhesin dari pili dengan berat
molekul 38,19 kDa.

Penelitian Mufida et al. (2020) menunjukkan bahwa protein Pili pada
Streptococcus pneumoniae merupakan protein adhesi yang dapat dikembangkan
sebagai kandidat vaksin dalam upaya pencegahan penyakit pneumonia. Penelitian
Moghaddam et al. (2015) menyatakan bahwa RrgA merupakan bagian dari protein pili
adhesin yang menjadi faktor virulensi dalam infeksi paru pada Streptococcus
pneumoniae. Langkah untuk mengetahui profil protein pili yang diduga dapat menjadi
target antibiotik pada penyakit pneumonia, diperlukan senyawa antibakteri yang dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae
dan Pseudomonas aeruginosa.

Berdasarkan penelitian Sikumalay et al. (2016), Andrographolide merupakan
senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas
aeruginosa. Penelitian Alvarez et al. (2021) menunjukkan bahwa Andrographolide

termasuk senyawa yang memiliki aktifitas antibakteri terhadap bakteri Streptococcus



pneumoniae. Berdasarkan penelitian Huurun et al. (2020), menunjukkan senyawa
kerentanan bakteri Klebsiella pneumoniae terhadap senyawa Andrographolide.
Senyawa Andrographolide merupakan komponen utama pada tanaman
Sambiloto  (Andrographis  paniculata). Berdasarkan berbagai  penelitian,
Andrographolide diduga dapat melawan penyakit. Secara farmakologi disebutkan daun
Andrographis paniculata mempunyai sifat sebagai antibakteri (Suaib, 2016).
Berdasarkan hasil interaksi senyawa Andrographolide dengan pili adhesin akan
menunjukkan profil protein pili adhesin dari bakteri patogen yang dapat digunakan

sebagai target antibiotik pada penyakit pneumonia.

B. Rumusan Masalah Penelitian
1. Bagaimana homologi protein Pili adhesin pada bakteri Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella pneumoniae
penyebab penyakit pneumonia?
2. Bagaimana interaksi antara senyawa Andrographolide dengan protein Pili
adhesin pada bakteri Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa

dan Klebsiella pneumoniae penyebab penyakit pneumonia?

C. Tujuan Penelitian

1.  Mengetahui homologi sekuens protein Pili adhesin pada bakteri
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella
pneumoniae penyebab penyakit Pneumonia.

2. Mengetahui interaksi antara senyawa Andrographolide dengan protein Pili
adhesin pada bakteri Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
dan Klebsiella pneumoniae penyebab penyakit pneumonia.

D. Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat sebagai informasi terkait homologi protein Pili adhesin

dari bakteri Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella

pneumoniae yang menjadi kandidat protein targen antibiotik untuk pengobatan



pneumonia. Serta mengetahui potensi senyawa Andrographolide sebagai target
antibiotik untuk mengobati penyakit pneumonia.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Pneumonia

Pneumonia merupakan peradangan yang mengenai jaringan paru (alveoli).
Penyebab penyakit pneumonia adalah virus, bakteri jamur, pajanan bahan kimia atau
kerusakan fisik dari paru-paru, atau pengaruh dari penyakit lainnya (Dahlan, 2014).
World Health Organization melaporkan 14% dari total kematian anak di dunia
disebabkan oleh pneumonia yaitu sebesar 740.180 anak pada tahun 2019 (WHO,
2021).

Pneumonia dapat diklasifikasikan dalam berbagai cara, klasifikasi paling sering
ialah menggunakan Kklasifikasi berdasarkan tempat didapatkannya pneumonia
(pneumonia komunitas dan pneumonia nosokomial), tetapi pneumonia juga dapat
diklasifikasikan berdasarkan area paru yang terinfeksi (lobar pneumonia, multilobar
pneumonia, bronchial pneumonia, dan intertisial pneumonia) atau agen kausatif.
Pneumonia juga sering diklasifikasikan berdasarkan kondisi yang mendasari pasien,
seperti pneumonia rekurens (pneumonia yang terjadi berulang kali, berdasarkan
penyakit paru kronik), pneumonia aspirasi (alkoholik, usia tua), dan pneumonia pada
gangguan imun (pneumonia pada pasien tranplantasi organ, onkologi, dan AIDS)
(Dunn, 2007).

Proses patogenesis pneumonia terkait dengan tiga faktor yaitu keadaan

(imunitas) pasien, mikroorganisme yang menyerang pasien dan lingkungan yang



berinteraksi satu sama lain. Dalam keadaan sehat, pada paru tidak akan terjadi
pertumbuhan mikroorganisme, keadaan ini disebabkan oleh adanya mekanisme
pertahanan paru. Adanyanya bakteri di paru merupakan akibat ketidakseimbangan
antara daya tahan tubuh, mikroorganisme dan lingkungan, sehingga mikroorganisme
dapat berkembang biak dan berakibat timbulnya sakit (Mandel et al., 2007).

B. Bakteri Penyebab Pneumonia
1.  Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae termasuk dalam Ordo Lactobacilales dan
Famili Streptococcaceae. S.pneumoniae merupakan bakteri diplokokus Gram
positif yang merupakan flora normal pada nasofaring memiliki lebih dari 90
serotipe. S.pneumoniae memiliki bentuk bulat hingga lanset. S.pneumoniae
menjadi patogen bagi manusia dan menyebabkan invasive pneumococcal
disease, vyaitu sekelompok penyakit seperti pneumonia, sinusitis akut,
konjungtivitis, meningitis, dan lain-lain (Larasati, 2019).

Streptococcus pneumoniae merupakan flora normal saluran napas bagian
atas manusia sehat, terutama pada anak. Bakteri ini menyebar dari manusia ke
manusia melalui udara (Donald et al., 2016). Berdasarkan penelitian Ranuh et al.
(2011), berkisar antara 5%-30% laju pertumbuhan bakteri di nesofaring dewasa,
20%-50% pada anak sehat, dan 25%-75% pada bayi. Faktor yang menjadi
penyebab kolonisasi diantaranya : bayi tanpa ASI, infeksi saluran napas atas,
perokok pasif, dan cuaca.

Tingkat efektifitas dari infeksi bakteri S.pneumoniae tergantung pada
sistem imun pejamu. Sedangkan prinsip kerja faktor virulensi pada bakteri ini
yaitu dengan cara menghindar dari sistem imun pejamu (Brooks et al., 2018).
Protein permukaan merupakan faktor virulensi yang membantu patogenesis
pneumonia yang berperan sebagai adhesin dan menghambat sistem imun inang.

Pili adalah bagian dari protein permukaan yang berfungsi untuk memberi dan



meningkatkan kemampuan bakteri dalam menempel pada epitel slauran napas
manusia (Gentile et al., 2011).
2.  Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri gram negatif yang menjadi
penyebab tersering penyakit infeksi nosokomial. Klebsiella pneumoniae terdapat
pada tubuh manusia pada bagian saluran napas dan feses pada sekitar 5% orang
normal. Klebsiella pneumoniae menjadi penyebab pneumonia yang menyerang
pada jaringan paru-paru (alveoli). Infeksi dari Klebsiella pneumoniae
ditunjukkan pada pembengkakan paru-paru, sehingga lobus kanan dan Kiri paru-
paru menjadi tidak sama, demam (panas-dingin), bronchitis, penebalan dinding
mukosa dan dahak berdarah (Dewi, 2020).

Berdasarkan laporan Kazimoto et al. (2018), Klebsiella pneumoniae telah
mengalami resistensi terhadap beberapa jenis antibiotik. Klebsiella pneumoniae
memiliki beberapa faktor virulensi, salah satunya yaitu pili. Pili berperan dalam
tahap awal perlekatan Klebsiella pneumoniae pada permukaan sel inang. Hal ini
karena pili mengandung protein yang dapat berikatan dengan molekul gula
penyusun membran sel inang, yang disebut dengan protein hemaglutinin serta
protein yang dapat berikatan dengan reseptor permukaan sel inang yang disebut
dengan protein adhesin (Dita et al., 2019).

3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa termasuk bakteri Gram negatif, berbentuk
batang, menghasilkan enzim oksidase dan katalase, mampu memproduksi
pigmen serta termasuk p-hemolysis. Bakteri ini menjadi sangat susah untuk
diobati karena kemampuannya menghasilkan enzim beta laktamase dan biofilm
(Carrol et al, 2017). Bakteri Pseudomonas aeruginosa merupakan
mikroorganisme yang sering menyebabkan infeksi nosokomial. Bakteri ini sering
menyebabkan infeksi luka pasca operasi, bakteremia, endokarditis bakterial,

sinusitis, infeksi sistim respirasi dan saluran kemih (Syawalludin, 2019).



Banyak faktor-faktor penentu patogenitas dari bakteri ini diantaranya yang
berhubungan dengan struktur sel seperti pili (fimbriae) dan bahan yang
dikeluarkan seperti exotoxin A dan protease. P. aeruginosa mempunyai protein
adhesin dari pili dengan berat molekul 38,19 kDa. Salah satu faktor virulensi P.
aeruginosa untuk berinteraksi dan komunikasi dengan inang yang termasuk
dalam GSP adalah pili (Hidayati, 2010). Pili dari P. aeruginosa pada dasarnya
merupakan protein fiber yang memanjang dari satu atau kedua sel pole. Proses
ini merupakan faktor penting untuk virulensi yang mem perantarai proses adhesi

pada jaringan sel inang.

C. Protein Pili Adhesin

Pili bakteri Gram-negatif pertama kali ditemukan pada akhir 1940-an sebagai
reseptor untuk bakteriofag. Sejak itu, pili telah menjadi fokus penelitian intensif dan
banyak yang telah dipelajari tentang struktur, perakitan, modifikasi pascatranslasi,
pengaturan ekspresi dan perannya terhadap penyakit. Salah satu bakteri Gram negatif
ber-pili yang menyebabkan penyakit pneumonia adalah Pseudomonas aeruginosa
(Proft & Baker, 2009). Sedangkan struktur pilus pada bakteri Gram-positif pertama
kali dijelaskan pada tahun 1968, ketika sebuah studi mikroskop elektron menunjukkan
batang fleksibel pada permukaan Corynebacterium renale. Bakteri Gram-positif yang
terdapat pili adalah Streptococcus pneumoniae (Proft & Baker, 2009).

Subunit pilin tipe 1V menjadi struktur pertama untuk pilin mayor Gram-positif.
Ciri yang mencolok adalah kontras antara pili Gram-negatif dan Gram-positif.
Sedangkan untuk bakteri Gram-negatif, dicirikan oleh pili Tipe | (atau P) dan Tipe IV,
cenderung lebih tebal, dengan subunitnya terkait secara non-kovalen, dan cara
perakitannya memberikan kekuatan dan stabilitas (Proft & Baker, 2009).

Seperti kebanyakan streptokokus, pada permukaan S. pneumoniae terdapat
filamen panjang yang disebut pili. Pili pneumokokus sebelumnya telah dikaitkan
dengan virulensi dan kemampuan mikroorganisme untuk melekat lebih baik pada sel

epitel dan untuk merusak nasofaring. Pili adalah struktur multimerik yang terdiri dari



tiga protein (RrgA, RrgB, dan RrgC) yang dipolimerisasi oleh tiga enzim sortase
(SrtC1, SrtC2, dan SrtC3) melalui pembentukan ikatan isopeptida antarmolekul
kovalen. Secara khusus, banyak salinan RrgB dipolimerisasi untuk membentuk
perancah pilus, sedangkan adhesin utama, RrgA, dan RrgC sebagai jangkar, masing-
masing terlokalisasi di ujung dan di dasar pili (Ness & Hilleringmann, 2021).
Berdasarkan penelitian Mufida et al. (2020) menunjukkan bahwa protein Pili
pada Streptococcus pneumoniae merupakan protein adhesi yang dapat dikembangkan
sebagai kandidat vaksin dalam upaya pencegahan penyakit pneumonia. Penelitian
Moghaddam et al. (2015) menyatakan bahwa RrgA merupakan bagian dari protein pili
adhesin yang menjadi faktor virulensi dalam infeksi paru pada Streptococcus

pneumoniae.

D. Andrographolide

Senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae dan Pseudomonas aeruginosa adalah
senyawa Andrographolide yang tergolong dalam kelas senyawa Terpenoid (Huruun et
al., 2020.,Alvarez et al., 2021.,Sikumalay et al., 2016). Andrographolide merupakan
diterpenoid lakton, berupa kristal bening dan mempunyai rasa yang sangat pahit
dengan rumus molekul andrografolid C20H300s. Andrographolide memiliki sifat yang
mudah larut dalam metanol, etanol, piridin, asam asetat dan aseton, tapi sedikit larut
dalam eter dan air (Warditiani et al., 2014).

Mekanisme kerja senyawa terpenoid sebagai zat antibakteri diduga melibatkan
kerusakan membran oleh senyawa lipofilik. Terpenoid dapat bereaksi dengan porin
(protein trasmembran) pada membran luar dinding sel bakteri, membentuk ikatan
polimer yang kuat dan merusak porin, mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri
sehingga sel bakteri kekurangan nutrisi dan menyebabkan pertumbuhan bakteri
terhambat dan mati (Huurun et al., 2020).
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E.  Molekuler Docking

Perkembangan teknologi komputer dan peningkatan data strukural, kimia,
biologis yang tersedia terus bertambah. Sehingga pendekatan in silico sekarang
memungkinkan penyaringan virtual jutaan senyawa dalam waktu yang terjangkau,
sehingga mengurangi biaya awal identifikasi dan meningkatkan peluang untuk
menemukan kandidat obat yang diinginkan. Saat ini, beberapa teknik pemodelan
molekul tersedia untuk memfasilitasi tugas penemuan obat, sebagian besar
diklasifikasikan ke dalam pendekatan berbasis struktur dan berbasis ligan (Luca &
Giulio, 2019).

Molekuler docking adalah metode komputasi yang digunakan dalam
memprediksi pengikatan suatu molekul calon obat dengan target proteinnya,
memprediksi afinitas dan aktivitas dari suatu molekul calon obat serta melihat geometri
tiga dimensi dari senyawa yang terikat pada sisi aktif protein (Pratama et al.,
2017). Molekuler docking merupakan salah satu metode in silico berbasis struktur yang
tergolong berhasil dalam membantu memprediksi interaksi yang terjadi antara molekul
dengan target. Proses ini biasanya dilakukan dengan terlebih dahulu memprediksi
orientasi molekul ligan di dalam reseptor, dan kemudian memperkirakan
komplementaritasnya melalui penggunaan fungsi skor (Luca & Giulio, 2019).

Terdapat dua komponen yang memengaruhi proses molekuler docking yaitu
fungsi scoring. Fungsi scoring berhubungan dengan tingkat afinitas ikatan antara
protein dengan ligan, sedangkan algoritma berhubungan dengan konformasi interaksi
protein dengan ligan (Rachmania et al., 2015). Berdasarkan proses molekuler docking
menghasilkan nilai energi ikatan atau Rerank score yang menunjukkan jumlah energi
yang dibutuhkan untuk proses docking antara ligan dengan reseptor. Semakin kecil
nilai energi ikatan, maka semakin stabil ikatan tersebut. Dan semakin stabil ikatan ligan

reseptor, maka aktivitas yang dihasilkan juga semakin besar (Azizah, 2019).



BAB Il1

METODE PENELITIAN
A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara in silico pada bulan Juni-Juli 2023 di Yogyakarta.
B. Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi laptop HP 32 bit yang
terhubung dengan koneksi internet, software Pymol, software PyRx, software
Discovey Studio Visualizer, website NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), website pdb
(www.pdb.org), website swissmodel (Www.expasy.org).
C. Bahan
Bahan-bahan yang digunakan adalah struktur 3D senyawa Andrographolide
sebagai antibakteri dan Tetrasiklin sebagai kontrol positif. Sekuen protein pili adhesin
dari bakteri penyebab penyakit pneumonia yang, meliputi: sekuen protein RrgA
Streptococcus pneumoniae, sekuen bakteri Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa dan Klebsiella pneumoniae.”
D. Prosedur Kerja
1.  Pengumpulan Data
a.  Sekuen protein pili adhesin bakteri
Sekuens protein pili adhesin bakteri Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella pneumoniae dan sekuen gen
RrgA  Streptococcus pneumoniae diambil  dari website NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Tahap pertama yaitu dengan mencari sekuen dari
gen RrgA Streptococcus pneumoniae. Sekuen yang dihasilkan kemudian
diBlastP terhadap bakteri Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumonia dan Pseudomonas aeruginosa. Kemudian sekuen yang

dihasilkan, disimpan dalam format Fasta di notepad.
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b.  Persiapan Ligan
Ligan yang digunakan pada penelitian ini adalah senyawa
Andrographolide. Ligan diambil dari PubChem
(https://pubchem.ncbi.nih.gov/). Tetrasiklin merupakan antibiotik dengan
spektrum luas dan digunakan sebagai kontrol positif yang dapat
menghambat proses sintesis protein dan menghambat bakteri Gram positif
dan negatif (Faridah et al., 2022).
2. Multiple Sequences Aligment dan Konstruksi Filogenetic Tree
Data yang digunakan pada proses ini adalah data sekuen protein pili adhesin
bakteri Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa dan Streptococcus
pneumoniae dan sekuen protein RrgA Streptococcus pneumoniae. Multiple alignment
dilakukan dengan menggunakan ClustalW pada software MEGA Xl dan konstruksi
filogenetic tree menggunakan construct/test maximum likelihood tree pada software
MEGA XI.
3. Modeling protein
Data sekuens pemodelan struktur 3D protein pili adhesin diambil dari setiap
cluster hasil filogenetic tree yang telah dibuat. Pemodelan struktur 3D dilakukan
dengan menggunakan swiss-model. Tahap pertama yaitu menginput data sekuens
protein. Kemudian mencari template yang sesuai. Selanjutnya dilakukan seleksi
template dan pembentukan model dan diakhiri dengan estimasi kualitas model
(Waterhouse et al., 2018). Setelah pemodelan dari swiss-model, hasilnya dicek
menggunakan software Pymol dan disimpan dalam format PDB (Karina et al., 2019).
4.  Molekuler Docking
Proses Docking dilakukan dengan mengacu pada penelitian Saputri et al. (2016)
menggunakan software PyRx. Dimulai dengan klik file, load molecule, lalu dibuka file
protein target. Pada molekul protein diklik kanan,autodock, dipilih make
macromolecule. Selanjutnya klik open babel dan insert new item untuk menambahkan

ligan. Pada judul ligan di klik dan dipilih minimize selected, ditunggu sampai energi
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berhenti. Selanjutnya pada judul ligan diklik kanan pilih Convert Selected to Autodock
Ligand.

Selanjutnya untuk memulai docking dipilih Vina Wizard kemudian
ditambahkan ligan dan protein dengan dipilih ligan dan makromolekul pada daftar
Autodock, selanjutnya dipilih forward. Selanjutnya di set maximize untuk grid box dan
dipilih forward. Proses docking sedang berjalan dan ditunggu sampai hasil docking
keluar. Hasil docking yang berupa data scoring kemudian disimpan. Interaksi antara
protein dengan ligan dilihat dengan menggunakan software Pymol.

E. Analisis Data

Data homologi sekuen protein pili dari bakteri Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, dan Klebsiella pneumonia dan data hasil analisis interaksi
protein pili dengan senyawa Andrographolide dan tetrasiklin ini dianalisis secara
deskriptif.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Pengumpulan Data

Pencarian data sekuens protein pili adhesin pada bakteri Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae dan Pseudomonas aeruginosa digunakan
sebagai bahan untuk proses Multiple Alignment dan Konstruksi Filogenetic Tree.
Pencarian data sekuens menggunakan database protein yang terdapat pada website
NCBI.

Pemilihan sekuen protein dilakukan dengan menggunakan protein RrgA pada
bakteri Streptococcus pneumoniae dengan kode akses WP_281058159.1. Penggunaan
protein RrgA mengacu pada penelitian Lovino et al. (2020) yang menunjukkan bahwa
RrgA memiliki peran penting dalam virulensi dan kolonisasi pada pneumokokus.
Kemudian diperkuat dengan penelitian Orrskog et al. (2012) bahwa RrgA berinteraksi
dengan reseptor complement 3 (CR3) pada Streptococcus pneumoniae yang
menghasilkan stimulasi pneumokokus pada motilitas makrofag. Penggunaan protein
RrgA dilakukan dengan harapan dapat mengidentifikasi sekuen yang homolog.

Sekuen protein RrgA tersebut kemudian diBlastP terhadap bakteri
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae dan Pseudomonas aeruginosa.
Penggunaan BlastP pada penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi sekuen
protein dari ketiga bakteri patogen tersebut. Fungsi blastP yaitu dapat membandingkan
suatu sekuen asam amino yang menyusun protein yang ingin diamati dengan database
(Akinola et al., 2019).
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Gambar 1. Hasil BlastP Protein RrgA Streptococcus pneumoniae dengan bakteri patogen. a. protein

RrgA Streptococcus pneumoniae terhadap Pseudomonas aeruginosa. b. protein RrgA

Streptococcus pneumoniae terhadap Klebsiella pneumonia. c. protein RrgA Streptococcus

terhadap Streptococcus pneumonia

pneumoniae

Data sekuens yang diperoleh kemudian disimpan dalam format Fasta. Format

Fasta merupakan format berbasis teks untuk mewakili sekuen nukleotida atau sekuen

protein, yang mana pasangan basa atau asam amino yang diwakili dengan
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menggunakan kode huruf tunggal. Penamaan dan penjelasan dibedakan dari sekuen
yang terletak pada baris pertama yang didahului dengan simbol “>" (Suyono, 2010).
Pertimbangan pada analisis BlastP yaitu dengan melihat expected value (E-Value). Jika
e-value lebih rendah, maka menunjukkan keselarasan yang lebih signifikan dan jika
hasil persentasi semakin mendekati 100% maka akan semakin akurat hasilnya (Anwar
et al., 2022). Kemudian nilat bit score yang menunjukkan seberapa baik keselaran
sekuen tersebut, semakin tinggi nilai bit score maka semakin baik pula keselarannya
(Samal et al., 2021).

Berdasarkan data sekuens Pseudomonas aeruginosa yang dihasilkan
menunjukkan keselarasan yang rendah. Ditunjukkan pada nilai persentasi identity rata-
rata kurang dari 100%, hanya pada sekuen dengan kode akses MBG5844569.1 yang
memiliki nilai persentasi identity 100%. E-value yang tinggi juga menunjukkan
keselarasan yang rendah dan nilai bit score yang tidak menjangkau seluruh urutan pada
sekuen query.

Hasil blastP pada bakteri Klebsiella pneumonia meskipun nilai persentasi
identity 100% namun e-value menunjukkan nilai besar yakni 4e-76, yang berarti
tingkat keselarasan dengan sekuen query rendah. Sekuen MCY0529820.1
menunjukkan tingkat keselarasan yang sangat rendah karena hanya memiliki nilai
persentasi sebesar 38,24%. Sementara hasil blastP pada bakteri Streptococcus
pneumonia menunjukkan tingkat keselarasan yang cukup tinggi. Ditunjukkan dengan
hasil persentasi identity 100% dan e-value 0,0. Rendahnya keselarasan sekuen protein
pili adhesin pada bakteri Klebsiella pneumoniae dan Pseudomonas aeruginosa dengan
sekuen query diduga karena adanya perbedaan gen yang dimiliki oleh masing-masing

bakteri tersebut.

B.  Multiple Sequences Alignment
Sekuens protein pili adhesin yang telah didapatkan tersebut dilakukan
penyejajaran (Multiple Alignment) dengan menggunakan software MEGA XI. Multiple

Alignment Sequences merupakan metode penyejajaran dua atau lebih sekuen
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DNA/RNA atau protein untuk menentukan kesamaan dan homologinya atau melihat
jarak kedekatan antar sekuen. Multiple sequence alignment memiliki peran menyajikan
estimasi jarak-jarak setiap pasangan sekuen yang kemudian digunakan untuk
menganalisis pohon filogenetik (Saputri, 2018)

Metode ini digunakan untuk mempelajari evolusi sekuen dari leluhur yang sama
(common ancestor). Ketidakcocokan (mismatch) dalam alignment diasosiasikan

dengan proses mutasi, sedangkan kesenjangan (gap, tanda "—") diasosiasikan dengan
proses penyisipan (insersi) atau penghapusan (delesi ) (Suyono, 2010).

Speces/bbry 8

1. WP_061758520.1 PH1 pus fip adhesin Rro Streptacoccus preumoniag VP - WLRFYLI CHMN
2.WWP_130886429.1 PH1 pils fip adhesi RrgA Streptacoccus preumoniae VP - WLPFYLI CHIH

3 WP_083987354.1 PH1 pus fip adhesin Rro Streptacoccus preumoniag VP - WLRFYLI CHMN
4.WWP_030072817.1 PH1 pilus fip adhesi RroA Streptacoccus preumoniae VP - WLRFYLI CHIH

5. WP_084354610.1 PH1 plus fip adhesin Rro Streptacoccus preumoniag VP - WLRFYLI CHMN

6. WP_083280117.1 PH1 plus-fi adhesin RroA Shreptococcus preumoniae VP - NLRFYLI CIHIN

7. WP_038795383.1 PH1 pius fip adhesin RroA Streptacoccus preumoniag VR - WLRFYLI CHIN

8. WP_140223005.1 PH1 plus-fi adhesin RrgA Shreptococcus preumoniag |VE- WLRFYLI CIHN
9.WWP_000757843.1 P1 pils-fip adhesi RroA Streptacoccus preumoniae VP - WLPFYLI CHIH

10 WP_281058159.1 PH pius tip adhesin RrgA Sheptocaccus peumaniae IVI- I LIFYL | CHIIWGE- -
11 MBWB194774.1 LPXTG cel wal anchor domain-coniaining protein pama\PseudDmonasae ----------------- .- LFYILLAAFFIALAG- AA
12. WP _186382958 1 prealbumin-ike fold domain-contsining protein partil Pseudomonas. aeruw ALKV FIIVALALI IA A

13. MBIB803901.1 hypothetical protein JE001_32785 paral Pseudomonas aerugiosa .- 1YL VIM IGCAFSI---
14, MBGSB44569.1 LPXTG cel wal anchor domain-containing protein parts Preudomonas aerK VA-DVLI .- FVIAG- - -
15, MCY0523820.1 SpaA kopeptide-forming pi-related protein partial Kebsiella pneumonize VIR FRVL LI | ’ RDYHHP

16. WP_253900340.1 SpaA isopeptide-forming pin-relsted protein partil Klebsicla pneumania | V P l IPA FYL II- -CHIM

Gambar 2. Hasil multiple alignment menggunakan ClustalW pada MEGA XI

Berdasarkan Gambar 2 dapat dilihat bahwa penjajaran sekuen akan
menunjukkan posisi sekuen yang tidak berubah atau disebut dengan conserved. Posisi
sekuen yang berbeda dari common ancestor disebut divergen. Multiple sequence
alignment dilakukan dengan menggunakan program ClustalW pada software MEGA
XI. Program ClustalW paling banyak digunakan untuk penjajaran sekuen karena dapat

menjajarkan beberapa sekuen sekaligus (Sari et al., 2022).
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Tabel 1. Hasil persentasi identity matrix menggunakan Clustal Omega

Isnlat Rakteri

1: MCYes2982a.1 le@.0@ 18.37 18.37 18.37 18.37 18.37 18.37 19.37 18.58 19.37 16.67 19.37 14.52 23.08 28.43 120.56
2: WP_@el758528.1 19.37 1ee.e@ 99.77 98.77 98.77 89.77 99.77 89.7F7 99.77 99.89 le@.ee 99.77 22.54 20.18 26.96 24.82
31 WP_13@886428.1 19.37 99,77 1@@.9@ 99.77 98.77 89.77 99.77 89.7F7 99.77 99.89 le@.ee 99.77 22.54 20.18 26.96 24.82
4: WP_@83957354.1 19,37 98,77 99.77 100.8@ 99.77 99,77 99,77 8977 99,77 99,89 10a.88 99.77 212,54 20.18 26.9 4.82
5: WP_@58@72817.1 19.37 99.77 99.77 95.77 1@e.eé 99.77 99.77 99.77 99.77 99.89 1lee.ee 99.77 22,54 20.18 26.96 24.82
6: WP_@B4334616.1 19.37 99,77  99.77 98,77 98,77 99,77 99.8% 1@@.ee 99.77 22.54 208.18 26.96 24.@2
7: WP_@69289117.1 19.37 99.77 99.77 lee.ee 89.77 99.77 99.89 le@.ee 99.77 22.34 28.18 26.96 24.@2
8: WP_@B8795383.1 19.37 99.77 99.77 99,77 180.60 99.77 99.39 laee.e@ 99,77 12,34 20.18 26.96 24.42
9: WP_1482230@5.1 19.58 99.77 99.77 98.77 98,77 10@.e@ 99.8% l1@@.ed 99.77 22.54 208.18 26.96 24.@2

le: WP_ee@eysye4s.1  19.37  99.89  G99.89 99.89 99.88 99.80 10@.80 108.00 99.8% 22.54 20.18 26.96 24.82
11: WP_2539@024@.1 16.67 100.00 100.00 100.00 100.20 100.00 1@0.00 1@0.00 100.00 100.00 1o0@.00 l1@@.06 22.86 20.75 29.41 23.53
12: WP_281@58159.1 19,37 99,77 99.77 99.77 99.77 89.77 98.77 98.77 99.77 99.39 1lee.ep l@a.8@ 22,54 20.183 26.96 24.42
13: MBWG194774.1 14,52 22.54 22.54 22.54 22,54 22.54 22.54 22.54 22.54 22.54 22.B6 22.54 1@@.8@  26.83 23.68 23.68
14: WP_186382958.1 23.60 20.18 20.18 20.18 20.18 28.18 28.18 20.18 20.18 20.18 20.75 28.18 26.83 1@@.ee 34.55 30.60
15: MBG5844569.1 28.43 26.96 26.96 26.96 26.96 26.96 26.96 26.96 26.96 26.96 29.41 26.96 23.68 34.55 100.80 62.60
16: MBIBG@3%61.1 8,56 4,07 24,01 24.02 24.02 4,87 14,02 24,02 24,02 24,82 23,53 2482 I3.68 30.00 61.60 100.00

Berdasarkan tabel 1 menunjukkan similaritas antar spesies dari bakteri patogen
yang diteliti. Sekuen pili adhesin nomor 11 dimiliki oleh bakteri Klebsiella
pneumoniae WP_253900340.1 memiliki similaritas tinggi dengan 11 spesies yang lain,
yaitu bakteri Streptococcus pneumoniae. Ditunjukkan dengan persentase identity
100%. Similaritas yang tinggi ada kemungkinan memiliki fungsi dan struktur yang
mirip.

C. Phylogenetic Tree

Analisis filogenetik merupakan salah satu metode yang umum digunakan untuk
mengetahui keanekaragaman suatu organisme melalui rekonstruksi hubungan
kekerabatan. Analisis filogenetik memberikan informasi proses evolusi yang dialami
suatu organisme yang direpresentasikan dalam sebuah phylogenetic tree (Oktafia &
Badruzsaufari, 2021). Konstruksi phylogenetic tree dilakukan menggunakan software
MEGA Xl dengan metode maximum likelihood. Maximum likelihood merupakan
metode yang digunakan untuk menganalisis suatu gen atau protein untuk menemukan
nilai kemiripan terbesar dari sebuah pohon. Parameter yang digunakan dalam metode
ini yaitu menggunakan panjang cabang. Pendekatan maximum likelihood digunakan

untuk mengetahui evolusi yang lebih komplek (Amiroch et al., 2018).
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WP 088795383.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae I
WP 000757843.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumaoniae
WP 084354610.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae
WP 083987354.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae
WP 0681758520.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumaoniae
ﬂ WP 130886429 1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae _ Klad |
WP 050072817.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumaoniae
WP 0692891171 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae
& WP 140223005.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae

WP 281058159.1 PI-1 pilus tip adhesin RrgA Streptococcus pneumoniae

WP 2539003401 SpaA isopeptide-forming pilin-related protein partial Klebsiella pneumoniae R
MBI&803901.1 hypothetical protein JEOO1 32785 partial Pseudomonas aeruginosa :I_ Klad ”
QZ{MBGESMSBSJ LPXTG cell wall anchor domain-containing protein partial Pseudomonas aeruginosa
— MBWE&194774.1 LPXTG cell wall anchor domain-containing protein partial Pseudomonas aeruginosa :l _
— VWP 186382958 1 prealbumin-like fold domain-containing protein partial Pseudomonas aeruginosa Klad I”
MCY0529820.1 SpaA isopeptide-forming pilin-related protein partial Klebsiella pneumoniae E— Klad vV
—
1.00

Gambar 3. Hasil konstruksi filogenetic tree menggunakan construct/test maximum likelihood tree pada
MEGA XI

Berdasarkan Gambar 3 hasil konstruksi filogenetic tree menunjukkan bahwa
hubungan kekerabatan terbagi atas 4 klad. Klad 1 terdiri atas 11 spesies, diantaranya
spesies bakteri Streptococcus pneumoniae gen RrgA dan Klebsiella pneumoniae gen
SpaA. Klad I terdiri atas spesies bakteri Pseudomonas aeruginosa MBI18803901.1 dan
MBG5844569.1. Klad HI terdiri atas spesies bakteri Pseudomonas aeruginosa dengan
kode akses MBG5844569.1 dan MBW6194774.1. Sedangkan pada Klad IV terdapat
spesies bakteri Klebsiella pneumoniae dengan kode akses MCY0529820.1.
Berdasarkan similaritas pada sekuen menunjukkan adanya indikasi kemiripan struktur
dan fungsi protein. Perbedaan pada sekuens dapat menunjukkan adanya perbedaan
struktur dan fungsi protein.

Menurut Hidayat dan Adi (2008), sebuah kelompok organisme yang anggotanya
memiliki kesamaan karakter atau ciri dianggap memiliki hubungan yang sangat dekat
dan diperkirakan diturunkan dari satu nenek moyang. Kemudian diasumsikan

membawa sifat atau pola genetik dan biokimia yang sama. Filogenetic tree pada
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penelitian ini diuji secara statistik menggunakan metode bootstrap sebanyak 500
ulangan. Nilai bootstrap ditunjukkan pada angka yang terletak pada cabang-cabang
pohon filogenetik (gambar 3). Nilai tersebut memperlihatkan tingginya akurasi
percabangan yang terbentuk (Oktafia & Badruzsaufari, 2021). Nilai bootstrap
sebanyak 100 hingga 1000 ulangan digunakan untuk memperkirakan tingkat
kepercayaan sebuah pohon filogenetik. Semakin besar nilai bootstrap maka semakin
tinggi kepercayaan topologi pohon hasil rekonstruksi (Pangestika et al., 2015). Nilai
bootstrap dinilai tinggi karena suatu klad dapat dipercaya dengan nilai bootstrap 90%
dan tidak dipercaya dengan nilai bootstrap 25% (Oktafia & Badruzsaufari, 2021).
Berdasarkan hasil penelitian ini menunjukkan seluruh klad memiliki nilai bootstrap di
atas 25% yang artinya dapat dipercaya bahwa spesies-spesies tersebut berada pada satu
nenek moyang.

Analisis metode maximum likelihood merekonstruksi kekerabatan antar spesies
berdasarkan panjang garis cabang. Panjang garis yang berbeda menunjukkan tingkat
evolusi dari masing-masing spesies. Garis yang semakin panjang menunjukkan jarak
evolusi yang semakin jauh sedangkan semakin pendek garis menunjukkan dekatnya
jarak evolusi suatu spesies (Fietri et al., 2021). Garis yang dihasilkan menunjukkan
spesies Klebsiella pneumoniae dengan kode akses MCY0529820.1 memiliki garis
evolusi terpanjang yang dapat dianggap paling jauh dengan moyang dari spesies lain
yang dianalisis (Gambar 3). Filogenetic tree yang menunjukkan spesies bakteri
Klebsiella pneumoniae MCY0529820.1 tidak berada dalam satu cabang dengan bakteri
yang lain. Hal ini disebabkan karena adanya gap (ditandai oleh garis putus-putus) pada

hasil alignment.

D. Pemodelan Struktur 3D

Pemodelan struktur 3D dilakukan dengan menggunakan server Swiss-model
(http://swissmodel.expasy.org). Sekuen yang dibuat pemodelan struktur 3D pada tahap
ini diambil dari setiap cluster hasil filogenetic tree dan sekuen gen RrgA Streptococcus

pneumoniae  WP_281058159.1 sebagai pembanding. Sekuen yang digunakan


http://swissmodel.expasy.org/
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pemodelan struktur 3D meliputi sekuen bakteri Streptococcus penumoniae
WP_000757843.1, Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 dan MCY0529820.1,
Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1 dan WP_186382958.1.

Besarnya nilai identity menggambarkan tingkat kemiripan antara protein target
dengan template (Suprianto & Budiarsa, 2021). Hasil identifikasi protein RrgA
menunjukkan bahwa template dengan PDB-ID 2ww8.1.A adalah template yang
digunakan dalam membangun struktur model, karena memiliki nilai identity tertinggi
yaitu sebesar 99,55% dari 50 template yang teridentifikasi. Nilai identity yang
diperoleh dari identifikasi template akan membantu dalam memperoleh akurasi model
yang sebenarnya (Suprianto & Budiarsa, 2021).

Hasil penelitian menunjukkan struktur 3D protein bakteri patogen penyebab

pneumonia memiliki daerah struktur alpha helix dan beta sheet (Gambar 4).

Gambar 4. Desain struktur 3D protein menggunakan Swiss-model, a. RrgA Streptococcus pneumoniae,
b. Streptococcus pneumoniae  WP_000757843.1, c. Klebsiella pneumoniae
WP_253900340.1, d. Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1, e. Pseudomonas
aeruginosa WP_186382958.1, f. Klebsiella pneumoniae MCY0529820.1. Keterangan:
Struktur Alpha Helix (A) dan Beta Sheet (B)

Perbedaan struktur alpha helix dan beta sheet dalam struktur protein dipengaruhi

oleh rantai samping asam amino penyusunnya. Alpha helix merupakan struktur yang


https://swissmodel.expasy.org/templates/2ww8.1
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terbentuk helikal atau biasa disebut spiral. Setiap kelompok karboksil dan kelompok
amina saling terkait dengan ikatan hidrogen yang menyebabkan pembentuka spiral.
Sedangkan beta sheet merupakan rantai polipeptida yang terlipat secara terbalik pada
setiap sisinya sehingga membentuk struktur seperti lembaran (Suprianto & Budiarsa,
2021).

Hasil konstruksi struktur 3D (Gambar 4) menunjukkan adanya kesamaan antara
struktur gen RrgA dengan bakteri Streptococcus pneumoniae. Hal itu kemungkinan
terjadi karena tingkat kedekatan evolusi dan memiliki sifat yang sama. Sedangkan pada
struktur c,d, e dan f meskipun hampir memiliki kesamaan struktur, namun terdapat
perbedaan yang signifikan dengan struktur 3D dari gen RrgA (Gambar 4a). Perbedaan
sifat dan tingkat kedekatan evolusi yang rendah diduga menjadi penyebabnya.
Berdasarkan struktur 3D yang dihasilkan pada Gambar 4 berwarna ungu yang
menunjukkan asam amino tersebut mempunyai kualitas tinggi, warna kuning
menunjukkan asam amino yang memiliki kualitas sedang dan warna merah serta merah
keunguan menunjukkan kualitas asam amino yang rendah (Suprianto et al., 2020).

Setelah didapatkan struktur 3D protein kemudian dilakukan evaluasi model
dengan menggunakan Swiss-model. Nilai persentase sekuen identity antara target dan
template adalah penilaian pertama terhadap kualitas model. Semakin besar nilai %
sekuen identity maka model yang dibuat semakin mendekati yang sebenarnya (Wijaya
& Hasanah, 2016). Berdasarkan hasil penelitian, hanya bakteri Klebsiella pneumoniae
dengan kode akses MCY0529820.1 yang memiliki persentase sekuen identity yang
rendah yaitu 14,95%. Hal itu menunjukkan bahwa model yang telah dibuat masih

sangat jauh dengan model model yang sebenarnya.
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Tabel 2. Hasil evaluasi model menggunakan Swiss-model
Evaluasi Model

Nama Gen PDB-ID Seq

dan Spesies Kode Akses Template Identity QMEAN GMQE
Gen RrgA WP_2740442 2ww8.1.A 99,55% 0,42 0,87

70.1

Streptococcus ~ WP_0007578 2ww8.1.A 99,77% 0,41 0,86
pneumoniae 43.1
gen RrgA
Klebsiella WP_2539003 2ww8.1.A 100,00% 0,41 0,71
pneumoniae 40.1
gen SpaA
Pseudomonas  MBG584456 AOA6B1XGH  100,00% - 0,76
aeruginosagen 9.1 0.1.A
LPXTG
Pseudomonas  WP_1863829 AOA1K2HFF  95,87% - 0,78
aeruginosa 58.1 7.1.A
LPXTG
Klebsiella MCY052982 2ww8.1.A 14,95% -7,47 0,18
pneumoniae 0.1
SpaA

Nilai Quality Model Energy Analysis (QMEAN) dan Global Model Quality
Estimation (GMQE) digunakan untuk menunjukkan kualitas struktur protein yang
telah dibuat. Nilai QMEAN  digunakan untuk memperkirakan kualitas model
sedangkan nilai GMQE menandakan kecocokan antara residu struktur target dan
template atau mencerminkan ekspektasi akurasi model (Suprianto & Budiarsa, 2021).

Model struktur 3D gen RrgA memiliki nilai QMEAN 0,42, Streptococcus
pneumoniae dan Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 memiliki nilai QMEAN
0,41, Klebsiella pneumoniae MCY0529820.1 memiliki nilai QMEAN -7,47.
Sedangkan Pseudomonas aeruginosa tidak memiliki nilai QMEAN. Nilai QMEAN di
bawah -4 merupakan batas toleransi kualitas model (Seprianto, 2018). Hal itu
menunjukkan model pada struktur 3D bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Klebsiella


https://swissmodel.expasy.org/templates/2ww8.1
https://swissmodel.expasy.org/templates/2ww8.1
https://swissmodel.expasy.org/templates/2ww8.1
https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/A0A6B1XGH0?model=AF-A0A6B1XGH0-F1-model-v4
https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/A0A6B1XGH0?model=AF-A0A6B1XGH0-F1-model-v4
https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/A0A1K2HFF7?model=AF-A0A1K2HFF7-F1-model-v4
https://swissmodel.expasy.org/repository/uniprot/A0A1K2HFF7?model=AF-A0A1K2HFF7-F1-model-v4
https://swissmodel.expasy.org/templates/2ww8.1
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pneumoniae MCY0529820.1 memiliki kualitas struktur yang rendah. Sedangkan nilai
GMQE hasil penelitian menunjukkan kualitas yang baik namun pada Klebsiella
pneumoniae MCY0529820.1 memiliki nilai GMQE 0,18 yang berarti kualitas model
tersebut rendah. Karena nilai GMQE antara 0,6-1 adalah batas toleransi kualitas model
(Seprianto, 2018).

E. Molecular Docking

Molecular docking adalah prosedur komputasi yang dapat digunakan untuk
memprediksi ikatan kimia dari makromolekul (reseptor) dengan molekul kecil (ligan)
secara efisien menggunakan strukturnya. Pemanfaatan molecular docking
memungkinkan dalam meminimalisir biaya dan meningkatkan peluang secara efisien
untuk menemukan kandidat obat baru yang diinginkan (Frimayanti et al., 2021).

Penelitian ini menggunakan beberapa bakteri patogen penyebab pneumonia
sebagai reseptor dan Andrographolide sebagai ligan. Andrographolide merupakan
komponen utama yang dimiliki oleh Andrographis paniculata (Sambiloto). Penelitian
Jayakumar et al. (2013) menyampaikan bahwa Andrographis paniculata dapat
menghambat pertumbuhan bakteri Pseudomonas aeruginosa dan Streptococcus
pneumoniae. Sikumalay et al. (2016) juga menjelaskan bahwa andrographolide
merupakan senyawa antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
Klebsiella pneumoniae.

Penelitian ini juga menggunakan Tetrasiklin sebagai kontrol positif. Antibiotik
Tetrasiklin digunakan sebagai kontrol positif karena memiliki spectrum yang luas dan
dapat menghambat proses sintesis protein dan menghambat bakteri Gram positif dan
negatif (Faridah et al., 2022).
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Tabel 3. Hasil nilai Binding Affinity Docking bakteri patogen dengan ligan
(Andrographolide) dan kontrol (Tetrasiklin)
Binding Affinity (kcal/mol)

Ligan Kontrol (Tetrasiklin)

Bakteri (Andrographolide)
Streptococcus pneumoniae -5,9 -6,2
Klebsiella pneumoniae -7,9 -7,8
WP_253900340.1
Pseudomonas aeruginosa -5,8 -6
MBG5844569.1
Pseudomonas aeruginosa -6,2 -5,6
WP_186382958.1
Klebsiella pneumoniae -6,4 -6,5

MCY0529820.1

Parameter hasil yang digunakan dalam melakukan molecular docking adalah
nilai binding affinity. Semakin rendah nilai binding affinity, maka ikatan kompleks
senyawa dengan reseptor akan semakin kuat karena terjadi kestabilan (Prasetiawati et
al, 2021). Berdasarkan penelitian, interaksi senyawa andrographolide dengan
Klebsiella pneumoniae memiliki nilai binding affinity sebesar -7,9. Sedangkan
interaksi Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 memiliki nilai binding affinity -7,8.
Hasil tersebut menunjukkan interaksi ligan dengan Klebsiella pneumoniae
WP_253900340.1 memiliki aktifitas yang lebih baik dibandingkan dengan yang lain.
Karena Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 memiliki nilai binding affinity yang
lebih kecil. Hal itu berarti ligan andrographolide dapat mengikat pili adhesin dan dapat
dijadikan sebagai antibiotik alami untuk menonaktifkan bakteri penyebab pneumonia.

Gambar 5 menunjukkan (a) Streptococcus pneumoniae  dengan
andrographolide, (b) Streptococcus pneumoniae dengan kontrol, (c) Klebsiella
pneumoniae  WP_253900340.1 dengan andrographolide, (d) Klebsiella pneumoniae
WP_253900340.1 dengan kontrol, (e) Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1
dengan andrographolide, (f) Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1 dengan
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kontrol, (g) Pseudomonas aeruginosa WP_186382958.1 dengan andrographolide, (h)
Pseudomonas aeruginosa WP_186382958.1 dengan kontrol, (i) Klebsiella
pneumoniae  MCY0529820.1 dengan andrographolide, (j) Klebsiella pneumoniae
MCY0529820.1 dengan kontrol. Sisi aktif reseptor yang berpasangan dengan sisi aktif
ligan terikat dengan asam amino (Gambar 5). Sedangkan ikatan reseptor dengan ligan
dihubungkan oleh adanya ikatan hidrogen yang ditunjukkan dengan garis kuning
putus-putus (Gambar 5). Ikatan sisi aktif reseptor dengan ligan dapat dilihat dengan

terbentuknya ikatan hidrogen.

Gambar 5. Visualisasi hasil Docking bakteri patogen dengan ligan Andrographolide dan tetrasiklin
sebagai kontrol
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Pasangan sisi aktif reseptor Streptococcus pneumoniae dengan ligan
andrographolide (Gambar 6a) diikat oleh asam amino Asn169, Val189, 1le154 dan
Aspl57. Pasangan sisi aktif reseptor Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 dengan
ligan andrographolide (Gambar 6c¢) diikat oleh asam amino Phel0, His09,Val50,
Val38, Val47 dan Phe40. Pasangan sisi aktif reseptor Pseudomonas aeruginosa
MBG5844569.1 dengan ligan andrographolide (Gambar 6e) diikat oleh asam amino
lled6, Leud?2, Lys43 dan Thr81. Pasangan sisi aktif reseptor Pseudomonas aeruginosa
WP_186382958.1 dengan ligan andrographolide (Gambar 69) diikat oleh asam amino
Lys52, Thr78, Asp53, Leu54, Tyr49, Phe34 dan Leu30. Pasangan sisi aktif reseptor
Klebsiella pneumoniae MCY0529820.1 dengan ligan andrographolide (Gambar 6i)
diikat oleh asam amino Asn313, Val329 dan Gly317.

Gambar 6 menunjukkan (a) Streptococcus pneumoniae  dengan
andrographolide, (b) Streptococcus pneumoniae dengan kontrol,(c) Klebsiella
pneumoniae WP_253900340.1 dengan andrographolide, (d) Klebsiella pneumoniae
WP_000757843.1 dengan kontrol, (e) Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1
dengan andrographolide, (f) Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1 dengan
kontrol, (g) Pseudomonas aeruginosa WP_186382958.1 dengan andrographolide, (h)
Pseudomonas aeruginosa WP_186382958.1 dengan kontrol, (i) Klebsiella
pneumoniae  MCY0529820.1 dengan andrographolide, (j) Klebsiella pneumoniae
MCY0529820.1 dengan kontrol.

Gambar 6B menunjukkan pasangan sisi aktif reseptor Streptococcus
pneumoniae dengan ligan kontrol tetrasiklin diikat oleh asam amino Asp157,Asn169,
I1e186 dan Arg185. Gambar 6D menunjukkan pasangan sisi aktif reseptor Klebsiella
pneumoniae WP_253900340.1 dengan ligan kontrol tetrasiklin diikat oleh asam amino
His69,Phel0,Leu8, Val50,Vval38, Phe40 dan Val47. Gambar 6F menunjukkan
pasangan sisi aktif reseptor Pseudomonas aeruginosa MBG5844569.1 dengan ligan
kontrol tetrasiklin diikat oleh asam amino Val80,Asp79, Thr81 dan Leu42. Gambar
6H tidak menunjukkan asam amino yang mengikat pasangan sisi aktif reseptor

Pseudomonas aeruginosa WP_186382958.1 dengan ligan kontrol tetrasiklin. Gambar
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6J menunjukkan pasangan sisi aktif reseptor Klebsiella pneumoniae MCY0529820.1
dengan ligan kontrol tetrasiklin diikat oleh asam amino Leu314, GIn315 dan Glu339.
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Gambar 6. Visualisasi 2D hasil Docking bakteri patogen dengan ligan
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PENUTUP

A. Kesimpulan

Hasil dari penelitian ini dapat diambil beberapa kesimpulan, yaitu:

1. Isolat bakteri Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 yang memiliki
similaritas tinggi dengan 11 isolat bakteri lain, yaitu Streptococcus
pneumoniae.

2. Nilai binding affinity interaksi dengan ligan andrographolide dengan
Klebsiella pneumoniae WP_253900340.1 lebih tinggi dibandingkan yang
lain yaitu -7,9 dan -7,8 interaksi dengan ligan kontrol tetrasiklin. Pili
adhesin pada bakteri patogen yang diteliti terutama merupakan protein

target yang dapat dijadikan sebagai target antibiotik.

B. Saran

Dari penelitian ini diketahui protein pili adhesin dapat dijadikan sebagai target
obat antibiotik, tetapi perlu dilakukan uji antigenisitas untuk mengetahui secara jelas
bagian-bagian dari sekuen protein yang memiliki kemampuan tinggi untuk
menginduksi respon imun. Analisis antigenisitas lebih lanjut dapat dilakukan salah
satunya dengan menggunakan software CLC Main Workbench5. Pemanfaatan daun
sambiloto yang mengandung senyawa andrographolide dapat digunakan sebagai upaya
mencegah terjadinya infeksi bakteri pneumonia. Namun perlu dikaji lebih lanjut
efektifitas efek samping dan dosis optimal dari pemanfaatan senyawa andrographolide

untuk pencegahan pneumonia.
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