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ABSTRACT

Bacteriophages are a good therapeutic alternative to overcome bacterial
infections, especially in the case of diabetic ulcers that are difficult to treat due to
antibiotic resistance. This study focuses on mapping the pAfa-NA1l genome to
identify functional genes that play a role in the life cycle of bacteriophages and
their potential as therapeutic agents, using a bioinformatics approach based on
Open Reading Frame (ORF) analysis. The genome analysis of pAfa-NA1 revealed
83 potential ORFs, showing similarities in gene arrangement with the T7, CASP1,
and vB AfaP QDWS595 bacteriophages. Key findings include the identification of
orf-7 encoding RNA polymerase, orf-16 encoding ligase, orf-29 encoding DNA
polymerase, orf-42 encoding capsid protein, and orf-79 encoding lysozyme. These
results provide valuable insights into the adaptation and evolutionary mechanisms
of bacteriophages and affirm the therapeutic potential of pAfa-NAL as an effective
agent against antibiotic-resistant pathogenic bacteria in diabetic ulcer patients.
This research establishes a foundation for the development of bacteriophage-based
phagotherapy, offering an innovative, specific, and effective alternative for
managing chronic infections.

Keywords: Bacteriophage, diabetic ulcer, open reading orame (ORF)
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Infeksi pada ulkus diabetes seringkali sulit ditangani karena meningkatnya

resistensi bakteri terhadap antibiotik konvensional. Bakteriofag, sebagai virus yang
secara spesifik menyerang bakteri, menawarkan solusi alternatif yang potensial
melalui pendekatan fagoterapi. Penelitian ini bertujuan untuk memetakan genom
dAfaNA-1 guna mengidentifikasi gen-gen fungsional yang relevan dengan
aktivitas terapeutiknya terhadap bakteri patogen ulkus diabetes.

Metode penelitian pemetaan genom bakteriofag menggunakan pendekatan
bioinformatika dengan menerapkan prosedur Next Generation Sequencing (NGS)
sehingga menghasilkan data analisis Whole Genome Sequencing (WGS) berupa
DNA beruntai ganda (dsDNA) berukuran 78.105 bp, kandungan G+C 45,8%, dan
memiliki 83 orf yang tersebar di sepanjang genomnya.

Analisis genom GpAfaNA-1 menunjukkan bahwa bakteriofag ini memiliki
struktur genetik yang kompleks, dengan gen RNA polimerase (RNAP) ditemukan
di wilayah awal Kelas I. Gen ini berperan penting dalam memulai transkripsi
genetik selama siklus hidup fag. Selain itu, gen DNA ligase (DNAL) yang berperan
dalam stabilisasi genom ditemukan terletak setelah RNAP, serupa dengan
bakteriofag vB AfaP QDWS595, tetapi berbeda dengan CASP1. Perbedaan lokasi
DNAL ini mencerminkan variasi adaptasi fag terhadap inang meskipun berasal dari
genus Alcaligenes.

Gen lain yang teridentifikasi meliputi Major Capsid Protein (MCP), yang
penting dalam pembentukan struktur fag, dan enzim lisozim, yang membantu fag
menembus dinding sel bakteri selama tahap lisis. Penelitian ini juga mencatat
bahwa variasi lokasi gen dipengaruhi oleh proses evolusi, seperti rekombinasi
genetik, mutasi, dan transfer gen horizontal, yang memperkaya kemampuan

adaptasi fag terhadap kondisi biologis inangnya.
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Berdasarkan hal tersebut penelitian pemetaan genom bakteriofag ini dapat
memberikan wawasan mendalam terkait mekanisme replikasi, transkripsi, dan
adaptasi bakteriofag, sekaligus menegaskan potensinya sebagai agen terapi yang
spesifik dan efektif untuk infeksi bakteri patogen ulkus diabetes. Hasil penelitian
ini diharapkan menjadi landasan pengembangan fagoterapi berbasis bakteriofag,

khususnya dalam penanganan infeksi kronis yang resisten terhadap antibiotik.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Dinas Kesehatan Jember (2022) melaporkan penderita diabetes di Jember
sebanyak 35.951 orang dan 22% diantaranya mengalami ulkus diabetes
(Nistiandani et al. 2023). Ulkus diabetes adalah komplikasi kronik bagi penderita
diabetes ditandai dengan terbentuknya luka terbuka pada tungkai kaki yang disertai
keluarnya cairan berbau tidak sedap, serta gangguan pada neuropati sensorik,
otonom, motorik (Haskas et al., 2021), dan gangguan vaskuler perifer (Nistiandani
et al. 2023). Kondisi ulkus diabetes dapat diperparah dengan adanya kontaminasi
dari bakteri yang dapat memperlambat proses penyembuhan (Uberoi et al., 2024).
Beberapa bakteri yang umumnya terlibat dalam infeksi ulkus diabetes melibatkan
jenis — jenis bakteri patogen yang biasanya ditemukan di kulit antara lain
Alcaligenes faecalis, Enterobacter sp., Eschericia coli, Enterococcus faecalis dan,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, dan Klebsiella sp. (Zuliana et al.,
2023; Narulita et al., 2019). Risgiyah et al. (2022) memperoleh hasil bahwa
penyebab terbanyak kasus komplikasi ulkus diabetes di Jember dikarenakan adanya
kontaminasi dari bakteri Alcaligenes faecalis yang menyebabkan semakin sulit
disembuhkan serta meningkatkan risiko amputasi dan kematian (Nistiandani et al.
2023).

Penggunaan antibiotik masih menjadi pilihan utama dalam pengobatan dan
terapi infeksi bakteri pada ulkus diabetes (Fau, 2024). Namun akibat pola konsumsi
obat pasien yang tidak tepat seperti penggunaan antibiotik tanpa resep dokter, tidak
di konsumsi sampai habis, dan mengonsumsi antibiotik dalam dosis lebih rendah
atau lebih tinggi dari yang direkomendasikan (Supadmo et al., 2024) Kkini
penggunaan antibiotik mengalami tantangan terbesar yaitu tingginya tingkat
resistensi antibiotik pada bakteri patogen yang terlibat (Uberoi et al., 2024).
Pengembangan antibiotik baru memerlukan proses yang sangat panjang, akibatnya
kemungkinan besar pasien tidak mendapatkan penanganan secara cepat dan optimal
(Morris & Cerceo, 2020). Di tengah kegawatdaruratan ini, diperlukan alternatif

penanganan resistensi bakteri patogen pada ulkus diabetes. Salah satu pendekatan



yang menjanjikan saat ini yaitu dengan penggunaan terapi bakteriofag sebagai
musuh alami bakteri (Narulita et al., 2020).

Bakteriofag (fag) adalah virus yang secara spesifik menginfeksi dan
menggandakan diri pada bakteri (Kassa, 2021). Bakteriofag Afa-NAL1 merupakan
sediaan bakteriofag yang didapatkan pada penelitian sebelumnya. Keunggulan
penggunaan bakteriofag sebagai angensia terapi dibandingkan antibiotik yaitu
bakteriofag hanya menargetkan jenis bakteri tertentu tanpa memengaruhi bakteri
lain atau mikrobiota normal di tubuh pasien. Sebaliknya, antibiotik sering
membunuh bakteri secara luas, termasuk flora normal sehingga dapat mengganggu
keseimbangan mikrobiota (Bhunchoth et al., 2015). Bakteriofag memiliki risiko
yang lebih rendah untuk menyebabkan efek samping seperti keracunan atau reaksi
alergi, yang sering terjadi pada penggunaan antibiotik (Broncano-Lavado et al.,
2021). Bakteriofag juga mampu membunuh bakteri yang telah resisten terhadap
beberapa antibiotik seperti ceftriaxone, clindamycin, cefoperazone, ciprofloxacin,
dan ceftazidime (Risqiyah et al., 2022). Namun kualitas potensial bakteriofag
sebagai agen terapi harus diperhatikan agar dapat menunjukkan hasil efikasi tinggi
terhadap penanganan infeksi kronis ulkus diabetes (Naureen et al., 2020).

Bakteriofag yang dapat digunakan untuk terapi harus memiliki karakteristik
utama sebagai fag litik (Efimov et al., 2021) tidak mengandung gen toksin, dan
setidaknya terdapat lima komponen genetik yang terlibat dalam siklus hidup
bakteriofag antara lain; RNA Polimerase, DNA Polimerase, Ligase, Lisozim, dan
Protein Kapsid (Yulinery et al., 2016). Salah satu cara untuk menentukan kualitas
pontensial bakteriofag yaitu dengan mengetahui susunan komponen genetik dalam
siklus hidup bakteriofag tersebut (Zakharova et al., 2022). Namun kajian terkait
pengenalan berbagai macam komponen genetik yang ada di dalam genom
bakeriofag, masih sangat terbatas. Oleh sebab itu, diperlukan suatu kajian yang
membahas secara detail mengenai komponen genetik bakteriofag sebagai agen
terapi untuk memastikan keefektivitasannya. Kemudian dapat dilakukan suatu
analisis bioinformatika, sehingga hasilnya dapat dilihat dari implementasi susunan
peta genom berdasarkan komponen genetik pada siklus hidup bakteriofag (Pratiwi,
2021).



Pemetaan genom adalah suatu metode mengidentifikasi lokasi gen dan
urutan nukleotida dalam suatu organisme (Ejigu & Jung, 2020). Salah satu metode
yang digunakan untuk menganalisis dan menginterpretasi genom yaitu melalui
identifikasi susunan Open Reading Frames (ORF) (Ismail, 2022). ORF adalah
segmen DNA atau RNA yang dapat diterjemahkan menjadi protein, ditandai
dengan adanya kodon awal (start codon), kodon penghenti (stop codon), dan urutan
nukleotida yang sesuai untuk sintesis protein (Guerra-Almeida et al., 2021).
Pemetaan genom berdasarkan urutan ORF bertujuan untuk mengidentifikasi
potensi gen - gen yang berperan dalam meningkatkan kualitas pontensial
bakteriofag (Dinan et al., 2020). Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan
informasi tentang lokasi 5 komponen genetik yang dapat bermanfaat untuk
menentukan kualitas bakteriofag sebelum digunakan sebagai agen terapi
pengobatan resistensi bakteri pada ulkus diabetes di masa depan (Tarihoran et al.,
2019).

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana hasil pemetaan genom ¢Afa-NALl dapat mendukung proses

pengembangan agen terapi infeksi bakteri patogen ulkus diabetes.

1.3 Batasan Penelitian

a. Peta genom disusun berdasarkan Open Reading Frames (ORF) bakteriofag.

b. Peta genom bakteriofag dibandingkan dengan tiga bakteriofag lain yang telah
terverifikasi keefektivitasannya sebagai agen terapi antara lain; bakteriofag
enterobacteria T7 dengan kode akses NC_001604.1, bakteriofag alcaligenes
CASP1 kode akses OR960973.1 dan bakteriofag vB_AfaP_QDWS59 dengan
kode akses NC_070849.1.

c. Identifikasi gen — gen potensial yang berperan dalam siklus hidup bakteriofag
meliputi; RNA Polimerase, Ligase, DNA polimerase, Major Capsid Protein
(MCP), dan Lisozim



1.4 Tujuan Penelitian
Untuk menganalisis hasil pemetaan genom ¢Afa-NA1 guna mendukung

pengembangannya sebagai agen terapi infeksi bakteri patogen ulkus diabetes.

1.5 Manfaat Penelitian

a. Bagi peneliti, dapat memberikan pengalaman dan menambah wawasan untuk
mengetahui susunan peta genom bakteriofag dpAfa-NA1 yang menginfeksi
patogen ulkus diabetes.

b. Bagi peneliti lain dalam bidang yang sama, kajian mengenai peta genom
dAfa-NAL1 yang menginfeksi patogen ulkus diabetes ini dapat digunakan
untuk bahan penelitian selanjutnya.

c. Bagi lembaga ilmu pengetahuan, hasil penelitian ini dapat dijadikan sebagai
sumber literasi untuk menambah wawasan terkait bakteriofag patogen ulkus
diabetes sehingga dapat membantu pengembangan terapi bakteriofag, serta

pencegahan terjadinya komplikasi ulkus bagi penderita diabetes.



BAB 2. TINJAUAN TEORI

2.1 Ulkus Diabetes Pada Penderita Diabetes Melitus

Ulkus diabetes adalah luka terbuka non-traumatik pada kulit kaki penderita
diabetes (Gambar 2.1) biasanya terjadi pada sebagian atau seluruh lapisan kulit
penderita (Trisnawati et al., 2023) yang sering kali disebabkan oleh tekanan
berulang pada kaki disertai komplikasi terkait diabetes, seperti neuropati perifer
atau penyakit arteri perifer (Bachri et al., 2022). Menurut Organisasi Kesehatan
Dunia dan Kelompok Kerja Diabetes Internasional, ulkus diabetik adalah infeksi

atau kerusakan jaringan yang berhubungan dengan gangguan neurologis dan

penyakit pembuluh darah perifer pada ekstremitas bawah (Huang, 2020).
e =4

Gambar 2.1 foto klinis ukus diabetes. (A) Lateral, (B) Dorsal, (C) Telapak Kaki
(Sumber : Wang et al, 2024)

Mekanisme terbentuknya ulkus diabetes sangat kompleks dan melibatkan
beberapa faktor patofisiologis yang saling berinteraksi diantaranya, neuropati,
angiopati dan infeksi. Neuropati merupakan suatu kondisi terjadinya kerusakan
saraf yang disebabkan oleh kadar gula darah tinggi yang berlangsung lama sehingga
mempengaruhi saraf sensorik di kaki yang mengakibatkan penderita diabetes tidak
mampu merasakan sensasi nyeri, panas, atau dingin pada kaki mereka, sehingga
luka kecil atau iritasi tidak dapat segera terdeteksi dan diobati (Setyorini et al.,
2023). Neuropati motorik menyebabkan atrofi otot tungkai sehingga terjadi
deformitas kaki seperti jari kaki yang melengkung atau perubahan pada bentuk
kaki, yang meningkatkan tekanan pada titik tertentu di kaki sehingga menyebabkan
ulserasi pada kaki (Tarihoran et al., 2019). Angiopati pada penderita ulkus diabetes



adalah kondisi di mana pembuluh darah mengalami kerusakan akibat komplikasi
diabetes (Gambar 2.2), yang kemudian berkontribusi pada terbentuknya ulkus
diabetes (Soyoye et al., 2021). Interaksi antara neuropati dan angiopati mampu
meningkatkan terjadinya infeksi yang akan semakin memperparah terbentuknya
ulkus diabetes (Yousif et al., 2024).

2.2 Alcaligenes faecalis

Penyebaran ulkus diabetes di jember diperparah dengan adanya kontaminasi
bakteri. Hasil pemeriksaan swab pada pasien ulkus diabetes di salah satu klinik
jember mengidentifikasi jumlah bakteri yang paling banyak ditemukan berasal dari
koloni bakteri Alcaligenes (Risgiyah et al., 2022). Alcaligenes faecalis adalah salah
satu spesies dari genus Alcaligenes yang merupakan bakteri Gram negatif, yang
berarti pada proses pewarnaan gram dinding selnya tidak mempertahankan pewarna
ungu kristal sehingga selnya berwarna merah (Serafica et al., 2023). Bakteri ini
memiliki bentuk basil (batang). Selain itu, Alcaligenes bersifat motil, sehingga
dapat bergerak dengan bantuan flagela (Beslar et al., 2022), bersifat aerobik
mesofilik memerlukan oksigen untuk bertahan hidup dan berkembang biak secara
optimal pada suhu diantara 20°C - 45°C (Aini et al., 2022). Bakteri genus
Alcaligenes dapat ditemukan di berbagai habitat, termasuk tanaman, tanah,
sedimen, residu dari proses bioteknologi, air, dan bahkan sampel klinis dari tubuh
manusia atau hewan (Gupta, 2023).

Keberadaannya yang luas menunjukkan kemampuan adaptasi yang luar
biasa terhadap lingkungan yang beragam. Salah satu kemampuan menarik dari
genus ini adalah ketahanannya terhadap logam berat seperti kromium, serta
kemampuan untuk bertahan dalam kondisi lingkungan yang tercemar, seperti yang
mengandung polutan organik beracun seperti fenol (Machado et al., 2023).
biasanya tampak berwarna putih hingga krem pucat, umumnya berukuran kecil
hingga sedang, dengan diameter sekitar 1-3 mm setelah inkubasi selama 24 - 48
jam pada suhu optimal 37°C, berbentuk bulat (circular) dengan tepi yang halus
(Kohlerschmidt et al., 2021). Permukaan koloni biasanya tampak halus dan

mengkilap, licin dan sedikit berlendir (Gupta, 2023).



Adapun klasifikasi lengkap Alcaligenes faecalis sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria
Filum : Proteobacteria
Kelas : Gammaproteobacteria
Ordo : Burkholderiales
Famili : Burkholderiaceae
Genus : Alcaligenes
Spesies . Alcaligenes faecalis

Sumber : (Gbif.org, 2024)

2.3 Bakteriofag

2.3.1. Definisi Bakteriofag

Bakteriofag atau yang sering disebut fag didefinisikan sebagai virus yang
memiliki kemampuan menginfeksi bakteri (Elois et al., 2023). Bakteriofag
merupakan parasit obligat intraseluler, kelangsungan hidupnya bergantung pada
organisme inang yang ditumpanginya (Malik et al., 2017). Bakteriofag memiliki
karakteristik struktur yang sederhana dengan ukuran berkisar antara 24 — 400 nm
(Moineau, 2013). Struktur bakteriofag (Gambar 2.3) terdiri dari protein dan materi

genetik, dengan berbagai macam bentuk morfologi.

“ Lempeng dasar
Gambar 2.2 Struktur Bakteriofag. Terdiri dari kepala, materi genetik, lempeng dasar dan
serabut ekor. Kelapa bakteriofag dikelilingi kapsid yang melindungi materi
genetik berupa DNAatau RNA didalamnya. Ekor berfungsi untuk mengikat
sel bakteri (Sumber : Jamal et al., 2018)



Materi genetik bakteriofag terlindungi oleh kapsid protein, yang berfungsi
sebagai pelindung (Turner et al., 2023). Materi genetik tersebut dapat berupa DNA
atau RNA, baik dalam bentuk double-stranded maupun single-stranded (Schrader,
2014) Ketika menginfeksi bakteri, bakteriofag menghasilkan dua jenis infeksi
yaitu bakteriofag litik dan bakteriofag lisogenik (Abdelsattar et al., 2022). Fag
bersifat spesifik terhadap inangnya dan hanya menginfeksi sebagian spesies dalam
suatu kelompok bakteri sesuai dengan spesifisitasnya (Kassa, 2021).
Kespesifikasian inang dari fag inilah yang membuat fag digunakan dalam berbagai
aplikasi untuk menghancurkan struktur sel bakteri-bakteri patogen (Broncano-
Lavado et al., 2021). Kemampuan infeksi fag terhadap inangnya biasanya
ditentukan melalui uji kisaran inang berbeda-beda. Hal tersebut tergantung dari
spesies inangnya, sehingga fag yang menginfeksi spesies bakteri yang satu tidak
dapat menginfeksi spesies bakteri lain (Abdelsattar et al., 2022). Kemampuan
inilah yang dimanfaatkan oleh beberapa peneliti untuk dijadikan agensia terapi
pada beberapa kasus serangan patogen dari kelompok bakteri yang dikenal dengan
sebutan terapi fag atau Phage Therapy (Pirnay, 2020).

Bakteriofag yang dapat digunakan untuk terapi memiliki karakteristik
utama sebagai fag litik. Artinya, mereka memiliki kemampuan untuk menginfeksi
bakteri dan menghancurkannya dengan cara melisiskan sel bakteri tersebut (Benler
& Koonin, 2020). Bakteriofag litik atau bisa disebut juga fag virulen, dapat
menginfeksi sel bakteri inang, berkembang biak, dan kemudian menyebabkan lisis
dan kematian dengan sangat cepat (Dennehy & Abedon, 2021). Menurut Leprince
& Mahillon (2023) Siklus hidup fag litik dimulai ketika bakteriofag menempel
pada permukaan sel bakteri dengan mengenali dan mengikat reseptor spesifik pada
dinding sel yang terletak di kapsul bakteri, proses ini disebut tahap adsorpsi. Virus
tidak dapat mengadsorpsi dan menginfeksi tanpa adanya reseptor spesifik pada
permukaan sel inangnya. Apabila situs reseptor ini berubah karena mengalami
mutasi maka inang menjadi resisten terhadap infeksi virus, namun virus yang
mengalami mutasi bisa saja tetap dapat melekat pada inang yang telah resisten
(Dennehy & Abedon, 2021). Adsorpsi pada tahap awal bersifat reversibel, artinya

virus masih bisa lepas jika hanya ujung serabut ekornya yang menempel pada sel.



Sebaliknya, jika ekor virus sepenuhnya mencengkeram sel inang, penempelan
menjadi irreversibel, sehingga virus sulit melepaskan diri (Pratiwi, 2021).

% Siklus I|t|k .
ﬂ Siklus

Ilsogenlk—/

Gambar 2.3 Siklus hidup bakterlofag. 1) Bakteriofag menempel pada sel inang dan
menginjeksi DNA, 2) Bakteriofag memasuki siklus litik atau lisogenik, 3a)
sintesis DNA dan protein baru serta perakitan virion, 4a) Sel mengalami lisis,
3b dan 4b) siklus lisogenik: integrasi genom bakteriofag dengan kromosom sel
bakteri (menjadi profage), 5) Profage akan keluar dan memulai siklus litik pada
kondisi tertentu (Orlova, 2018).

Pada bagian ujung serabut ekornya (gambar 2.4) fag biasanya memiliki
enzim yang dapat menghancurkan peptidoglikan. Enzim tersebut adalah lisozim,
aktivitas dari enzim ini dapat membuat lubang kecil pada peptidoglikan (Hyman,
2019) sehingga mampu merusak dinding sel bakteri agar proses injeksi materi
genetik lebih mudah. Setelah membentuk lubang, bakteriofag nantinya akan
menyuntikkan asam nukleat (DNA atau RNA) masuk ke dalam sel inang,
sedangkan kapsid fag tetap berada di luar sel bakteri. Tahap ini disebut tahap
penetrasi (Elois et al., 2023). Namun, meskipun fag berhasil menembus dinding
sel bakteri, proses perbanyakan fag dan penghancuran sel inang dapat terganggu
oleh mekanisme pertahanan bakteri. Contohnya, bakteri mungkin memiliki profag
(DNA virus yang sudah ada di dalam genomnya), sistem enzim restriksi-
modifikasi DNA, atau gen tertentu yang menghambat perkembangan fag
(Grabowski et al., 2021).

Setelah materi genetik bakteriofag masuk kedalam sel bakteri, bakteriofag
akan mengambil alih seluruh mekanisme kerja molekuler didalam sel bakteri.
Proses ini menghentikan aktivitas normal bakteri dan mengarahkan seluruh energi
serta sumber daya sel bakteri untuk memproduksi komponen fag baru, seperti

protein kapsid dan salinan DNA fag (Hussain et al., 2021). Komponen fag baru
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yang telah dibuat pada proses sebelumnya selanjutnyaa akan dirakit menjadi satu
bakteriofag utuh. DNA fag dimasukkan ke dalam kapsid, dan bagian ekor serta
serabut ekor juga dipasang, menghasilkan fag yang lengkap dan siap berfungsi.
Setelah fag baru matang dan berkembang biak, bakteriofag akan menghancurkan
dinding sel bakteri dengan bantuan enzim lisozim yang diproduksi fag (Grabowski
et al., 2021). Proses ini nantinya akan menyebabkan sel bakteri pecah (lisis), dan
mengakibatkan terlepasnya bakteriofag — bakteriofag baru ke lingkungan untuk
mencari bakteri inang lainnya dan memulai siklus infeksi yang baru. Sekitar 10
hingga 100 partikel bakteriofag hadir selama satu langkah lisis (Diizgiines et al.,
2021).

2.3.2. Struktur Genom Bakteriofag

Struktur genom bakteriofag secara molekular terdiri dari beberapa protein
yang disintesis oleh bakteriofag guna menjalankan berbagai fungsi penting bagi
siklus hidup dan infeksi bakteriofag (Sanz et al., 2021). Fungsi - fungsi ini
mencakup pembentukan struktur fag, replikasi materi genetik, pengendalian
ekspresi gen, serta lisis sel inang untuk pelepasan partikel fag baru. Berdasarkan
fungsinya jenis - jenis protein yang dapat ditemukan pada bakteriofag antara lain
protein struktural, protein replikasi, protein lisis dan protein regulasi (Tars, 2020).
Protein struktural pada bakteriofag adalah protein yang membentuk bagian fisik
atau struktur dari bakteriofag, berfungsi untuk melindungi materi genetik dengan
membentuk protein kapsid yang melindungi dan mengemas materi genetic
(DNA/RNA) bakteriofag (Paczesny & Bielec, 2020). Fungsi selanjutnya, untuk
mengenali dan menempel pada bakteri inang dengan membentuk ekor bakteriofag
serta memfasilitasi injeksi materi genetik fag ke dalam sel bakteri (Aslam et al.,
2021).

Protein replikasi pada bakteriofag merupakan enzim dan protein lainnya
yang terlibat dalam proses penggandaan materi genetik fag di dalam sel inang.
Protein-protein ini memastikan salinan baru dari genom fag dapat diproduksi, yang
diperlukan untuk penggandaan partikel fag baru (Knecht et al., 2020). Beberapa
protein replikasi pada bakteriofag yaitu DNA polimerase berfungsi menambahkan
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nukleotida satu per satu ke ujung 3’ -OH dari rantai DNA yang sedang tumbuh,
helicase berfungsi memisahkan double heliks DNA menjadi dua untai tunggal
sehingga memungkinkan DNA polimerase mengakses template DNA dan primase
berfungsi mensintesis primer RNA selama proses replikasi DNA (Kohm & Hertel,
2021).

Protein lisis adalah protein yang digunakan oleh bakteriofag untuk
menghancurkan dinding sel bakteri sehingga partikel fag baru dapat di lisiskan
(Grabowski et al., 2021). Komponen utama protein lisis terdiri dari endolisin dan
holin. Endolisin merupakan enzim yang berfungsi untuk menghancurkan dinding
sel bakteri inang. Endolisin bekerja dengan cara menghancurkan peptidoglikan,
komponen utama dari dinding sel bakteri (Rahman et al., 2021). Holin merupkan
protein yang membentuk pori di membran sel bakteri inang, di mana pori ini
nantinya akan memungkinkan endolisin untuk mencapai dinding sel dan memulai
proses lisis (Seeam et al., 2022). Protein regulasi adalah protein yang mengatur
ekspresi genetik fag, memungkinkan fag untuk mengontrol proses infeksi dan siklus
hidupnya di dalam sel inang (Hernandez & Vives, 2020).

Protein ini menentukan apakah fag akan masuk ke dalam siklus litik atau
siklus lisogenik, serta mengatur ekspresi gen yang diperlukan untuk replikasi dan
pembentukan partikel fag baru (Dennehy & Abedon, 2021). Komponen penyusun
protein regulasi terdiri dari repressor dan antirepressor. Repressor adalah protein
yang mengikat ke operator pada DNA fag dan menghambat transkripsi gen-gen
yang terlibat dalam siklus litik (Rasmussen et al., 2020). Sedangkan antirepressor
adalah protein yang berinteraksi dengan repressor untuk mengubah konformasi atau
menghambat aktivitasnya sehingga memungkinkan transkripsi gen-gen untuk
siklus litik (Nyiri et al., 2024).



12

2.4 Kerangka Berpikir

Ulkus diabetes merupakan komplikasi kronik penderita diabetes melitus ditandai
dengan terbentuknya luka terbuka di bagian kaki yang disertai cairan berbau tak
sedap (Haskas et al., 2021).

\4

Kasus ulkus diabetes di Jember diperparah dengan adanya infeksi bakteri seperti
Alcaligenes faecalis, yang dapat memperlambat penyembuhan dan meningkatkan
risiko amputasi atau kematian (Risgiyah et al., 2022; Naureen et al., 2020).

Pengobatan ulkus diabetes terbatas hanya mengandalkan penggunanan antibiotik
(Fau, 2024), yang memicu terjadinya resistensi antibiotik akibat pola konsumsi
obat pasien yang tidak benar, sementara pengembangan antibiotik baru
memerlukan waktu lama (Morris & Cerceo, 2020)..

\ 4

Terapi bakteriofag hadir sebagai alternatif inovatif untuk menangani infeksi
bakteri resisten pada ulkus diabetes karena memiliki keunggulan seperti
spesifisitas terhadap bakteri target, tidak mengganggu mikrobiota normal, dan
mampu membunuh bakteri yang resisten terhadap antibiotik (Hussain et al.,
2021; Kassa, 2021).

\ 4

Bakteriofag yang digunakan sebagai agen terapi harus bersifat litik, tidak
mengandung gen toksin, dan memiliki komponen genetik penting (RNA
polimerase, DNA polimerase, ligase, lisozim, dan protein kapsid) (Efimov et al.,
2021; Yulinery et al., 2016). Pemetaan genom bakteriofag diperlukan untuk
memahami susunan komponen genetik yang berkontribusi pada efikasi fag
sebagai agen terapi (Zakharova et al., 2022).

\ 4

Pemetaan genom dilakukan dengan mengidentifikasi Open Reading Frames
(ORF), yaitu segmen DNA/RNA yang berpotensi diterjemahkan menjadi protein.
Analisis ORF dapat mengungkap gen-gen penting dalam siklus hidup bakteriofag
dan memastikan kualitas potensialnya untuk terapi (Ismail, 2022).

Gambar 2.4 Kerangka berpikir




BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen laboratorium yang
membahas berbagai macam susunan gen - gen penting bakteriofag terhadap

patogen ulkus diabetes dengan menggunakan pendekatan Bioinformatika.

3.2 Populasi dan Sampel/Subyek Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Kedokteran Molekuler gedung Center
for Development of Advanced Science and Technology (CDAST) Universitas

Jember. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus sampai Desember 2024.

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

Sampel berupa bakteri Alcaligenes faecalis Strain T17, dan bakteriofag
Afa-NAL yang didapatkan dari penelitian sebelumnya, Afa merupakan singkatan
dari Alcaligenes faecalis, dan NA merupakan singkatan dari penemu bakteriofag
ini yaitu Narulita dan Arrachmi, sedangkan angka 1 menandakan jenis dari
bakteriofag. Kemudian akan dilakukan pemetaan genom bakteriofag berdasarkan

hasil sequencing dan susunan open reading frames (ORF).

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1. Peremajaan Bakteri

Peremajaan isolat bakteri Alcaligenes faecalis dengan kode “KI” yang
diperoleh dari Laboratorium Kedokteran Molekuler Universitas Jember, dilakukan
melalui prosedur penumbuhan dalam media cair Luria bertani (Miller). Sebanyak
500uL suspensi bakteri Alcaligenes faecalis ditambahkan ke dalam media cair,
kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit. Setelah proses inkubasi
selesai, isolat bakteri yang di remajakan tersebut digunakan sebagai bahan uji untuk

tahapan selanjutnya.
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3.4.2. Perbanyakan Bakteriofag

Perbanyakan bakteriofag dilakukan dengan metode spot test menggunakan
medium nutrient agar (NA) (Narulita, et al., 2018). Isolat bakteri yang akan
dispotkan adalah bakteri pada fase logaritmik (£30 menit inkubasi). Setelah 14
mencapai umur logaritmik, suspensi bakteri sebanyak 300 puL dicampurkan dengan
medium Top Agar yang masih dalam kondisi cair dengan suhu +45°C (hangat
kuku). Campuran bakteri dan top agar di gojok dan dituangkan di atas medium NA
yang menjadi medium lapisan bawah. Medium yang telah memadat kemudian
ditetesi dengan partikel bakteriofag sebanyak 5 pL. Spot ini dilakukan hingga
menutupi seluruh lapisan Top Agar. Medium yang telah dilakukan spot test
kemudian diinkubasi selama 24 jam. Hasil spot test kemudian digojok dengan SM
Buffer, diinkubasi dalam suhu 4°C overnight. Suspensi partikel yang telah didapat
kemudian di sentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm dalam suhu 4°C selama 15
menit. Supernatan yang didapat kemudian dilakukan filtrasi dengan membran filter
berukuran 0.22 um. Isolat bakteriofag yang terdapat dalam SM buffer digunakan

untuk uji selanjutnya sebagai isolat kerja (work culture).

3.4.3. Sequencing Genom Bakteriofag

Sebanyak 600 pL sampel bakteriofag ¢pAfa-NAL di masukkan kedalam
microtube untuk dikirim ke pusat makrogen Korea Selatan Humanizing Genomics-
Macrogen dan dilakukan proses sequencing dengan menggunakan metode Next
Generation Sequencing (NGS) sehingga menghasilkan data analisis Whole Genome
Sequencing (WGS). Data WGS yang diperoleh kemudian melewati tahap quality
control di PT Biotek Indoprima. Hasil akhir pada proses NGS didapatkan anotasi
mentah basa nukleotida dalam format fasta yang selanjutnya diproses menggunakan

alat Pharokka (Version 1.3.2) pada Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/). File hasil

anotasi dianalisis dengan software Geneious Prime (https://www.geneious.com/)

untuk menghasilkan anotasi genom lengkap (Kim et al., 2019).

3.4.4. lllustrasi peta genom
Peta genom dibuat menggunakan Adobe Illustrator, setelah mengetahui
bagaimana susunan gen - gen bakteriofag yang diperoleh dari software Geneious


https://usegalaxy.eu/
https://www.geneious.com/
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Prime, selanjutnya mengumpulkan informasi genetik seperti urutan gen, lokasi,

panjang, dan arah transkripsi dari tiga bakteriofag pembanding dari website NCBI.

3.5 Analisis Bioinformatika

Identifikasi dan anotasi gen diterjemahkan menggunakan server RAST dan
ORFfinder. ORF potensial yang lebih besar dari 150 bp (50 kodon) diidentifikasi
menggunakan Glimmer. Pencarian homologi dilakukan dengan menggunakan
BLAST terhadap database urutan NCBI. Dalam analisis Open Reading Frame
(ORF), nilai E-value digunakan untuk menilai signifikansi kesamaan antara
sekuens yang dianalisis dengan sekuens dalam basis data. E-value (nilai harapan)
menunjukkan jumlah kesamaan yang diharapkan terjadi secara kebetulan; semakin
kecil nilai E-value, semakin signifikan kesamaan tersebut.
Ketentuan Umum Nilai E-value:

e E-value < 0,01: Menunjukkan kesamaan yang sangat signifikan,
mengindikasikan bahwa sekuens tersebut kemungkinan memiliki homologi
yang nyata.

e E-value antara 0,01 dan 1: Menunjukkan kesamaan yang mungkin signifikan,
tetapi memerlukan analisis lebih lanjut untuk memastikan relevansinya.

e E-value > 1: Menunjukkan bahwa kesamaan kemungkinan terjadi secara
kebetulan dan mungkin tidak memiliki relevansi biologis.

Dalam konteks identifikasi ORF, nilai E-value yang rendah (misalnya, <
0,01) umumnya digunakan sebagai batas untuk menentukan apakah suatu sekuens
memiliki kesamaan yang signifikan dengan gen atau protein yang sudah dikenal.
Hal ini membantu dalam penentuan fungsi potensial dari ORF yang diidentifikasi
(Kawasaki et al., 2016).
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Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian




BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

4.1.1. Susunan Genom ¢pAfa-NAL

Hasil analisis sekuensing menunjukkan bahwa genom ¢Afa-NAL berupa
DNA beruntai ganda (dsSDNA) dengan ukuran 78.105 bp dan memiliki kandungan
G+C 45,8%. DNA genom ini berbentuk linier (Gambar 4.1) dan tidak memiliki
ujung lengket (cohesive ends) sebagaimana di buktikan dengan ketiadaan oligomer

setelah perlakuan pemanasan.

iypatbetical potein *
H hetical
typotbeticl p

I',I_]i s 5
"

e
Hypothetical protcin

; h : ! A ! . 2 o _ail sheaih O S uailsbeshCDS. AED

Hypathetical protcin

Gambar 4.1 Susunan genom ¢pAfa-NAL

4.1.2. Hasil Penyelarasan Open Reading Frames (ORF)

Hasil anotasi berdasarkan prediksi orf ditemukan total 83 orf yang tersebar
di sepanjang genom bakteriofag ini. Setiap orf dianalisis untuk mengidentifikasi
fungsi potensialnya. Berdasarkan pencocokan BLAST dengan NCBI basis data
genom bakteriofag terdapat sebanyak 34 orf ¢Afa-NAL1 memiliki kecocokan
terhadap sekuens genom ¢CASP1 49 diantaranya di identifikasi sebagai protein non
struktural (hypothetical protein). Semua ORF diorientasikan dalam arah yang sama
dan banyak ORF memiliki kodon penghenti (stop codon) yang bertumpang tindih
atau sangat dekat dengan kodon awal (start codon) dari ORF berikutnya.
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KSNLT| |GQTEFV+DT+L#DCL EHVENTH [FDVQL] YL+ LHTSNKKRKPYNAEHRERA
KSNLTGGQIESVMDTMLHDCLREIVENTDIFDVQLTYLLGLVTSNKKRKPYNAETRERA

= 4+ N

KSNLTSGQIETVjDTLLNDCLAEVVENTNjFDVQLAYLISLITSNKKRKPYNAEjRERA

Gambar 4.2 Hasil penyelarasan identifikasi protein RNA Polimerase berdasarkan
open reading frame (1) orf-7 ¢ Afa-NAL, (1) orf-4 ¢CASP1

Susunan orf-4 $CASP1 (Gambar 4.2) berdasarkan basis data genom NCBI
merupakan protein RNA polimerase, setelah dilakukan penyelarasan dengan orf-7
dAfa-NA1 menunjukkan kesamaan yang sangat signifikan dengan nilai e-value <
0,01 yaitu 1e52 atau 10-°2. Hasil ini mengindikasikan bahwa kedua sekuens tersebut
kemungkinan berasal dari gen atau protein yang sama, sehingga orf-7 ¢Afa-NAL

dapat di identifikasi sebagai RNA polimerase.

TN+GK| +D KD +QNFLRNVIIAINKYDSSRGAHVSY KWWILNAQTCHS+HHEYGIAYT
I TNRGK|LYDSKDVRQNF LRNVITATINKYDSSRGATIVSYTKWWI LNAQTCSSSEHEYGIAYT

| TNKGKHFDIKDAjQNFLRNUIIAINKYDSSRGALVSYVKNNILNAQTCNSADHEYGIAYT

Gambar 4.3 Hasil penyelarasan identifikasi protein ligase berdasarkan open reading frame
(1) orf-16 pAfa-NAL, (1) orf-22 $vB_AfaP_ QDWS595

Susunan orf-22 ¢vB_AfaP_QDWS595 (Gambar 4.3) berdasarkan basis data
genom NCBI merupakan protein ligase, setelah dilakukan penyelarasan dengan orf-
16 ¢Afa-NA1 menunjukkan kesamaan yang sangat signifikan dengan nilai e-value
< 0,01 yaitu 1e10 atau 10° Hasil ini mengindikasikan bahwa kedua sekuens
tersebut kemungkinan berasal dari gen atau protein yang sama, sehingga orf-16
dAfa-NAL dapat di identifikasi sebagai ligase.

| INVAAICKNEEKFIVRFLDHVKDADSICIVDTGSTDSTIQLIETWCAAHPDVAVNILLD-
+ VAAICHNEEK + |FL+HV| AD+I [IVDTGSTD#T++ IE + HP++ +D
Il VQVAAICRNEEKNMEAF LNHVAKADAISIVDTGSTDNTVRFIERF - -NHPELHFAYDIDP

Gambar 4.4 Hasil penyelarasan identifikasi protein DNA Polimerase berdasarkan open
reading frame (1) orf-29 ¢Afa-NAL, (1) orf-31 ¢vB_AfaP_ QDWS595

Susunan orf-31 ¢vB_AfaP_QDWS595 (Gambar 4.4) berdasarkan basis data
genom NCBI merupakan protein DNA polimerase, setelah dilakukan penyelarasan
dengan orf-29 ¢Afa-NA1 menunjukkan kesamaan yang sangat signifikan dengan
nilai e-value < 0,01 yaitu 1e42 atau 102, Hal ini mengindikasikan bahwa kedua
sekuens tersebut kemungkinan berasal dari gen atau protein yang sama, sehingga
orf-29 pada ¢Afa-NAL dapat di identifikasi sebagai DNA polimerase.
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| TGNTGAIGATGETGSAGPTGPTGPTGVPGRDSQINEYVVSQLVDPNTNEPIVGAYIGSER
TGNTG| +G |TG TG+ |[GPTG TGPTG |PGRD+ |[I+EY] +Q +DP T I A+4GS R
Il [TGNTGPVGATGNTGAVGPTGATGPTGNPGRDAAIDEYRTAQALDPVTGAVIPNAWVGSNR

Gambar 4.5 Hasil penyelarasan identifikasi protein kapsid berdasarkan open reading
frame (1) orf-42 pAfa-NAL, (II) orf-57 ovB_AfaP QDWS595

Susunan orf-57 ¢vB_AfaP_QDWS595 (Gambar 4.5) berdasarkan basis data
genom NCBI merupakan protein kapsid, setelah dilakukan penyelarasan dengan
orf-42 $Afa-NA1 menunjukkan kesamaan yang sangat signifikan dengan nilai e-
value < 0,01 yaitu 1e36 atau 10¢. Hal ini mengindikasikan bahwa kedua sekuens
tersebut kemungkinan berasal dari gen atau protein yang sama, sehingga orf-42
pada pAfa-NA1 dapat di identifikasi sebagai protein kapsid (MCP).

I
I

DGPRNLGRSRSMAASMFPQDQLVVWLDIDEY|FSDPNWCAVLRDLNPMGP - -VY|TEMHNGD
+G RNLG SR#+AA+ [F D L+VWLDIDE |FSDPH+W L+ L P P V|I MHNG
NGGRNLGESRNLAAAPFQPDDLIVWLDIDERFSDPDWVESLKSL-PAVPDTVRINMHNGG

Gambar 4.6 Hasil penyelarasan identifikasi protein lisozim berdasarkan open reading
frame (1) orf-79 ¢Afa-NAL, (1) orf-86 pvB_AfaP_QDWS595

Susunan orf-86 ¢vB_AfaP_QDWS595 (Gambar 4.6) berdasarkan basis data
genom NCBI merupakan protein lisozim, setelah dilakukan penyelarasan dengan
orf-79 ¢Afa-NAL menunjukkan kesamaan yang sangat signifikan dengan nilai e-
value < 0,01 yaitu 1e6 atau 10°. Hal ini mengindikasikan bahwa kedua sekuens
tersebut kemungkinan berasal dari gen atau protein yang sama, sehingga orf-79

pada pAfa-NA1 dapat di identifikasi sebagai protein lysozym.

4.1.3. Peta Genom Bakteriofag

Setelah megetahui susunan orf fag pembanding, keseluruhan orf
bakteriofag disejajarkan untuk membentuk peta genom (Gambar 4.7), yang dibagi
menjadi tiga kelas (Kelas I, Kelas Il, dan Kelas Ill). Pembagian kelas ini
berdasarkan pada struktur genetik dan mekanisme replikasi bakteriofag, mengacu
pada penelitian Kawasaki et al., 2016. Kelas | mengandung satu gen penting yang
berperan dalam proses transkripsi genetik, biasanya ditemukan pada fase awal
siklus hidup bakteriofag. Kelas 11 mengandung satu gen penting yang berfungsi
untuk mengkodekan gen - gen metabolisme DNA. Sedangkan Kelas IlI

mengandung gen yang akan membentuk protein struktural untuk bakteriofag
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(Dunn dan Studier 1983). Gen homolog di antara berbagai bakteriofag
dihubungkan dengan pita berwarna, yang menggambarkan area dengan kesamaan
susunan gen atau protein

CLASS1I CLASSII CLASSIII

s 39938 bp
"

70.466 bp

vB_AfaP_ 51 180 21 29
QDWS595 | 1234567 8 910 111214 1617 19 W 2324 25 26 28 300NSE
DO ¥ DD 00N

CASP1

78.105 bp

Afa-NA1 123 4 56 7 so1d 101515 1ma 1232425207288
» d DONODN » DCODDDTN

[l DNAP [ Lys
[l RNAP Ligase
M Mcp

Gambar 4.7 Analisis perbandingan antara empat genom bakteriofag yang berbeda: T7,
vB_AfaP_QDWS595, CASP1, dan Afa-NAL. Pink: DNA polimerase (DNAP); Oren:
RNA polimerase (RNAP); Biru: Major capsid protein (MCP); Kuning: Lisozim (lys);
Hijau: Ligase (Ligase).
4.2 Pembahasan
Penelitian ini berhasil memetakan genom ¢Afa-NA1 berdasarkan susunan
Open Reading Frames (ORF) menggunakan pendekatan bioinformatika. Genom
bakteriofag yang digunakan sebagai pembanding dalam penelitian ini memiliki
panjang yang beragam. Panjang genom bakteriofag dinyatakan dalam satuan
pasangan basa (base pair atau bp), dengan rincian sebagai berikut T7: 39.938 bp;
vB_AbaP_QDWS: 70.466 bp; CASP1: 47.254 bp; dan Afa-NA1: 78.105 bp.
Panjang genom bakteriofag yang sesuai untuk aplikasi terapi bervariasi tergantung
pada jenis bakteriofag dan target terapinya. Berdasarkan panjangnya Hatfull &
Hendrix (2012), membagi bakteriofag ke dalam tiga kelompok: (i) bakteriofag
dengan genom Kkecil (30.000-50.000 bp) seperti pada bakteriofag T7; (ii)
bakteriofag dengan genom menengah (50.000-100.000 bp) seperti pada bakteriofag
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Pseudomonas; (iii) Jumbo phage (>100.000 bp) seperti pada bakteriofag
Myoviridae.

Genom bakteriofag yang kecil mempermudah manipulasi genetik dan
memungkinkan produksi fag dalam waktu singkat tanpa membentuk fag laten
(Schneider, 2021). Namun karena ukuran genom nya kecil terdapat kekurangan
pada pengaplikasiannya yaitu beberapa bakteriofag tidak memiliki enzim tambahan
yang efisien untuk memecah biofilm atau menargetkan bakteri resisten antibiotik.
Enzim tambahan ini dapat berupa endolysin dan holin yang banyak ditemukan pada
bakteriofag genom menengah dan Jumbo phage (Zhang et al., 2022). Bakteriofag
hasil penelitian ini telah sesuai karena memiliki ukuran 78.105 bp yang termasuk
dalam kategori bakteriofag genom menengah serta memiliki enzym tambahan yang
berupa lisozim, sehingga dapat lebih efisien menargetkan bakteri resisten antibiotik.

Kandungan GC (Guanin-Sitosin) dalam genom bakteriofag merupakan
salah satu parameter penting yang dapat mempengaruhi stabilitas genetik dan
karakteristik molekul DNA. Kandungan GC yang baik biasanya bergantung pada
jenis bakteriofag dan kondisi lingkungan di mana fage tersebut hidup. Menurut
Brissow (2019) bakteriofag cenderung memiliki kandungan GC yang serupa
dengan genom inangnya, seperti pada bakteriofag yang menginfeksi bakteri gram-
positif (Streptococcus atau Lactobacillus) memiliki kandungan GC yang lebih
rendah sekitar 30-40%, namun bakteriofag yang menginfeksi bakteri gram-negatif
(Escherichia coli) cenderung memiliki kandungan GC lebih tinggi sekitar 40-60%.
Selaras dengan pernyataan Brissow (2019) bakteriofag hasil penelitian ini
menginfeksi bakteri gram negatif yaitu Alcaligenes faecalis dengan kandungan GC
45,8% sehingga dapat dikatakan bahwa genom bakteriofag ini berpotensi baik
apabila digunakan sebagai agen terapi.

Peta genom bakteriofag menunjukkan keberadaan protein fungsional yang
berperan penting dalam siklus hidup bakteriofag dan interaksinya dengan sel inang.
Protein fungsional ini mencakup RNA polimerase yang berperan dalam transkripsi
DNA fag menjadi RNA, sebagai langkah awal sintesis protein bakteriofag. Untuk
menyambungkan potongan DNA yang terbentuk selama proses replikasi, protein

ligase berperan menjaga stabilitas genom fag (Zhang e al., 2022). Selain itu,
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terdapat protein yang mendukung replikasi genom fag, seperti DNA polimerase,
yang memastikan genom fag direplikasi dengan cukup untuk menghasilkan salinan
bakteriofag baru. Protein fungsional lainnya adalah Major Capsid Protein (MCP),
yang bertanggung jawab dalam proses perakitan struktur fag dengan membentuk
kapsid sebagai pelindung materi genetiknya. Terakhir, terdapat enzim seperti
lisozim, yang berfungsi mendegradasi dinding sel bakteri untuk membantu
bakteriofag menembus lapisan pelindung bakteri selama tahap lisis (Federici et al.,
2021).

Peta genom bakteriofag Afa-NA1 juga masih menunjukkan adanya protein
yang berhasil diprediksi berdasarkan analisis genetik, tetapi fungsi biologis atau
keberadaannya belum diverifikasi secara eksperimental, protein ini dikenal sebagai
hypothetical protein (Switt et al., 2015). Meskipun hypothetical protein memiliki
urutan nukloetida yang valid, namun protein ini tidak memiliki kesamaan signifikan
dengan protein lain yang telah diketahui (Turner et al., 2023). Hypohetical protein
mungkin memiliki peran biologis penting yang belum teridentifikasi, seperti enzim
baru, regulator genetik, protein struktural ataupun bisa mengidentifikasi adanya gen
toksin pada bakteriofag (Sanz-Gaitero et al., 2021). Dengan banyaknya temuan
hypothetical protein (lampiran hal 33) pada bakteriofag Afa-NA1 sehingga diduga
bakteriofag ini dapat optimal dalam proses terapi, namun diperlukan uji lanjutan
untuk memastikan tidak ada gen toksin yang terkandung dalam bakteriofag ini.

Genom ¢ Afa-NA1 memiliki beberapa karakteristik antara lain: (i) gen yang
diprediksi untuk RNA polimerase (RNAP) terletak di wilayah gen awal Kelas I,
serupa dengan pola yang ditemukan pada bakteriofag T7; (ii) gen yang diprediksi
untuk DNA ligase (DNAL) terletak setelah orf RNAP, sesuai dengan yang
ditemukan pada bakteriofag Alcaligenes phage vB AfaP QDWS595 (Jing et al.,
2022), Namun hal ini berbeda dengan alcaligens phage CASP1 yang terletak di
wilayah awal Kelas Il. Perbedaan lokasi gen DNAL menunjukkan adanya variasi
dalam mekanisme replikasi dan adaptasi bakteriofag terhadap inangnya. Meskipun
kedua bakteriofag ini memiliki inang yang sama yaitu Alcaligenes, perbedaan
lokasi DNAL mencerminkan variasi evolusi dan strategi adaptasi masing-masing

fag terhadap kondisi biologis inangnya; (iii) terdapat beberapa faktor yang dapat
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mempengaruhi hasil lokasi gen yang berbeda seperti kondisi intraseluler
bakteriofag yang dapat memengaruhi ekspresi gen dan proses replikasi, adanya
rekombinasi genetik yang mengatur ulang urutan gen, mutasi yang mengubah
struktur genom, serta transfer gen horizontal yang memungkinkan pertukaran gen
antar organisme berbeda(Hibstu et al., 2022). Faktor-faktor ini berkontribusi pada
evolusi genom bakteriofag, menciptakan diversifikasi pola genetik meskipun
memiliki inang yang sama. Penelitian oleh Doherty et al., (1996) mendukung
pandangan bahwa faktor-faktor ini memainkan peran penting dalam membentuk

variasi lokasi gen pada bakteriofag.



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil analisis sekuensing genom ¢pAfa-NAL berupa DNA beruntai ganda
(dsDNA) berukuran 78.105 bp dengan kandungan G+C 45,8%. Genom pAfa-NAL
berhasil diurutkan susunan Open Reading Frames (ORF) dan didapatkan sebanyak
83 orf. Adapun struktur gen penting untuk siklus hidup yang didapatkan orf-7 RNA
polimerase, orf-16 Ligase, orf-29 DNA polimerase, orf-42 protein kapsid dan orf-
79 lisozim. Berdasarkan keberadaan lima gen penting ini dapat dikatakan bahwa
dAfa-NA1 memiliki potensi yang baik untuk digunakan sebagai agen terapi ulkus
diabetes.

5.1 Saran

Perlu dilakukan analisis lanjutan untuk mengidentifikasi fungsi gen - gen

lain yang belum terprediksi yang terdapat dalam bakteriofag Afa-NAL.
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LAMPIRAN-LAMPIRAN

Lampiran 1. Supplementary

a. Prediksi gen Alcaligenes faecalis phage AFANA1

No | Posisi (3° | GC Panjang Berat Sekuens asam amino
-5 (%) protein (kDa)

! 1-2,469 40 2469 56.564 Hypothetical protein

2 22457315 37 65 19.988 Hypothetical protein

3 23563;30 48 1155 19.140 single s;:irtlgir?gésbinding

4 3363322 24 41 12.576 Hypothetical protein

S 3375’;7 40 255 78.743 Hypothetical protein

6 349(?;0 38 32 9.925 Hypothetical protein

IFREREE N

8 55’,131021' 45 190 58298 Hypothetical protein

d 5634?: 4' 38 1.176 27.369 transposase CDS

10 664:209 33 340 104.747 Hypothetical protein

1 67’5’3;’504' 45 | 1025 | 316844 |  Hypothetical protein

12 78845158 39 564 10.299 HoIIidayju?:c[t)ign resolvase

13 88472200 41 301 93267 Hypothetical protein

14 88782;9 47 176 54435 Hypothetical protein

15 Sé%?&' 47 445 137477 Hypothetical protein

1ie 9;15020- 42 419 129196 Ligase CDS

17 igigl 39 256 78834 Hypothetical protein

18 1101'1117288' 34 951 16578 peptidase CDS

33
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19 11126(?311 39 431 132951 Hypothetical protein
20 112?;?22;'8' 40 1275 32202 beta-1

21 11344::4 36 1161 26741 head-tail cocr:llrjlesctor protein
22 1145826196 45 348 12443 HNH endonuclease CDS
23 1251’,201;34' 29 5796 | 130716 DNA helicase CDS
24 2212’?61;9' 42 | 1683 | 37056 tail sheath CDS

25 2226?92207_ 30 | 4008 | 103376 tail protein CDS

26 2;?;910' 31 960 27289 tail sheath CDS

27 227é?:§7- 37 1098 32343 tail sheath CDS

28 23?005(?9 32 1941 44677 Hypothetical protein
29 3302'?:52' 30 1095 23905 | DNA polymerase CDS
30 33221533 38 765 19578 head matu&aéign protease
31 3324?;763' 28 | 1968 | 48224 ATPase CDS

32 3:;159:595 44 717 99437 virion strlé:cgjsral protein
33 33’;:)6,781;2- 35 1089 31758 tail fiber protein CDS
34 3353884?574 47 1648 509202 Hypothetical protein
35 35()'?‘15‘?6' 36 1689 37655 tail sheath CDS

36 42015(?2 49 335 103412 Hypothetical protein
37 4206557 42 53 16332 Hypothetical protein
38 420676535 47 93 28650 Hypothetical protein
39 452725281 20 1464 37060 baseplate évgdsge subunit
40| 42218- | o | 4485 | 101437 tail protein CDS

46,702




35

41 4%?3?911- 45 1431 45860 virion strtg:gjsral protein
42 459'%;4' 59 630 23566 | tail fiber protein CDS
43 459'?54;8' 60 495 17531 | tail fiber protein CDS
44 44?955’5 4' 48 156 48288 Hypothetical protein
45 44?967958 4' 42 57 17500 Hypothetical protein
46 456?@;553_ 49 831 256194 |  Hypothetical protein
47 5511’?5’;7' 48 454 140458 | Hypothetical protein
= 5512’?26897' 52 819 27550 major capsid protein CDS
49 5522’,279103' 47 424 131011 Hypothetical protein
50 5523”,741772_ 39 756 15415 | HNH endonuclease CDS
51 553 4512991 35 663 9540 Hypothetical protein
52 55452(;)(;30 35 1461 42103 virion strlé:cgjsral protein
53 5566:?110 45 650 201200 Hypothetical protein
>4 5566361339 49 327 100471 Hypothetical protein
55 5567'?24211' 46 581 178641 |  Hypothetical protein
56 5577'12923?3' 43 714 14373 Hypothetical protein
57 5578'?14414' 46 204 62941 Hypothetical protein
58 558812%)1 46 142 43672 Hypothetical protein
59 558561675' 44 349 107251 |  Hypothetical protein
60 5589647839 47 732 9374 DNA metcP;)I/DltSransferase
61 5;;'91; 4' 48 520 160733 Hypothetical protein
621 59.936- | 4q 543 167874 Hypothetical protein

60,478
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63 656,57537 | e 178 54708 Hypothetical protein
64 6601'?16072' 45 236 72933 Hypothetical protein
65 6611'?526' 44 877 269350 |  Hypothetical protein
66 6612937679 50 393 8214 Hypothetical protein
67 6623427202 38 753 14608 Hypothetical protein
68 6§’é?f555' 49 511 157341 |  Hypothetical protein
69 6;.;?62816' 37 1866 39019 portal protein CDS
70 6658975523 39 2802 62684 terminaseclgrge subunit
n 6(39778:7 47 978 301407 Hypothetical protein
72 67907(;33?4 54 855 16789 DNA metch:y[/)ltsransferase
3 77016:122 45 921 17228 Hypothetical protein
“ 771165’766 47 341 104865 Hypothetical protein
s 7722'?21;'3' 45 280 86471 Hypothetical protein
76 772 43(?377 30 1731 42389 Hypothetical protein
" 7746?51923' 36 | 2052 50068 Hypothetical protein
8 7767'?’(?3?0' 22 663 12651 | transglycosylase CDS
” 7777003613 52 33 10176 Hypothetical protein
<0 7777"120f3' 46 138 42669 Lysozym

81 777724???8 50 150 46184 Hypothetical protein
82 77774685;38 50 204 62770 Hypothetical protein
83| 77.733- 1 43 373 115131 Hypothetical protein

78,105
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b. Urutan orf bakteriofag AfaNA1

Kode

Keterangan

Afa-NA1l

RNAP :
MSKSNLTSGQIETVLDTLLNDCLAEVVENTNAFDVQLA
YLISLITSNKKRKPYNAESRERAISLIVKAMTSEREDKM
MFIKELKIERSFVYMFLEQFIDNYYEVYTTLYRTFVGTS
DPVLRRSCARKLDVYVNLFGAQSRSTLFVCINNVKELL
PHFKAYFHSVVEDFYRLCVQQAKFHTDTNKGKHFDIK
DAQQONFLRNVIIAINKYDSSRGALVSYVKWWILNAQTC
NSADHEYGIAYTIPQTQRKKLASGEDSFVNFSVSLDQP
KDDSGGEGEGSIDFHSKVSDDRNLDEMVDGQRRAERL
GLLIKRIDPMGIARLTLDVKEYFTDTEKAQMMRHMRK

QQNA

nukleotide :
TCAAGCATTTTGTTGTTTCCGCATATGACGCATCATC
TGTGCTTTTTCTGTGTCTGTGAAGTATTCTTTAACATC
CAAAGTGAGTCTTGCGATCCCCATTGGATCTATCCTT
TTAATTAGCAAACCCAGGCGCTCTGCTCGTCTTTGTC
CATCGACCATCTCGTCTAAATTTCTGTCATCACTGAC
TTTAGAGTGGAAGTCGATAGATCCCTCACCCTCACC
GCCGCTATCATCTTTCGGCTGATCAAGTGATACGCTA
AAGTTAACGAAAGAGTCTTCTCCGGATGCGAGTTTC
TTACGCTGTGTCTGCGGGATTGTGTACGCAATACCAT
ACTCATGGTCAGCACTGTTACAGGTCTGTGCGTTCAG
AATCCACCATTTGACGTAGCTTACTAATGCGCCTCGT
GACGAATCGTATTTGTTGATAGCAATAATAACGTTA
CGCAGGAAGTTTTGTTGTGCGTCTTTGATATCGAAAT
GCTTTCCTTTGTTTGTGTCCGTATGGAACTTCGCTTGC
TGTACGCAAAGCCGATAGAAGTCCTCAACTACAGAA
TGGAAGTACGCCTTAAAATGAGGCAGTAATTCTTTC
ACGTTGTTGATACAGACAAACAGAGTAGATCGTGAC
TGCGCCCCGAATAGGTTCACGTAAACATCAAGCTTA
CGTGCGCACGATCTTCTCAGCACAGGGTCACTTGTGC
CTACAAAGGTGCGATATAGTGTGGTGTACACTTCGT
AATAGTTATCAATGAACTGCTCTAAGAACATATAGA
CAAAGGAGCGTTCTATCTTGAGTTCTTTGATGAACAT
CATTTTATCTTCACGTTCACTTGTCATTGCTTTAACAA
TAAGACTTATGGCGCGTTCTCGTGATTCTGCGTTATA
TGGTTTTCGTTTTTTATTGGATGTGATCAAAGAGATC
AAGTAAGCCAGTTGAACGTCGAAAGCATTTGTATTC
TCGACTACTTCGGCTAGACAATCGTTAAGCAACGTG
TCTAACACTGTCTCAATCTGGCCACTTGTGAGGTTAG
ACTTGCTCAT
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DNAP :
MINVAAICKNEEKFIVRFLDHVKDADSICIVDTGSTDSTI
QLIETWCAAHPDVAVNILLDDGPRNLGRSRSMAASMF
PQDQLVVWLDIDEYFSDPNWCAVLRDLNPMGPVYIEM
HNGDSHYFQLKAYFKDQHFWKYAAHEVLVEQGHPAP
RTSVQTFHTVHTPDRTKQRDYLPELAYDATRYANDPR
ASFYYCRELCYSVIYGQGSLEEAEAEYRRLMAMNPWA
DYKALASIEMIGAQYARDKLDIQTIYSAIAARPDRVESY
AFGSWTIYQYGDYITALSLAIQGISAADRPSNFLFSSVR
TNLEMCLDVARYACVQLNMEQQAVFYHGRLCVIRNE
DPTEWMEQNNVLNKVPANGESKETDA

nukleotide :

ATGATCAACGTAGCTGCTATTTGTAAGAATGAAGAA
AAATTCATTGTGCGCTTCCTCGACCACGTGAAAGAT
GCAGACAGTATTTGCATCGTGGATACGGGAAGCACA
GATAGCACTATACAACTGATCGAAACATGGTGTGCA
GCGCATCCAGACGTAGCGGTTAACATCCTACTTGAC
GACGGCCCGAGAAATTTGGGCCGTTCTCGATCAATG
GCTGCTTCCATGTTTCCACAAGATCAATTAGTTGTAT
GGTTAGATATCGATGAATACTTTTCAGATCCAAACTG
GTGTGCTGTCTTACGCGACTTAAACCCAATGGGCCCT
GTGTACATTGAAATGCACAATGGAGACAGTCACTAT
TTCCAACTCAAAGCGTACTTCAAAGATCAACACTTCT
GGAAGTATGCAGCACACGAAGTGCTTGTAGAGCAAG
GCCACCCCGCACCAAGAACAAGTGTGCAGACATTCC
ACACTGTTCACACTCCTGACAGAACAAAGCAACGCG
ATTACCTGCCTGAACTCGCATACGATGCAACACGCT
ATGCAAACGATCCCCGCGCATCATTCTACTATTGCAG
AGAACTCTGCTACTCTGTTATATATGGACAAGGATCT
CTTGAGGAAGCCGAAGCTGAGTACCGACGTCTTATG
GCAATGAACCCTTGGGCTGATTATAAAGCACTCGCA
TCCATCGAGATGATCGGTGCGCAATATGCAAGGGAT
AAACTCGATATACAGACGATCTATTCTGCTATAGCA
GCGCGTCCGGATCGTGTGGAATCCTATGCATTTGGGT
CGTGGACGATCTACCAGTACGGGGATTATATCACTG
CACTGTCATTAGCTATCCAAGGCATTAGTGCCGCAG
ACAGACCATCAAATTTCTTATTTAGCTCTGTTAGAAC
TAATTTAGAAATGTGTTTAGACGTTGCTCGGTACGCC
TGTGTGCAACTCAATATGGAACAACAAGCGGTTTTC
TATCATGGGAGACTGTGCGTTATCCGTAATGAAGAC
CCTACAGAGTGGATGGAGCAAAATAACGTATTAAAT
AAGGTACCTGCTAATGGCGAAAGTAAAGAGACTGAT
GCCTAA

Ligase :
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MYEAGKTLDEIAAALDQDKNLIRTVLGIPRTYRTREQN
IELVRKSNAY LHKHKTLKGCADQLGIKHGTLISLRTIYA
QYVKYKDLPVPNLEGLPTHEKVAVYVRLGYR

nukleotide:
TGGTTGTTCCCATCAATATATTTCTCAACTGTCTGTTT
CGAACAGAACGCCGAAGTATATTGACAAAAGCACCA
AGATATATCAGGCTAAAGTCATGTACGAAGCAGGTA
AGACTTTGGATGAAATCGCCGCAGCTTTGGATCAAG
ACAAAAATCTTATCCGGACTGTCCTTGGTATTCCTCG
CACGTATCGCACACGCGAACAAAACATTGAGTTGGT
CCGTAAGTCTAACGCCTATCTGCACAAACATAAAAC
TTTAAAAGGATGTGCAGATCAGTTAGGTATTAAACA
TGGCACTTTGATCTCTTTGCGTACTATTTACGCTCAG
TACGTCAAATACAAAGACCTGCCTGTTCCTAACTTAG
AGGGACTGCCAACTCACGAAAAAGTAGCTGTGTATG
TTCGCTTAGGGTATCGCA

MCP :
MALQKVNPSLIHGGTAAVGDVLGKVTQTDVGFMKPG
EKPGSDTSISLEFDSTTGTLTFIGSNGEQATTSGLPTADQ
MKLGRQGPQGQPGRPGTPGNPGRNGLDGDPGCPGPRG
APGRPGPTGNTGAIGPTGETGSPGPTGPTGPTGVPGRDS
QINEYVVSQLVDPNTNEPIVGAYIGSERDPNTGYTRNF
GRIRFPASDSTISIVENSPFINRCVALNITFLNAATNQART
FRIYDLDANAVNENLLLGGFILKSDGLNSMPWDFFYSA
EGD

nukleotide :
ATGGCACTACAAAAGGTCAACCCGTCATTGATCCAC
GGTGGAACTGCTGCTGTAGGAGATGTGCTGGGGAAA
GTAACTCAGACTGATGTTGGATTCATGAAACCGGGT
GAAAAGCCCGGATCTGACACGTCTATCTCCCTTGAA
TTTGATTCAACGACAGGGACGCTGACATTCATCGGA
TCTAATGGGGAACAGGCTACAACGTCTGGACTCCCT
ACAGCGGACCAAATGAAGTTAGGAAGACAGGGTCCT
CAAGGACAACCAGGCAGACCGGGAACTCCCGGCAA
CCCTGGGCGTAACGGACTTGATGGAGACCCAGGATG
TCCGGGCCCACGCGGCGCTCCTGGGCGTCCCGGCCC
GACAGGGAACACAGGAGCTATCGGCCCAACAGGGG
AAACAGGATCTCCTGGCCCGACAGGCCCAACTGGCC
CTACAGGAGTACCGGGACGTGACTCTCAGATTAATG
AGTATGTCGTATCTCAGTTAGTCGATCCAAATACGA
ACGAACCCATCGTCGGAGCGTATATAGGATCGGAGC
GTGATCCAAACACAGGATATACGCGCAACTTTGGGC
GTATCCGTTTCCCTGCATCCGATAGTACGATAAGCAT
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TGTGTTCAACAGTCCGTTCATCAACCGTTGTGTTGCA
CTCAACATCACTTTCTTAAACGCAGCGACGAACCAA
GCGCGTACGTTCCGGATATATGATCTGGATGCTAAC
GCAGTCAATGAAAACTTGCTGCTTGGTGGATTCATTC
TTAAGTCGGATGGATTGAACAGCATGCCATGGGATT
TCTTCTACTCTGCCGAGGGGGATTAG

Lysozym :
MELLFTSIRLRHNLFDAKDMNIRMQEARDVARSSENIT
LTY

nukleotide :
TATAGGTAAGGGTGATGTTTTCTGATGATCGAGCAA
CATCTCTAGCCTCTTGCATGCGTATGTTCATATCTTT
AGCGTCGAACAGATTGTGCCGCAGACGGATGGAGGT
GAACAGAAGTTCCATGTCTACGACCACGT

c. Peta Sirkular

’ = M cDs
afanai ‘ R — M GC Content
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Lampiran 2. Surat izin penelitian




Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian
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Perbanyakan Bakteri

Propagasi Bakteriofag

Preparasi Sequencing Bakteriofag
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