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16S rRNA. Sebanyak 60 sekuens gen 16S rRNA yang berasal dari berbagai benua
dianalisis menggunakan pendekatan bioinformatika. Hasil analisis menunjukkan
bahwa seluruh sekuens memiliki panjang yang bervariasi namun masih berada dalam
rentang yang layak untuk analisis filogenetik. Multiple sequence alignment
memperlihatkan dominasi nukleotida konservatif dengan jumlah SNP dan situs
variabel yang relatif sedikit, menandakan tingkat keragaman genetik yang rendah pada
gen 16S rRNA S. aureus. Analisis filogenetik menggunakan metode Neighbor-Joining
dengan 500 kali bootstrap menghasilkan empat klaster utama (A—D) dengan tingkat
dukungan yang bervariasi, menunjukkan adanya hubungan evolusi yang berbeda antar
isolat. Secara keseluruhan, hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa gen 16S rRNA
S. aureus bersifat relatif stabil dan mendukung penggunaannya sebagai penanda
molekuler untuk studi filogenetik dan epidemiologi global.
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PENDAHULUAN

secara  global dan  merupakan  spesies
Staphylococcus yang paling sering dilaporkan di

Staphylococcus adalah bakteri Gram-positif
berbentuk kokus yang membentuk kluster
menyerupai kluster anggur (Severen at al., 2022).
Bakteri ini bersifat anaerob fakultatif, tidak
membentuk spora, dan mampu tumbuh dalam
berbagai kondisi lingkungan. Genus ini mencakup
lebih dari 40 spesies. Sering ditemukan pada kulit,
mukosa, dan lingkungan manusia serta hewan. Di
antara  spesies ini, Staphylococcus aureus
merupakan patogen yang paling umum ditemukan

Indonesia (Yan et al.,, 2025). Penelitian oleh
Santosaningsih et al. (2018) mendeteksi S. aureus
pada 567 pasien dari berbagai Wilayah-wilayah
tersebut, yaitu 200 kasus di Denpasar, 196 di
Malang, dan 171 di Surabaya. Temuan ini diperkuat
oleh studi yang dilakukan oleh Turbawaty et al.
(2021), yang melaporkan 197 spesimen pasien
bedah dan non-bedah yang positif terinfeksi S.
aureus, menunjukkan distribusi yang tinggi dari
bakteri ini di populasi klinis di Indonesia.
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Staphylococcus aureus adalah patogen
oportunistik yang berkontribusi pada berbagai
infeksi klinis, mulai dari manifestasi lokal pada
kulit dan jaringan lunak hingga penyakit sistemik
yang berbahaya, termasuk pneumonia, endokarditis,

osteomielitis, dan sepsis. Permasalahan ini
didukung olen  produksi berbagai  faktor
patogenisitas, seperti toksin sitolitik, enzim

proteolitik, hemolisin, dan kemampuannya untuk
membentuk biofilm pada jaringan dan permukaan
alat medis, yang secara signifikan meningkatkan
resistensinya terhadap respons imun dan terapi
antimikroba. Peningkatan prevalensi S. aureus
diperparah oleh munculnya strain resisten, terutama
MRSA  (Methicillin-Resistant ~ Staphylococcus
aureus) (Sato et al., 2019).

S. aureus adalah bakteri berbentuk kokus
dengan diameter 0,5-1,5 pm, tersusun dalam
Kluster yang menyerupai kluster anggur. Bakteri ini
positif ~ katalase,  positif ~ koagulase, dan
menghasilkan pigmen kuning keemasan yang khas
dari fenotipenya (Acid, 2016). Selain itu, bakteri ini
dapat bertahan dalam kondisi lingkungan kering
dan menunjukkan adaptasi metabolik yang kuat,
mendukung persistennya di berbagai niche ekologi
dan fasilitas kesehatan Gen 16S rRNA merupakan
bagian dari rRNA prokariotik yang membentuk
ribosom dan memainkan peran penting dalam
proses translasi.

Urutan gen 16S rRNA telah banyak
digunakan sebagai penanda molekuler dalam
metode tanpa kultur untuk mengidentifikasi dan
mengklasifikasikan  komunitas  bakteri  yang
beragam (Clarridge 2004; Johnson et al. 2019).
Sekuen gen 16S rRNA merupakan penanda
molekuler yang luas digunakan dalam analisis
evolusi dan filogenetik.

Rekonstruksi, dan karakterisasi komunitas
bakteri di berbagai lingkungan (Vetrovsky &
Baldrian, 2013; Srinivasan et al., 2015; Peker et al.,
2019). Gen ini memiliki panjang sekitar 1.500 bp
dan terdiri dari sembilan wilayah variabel (V1-V9)
yang diselingi dengan wilayah yang konservatif
(Reller et al., 2007; Chakravorty et al., 2007; Sabat
et al., 2017). Keberadaan segmen hipervariabel
memberikan resolusi diskriminatif tinggi untuk
identifikasi spesies, sementara wilayah konservatif
mempertahankan informasi evolusi yang stabil

(Akihary & Kolondam, 2020; Dewi et al., 2015).
Oleh karena itu, 16S rRNA merupakan penanda
universal yang sangat efektif dalam taksonomi
bakteri dan analisis keragaman.

Penggunaan bioinformatika sangat penting
dalam analisis genetika modern  karena
memungkinkan identifikasi mikroorganisme yang
lebih cepat, efisien, dan hemat biaya dibandingkan
dengan metode kultur konvensional (Pertiwi et al.,
2025). Platform berbasis web seperti BLAST dan
CLUSTALW di NCBI menyediakan akses
langsung ke analisis kesamaan urutan, anotasi, dan
identifikasi taksonomi komputasional. Meskipun
banyak  penelitian  telah  dilakukan pada
Staphylococcus aureus, studi tentang variasi urutan
gen 16S rRNA masih relatif terbatas. Oleh karena
itu, tujuan studi ini adalah menganalisis variasi
genetik dan merekonstruksi hubungan filogenetik di
antara isolat S. aureus, sehingga studi ini sangat
relevan dalam memetakan keragaman dan
karakteristik evolusi spesies ini.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan pada tanggal 30
Oktober 2025 secara in silico menggunakan
pendekatan deskriptif-komparatif, yaitu penelitian
yang memanfaatkan analisis komputasional untuk
membandingkan keragaman urutan gen 16S rRNA
S. aureus berdasarkan data genom publik. Data
yang digunakan meliputi urutan gen 16S rRNA S.
aureus, basis data NCBI (Genbank), dan FASTA.
Perangkat lunak yang digunakan adalah BLAST
(NCBI), MEGA XIlI, BioEdit v7.2.5, dan Microsoft
Word.

Mengumpulkan dan Mengunduh Urutan dari
Basis Data NCBI

Proses pengumpulan urutan dimulai dengan
membuka situs web resmi NCBI. Di halaman
utama, pengguna memilih menu Nucleotide untuk
mengakses basis data urutan DNA. Kata kunci
pencarian seperti “Staphylococcus aureus 16S
rRNA” dimasukkan untuk menampilkan semua
urutan gen 16S rRNA yang relevan. Dari hasil
pencarian, pengguna memilih urutan dengan
panjang bp yang sesuai dan informasi lengkap, lalu
membuka setiap entri yang dipilih. Berkas urutan
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diunduh menggunakan fitur Send to hingga semua
60 urutan terkumpul.

Pembersihan dan Penyuntingan Awal Urutan

Semua berkas FASTA vyang diunduh
digabungkan  menjadi satu  berkas untuk
memudahkan tahap analisis. Selama proses
pengeditan, hanya header yang berisi nomor akses
dan nama isolat yang dipertahankan. Karakter
asing, spasi berlebih, atau format yang tidak perlu
dihapus agar berkas dapat dibaca dengan sempurna
olen perangkat lunak analisis. Berkas akhir
disimpan kembali dalam format fasta.

Penjajaran Urutan Multi (MSA)

Berkas FASTA diimpor ke perangkat lunak
BioEdit, kemudian dijalin menggunakan fitur
Aplikasi Tambahan. Setelah proses penjajakan
selesai, semua urutan dipotong agar memiliki
panjang yang seragam. Penyesuaian dilakukan
dengan memotong ujung-ujung urutan yang tidak
terjalin, terutama pada urutan yang lebih pendek
atau lebih panjang. Pemotongan dilakukan secara
manual untuk memastikan bahwa semua urutan
memiliki posisi penjajakan yang konsisten.

Analisis Variasi Nukleotida

Perbedaan antara urutan DNA diamati
menggunakan fitur Graphic View di BioEdit.
Tampilan baris urutan diatur menggunakan opsi
Residues per row = 60, kemudian tombol Redraw
diklik untuk menampilkan penyelarasan secara
visual. Dalam tampilan ini, variasi nukleotida
tunggal dan posisi variasi parsimoni dapat

diidentifikasi. Berkas tampilan dapat disimpan
sebagai dokumentasi untuk analisis lebih lanjut.

Rekontruksi Pohon Filogenetik

Rekontruksi hubungan kekerabatan dilakukan
menggunakan perangkat lunak MEGA XII. Berkas
penyelarasan  diimpor,  kemudian  metode
rekontruksi seperti Neighbor-Joining (NJ) dipilih.
Parameter analisis diatur, termasuk model
substitusi, jumlah bootstrap (500 kali), dan opsi
penanganan celah. Setelah pengaturan selesai,
rekonstruksi dijalankan melalui Construct/Build
Phylogenetic Tree, dan hasil pohon ditampilkan
dalam bentuk cabang yang menunjukkan derajat
kedekatan evolusioner antara isolat.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Validasi Data Sekuens

Sebanyak 60 sekuens gen 16S rRNA
Staphylococcus aureus diperoleh dari basis data
NCBI GenBank (Tabel 1). Seluruh sekuens
diorganisasi berdasarkan enam benua, yakni Asia
(10 sekuens), Eropa (10), Amerika Utara (10),
Amerika Selatan (10), Afrika (10), dan Australia
(10). Panjang sekuens menunjukkan variasi yang
cukup lebar, yaitu antara 1028 bp hingga 1494 bp,
mencerminkan perbedaan metode perolehan dan
strategi sequencing dari masing-masing negara.
Sebagian besar sekuens dari Asia dan Afrika berada
pada Kisaran 1.200-1.450 bp, yang
mengindikasikan bahwa data tersebut merupakan
partial 16S rRNA sekuens.

Tabel 1. Contoh bakteri Staphylococcus aureus yang mengandung gen 16S rRNA

Accession

Number bp Negara Benua
LR991659 1457 India

KU971601 1286 Malaysia

AB594753 1474 Jepang

LC891138 1424 Iraq

ON564599 1450 China Asia
LN794238 1433 Saudi Arabia

PP901924 1417 Turkey

PQ620151 1479 South Korea

PV855767 1372 Bangladesh

PV052608 1276 Indonesia
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LN827735 1433 Spain

FN393795 1399 Belgium

0Q398167 1401 Germany

PV936955 1364 Rusia

MN923027 1388 Croatia Eropa
MZ951147 1433 Poland

MW175700 1402 United Kingdom

AF107307 1309 Denmark

PP967361 1243 France

MT090671 1188 Portugal

KY?218882 1424 USA

KY218900 1423 USA

KY218883 1424 USA

KY218901 1420 USA

JN102565 1443 Canada Amerika
PP657497 1482 Canada Utara
PP657495 1480 Canada

OP745472 1113 Mexico City

OP745471 1107 Mexico City

OP745470 1117 Mexico City

KM613153 1432 Chile

KX523197 1280 Colombia

JF431908 1384 Colombia

MF158080 1402 Brazil

MF158078 1400 Brazil Amerika Selatan
JQ322233 1410 Argentina

MF144454 1494 Peru

MF144434 1490 Peru

PX525573 1255 Ecuador

PX525578 1255 Ecuador

LC606406 1411 Egypt

LC603788 1476 Egypt

LC727687 1410 Egypt

PV637041 1167 Nigeria

PP272784 1316 Nigeria Afrika
PP408983 1389 Kenya

PP406811 1390 Kenya

PV474277 1178 Tunisia

MH253332 1028 Tunisia

MG546551 1449 Afrika

NAIR01000030 1485 Australia

VROO01000071 1397 Australia

VKLNO01000019 1358 Australia

VRONO01000118 1397 Australia Australia
VRNX01000112 1397 Australia

VR0J01000044 1397 Australia

NAIQ01000047 1460 Australia

NAIK01000017 1256 Australia
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NAI1001000023 1437 Australia
LKOB01000023 1483 Australia
Partial Sequencing adalah pencuplikan

sebagian fragmen gen tertentu untuk dianalisis
sehingga memungkinkan identifikasi organisme
atau karakter genetik tanpa perlu melakukan
sekuensing seluruh genom (Almayani, 2024).
Sebaliknya, sekuens dari Australia didominasi
panjang >1.350-1.485 bp, dan banyak di antaranya
ditandai dengan prefiks “WGS/contig” seperti
VRON, VROO, NAIR, NAIQ, NAIO, yang
menunjukkan bahwa data tersebut berasal dari
pendekatan shotgun whole-genome sequencing.
Shotgun Sequencing mampu menghasilkan fragmen
lebih panjang, mencakup full-length atau near full-
length gen 16S, sehingga memberikan akurasi lebih
tinggi untuk analisis evolusi (Kampmann et al.,
2025).

Analisis Multiple Sequens Aligment (MSA)

Berdasarkan  hasil  Multiple  Sequence
Alignment (MSA), teridentifikasi dua kategori
utama variasi nukleotida, yaitu variasi tunggal
(autapomorfik) dan variasi parsimoni (Gambar 1).
Variasi tunggal merupakan bentuk polimorfisme
nukleotida tunggal yang hanya muncul pada satu
isolat dalam keseluruhan dataset, sementara isolat
lainnya mempertahankan nukleotida yang sama.
Pola ini menggambarkan mutasi yang bersifat
spesifik isolat dan tidak diwariskan secara luas
dalam populasi. Secara molekuler, substitusi basa
tunggal dapat dipicu oleh berbagai proses
mutagenik, termasuk kerusakan Kkimia, paparan
agen fisik, serta aktivitas enzimatis yang memicu
perubahan struktur basa melalui mekanisme
deaminasi, depurinasi, atau pergeseran tautomerik.
Efek mutasional tersebut sangat dipengaruhi oleh
konteks nukleotida, yaitu posisi dan kombinasi basa
yang mengapit nukleotida yang mengalami mutasi,
sehingga menyebabkan munculnya pola mutasi
yang bersifat sporadis dan tidak mengikuti arah
evolusi kelompok (Alexandrov et al., 2013; Bacolla
etal., 2014).

Pada dataset ini, variasi tunggal terdeteksi
pada posisi basa 2, 3, 4, 11, 13, 16, 18, 19, 20, 21,
22,23, 26, 27, 29, 33, 35, 36, 38, 43, 44, 45, 47, 48,
49, 51, 52, 56, 57, dan 59, yang menunjukkan

adanya substitusi nukleotida yang hanya muncul
pada satu isolat untuk setiap posisi tersebut. Variasi
tunggal paling banyak ditemukan pada beberapa
isolat tertentu, yaitu VKLN01000119 (Australia),
NAIR01000030 (Australia), AF107307 (Denmark),
PP408983 (Kenya), dan KX523197 (Colombia).
Dominasi  autapomorfisme pada isolat-isolat
tersebut mengindikasikan adanya akumulasi mutasi
yang mungkin berkaitan dengan tekanan selektif
lokal, perbedaan kondisi ekologis, penggunaan
antibiotik setempat, adaptasi mikro-lingkungan,
atau efek drift genetik yang bekerja secara
independen dalam populasi asal isolat tersebut
(Katsonis et al., 2014).

Sementara itu keberadaan variasi parsimoni
yang ditemukan pada posisi basa 10 dan 25. Variasi
parsimoni merupakan situs pada urutan DNA yang
memiliki setidaknya dua karakter nukleotida
berbeda, dan masing-masing karakter tersebut
muncul lebih dari satu kali dalam dataset.
keberadaan variasi parsimoni berperan penting
dalam mengungkap hubungan evolusi antar isolat,
karena pola kemunculannya menunjukkan bahwa
mutasi tersebut bukan sekadar mutasi acak,
melainkan perubahan yang cenderung diwariskan
oleh kelompok isolat yang lebih luas (Saha et al.,
2020).

Interpretasi Pohon Filogenetik

Hasil urutan dihasilkan dalam format meg
untuk konstruksi pohon filogenetik menggunakan
MEGA12 (Tindi et al., 2017). Perangkat lunak
MEGA 12 digunakan untuk merekonstruksi pohon
filogenetik melalui metode Neighbor Joining (NJ),
yang merupakan metode berbasis jarak yang
membangun pohon evolusi dengan menghitung
matriks perbedaan genetik antara urutan (Fernandez

et al., 2023).
Metode NJ dipilih  karena mampu
merekonstruksi hubungan kekerabatan dengan

efisiensi komputasi tinggi, stabil pada dataset
berukuran sedang, dan sering digunakan dalam
analisis gen 16S rRNA vyang relatif konservatif
dengan Bootstrap yang dilakukan 500 Kali.
Bootstrap bekerja dengan cara mengambil sampel
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ulang kolom penyelarasan, lalu membangun pohon
baru untuk setiap replikasi. Jarak evolusi dihitung
menggunakan metode Maximum Composite
Likelihood dan dinyatakan dalam satuan substitusi
basa per situs.
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Gambar 1. Hasil Pemetaan 60 basepair Urutan
Gen 16S rRNA Staphylococcus aureus

¥

Pohon  filogenetik  yang  dihasilkan
menunjukkan bahwa dataset terbagi menjadi empat
klaster utama, yaitu Klaster A, B, C, dan D (Gambar
2). Klaster A merupakan kelompok terbesar dan
paling heterogen secara geografis karena terdiri dari
isolat yang berasal dari hampir seluruh benua,
seperti Tunisia, Kenya, Denmark, Australia,
Portugal, Amerika Serikat, Polandia, Kanada,
Ekuador, Jerman, Argentina, Kolombia, Jepang,
Meksiko, Belgia, Tiongkok, India, Korea, hingga
Indonesia. Campuran geografis yang sangat luas
dalam satu klaster menunjukkan bahwa sekuens S.
aureus pada kelompok ini sangat konservatif dan
tidak  menunjukkan  pemisahan  berdasarkan
wilayah.

Hal yang sama terlihat pada Klaster B, yang
masih terdiri atas isolat yang berasal dari berbagai
kawasan Amerika, Asia, Afrika, hingga Eropa.
Meskipun lebih terstruktur dibanding Klaster A,
Kklaster ini tetap menegaskan bahwa variasi genetik
antarnegara tidak cukup besar untuk membentuk

pemisahan yang jelas berdasarkan benua. Urutan
yang berada dalam klaster yang sama memiliki
hubungan yang erat (Balaban et al., 2019).

50— PVA74277 Tunista
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Gambar 2. Pohon filogenetik Staphylococcus
aureus menggunakan metode Neighbor-joining
dalam perangkat lunak MEGA12. Bootstrapping

dilakukan sebanyak 500 kali.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, gen 16S rRNA
Staphylococcus  aureus  memiliki  tingkat
konservatisme genetik yang sangat tinggi pada
tingkat global. Analisis terhadap 60 sekuens yang
mewakili enam benua memperlihatkan bahwa
mayoritas posisi nukleotida bersifat identik, dengan
hanya sedikit variasi tunggal (autapomorfik) dan
dua posisi parsimony-informative. Hasil Multiple
Sequence Alignment (MSA) memperlihatkan bahwa
mutasi yang muncul relatif jarang dan tidak
terdistribusi secara sistematis berdasarkan asal
geografis.

Analisis filogenetik menghasilkan empat
klaster utama (A-D), dengan dua klaster terbesar (A
dan B) menunjukkan pencampuran isolat dari
berbagai benua tanpa pola pemisahan geografis
yang jelas. Munculnya dua klaster yang lebih
terfokus terutama klaster C dan klaster D yang
didominasi isolat Australia menunjukkan adanya
indikasi terbentuknya subpopulasi regional. Nilai
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bootstrap yang tinggi pada klaster D (=100)
memperkuat bahwa beberapa isolat tersebut telah
mengalami diversifikasi terbatas, kemungkinan
sebagai respon terhadap isolasi geografis, tekanan
seleksi lokal, atau karakteristik habitat setempat.
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