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ABSTRACT

Melioidosis is an infectious disease caused by the gram-negative bacterium Burkholderia pseudomallei. This disease
is associated with high human mortality rate, especially in tropical and subtropical regions. Rapid diagnosis is
crucial in ensuring proper management and treatment of the disease with effective antibiotics. Currently, melioidosis
diagnosis, bacterial culture is time consuming, difficult, and not sensitive, while IHA is hindered by high antibody
background in healthy population and ELISA lacks standardization and is hindered by antigen inconsistency. To
improve the current diagnosis method for melioidosis, this research aims to identify, screen, and develop epitope-
spanning peptides to be used as standardized B. pseudomallei antigen in serodiagnosis of melioidosis. Peptides
are favoured as they are more stable, and they offer effective and rapid antibody detection. Using in silico analysis,
a pool of 154 B. pseudomallei proteins previously reported as immunogenic were screened and ranked based on
their antigenicity, subcellular localization, stability, adhesive properties, and ability to interact with class | and class
Il major histocompatibility complex (MHC). The selected candidate from the analysis, BPSS0908 and BPSL2152
were then taken for further analysis to identify linear B-cell epitopes using several sequence-based B-cell epitope
prediction tools. Consensus sequences that are confidently predicted by more than two prediction tools and are
longer than 15 amino acids were then selected as linear B-cell epitopes. Through ELISA analysis, low sensitivity
was demonstrated by the epitope-spanning peptides as compared to B. pseudomallei crude lysate. However, high
specificity of 100% was observed for all tested peptides. The low sensitivity demonstrated by the peptides in ELISA
could be due to lack of 3-dimensional structure which is needed for a stable antigen-antibody binding.
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menyumbangkan kepada kadar kematian manusia yang tinggi,
terutamanya di kawasan tropika dan subtropika. Diagnosis yang
pantas adalah penting dalam memastikan pengurusan dan rawatan
penyakit yang sesuai dengan antibiotik yang berkesan. Pada masa
kini, diagnosis melioidosis mempunyai beberapa kekurangan. Kultur
bakteria adalah sukar, kurang sensitif dan mengambil masa yang
lama, manakala kaedah hemaglutinasi tak langsung (IHA) dihadkan
dengan latar belakang antibodi yang tinggi dan asai imunojerapan
berpaut enzim (ELISA) tidak mempunyai piawaian dan dihadkan
oleh masalah ketidakkonsistenan antigen yang digunakan. Untuk
memperbaiki kaedah diagnosis melioidosis yang sedia ada,
kajian ini telah dijalankan untuk menyaring, mengenalpasti dan
mencirikan peptida berasaskan epitop sebagai calon-calon antigen
B. pseudomallei yang boleh digunakan sebagai antigen seragam
dalam serodiagnosis melioidosis. Peptida digunakan sebagai calon
diagnosis kerana peptida adalah stabil serta dapat mengesan
kehadiran antibodi terhadap patogen dalam masa yang singkat
dan cekap. Dengan menggunakan analisis in siliko, sebanyak 154
protein B. pseudomallei yang dilaporkan sebagai imunogen telah
disaring dan disenaraikan berdasarkan sifat antigen, penyetempatan
subsel, kestabilan, sifat lekatan dan keupayaan untuk berinteraksi
dengan molekul kompleks histokompatibiliti utama (MHC) kelas |
dan kelas Il. Calon-calon yang dipilih daripada analisis tersebut, iaitu
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BPSS0908 dan BPSL2151 kemudiannya digunakan
dalam analisis lanjutan untuk mengenalpasti epitop
linear sel B menggunakan beberapa peramal epitop
linear sel B berdasarkan jujukan. Jujukan konsensus
yang diramal oleh lebih daripada dua peramal epitop
linear sel B dan mengandungi lebih daripada 15 asid
amino lalu dipilih sebagai epitop linear sel B. Melalui
analisis ELISA, kesemua peptida yang diuji menunjukkan
kesensitifan yang rendah berbanding lisat kasar B.
pseudomallei. Walaubagaimanapun, kespesifikan yang
tinggi iaitu sebanyak 100% ditunjukkan oleh kesemua
peptida. Kesensitifan peptida yang mengandungi epitop
linear sel B yang rendah dalam analisis ELISA mungkin
disebabkan oleh epitop linear yang dikenalpasti dan
diciikan memerlukan struktur tiga dimensi untuk
membentuk ikatan antigen-antibodi yang kukuh.

Kata kunci: Burkholderia pseudomallei, ELISA,
melioidosis, peptida, serodiagnosis

PENGENALAN

Melioidosis merupakan penyakit yang disebabkan
oleh bakteria Burkholderia pseudomallei yang
boleh menjangkiti manusia dan haiwan. Melioidosis
berlaku secara endemik di lebih kurang 46 buah
negara merangkumi kawasan-kawasan tropika
dan subtropika terutamanya di Asia Tenggara,
Australia utara dan benua kecil India (Wiersinga
et al., 2018). Kajian Limmathurotsakul et al.
(2016) telah meramalkan bilangan kes melioidosis
manusia sedunia adalah sebanyak 165 000 kes
setahun dengan kes kematian sebanyak 89 000
kes. Di Malaysia, melioidosis bukanlah penyakit
yang dikategorikan sebagai penyakit notifikasi
di bawah Akta Pencegahan dan Pengawalan
Penyakit Berjangkit 1988 (Akta 342). Oleh itu,
beban sebenar penyakit melioidosis di Malaysia
tidak diketahui, walaupun lebih daripada seribu
kes telah dilaporkan di seluruh Malaysia (Nathan
et al., 2018).

Burkholderia pseudomallei ialah saprofit
Gram negatif yang boleh dijumpai di dalam
tanah, air bawah tanah, aliran bertakung, sawah
padi dan kolam. Jangkitan melioidosis boleh
berlaku melalui pendedahan kepada tanah dan
air yang terkontaminasi, penyedutan aerosol
dan pengingesan (Lau et al., 2015). Potensi
pendedahan kepada B. pseudomallei boleh
meningkat dengan perubahan iklim kerana
perubahan geografi. Hal ini kerana B. pseudomallei
yang berada di dalam tanah dapat bergerak ke
permukaan tanah dan menjadi aerosol semasa
hujan lebat (Virk et al., 2020). Bakteria ini juga
berupaya untuk mengelak daripada serangan
sistem pertahanan perumah dan bereplikasi di
dalam sel perumah. Kebolehan ini disumbang oleh
pelbagai faktor kevirulenan termasuk polisakarida
permukaan, sistem perembesan dan faktor-faktor
lain seperti faktor maut-1, protein perembesan dan
metabolit sekunder (Gassiep et al., 2020).

Pengesahan penyakit melioidosis di
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kebanyakan makmal masih menjadi cabaran
utama disebabkan oleh kelemahan-kelemahan
diagnosis yang sedia ada. Diagnosis yang
lambat menyebabkan rawatan tidak dapat
diberikan dengan segera kepada pesakit. Hal
ini meningkatkan kadar kematian melioidosis
terutamanya di kawasan-kawasan endemik
(Kingsley et al., 2016). Oleh itu, masa yang
digunakan dalam diagnosis perlu dikurangkan
agar kekerapan jangkitan dan kadar kematian
disebabkan oleh melioidosis dapat dikawal.
Kebanyakan makmal diagnostik di Malaysia
menggunakan kaedah pengkulturan bakteria yang
mengambil masa yang panjang untuk mengenal
pasti kehadiran B. pseudomallei dalam sesuatu
spesimen klinikal (Nathan et al., 2018). Kaedah
ini adalah sukar untuk mengesan kehadiran B.
pseudomallei disebabkan pertumbuhan yang
perlahan dan kehadiran bakteria lain di dalam
sampel (Virk et al., 2020). Keadah serologi
seperti hemaglutinasi tak langsung (indirect
hemagglutination, IHA) adalah kurang spesifik
terutamanya di kawasan endemik akibat
kehadiran seroprevalens yang tinggi di kalangan
populasi (Lau et al., 2015; Mustafa et al., 2015).
Manakala bagi kaedah ELISA, beberapa antigen
yang berpotensi telah dilaporkan, namun antigen-
antigen ini belum dicirikan dengan terperinci dan
tiada penyeragaman di peringkat antarabangsa.

Bagi mengatasi kekurangan yang dihadapi
dalam kaedah-kaedah diagnosis yang sedia ada,
terutamanya masalah ketakselarasan protein
sebagai antigen dalam asai ELISA, penggunaan
peptida sebagai antigen telah dicadangkan.
Penggunaan protein lengkap sebagaiantigen boleh
menimbulkan masalah seperti ketidakstabilan,
kesukaran dalam pengendalian dan pengecaman
oleh lebih daripada satu antibodi, yang mana
boleh menyebabkan peningkatan kesilapan di
dalam diagnosis (Cretich et al., 2019). Berbanding
dengan protein lengkap, peptida adalah lebih
mudah disintesis sebagai rantai linear melalui
kaedah fasa pepejal, dan mudah disimpan
serta diurus. Peptida juga dibuktikan mampu
menangkap antibodi yang beredar dalam plasma
dan serum darah pesakit (Cretich et al., 2019).
Peptida juga lebih stabil secara kimia (Heyduk et
al., 2018). Penggunaan peptida juga memudahkan
pengubahsuaian dan menunjukkan kespesifikan
terhadap sasaran yang lebih tinggi (Ellert-
Miklaszewska et al., 2017). Penggunaan peptida
berasaskan epitop reaktif adalah lebih berkesan
dalam merangsang dan mengamplifikasikan
tindak balas keimunan berbanding dengan protein
lengkap (Bergamaschi et al., 2019).

Oleh itu, penyelidikan ini bertujuan untuk
mengenal pasti dan mencirikan peptida
berasaskan epitop daripada protein imunogen B.
pseudomallei untuk serodiagnosis melioidosis.



Seow et al. 2022

Protein-protein imunogen B. pseudomallei yang
telah dikenalpasti melalui kajian lepas telah
disaring dan disenaraikan berdasarkan sifat
fizikal dan kimia menggunakan pendekatan in
siliko. Protein-protein yang terpilih kemudiannya
digunakan untuk analisi lanjutan bagi mengenal
pasti epitop linear sel B menggunakan beberapa
program peramal epitop linear sel B. Peptida yang
diperolehi kemudiannya diuji melalui asai ELISA
bagi menentukan kespesifikan dan kesensitifan
peptida sebagai antigen dalam serodiagnosis
melioidosis.

BAHAN DAN KAEDAH

Analisis bioinformatik untuk penyaringan
calon antigen

Sebanyak 154 protein B. pseudomallei yang
menunjukkan imunoreaktiviti dalam kajian yang
telah dijalankan oleh Felgner et al. (2009) dan Su et
al. (2008) telah dikenal pasti dan digunakan untuk
analisis bioinformatik (Lampiran). Penyaringan
protein imunogen B. pseudomallei dijalankan
berdasarkan kaedah yang digunakan oleh Muruato
et al. (2017) dengan pengubahsuaian.

Penyaringan berasaskan sifat fizikal

Protein yang berpotensi sebagai antigen telah
dianalisis melalui program Vaxign (http://www.
violinet.org/vaxign/) dengan memasukkan jujukan
setiap protein untuk menyingkirkan protein
yang menunjukkan homologi jujukan protein
dengan protein hos (He et al., 2010). Sebagai
output, perkataan ‘yes’ pada ruangan protein
serupa manusia menunjukkan protein tersebut
menunjukkan homologi jujukan protein dengan
protein hos, iaitu protein manusia. Manakala
perkataan ‘no’ menunjukkan yang sebaliknya.

Seterusnya, PSORTb 3.0 (https://www.psort.
org/psortb/) digunakan untuk mengesan protein
membran luar dan protein ekstrasel (Yu et al,
2010). Protein-protein dengan skor ramalan yang
lebih daripada 9.5 telah dipilih. Sebagai output,
bahagian ‘final prediction’ akan menunjukkan
penyetempatan setiap protein daripada ekstrasel,
membran luar, sitoplasma, periplasma atau
tidak diketahui, manakala bahagian ‘localization
score’ menunjukkan skor PSORTb mengenai
penyetempatan ramalan protein tersebut.

Kajian ini diteruskan dengan penyaringan
protein dari segi sifat antigen (threshold = 0.4) dan
kestabilan (threshold < 40) melalui Vaxiden (http://
www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.
html) (Doytchinova & Flower 2007) dan ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et
al., 2005). Sebagai output, ruangan dalam VaxiJen
akan menunjukkan sama ada protein tersebut
merupakan protein antigen ataupun protein bukan
antigen di bawah bahagian ‘overall prediction for
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the protective antigen’, manakala ProtParam akan
menunjukkan protein tersebut stabil atau tidak
stabil bawah bahagian ‘instability index’.

Penyaringan berasaskan sifat kimia

Seterusnya, protein yang tidak tersingkir
kemudiannya dianalisis dan disenaraikan
berdasarkan ramalan sifat lekatan melalui Vaxign.
Kemudian, perisian NetCTL1.2 (http://www.cbs.
dtu.dk/services/NetCTL) (Larsen et al., 2007)
dan NetMHCII 2.3 (https://services.healthtech.
dtu.dk/service.php?NetMHCII-2.3) (Jensen et
al., 2018) telah digunakan untuk meramal sifat
imunogen bagi protein berasaskan pengikatan
protein terhadap molekul MCH-I dan MHC-II.
Sebagai input, jujukan protein dalam bentuk fasta
digunakan bagi kesemua perisian bioinformatik
yang telah digunakan. Sebagai output, ruangan
Vaxign menunjukkan keberangkalian sifat lekatan,
manakala ruangan NetCTL 1.2 menunjukkan
bilangan ligan MHC-I yang dikesan. Bagi output
NetMHCII 2.3 pula, bilangan peptida sebagai
pelekat kuat, bilangan peptida sebagai pelekat
lemah dan jumlah bilangan peptida telah
ditunjukkan, namun hanya jumlah bilangan
peptida difokuskan. Protein yang menunjukkan
keupayaan yang baik dari segi sifat lekatan dan
sifat imunogen berasaskan pengikatan protein
terhadap molekul MHC kelas | dan kelas Il telah
dipilih sebagai calon untuk pengenalpastian dan
pencirian peptida berasaskan epitop.

Pengenalpastian dan pencirian peptida

berasaskan epitop

Pengenalpastian dan pencirian peptidaberasaskan
epitop telah dilakukan secara in silico berdasarkan
kaedah oleh Nithichanon et al. (2015). Ramalan
epitop linear sel B berdasarkan jujukan dijalankan
dengan menggunakan tiga program peramal
epitop linear sel B, iaitu BepiPred 2.0 (http://tools.
iedb.org/bcell/) (Jespersen et al., 2017), BCPred
(http://ailab.ist.psu.edu/bcpred/predict.html)  (EI-
Manzalawy et al., 2008), dan AAP (http://ailab.ist.
psu.edu/bcpred/predict.html) (Chen et al., 2007).
Sebagai input, jujukan lengkap protein imunogen
B. pseudomallei yang terpilih telah dihantar
ke setiap program peramal epitop linear sel B.
Parameter BepiPred 2.0 ialah threshold = 0.35,
BCPred ialah kespesifikan pengelasan = 75%,
dan AAP ialah kespesifikan pengelasan = 75%.
Sebarang jujukan yang diramal sebagai epitop
oleh lebih daripada dua program peramal epitop
linear sel B berdasarkan jujukan dan mengandungi
lebih daripada 15 asid amino dipilih sebagai epitop
linear sel B. Epitop linear sel B yang mempunyai
intensiti tertinggi daripada BepiPred 2.0 dan
skor tertinggi daripada BCPred serta AAP telah
dipilih sebagai calon peptida. Jujukan-jujukan
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peptida yang dipilih kemudiannya disintesis oleh
Elabscience® (Amerika Syarikat).

Penentuan kesensitifan dan kespesifikan
peptida sebagai antigen

Asai imunojerapan berpaut enzim (ELISA)

Asai ELISA telah dijalankan berdasarkan kaedah
yang digunakan oleh Chieng et al. (2015) dengan
pengubahsuaian. Piring mikrotiter bertelaga 96
disalut dengan lisat B. pseudomallei atau peptida
berasaskan epitop (1.25 pg/mL) dalam penimbal
salutan (0.1 M natrium karbonat-bikarbonat,
pH 9.6) dengan isipadu akhir sebanyak 100 pL
dan dieramkan pada 4 °C semalaman. Selepas
itu, telaga-telaga dibilas lima kali dengan PBS-
Tween 0.1% dan dijerap dengan 100 yL penimbal
penghalang jerapan iaitu 5% susu skim dalam
PBS selama satu jam pada 37 °C. Selepas
sepuluh bilasan dengan 0.1% PBST, 100 uL sera
yang telah dicairkan dalam penimbal penghalang
jerapan (1:125) ditambahkan ke dalam setiap
telaga. Setiap sampel sera dianalisis dalam
tiga replikat. Piring tersebut dieramkan pada
37 °C selama satu jam dan dibilas seperti yang
dijelaskan. Peroksidase horseradish terkonjugat
anti-manusia IgG (Promega Co., USA) (100 pL
dengan pencairan 1:2 500) ditambahkan ke dalam
telaga dan dieramkan selama satu jam pada 37
°C. Kesemua telaga dibilas sepuluh kali dengan
0.1% PBST dan tindak balas enzim dikesan oleh
penambahan 150 pL substrat 1-StepTM ABTS
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) selama
30 minit di suhu bilik. Sebanyak 100 pL larutan
SDS 1% ditambahkan ke dalam setiap telaga
bagi menghentikan tindak balas penghasilan
warna oleh substrat. iMark™ Microplate Reader
(Bio-Rad Laboratories, USA) digunakan untuk
menentukan bacaan penyerapan optik dengan
jarak gelombang 405 nm. Purata nilai penyerapan
dan sisihan piawai untuk setiap ukuran dan sampel
kemudiannya ditentukan.

Penentuan kesensitifan dan kespesifikan ELISA
Kesensitifan dan kespesifikan ELISA telah
disahkan melalui analisis 24 sampel sera pesakit
melioidosis dan 8 sampel sera normal. Nilai purata
kesemua sampel sera normal dengan dua kali
sisihan piawai digunakan sebagai titik potongan
(cut-off point). Sampel sera yang memberikan nilai
melebihi titik potongan yang ditentukan bagi setiap
antigen ditakrifkan sebagai positif.

HASIL DAN PERBINCANGAN

Serodiagnosis  melioidosis  melalui  ELISA
menunjukkan  sensitiviti  yang rendah dan
mempunyai beberapa kekurangan iaitu antigen
yang digunakan oleh setiap lokasi adalah
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tidak diseragamkan secara
Ini menyebabkan pelbagai variasi keputusan
diperhatikan apabila  kepelbagaian antigen
digunakan dalam serodiagnosis melalui ELISA.
Selain itu, IHA pula menunjukkan kadar keputusan
positif palsu yang tinggi akibat latar belakang
antibodi terhadap Burkholderia pseudomallei yang
tinggi (Chaichana et al., 2018). Penduduk kawasan
endemik melioidosis berkemungkinan mempunyai
antibodi terhadap B. pseudomallei akibat sedikit
sebanyak terdedah kepada B. pseudomallei.
Oleh itu, individu yang sihat mungkin didiagnosis
dengan keputusan positif dengan serodiagnosis
yang sedia ada (Hoffmaster et al., 2015).
Tambahan  pula, kultur  bakteria  B.
pseudomallei adalah susah, mengambil masa
yang panjang (Sirisinha et al., 2000) dan tidak
sensitif (60%) (Limmathurotsakul et al., 2010).
Dengan menggunakan analisis in silico, sebanyak
154 protein B. pseudomallei yang dilaporkan
sebagai imunogen telah disaring dan disenaraikan
berdasarkan sifat antigen, penyetempatan subsel,
kestabilan, sifat pelekat dan keupayaan untuk
berinteraksi dengan molekul MHC kelas | dan
kelas Il. Calon yang dipilih daripada analisis
tersebut kemudiannya digunakan dalam analisis
lanjutan untuk mengenalpasti epitop linear sel B
menggunakan beberapa peramal epitop linear sel
B berdasarkan jujukan. Jujukan konsensus yang
diramal oleh lebih daripada dua peramal epitop
linear sel B dan mengandungi lebih daripada
15 asid amino lalu dipilih sebagai epitop linear
sel B. Melalui analisis ELISA, kesensitifan dan
kespesifikan peptida yang mengandungi epitop
linear sel B yang dikenalpasti telah dianalisakan.

antarabangsa.

Pemilihan calon antigen berasaskan sifat
fizikal

Melalui program Vaxign, sebanyak 33 protein
disingkirkan kerana telah dikenalpasti mempunyai
homologi jujukan protein dengan protein hos dan
121 protein diterima (Rajah 1). Hal ini adalah untuk
mengelakkan keputusan diagnosis negatif palsu
akibat ketiadaan antibodi yang terhasil terhadap
protein hos (manusia) atau protein yang serupa
protein hos. Teori pemilihan klon (clonal selection)
Burnet pada tahun 1959 telah meramalkan
bahawa pendedahan pramatang limfosit kepada
antigen hosnya akan menyebabkan kematian
limfosit dan proliferasi limfosit tidak akan berlaku.
Semasa kematangan sel B, kesemua sel B yang
mempunyai reseptor pengikatan antigen yang
boleh mengenalpasti protein hos akan dimatikan
dan disingkirkan melalui penghapusan klon (clonal
deletion) untuk mengehadkan tindak balas sistem
imun terhadap tisu hos (Rose 2015). Oleh itu,
protein hos atau protein serupa hos tidak dapat
merangsang sistem keimunan terhadap protein
tersebut. Antibodi terhadap protein tersebut juga
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154 calon protein
(Felgneret al. 2009
& Su etal. 2008)
Bilangan
Protein:
VaxiJen (Keantigenan,
ambang = 0.4)
Vaxign (Sifat lekatan)
NetCTL 1.2 (Epitop MHC-I)
NetMHCII 2.2 (Epitop MHC-11)
6 calon protein
Pengenalpastian peptida
berasaskan epitop
Rajah 1. Hasil analisis bioinformatik untuk pemilihan calon protein berasaskan sifat fizikal dan kimia
tidak akan dihasilkan. Protein yang serupa hos Semakin tinggi skor ramalan bagi sesuatu

tidak boleh digunakan sebagai calon antigen
dalam serodiagnosis kerana ketiadaan antibodi
yang mengikat padanya, lantas mengakibatkan
keputusan negatif palsu (He et al., 2010).
Seterusnya, melalui program pSORTD,
sebanyak 95 protein disingkirkan dan hanya 26
protein yang dikesan sebagai protein membran
luar atau protein ekstrasel, dengan skor ramalan
lebih daripada 9.5, diterima (Rajah 1). BPSS1525
dan BPSS2053 disingkirkan kerana skor ramalan
tidak melebihi 9.5 walaupun penyetempatan
mereka ialah ekstrasel dan membran luar masing-
masing. Hanya protein ekstrasel dan protein
membran luar diterima sebagai calon antigen untuk
meningkatkan kemungkinan antigen diagnosis
yang diguna boleh mengesan antibodi yang khusus
terhadap antigen tersebut akibat lokasinya. Hal ini
kerana protein eskstrasel dan protein membran
luar lebih berkemungkinan untuk merangsang
sistem keimunan hos demi penghasilan antibodi
terhadap patogen (Muruato et al., 2017). Menurut
penjelasan pSORTDb, skor ramalan bagi sesuatu
penyetempatan menunjukkan nilai keyakinan
yang dikaitkan dengan penyetempatan tersebut.

penyetempatan, semakin tinggi nilai keyakinan
bahawa protein yang dianalisis mempunyai
penyetempatan tersebut (Yu et al., 2010). Oleh
itu, hanya protein yang mempunyai skor ramalan
lebih daripada 9.5 diterima sebagai calon
diagnosis untuk meningkatkan keyakinan tentang
penyetempatan protein.

Analisis diteruskan dengan program
Vaxiden, iaitu satu protein disingkirkan kerana
berkemungkinan bukan antigen dan 25 protein
yang berkemungkinan antigen diterima (Rajah
1). Hanya protein yang bersifat antigen diterima
sebagai calon antigen. Sifat antigen perlu
dipertimbangkan dalam pemilihan calon diagnosis
untuk menilai potensi sifat imunogen protein
tersebut (Muruato et al., 2017). Kriteria yang
perlu ada adalah keupayaan protein merangsang
sistem imun untuk menghasilkan antibodi spesifik
terhadap protein antigen tersebut. Sifat antigen
protein menunjukkan keupayaan untuk dikenali
secara khusus oleh antibodi yang dihasilkan
daripada tindak balas imun terhadap protein
antigen tersebut (llinskaya & Dobrovolskaia 2016).
Oleh itu, protein yang bersifat antigen dipilih untuk
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meningkatkan kemungkinan calon antigen dapat
mengenali antibodi melalui interaksi antigen-
antibodi (Duthie et al., 2014).

Seterusnya, melalui program Protparam, dua
protein yang tidak stabil disingkirkan dan 23 protein
diterima lalu diteruskan dengan penyaringan calon
antigen berasaskan sifat kimia (Rajah 1). Hanya
protein yang stabil dipilih sebagai calon antigen
melalui ProtParam kerana molekul yang lebih
stabil adalah lebih senang disediakan dan boleh
dihasilkan dalam kuantiti yang lebih banyak (Dong
et al., 2020).

Pemilihan calon antigen berasaskan sifat
kimia

Hasil penyaringan berdasarkan sifat fizikal telah
menghasilkan 23 calon protein yang berpotensi.
Kesemua protein tersebut kemudiannya disaring
berdasarkan sifat kimia iaitu sifat lekatan dan
bilangan ligan terhadap molekul MHC-lI dan
MHC-II. Hasil penyaringan berasaskan sifat kimia
pula telah menghasilkan 6 calon protein yang
menunjukkan sifat lekatan dan bilangan ligan
terhadap MHC-I dan MHC-II yang tertinggi (Jadual
1). Melalui program Vaxign, enam protein yang
menunjukkan keberangkalian sifat lekatan yang
tertinggi ialah BPSL1661, BPSL3319, BPSL0280,
BPSS0908, BPSL2030 dan BPSL0093. Protein
yang bersifat lekatan tinggi dipilih sebagai calon
antigen supaya antigen tersebut dapat melekat
pada sel hos, lalu meningkatkan kemungkinan
antigen tersebut dapat menjangkiti sel hos dan
menyebabkan penghasilan antibodi khusus
terhadap antigen tersebut. Hal ini selari dengan
kajian Huang et al. (2016) yang membuktikan
sifat lekatan bakteria patogen Helicobacter pylori
merupakan penentu tunggal dan utama bagi
serangan patogen terhadap sel hos. Kajian Zhang
et al. (2015) juga mendapati tiada perbezaan
yang signifikan di antara pelbagai strain bakteria
dari segi kadar jangkitan dan perlekatan pada sel
hos. Hal ini membuktikan bahawa jumlah bakteria
yang berkeupayaan untuk melekat kepada
sel hos menjadi penentu kepada jumlah akhir
bakteria yang invasif. Kedua-dua kajian tersebut
membuktikan kepentingan sifat lekatan bakteria
dalam keupayaan bakteria untuk menjangkiti sel
hos lalu merangsang penghasilan antibodi yang
dapat dikesan semasa serodiagnosis (Huang et
al., 2016, Zhang et al., 2015).

Melalui program NetCTL 1.2 dan NetMHC-II
2.3, bilangan ligan terhadap MHC-I dan MHC-II
pada calon protein telah diramalkan (Jadual 1).
Pemilihan calon antigen berdasarkan bilangan
epitopyang mengikat pada molekul MHC kelas | dan
kelas Il masing-masing digunakan untuk meramal
sifat imunogen calon-calon antigen (Muruato et
al., 2017). MHC kelas | dan kelas Il memainkan
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peranan penting dalam sistem keimunan
perolehan, iaitu kedua-dua kelas ini berkongsi
tugas untuk mempamerkan peptida antigen pada
permukaan sel untuk pengecaman oleh sel T dan
sel B (Murphy & Weaver 2017). Kajian Murphy
dan Weaver (2017) juga menyatakan kompleks
peptida imunogen-MHC kelas | dipamerkan pada
permukaan sel bernukleus dan dikesan oleh sel
T CD8+ sitotoksik. Kompleks peptida imunogen-
MHC kelas Il pula dipamerkan pada sel pameran
antigen (antigen-presenting cell) serta dikesan
oleh sel T CD4 dan sel B, seterusnya akan
merangsang penghasilan antibodi. Oleh itu,
pemilihan calon antigen berdasarkan bilangan
epitop yang mengikat pada molekul MHC kelas |
dan kelas Il boleh digunakan untuk meramal sifat
imunogen protein untuk merangsang penghasilan
antibodi. (Wieczorek et al., 2017)

Berdasarkan penyaringan dan kedudukan
protein-protein imunogen yang dianalisis, dua
protein iaitu BPSS0908 dan BPSL2152 telah
dipilih untuk analisis selanjutnya. BPSS0908
merupakan protein permukaan yang berpotensi
untuk memodulasikan interaksi sel hos (Holden
et al., 2004), lalu meningkatkan kemungkinan
protein ini dapat merangsang penghasilan
antibodi terhadap B. pseudomallei. BPSS0908
telah dibuktikan menunjukkan seroaktiviti apabila
disaring terhadap sera melioidosis manusia
dan merupakan satu antara tujuh calon tertinggi
sebagai antigen Burkholderia melalui analisis bio-
dan imunoinformatik (Muruato et al., 2017). Protein
BPSL2151 dikenali sebagai protein membran luar
faktor pemasangan BamA atau Omp85 (Silhavy
et al., 2010). Protein ini telah dilaporkan dapat
mengaruh system keimunan hos untuk memberi
perlindungan terhadap jangkitan B. pseudomallei
dalam mencit. Protein rekombinan Omp85 didapati
mengaruh gerak balas keimunan jenis Th2 dalam
70% mencit BALB/c kajian. Mencit-mencit ini
didapati terimun kerana terlindung daripada
jangkitan B. pseudomallei dan kandungan
bakteria di dalam organ-organ luar peparu didapati
berkurangan (Su et al., 2010).

Peptida sebagai antigen serodiagnosis

Merujuk kepada Nithichanon et al. (2015),
pengenalpastian dan pencirian peptida berasaskan
epitop boleh dilakukan dengan menggunakan
peramal linear epitop sel B berdasarkan jujukan
seperti BepiPred 2.0, BCPred dan AAP. Hanya
epitop yang mempunyai skor >0.9 dan skor >0.99
bagi BCPred dan AAP masing-masing diambil
sebagai pilihan untuk meningkatkan keyakinan
bahawa calon antigen yang dicirikan dapat
mengesan antibodi spesifik terhadap antigen B.
pseudomallei. Bagi protein BPSS0908 (nombor
rujukan UniProt Q63LV4_BURPS), terdapat empat
jujukan konsensus peptida telah dikesan sebagai
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Jadual 1. Hasil analisis protein sebagai calon antigen berdasarkan sifat lekatan dan bilangan epitop yang

mengikat kepada molekul MHC-I dan MHC-II

Bil Tanda Lokus Keberangkalian Sifat Lekatan Bilangan ligan MHC-I Bilangan ligan MHC-I|
1 BPSS1532 0.247 10 57
2 BPSL3319 0.913 7 43
3 BPSL0280 0.884 31 124
4 BPSL1913 0.536 8 51
5 BPSL2522 0.551 4 24
6 BPSL2030 0.876 5 5
7 BPSS1588 0.69 13 38
8 BPSS0908 0.877 22 101
9 BPSS1850 0.337 26 86
10 BPSL0326 0.766 13 46
11 BPSS2160 0.761 18 43
12 BPSS2052 0.67 19 71
13 BPSS1727 0.353 8 70
14 BPSS0708 0.824 20 36
15 BPSS2136 0.801 16 40
16 BPSL0093 0.854 15 73
17 BPSL1661 0.969 87 163
18 BPSL2807 0.479 6 48
19 BPSL2780 0.225 7 44
20 BPSL0007 0.443 12 90
21 BPSL1775 0.668 27 85
22 BPSL0995 0.298 8 163
23 BPSL2151 0.779 23 102

peptida antigen melalui analisis program BepiPred
2.0, BCPred dan AAP, iaitu jujukan konsensus
peptida pada kedudukan asid amino 323-339,
435-453, 175-193 dan 24-38. Jujukan konsensus
peptida pada kedudukan 323-339 telah dipilih
kerana diramalkan dengan intensiti BepiPred 2.0
(0.655 — 0.713), skor BCPred (0.998) dan skor
AAP (1) yang tertinggi, lalu dinamakan semula
sebagai antigen PSEP-1.

Bagi protein BPSL2151 (nombor rujukan
UniProt Q63T20_BURPS) pula, terdapat 11
jujukan konsensus peptida telah dikesan sebagai
peptida antigen melalui analisis program BepiPred
2.0, BCPred dan AAP, iaitu jujukan konsensus
peptida pada kedudukan asid amino 85-105,
127-146, 155-171, 205-234, 295-311, 359-378,
410-429, 497-513, 547-564, 664-682 dan 707-
724. Jujukan konsensus peptida pada kedudukan
547-564 telah dipilih kerana diramalkan dengan
intensiti BepiPred 2.0 (0.648), skor BCPred
(0.956) dan skor AAP (0.998) yang tertinggi, lalu
dinamakan semula sebagai antigen BAMA-1.

Penentuan kesensitifan dan kespesifikan

calon antigen melalui ELISA

Untuk penentuan kesensitifan dan kespesifikan
calon diagnosis terhadap sera pesakit melioidosis,
analisis ELISA dilakukan menggunakan PSEP-1
dan BAMA-1. Sebanyak 24 sera pesakit melioidosis
dan 8 sera normal dianalisis. Analisis ELISA juga
dilakukan dengan lisat B. pseudomallei sebagai
perbandingan setiap antigen dalam pengesanan

antibodi terhadap B. pseudomallei. Setiap sampel
antigen dianalisis dengan menggunakan antibodi
anti-lgG  manusia berkonjugat HRP sebagai
antibodi sekunder (Chieng et al., 2015).

Hasil analisis ELISA menunjukkan sebanyak
21 daripada 24 sera pesakit melioidosis adalah
reaktif terhadap sekurang-kurangnya satu
daripada tiga antigen tersebut. Kesemua sera yang
reaktif ini digunakan dalam penentuan peratus
kesensitifan dan kespesifikan bagi setiap antigen.
Nilai penyerapan pada 405 nm bagi 3 sera yang
selainnya adalah di bawah nilai titik potongan
untuk ketiga-tiga antigen dan telah dikecualikan
daripada analisis yang selanjutnya. Kereaktifan
sampel-sampel sera terhadap setiap antigen
melalui analisis ELISA ditunjukkan pada Rajah 2
bersama titik potongan bagi setiap antigen.

Hasil analisis ELISAmenunjukkan sebanyak 19
daripada 21 sampel sera melioidosis adalah positif
benar bagi lisat B. pseudomallei, memberikan
tahap kesensitifan 90.5%. Walau bagaimanapun,
didapati tahap kesensitifan bagi peptida-peptida
adalah rendah iaitu 33.3% untuk PSEP-1 dan
14.3% untuk BAMA-1. Tahap kespesifikan bagi
kesemua antigen pula adalah 100% (Jadual 2).
Penyaringan antigen-antigen melalui analisis
ELISA telah membuktikan peptida berasaskan
epitop, iaitu kesensitifan peptida-peptida PSEP-
1 dan BAMA-1 adalah rendah secara relatif
sebagai antigen diagnosis berbanding dengan
lisat B. pseudomallei. Hal ini menunjukkan
ketidakupayaan peptida berasaskan epitop untuk
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Rajah 2. Plot kereaktifan sampel-sampel sera terhadap antigen-antigen B. pseudomallei melalui asai ELISA. (a)

Lisat B. pseudomallei (b) PSEP-1 (c) BAMA-1

Jadual 2. Analisis kesensitifan dan kespesifikan kesemua calon antigen

Jumlah positif benar

Calon antigen (n21)

Kesensitifan (%)

Jumlah negatif benar

(n/8) Kespesifikan (%)

Lisat B.

, 19 90.5 8 100
pseudomallei
PSEP-1 7 33.3 8 100
BAMA-1 3 14.3 8 100
mengesan antibodi terhadap B. pseudomallei Tambahan  pula, kesensitifan  peptida

secara efektif, manakala lisat B. pseudomalleiyang
mengandungi hampir kesemua protein bakteria
tersebut adalah lebih berkesan dalam mengenali
antibodi di dalam serum pesakit melioidosis.
Selain itu, ketidakupayaan antigen-antigen
tersebut untuk mengesan antibodi terhadap
B. pseudomallei mungkin menunjukkan sifat
peptida adalah kurang imunogen. Walaupun
peptida-peptida tersebut telah dikenalpasti dan
dicirikan daripada protein-protein yang imunogen,
namun peptida-peptida ini tidak mampu untuk
merangsang tindak balas keimunan hos dan
mengaruh penghasilan antibodi spesifik oleh
sel-sel B. Hal ini mungkin disebabkan protein
BPSS0908 dan BPSL2151 mengandungi peptida
tak selanjar (discontinuous peptide) dan bukan
peptida linear sebagai antigen yang mengikat
pada antibodi. Berbanding dengan peptida linear,
epitop pada peptida tak selanjar memerlukan
struktur spesifik untuk dikesan oleh antibodi.
Struktur spesifik peptida tak selanjar adalah
terdiri daripada asid amino daripada bahagian
polipeptida yang berlainan dan disatukan oleh
lipatan protein (struktur tiga dimensi) untuk
membentuk epitop yang boleh mengikat pada
antibodi (Demolombe et al., 2019) . Kajian ini telah
menggunakan peramal epitop linear yang boleh
menyebabkan epitop yang dicirikan kehilangan
struktur yang boleh mengikat pada antibodi. Hal
ini akan mengakibatkan sensitiviti yang rendah
didapati pada peptida linear tetapi sensitiviti
yang tinggi didapati pada protein lengkap yang
terkandung dalam lisat B. pseudomallei.

sebagai antigen diagnosis yang rendah mungkin
disebabkan  ikatan  antigen-antibodi  tidak
dapat terbentuk akibat kehilangan struktur tiga
dimensi antigen. Kompleks antigen-antibodi
memerlukan ikatan spesifik untuk terbentuk.
Setiap ikatan memerlukan asid amino yang
berlainan kerana fungsi domain yang berlainan.
Pada tapak pengikatan antigen-antibodi, antibodi
yang memiliki lebih asid amino aromatik akan
mengambil bahagian dalam daya ikatan van der
Waals, interaksi hidrofobik dan ikatan hidrogen.
Ikatan-ikatan tersebut diperlukan untuk menarik
permukaan antigen dan antibodi yang berbentuk
pelengkap (Janeway et al., 2001). Oleh itu, peptida
linear yang dicirikan berkemungkinan tidak dapat
membentuk ikatan-ikatan tersebut kerana tidak
lagi berbentuk pelengkap dengan tapak ikatan
antibodi menyebabkan antibodi B. pseudomallei
tidak dapat dikesan.

KESIMPULAN

Dalam kajian ini, penyaringan 154 protein
imunogen B. pseudomallei menggunakan analisis
bioinformatik telah berjaya mengenal pasti dua
protein yang berpotensi sebagai antigen iaitu
protein BPSS0908 dan BPSL2151. Dengan
menggunakan peramal epitop sel B berasaskan
jujukan, peptida linear sel B bagi protein-protein
yang terpilih telah dikenalpasti. Hasil asai ELISA
menunjukkan potensi peptida-peptida tersebut
sebagai antigen bagi serodiagnosis kerana
kespesifikan yang tinggi. Walau bagaimanapun,
kesensitifan peptida-peptida tersebut adalah
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rendah secara relatif berbanding lisat B.
pseudomallei, yang mungkin disebabkan oleh
ketiadaan struktur tiga dimensi pada epitop linear
yang diperlukan untuk ikatan kompleks antigen-
antibodi yang stabil dan kukuh. Pengoptimuman
yang selanjutnya boleh dijalankan dengan
mengenalpasti dan mencirikan peptida selanjar
atau dengan menggunakan protein pembawa
bagi meningkatkan kesensitifan peptida sebagai
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