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Klebsiella pneumoniae is a short rod-shaped Gram-negative bacterium capable of 

fermenting lactose and various other carbohydrates, producing acid and gas. The 

blaCTX-M gene is one of the major genes responsible for β-lactam resistance in K. 

pneumoniae. This study aimed to analyze the genetic variation and phylogenetic 

relationships of the blaCTX-M gene in K. pneumoniae using nucleotide sequence data 

retrieved from the NCBI GenBank database. A total of 19 sequences representing 

isolates from different countries were aligned to identify nucleotide variations. The 

alignment results revealed genetic variation among the isolates, with most forming a 

closely related cluster indicating high sequence similarity. Eighteen isolates showed 

identical characteristics with minor variations, while one isolate, NG_048898, 

exhibited the highest number of nucleotide variations. A total of 168 nucleotide 

variations were identified, predominantly nonsynonymous substitutions, distributed 

throughout the nucleotide sequence. Phylogenetic analysis using the Neighbor-Joining 

method with the Kimura 2-parameter model supported the alignment results, showing 

a distinct branch for isolate NG_048898, suggesting a different evolutionary origin. 

These findings highlight the genetic diversity of the blaCTX-M gene in K. pneumoniae 

isolates and provide important insights into the distribution of β-lactamase genes, 

which are essential for understanding antibiotic resistance patterns. 
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PENDAHULUAN  

 

Klebsiella pneumoniae merupakan bakteri 

Gram negatif berbentuk batang pendek berukuran 

sekitar 0,5-0,8 × 1-2 µm. Bakteri ini memiliki 

kapsul polisakarida tebal yang membuat koloni 

tampak mucoid serta bersifat non-motil karena tidak 

memiliki flagel. Selain itu, K. pneumoniae 

merupakan bakteri fakultatif anaerob yang mampu 

memfermentasikan laktosa dan berbagai 

karbohidrat lain sehingga menghasilkan asam dan 

gas (Tarina dan Kusuma, 2017). Pada media Mac 

Conkey, bakteri ini membentuk koloni berwarna 

merah muda hingga merah bata yang berukuran 

besar, licin (smooth), cembung, dan mukoid. 

Karakteristik tersebut mencerminkan produksi 

kapsul polisakarida yang khas (Lenchenko et al., 

2020). Selain itu, K. pneumoniae dapat 

menghasilkan biofilm kuat yang meningkatkan 

resistensi terhadap antibiotik dan membantu bakteri 

bertahan di lingkungan inang (Tu et al., 

2022).Patogenesis K. Pneumoniae menggambarkan 

kemampuan bakteri ini dalam menyebabkan infeksi 

melalui mekanisme adhesi, kolonisasi, dan 
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kerusakan jaringan Suatu bakteri dianggap 

patogenapabila mampu melekat pada sel inang, 

memanfaatkan nutrien untuk memperbanyak diri, 

kemudian menyebar sehingga menimbulkan 

kerusakan sel dan jaringan (Pratiwi, 2017). Sebagai 

anggota famili Enterobacteriaceae, K. pneumoniae 

dapat bertindak sebagai patogen oportunistik, 

terutama pada saluran pernapasan, dan sering 

menyerang pasien rawat inap, pengguna ventilator, 

penderita alkoholisme, serta individu dengan 

diabetes.  

Keberhasilan infeksi dipengaruhi oleh 

berbagai faktor virulensi seperti kapsul polisakarida 

tebal yang menghambat fagositosis, 

lipopolisakarida (LPS) yang memicu respons imun 

dan kerusakan jaringan, serta produksi beta- 

laktamase yang menyebabkan resistensi antibiotik. 

Infeksi umumnya terjadi melalui inhalasi atau 

aspirasi bakteri dari orofaring yang kemudian 

mengkolonisasi trakea dan bronkus, menimbulkan 

inflamasi berat dan nekrosis jaringan paru. Secara 

klinis, kondisi ini sering ditandai dengan sputum 

kental berwarna merah gelap menyerupai “selai 

stroberi” (currant jelly sputum), yang menjadi ciri 

khas infeksi K. pneumoniae (Mastra et al., 2025). 

Resistensi terhadap antibiotik β-laktam pada 

K. pneumoniae gen blaCTX-M disebabkan 

oleh enzim CTX-M yang memecah cincin β-laktam 

antibiotik seperti cefotaxime, ceftriaxone, dan 

ceftazidime (Palzkill, 2018). Hal tersebut dapat 

menghambat kemampuan antibiotik untuk merusak 

sintesis dinding sel bakteri. Gen blaCTX-M 

termasuk salah satu gen utama yang bertanggung 

jawab terhadap resistensi β-laktam pada K. 

pneumoniae (Poirel et al., 2001). Gen ini pertama 

kali muncul pada awal 1980-an di bakteri 

lingkungan Kluyvera (Rodríguez et al., 2020). 

Dalam proses evolusinya, gen blaCTX-M telah 

mengalami beberapa peristiwa diantaranya mutasi 

titik dan rekombinasi genetik yang menghasilkan 

berbagai subtipe seperti CTX-M-1, CTX-M-2, 

CTX-M-9 yang menentukan tingkat resistensi 

terhadap antibiotik β-laktam. Kombinasi blaCTX- 

M dengan gen ESBL lain seperti blaTEM atau 

blaSHV dapat memperluas spektrum resistensi 

(Sudeep et al., 2025). 

Penyebaran gen resistensi blaCTX-M pada K. 

pneumoniae menjadi bagian dari fenomena global 

yang mengkhawatirkan. Isolat gen blaCTX- M di 

berbagai negara dilaporkan dapat menyebar melalui 

mekanisme transfer gen horizontal. persebaran atau 

perpindahan tersebut terjadi dengan menggunakan 

dua komponen penting seperti plasmid konjugatif 

dan elemen mobile seperti insertion sequence (IS). 

Plasmid konjugatif dapat membawa gen blaCTX-M 

berpindah dari satu bakteri ke bakteri lainnya, 

plasmid seperti IncFII/IncFIB dilaporakan berperan 

penting dalam penyebaran luas blaCTX-M. 

Sementara IS yang biasanya terkait dengan 

penyebaran gen blaCTX-M adalah ISEcp1. ISEcp1 

membentuk transposon untuk memobilisasi dan 

mendorong ekspresi gen blaCTX-M (Wyres et al., 

2019). Meskipun persebarannya melalui plasmid 

keberadaan gen ini dilaporkan terdeteksi terintegrasi 

pada kromosom bakteri, laporan tersebut 

menunjukan bahwa keberadaan gen blaCTX-M 

tetap dapat terdeteksi meskipun plasmid 

pembawanya telah hilang atau plasmid curing 

(Huang et al., 2017). 

Perkembangan bidang ilmu terkhususnya 

bioinformatika menjadi gerbang awal yang 

memungkinkan suatu penelitian tanpa prosedur 

isolasi. Penggunaan data publik berupa GenBank 

seperti NCBI menjadi alternatif yang dapat 

digunakan untuk analisis filogenetik seperti analisis 

filogenetik gen blaCTX-M pada bakteri K. 

pneumoniae. Situs NCBI menyajikan banyak 

database yang dapat digunakan dalam penelitian 

seperti GenBank yang memuat ratusan ribu data 

sekuens DNA dari berbagai organisme (Jamal et al., 

2014; Wyres et al., 2019). Metode analisis 

filogenetik melalui database GenBank dapat 

dilakukan dengan menggunakan metode Multiple 

Sequence Alignment (MSA) metode ini dapat 

digunakan untuk menyelaraskan sekuens hingga 

konstruksi pohon filogenetik, dimana hal tersebut 

mampu memberikan gambaran mengenai hubungan 

evolusi atau variasi antar isolat (Zhang et al., 2024). 

Isolat klinis gen blaCTX-M K. pneumoniae 

mempunyai prevalensi tinggi yaitu 74,9%. Hal 

tersebut membuktikan perannya sebagai faktor 

utama resistensi ESBL (Al-Garni et al.,2018). 

BlaCTX-M sering berada di plasmid yang dapat 

berpindah antar bakteri dan mempercepat 

penyebaran gen resistensi di lingkungan rumah sakit 

serta komunitas (Zhang et al., 2023). Meskipun 
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prevalensi gen blaCTX-M ini banyak diteliti 

sebelumnya namun informasi mengenai variasi 

sekuens gen di berbagai wilayah, serta hubungan 

mutasi spesifik dengan tingkat resistensi antibiotik, 

masih terbatas (Becker et al., 2023). Hal ini menjadi 

dasar penelitian untuk menganalisis perbedaan 

sekuens blaCTX-M guna melihat variasi nukleotida 

antar isolat, serta menyusun pohon filogenetik untuk 

mengetahui kedekatan hubungan antar isolat K. 

pneumoniae. 

 

BAHAN DAN METODE 

 

Penelitian ini dilakukan dengan metode in 

silico dengan memanfaatkan data dan perangkat 

bantu berupa komputer. Metode in silico 

memungkinkan analisis dilakukan tanpa 

memerlukan eksperimen langsung di laboratorium, 

sehingga lebih efisien dari segi waktu dan biaya 

(Makatita, 2020). Pendekatan ini banyak digunakan 

dalam studi genetika dan bioinformatika untuk 

menganalisis informasi molekuler secara 

komputasional. Data yang digunakan dalam 

penelitian ini berasal dari National Center for 

Biotechnology Information (NCBI).  

NCBI merupakan institusi internasional yang 

menyediakan basis data publik berupa urutan DNA, 

RNA, dan protein dari berbagai organisme. Data 

sekuens yang tersedia di NCBI berasal dari hasil 

penelitian yang telah dipublikasikan dan terkurasi. 

Oleh karena itu, pemanfaatan data NCBI 

memungkinkan analisis variasi genetik dan 

hubungan filogenetik dilakukan secara akurat dan 

sistematis. 

 

Alat dan Bahan 

Alat-alat yang digunakan meliputi laptop 

dengan RAM 8 GB, Koneksi internet, 

Notepad/Word serta software bioinformatika 

seperti MEGA 12 Versi 12.0.4 dan Bioedit. Bahan 

yang digunakan meliputi data sekuensi gen 

blaCTX-M K. pneumoniae dalam format FASTA. 

Langkah-langkah yang dilakukan dalam penelitian 

ini yaitu: 

 

Pengumpulan Data 

Data sekuens DNA yang digunakan dalam 

analisis ini dikumpulkan melalui database 

GenBank yang dikelola oleh National Center For 

Biotechnology Information (NCBI). Pengumpulan 

data dilakukan dengan melakukan pencarian di 

NCBI dengan kata kunci “Gen blaCTX-M K. 

pneumoniae” pada database nukleotida sebanyak 

19 sekuens dan setiap sekuens DNA yang 

digunakan disimpan dalam file yang sama dengan 

format FASTA agar dapat terhubung dengan 

aplikasipenyelarasan dan analisis selanjutnya 

(Zheng et al., 2018). 

 

Penyelarasan sekuens 

Data sekuens DNA yang telah diperoleh dan 

disimpan dalam format FASTA selanjutnya 

dilakukan penyelarasan dengan menggunakan 

aplikasi BioEdit untuk menghapus bagian yang 

tidak diperlukan, seperti merapikan susunan 

sekuens DNA agar analisis selanjutnya 

menggunakan sampel sekuens DNA yang panjang 

basa nya sama. Penyelarasan dilakukan dengan 

menggunakan ClustalW yang ada pada BioEdit 

(Alzohairy, 2011). 

 

Analisis Filogenetik 

Hasil penyelarasan tadi selanjutnya dianalisis 

dengan menggunakan aplikasi MEGA 12 (Kumar 

et al., 2018). Membangun pohon filogenetik 

dilakukan dengan menggunakan metode Neighbor-

Joining. Selanjutnya data diproses lebih lanjut 

dengan membuat tabel filogeni untuk melihat 

tingkat kekerabatan (Kumar et al., 2016). Hasil 

pohon filogenik dan tabel similaritas kemudian 

dapat digunakan sebagai analisis variasi nukleotida 

dan tingkat kedekatan hubungan antar isolat K. 

pneumoniae. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Deskripsi Umum Analisis 

Analisis bioinformatika ini dilakukan untuk 

mengkaji variasi genetik gen blaCTX-M pada K. 

pneumoniae yang diperoleh dari database 

nukleotida NCBI. Sekuens gen yang digunakan 

sebanyak 19 yang berasal dari negara yang berbeda-

beda dengan tujuan untuk mengetahui gen blaCTX-

M yang resistensi antibiotik ini berubah, menyebar 

dan berkembang di tingkat global. Dengan data dari 

berbagai negara, penelitian ini dapat 
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membandingkan variasi nukleotida dan asam amino 

yang ada   berbagai wilayah. Hal tersebut dapat 

dijadikan acuan untuk mengetahui pola mutasi  

tertentu yang hanya muncul di negara atau benua 

tertentu. Selain itu, data lintas negara yang 

digunakan untuk menentukan kedekatan dan 

perbedaan evolusi antar sekuens melalui 

perhitungan jarak genetik dan analisis pohon 

filogenetik dapat dianalisis dengan menggunakan 

software MEGA 12. Analisis pohon filogenetik 

yang digunakan menggunakan metode Neighbor-

Joining (NJ). 

 

Tabel 1. Data Sekuens Gen blaCTX-M pada Klebsiella pneumoniae dari Database NCBI 

Kode Aksesi 

GenBank 
Varian 

Panjang 

sekuens 

(bp) 

Status CDS Negara asal Benua 

NG_049011 CTX-M-60 941 Lengkap CDS Bogota, Colombia Amerika selatan 

NG_049013 CTX-M-62 1076 Lengkap CDS Sydney, Australia Australia 

AY_847148 
CTX-M (tipe 

pKP308) 
925 Lengkap CDS Anhui, China Asia 

NG_244502 CTX-M-279 876 Lengkap CDS USA Amerika utara 

NG_228668 CTX-M-266 876 Lengkap CDS Wales, UK Eropa 

OP_807062 CTX-M-15 989 Lengkap CDS Manama, Bahrain Asia 

MK_113960 CTX-M-115 1007 Lengkap CDS Russia Asia 

NG_068506 CTX-M-236 1070 Lengkap CDS Taiwan Asia 

FJ_815436 CTX-M-71 1174 Lengkap CDS Bulgaria Eropa 

MH_190887 CTX-M-15 876 Lengkap CDS Portugal Eropa 

KT_997884 CTX-M-173 876 Lengkap CDS Kuwait Asia 

MF_281085 CTX-M-204 876 Lengkap CDS Jerman Eropa 

MH_661222 CTX-M-15 876 Parsial CDS Brazil Amerika selatan 

MN_200769 CTX-M-15 876 Parsial CDS Iraq Asia 

MK_559063 CTX-M 873 Parsial CDS Gabon Afrika 

NG_048898 CTX-M-10 1076 Lengkap CDS Spanyol Eropa 

MW_657987 CTX-M 873 Parsial CDS India Asia 

MK_585512 CTX-M 825 Parsial CDS Pakistan Asia 

KR_811026 CTX-M-96 876 Lengkap CDS Chili Amerika selatan 

 

Hasil pengamatan dari data sekuens gen 

blaCTX-M yang diperoleh dari GenBank NCBI 

menunjukkan rentang panjang sekuens yang 

digunakan bervariasi mulai dari 825 bp sampai 1174 

bp. Varian gen yang berbeda juga terlihat pada tabel 

1, dimana varian tersebut merupakan versi-versi 

berbeda dari gen blaCTX-M yang muncul akibat 

mutasi kecil pada susunan basa DNA. Perubahan  

ini menyebabkan setiap varian memiliki ciri genetik 

yang unik. Meskipun demikian setiap varian 

memiliki fungsi sebagai  penghasil enzim β-

laktamase tipe extended-spectrum yang mampu 

merusak antibiotik β-laktam seperti cefotaxime dan 

ceftriaxone, sehingga berperan dalam resistensi 

klinis (Sudeep et al., 2025).   

Varian dari gen blaCTX-M meliputi CTX-M-

60, CTX-M-62, CTX-M(tipe pKP308), CTX-M-

279, CTX-M-266, CTX-M-115, CTX-M-236,  

CTX-M-71, CTX-M-173, CTX-M-204, CTX-M-

15, CTX-M-10, CTX-M, CTX-M-96. Hal tersebut 

menunjukkan tingginya keragaman gen Extended 

Spectrum Beta Lactamase (ESBL) pada K. 

pneumoniae. Sekuens yang ditemukan sebagian 

besar merupakan Coding DNA Sequence (CDS) 

lengkap dan terdapat lima data parsial.  Asal dari 

sekuens yang ada berasal dari 6 Benua yaitu Benua 

Asia, Afrika, Amerika utara, Amerika Selatan, 

Australia, dan Benua Eropa, diantara Benua 

tersebut   dominan sekuens berasal dari Benua Asia.   

Tabel 2 menunjukkan sekuens query memiliki 

kesesuain yang sangat tinggi dengan 19   sekuens 

yang terdapat pada tabel. Isolat NG_049011 

dijadikan sekuens acuan pembanding utama dari 19 

sekuens. Hal ini dikarenakan sekuens ini memiliki 

nilai paling tinggi yaitu 100% identity, 100% query 

cover, dan total score tertinggi yaitu 1738. 

Berfungsi sebagai titik nol (baseline) untuk 

mendeteksi variasi pada isolat, seperti untuk 

menentukan pola mutasi, posisi perubahan 

nukleotida, maupun untuk melihat apakah variasi 
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yang muncul bersifat homogen atau terdistribusi 

acak (Ribeiro et al., 2015). 

Isolat yang dibandingkan terhadap sekuens 

NG_049011 menunjukkan hasil tingkat kemiripan 

berbeda, dimana tingkat tertinggi ditemukan pada 

KR_811026 dengan persentase identity 99,77%. 

Nilai ini menunjukkan bahwa variasinya hanya 

sekitar 0,23% terjadi 2 perubahan nukleotida. Hal 

ini menandakan KR_811026 sangat dekat secara 

genetik dengan NG_049011 sehingga berada pada 

zona variasi minimal di dalam kelompok. 

Sebaliknya, isolat paling jauh adalah NG_048898 

dengan identity 97,11% dan query cover 99%, 

menunjukkan bahwa isolat ini memiliki jumlah 

perubahan nukleotida yang jauh lebih besar atau 

sekitar 3% dari keseluruhan sekuens.  

 

Tabel 2. Hasil Homologi Urutan Gen Bla CTX-M pada Klebsiella Pneumoniae 
Isolat Total score Quary Cover E value % identity 

NG_049011 1738 100% 0,0 100,00% 

NG_049013 1676 100% 0,0 98,83% 

AY_847148 1639 97% 0,0 98,91% 

NG_244502 1557 93% 0,0 98,74% 

NG_228668 1557 93% 0,0 98,74% 

OP_807062 1589 95% 0,0 98,88% 

MK_113960 1613 96% 0,0 98,89% 

NG_068506 1677 100% 0,0 98,83% 

FJ_815436 1672 100% 0,0 98,72% 

MH_190887 1563 93% 0,0 98,86% 

KT_997884 1557 93% 0,0 98,74% 

MF_281085 1563 93% 0,0 98,86% 

MH_661222 1563 93% 0,0 98,86% 

MN_200769 1563 93% 0,0 98,86% 

MK_559063 1552 92% 0,0 98,85% 

NG_048898 1576 99% 0,0 97,11% 

MW_657987 1557 93% 0,0 98,85% 

MK_585512 1474 88% 0,0 98,91% 

KR_811026 1607 93% 0,0 99,77% 

 

Rentang data menggambarkan pola variasi 

yang konsisten dan tidak menunjukkan outlier 

ekstrim. Rentang total score berada antara 1474-

1738 menunjukkan perbedaan kekuatan kecocokan 

yang masih dalam kategori tinggi. Query cover 

berkisar 88-100%, menandakan beberapa isolat 

memiliki sedikit pemotongan ujung sekuen, namun 

tetap selaras secara keseluruhan. Rentang 

persentase identitas dari 97,11-100% 

memperlihatkan bahwa meskipun terdapat variasi, 

semua isolat masih berada dalam satu klaster 

genetik yang sama, karena perbedaan kurang dari 

5% biasanya menandakan satu spesies atau satu 

kelompok gen yang sama. Pola ini mengindikasikan 

bahwa hubungan evolusionernya cenderung 

membentuk grup yang rapat, dengan NG_049011 

sebagai pusat referensi, isolat bernilai 98-99% 

sebagai kelompok menengah, dan NG_048898 

sebagai batas variasi terjauh.  

 

Tabel 3. Data Variasi Nukleotida Isolat Gen Bla CTX-M pada Klebsiella Pneumoniae 

Kode Aksesi 

Genbank 
Lokasi Variasi Variasi 

Sintesis Asam 

Amino 
Jenis Variasi 

Jumlah 

Variasi 

NG_049011 - - - - - 

NG_049013 
560, 596, 688, 697 

C→T, A→G, A→C, 
G→T,  

Ile, Arg, Pro, 

Ser 
Nonsynonymous  4 

327, 789 G→A, C→T Arg, Gly Synonymous 2 

AY_847148 
79, 157, 336, 560, 596, 

628, 667  

A→G, T→A, C→A, 
C→T, A→G, G→A, 

C→T 

Asp, Ser, Lys, 

Ile, Arg, Lys, 

Cys 

Nonsynonymous  7 
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520, 789 G→C, C→T Thr, Gly Synonymous 2 

NG_244502 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

NG_228668 

13, 110, 157, 520, 560, 

596, 628, 667 

T→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Val, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

OP_807062 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

MK_113960 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

NG_068506 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

FJ_815436 
79, 110, 157, 520, 560, 

596, 628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

 114, 789 C→A, C→T Thr, Gly Synonymous 2 

MH_190887 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

KT_997884 

79, 110, 157, 377, 520, 

560, 596, 628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

377, 789 C→T, C→T Arg, Gly Synonymous 2 

MF_281085 

79, 157, 332, 520, 560, 

596, 628, 667 

A→G, T→A, G→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ser, Asp, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

MH_661222 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

MN_200769 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

MK_559063 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous   8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

NG_048898 

28, 103, 157, 166, 181, 

199, 226, 253, 259, 382, 

460, 493, 541, 560, 596, 

628, 670, 694, 697, 710, 

743 

A→G, G→A, T→A, 
G→A, G→A, T→C, 
G→A, C→A, A→C, 
G→A, A→G, C→T, 
A→G, C→T, A→G, 

Gly, Thr, Ser, 

Thr, Ser, Arg, 

Thr, Thr, Arg, 

Asn, Glu, Phe, 

Asp, Ile, Arg, 

Nonsynonymous  21 
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G→A, T→C, T→C, 
G→T, C→T, G→A 

Lys, Arg, Pro, 

Ser, Leu, His 

304, 789 C→A, C→T Arg, Gly Synonymous 2 

MW_657987 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

MK_585512 

79, 110, 157, 520, 560, 

596,  628, 667 

A→G, T→C, T→A, 
C→A, C→T, A→G, 

G→A, C→T 

Asp, Ala, Ser, 

Lys, Ile, Arg, 

Lys, Cys 

Nonsynonymous  8 

789 C→T Gly Synonymous 1 

KR_811026 110, 596 T→C, A→G,  Ala, Arg Nonsynonymous  2 

Hasil alignment dari 19 sekuens gen blaCTX-

M menunjukkan adanya pola variasi nukleotida 

yang menjadi dasar pembentukan hubungan 

filogenetik. Pada proses alignment, seluruh sekuens 

disusun sejajar untuk mengidentifikasi posisi basa 

yang sama dan posisi yang berbeda dengan 

menggunakan isolat NG_049011 sebagai isolat 

acuan.  Hasil alignment dari ke-19 isolat blaCTX-M 

menunjukkan walaupun seluruh isolat berasal dari 

gen yang sama namun setiap sekuens memiliki 

variasi pada posisi nukleotidanya. berdasarkan hasil 

alignment ditemukan variasi nukleotida dari 

kesembilan belas  isolat membentuk variasi yang 

sebagian besar non sinonimus (tabel 3) 

Isolat dengan variasi minor atau bahkan 

identik, hanya terdapat dua variasi yang ditemukan 

pada isolat seperti KR_811026. dua  variasi tersebut 

ditemukan pada dua urutan berbeda yaitu pada 110 

dan 596 dimana variasi basa nukleotida tersebut 

membentuk kodon yang mengkode asam amino 

berbeda. jumlah variasi yang rendah memberikan 

gambaran bahwa isolat ini memiliki kekerabatan 

genetik yang dekat dengan isolat acuan. selain isolat 

tersebut, terdapat juga NG_049013 yang memiliki 

variasi minim dengan jumlah variasi non sinonimus 

yang sedikit lebih banyak. meskipun terdapat 

variasi yang membentuk variasi nonsynonymous , 

jumlah variasi yang sedikit kemungkinan tidak 

memiliki pengaruh yang signifikan terhadap kinerja 

gen blaCTX-M sehingga protein β-laktamase yang 

dihasilkan kemungkinan tetap sama dengan fungsi 

yang normal (Patil et al., 2019).  

Terdapat 15 isolat yang memiliki variasi 

sedang dengan variasi nukleotida sebagian besar 

membentuk kodon yang berbeda dengan isolat 

lainnya, sehingga ketika diterjemahkan kodon 

tersebut mengkode asam amino yang berbeda. 

banyaknya variasi non sinonimus pada lokasi yang 

hampir sama mengindikasikan adanya perubahan 

residu asam amino di beberapa lokasi rentan, 

dimana perubahan ini dapat memberikan efek pada 

kinerja enzim, meskipun begitu kombinasi variasi 

yang dihasilkan dapat memberikan efek lanjutan 

tergantung dari variasi tambahan. variasi tambahan 

tersebut dapat memperkuat maupun memperlemah 

efek yang dihasilkan (Patel et al., 2018). 

Jumlah variasi non sinonimus pada kelompok 

variasi sedang lebih tinggi dari kelompok variasi 

minor, meskipun begitu pola variasi antar isolat 

dalam kelompok ini relatif serupa. pola tersebut 

memberikan gambaran bahwa isolat-isolat dalam 

kelompok masih berada dalam satu klaster yang 

sama, yang dapat diartikan bahwa kekerabatan antar 

isolat dekat satu sama lain. perubahan yang tidak 

terlalu ekstrim juga mengindikasi bahwa setiap 

isolat memiliki rentang kekerabatan yang dekat 

dengan isolat acuan.  

Isolat dengan variasi paling jauh yaitu isolat 

NG_048898, isolat ini memiliki variasi yang paling 

mencolok diantara variasi isolat lainnya. perbedaan 

nukleotidanya dapat divisualisasikan dengan 

mudah, dimana sebagian besar variasi yang ada 

pada isolat ini membentuk kodon yang mengkode 

asam amino yang berbeda dari keseluruhan isolat 

lainnya. variasi yang ditunjukkan dapat dilihat pada 

tabel 3. isolat variasi yang tinggi pada isolat ini 

dapat mengindikasikan bahwa isolat ini 

kemungkinan berasal dari isolat yang mengalami 

tekanan lingkungan berbeda, terjadi mutasi maupun 

sebagai bentuk dari hasil rekombinan. meskipun 

efek variasi dapat berbeda pada posisi yang berbeda,  

banyaknya variasi yang terbentuk memiliki indikasi 

dapat berpotensi mempengaruhi sifat atau kinerja 

dari enzim beta-laktamase (Qin dan Zhang, 2023). 
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Gambar 1. Pohon Filogenik  Isolat Gen blaCTX-M yang 

Mengkode β-Laktamase pada Klebsiella pneumoniae 

 

Tabel 4. Jarak Genetik Gen blaCTX-M pada Klebsiella pneumoniae dari Database NCBI 

 
 

Analisis pohon filogenetik dengan 

menggunakan  metode  Neighbor-Joining (NJ) 

dengan model Kimura 2-parameter dan bootstrap 

1000 kali digunakan untuk mengevaluasi tingkat 

kepercayaan pada setiap cabang pohon. Proses 

bootstrap dilakukan dengan cara mengambil ulang 

(resampling) posisi nukleotida dari alignment 

secara acak sebanyak 1000 set, sehingga setiap set 

menghasilkan pohon baru yang kemudian 

dibandingkan dengan pohon utama. Jika suatu 

cabang muncul secara konsisten pada banyak pohon 

hasil bootstrap, maka cabang tersebut dianggap kuat 

dan stabil. Hal ini ditunjukkan oleh nilai bootstrap 

yang tinggi, biasanya ≥70% (Sharma dan Kumar, 

2021).  

Metode NJ menyusun pohon berdasarkan 

jarak genetik. Semakin kecil nilai jarak antar 

sekuens semakin dekat keduanya di cabang yang 

sama. Pada data pohon filogenetik panjang cabang 

yang muncul berkisar antara 0.0000 hingga 0.0144, 

dimana nilai yang rendah menunjukkan hampir 

tidak ada perbedaan nukleotida. Sedangkan nilai 

yang tinggi menunjukkan akumulasi mutasi yang 

signifikan. Jarak genetik ini memiliki arti bahwa 
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jarak evolusi sangat mirip, karena yang namanya 

variasi gen resistensi biasanya kecil. Nilai bootstrap 

yang muncul dari 1 sampai 95 menunjukkan bahwa 

ada bagian pohon yang sangat kuat dukungannya 

terutama di node-node awal yang percabangannya 

rapat. Isolat dengan jarak 0.0000-0.0012 biasanya 

masuk dalam klaster yang sama, karena perbedaan 

nukleotidanya sangat kecil.. 

Pola percabangan dan jarak terbentuk dari 19 

isolat yang digunakan. Pola tersebut membentuk 

hubungan kekerabatan dari isolat yang digunakan. 

Terdapat 2 klaster besar pada pohon filogeni.  

Klaster 1 merupakan kelompok dengan kekerabatan 

paling erat 0.0000-0.0053, seperti NG 228668, MK 

113960, NG 244502, MH 190887, KT 997884, FJ 

815436, MH 661222, OP 807062, MN 200769, MK 

559063, MW 657987, MK 585512, AY 847148, 

NG 068506, MF 281085, NG 049013, NG 049011 

dan KR 811026 Hal ini menunjukkan gen blaCTX-

M pada kelompok ini memiliki sekuens hampir 

sama atau bahkan identik (Baron et al.,2021).  

Kondisi ini mengindikasikan bahwa gennya 

berasal dari sumber yang sama dan baru menyebar 

dalam waktu yang belum lama atau belum banyak 

terjadi mutasi.Selain hal tersebut  pola cabang yang 

sangat rapat pada klaster utama menunjukkan 

bahwa dataset ini didominasi oleh isolat yang sangat 

mirip, dengan satu atau dua sekuens yang 

mengalami divergensi rendah sehingga pohon ini 

menggambarkan struktur genetik yang relatif 

homogen dengan variasi yang terlokalisasi pada 

bagian tertentu saja.Protein β-laktamase yang 

dihasilkan juga sama, sehingga kemampuan 

menghancurkan antibiotik β-laktam seperti 

cefotaxime dan ceftriaxone tetap konsisten (Sudeep 

et al., 2025). Cefotaxime dan ceftriaxone 

merupakan antibiotik β- laktam generasi ketiga dari 

golongan sefalosporin yang bekerja dengan 

menghambat sintesis dinding sel bakteri melalui 

pengikatan pada penicillin‑binding proteins (PBP), 

enzim penting untuk pembentukan peptidoglikan 

(Mardhia, et al., 2025) 

Klaster 2 merupakan kelompok memiliki 

cabang yang lebih panjang dari sekuens yang lain.  

Pada klaster ini hanya terdapat  satu isolat yaitu 

NG_048898 dengan jarak cabangnya 0.0144.  

Varian gen dari isolat ini yaitu CTX-M-10 dan 

berasal dari Spanyol, Benua Eropa. Perbedaan yang 

dimiliki  isolat ini cukup besar dan sangat berbeda 

dari isolat lain dan untuk melihat arah evolusi 

kelompok lainya. Secara keseluruhan, pohon 

filogenetik menunjukan adanya beberapa klaster 

utama dari varian blaCTX-M yang di analisis. 

Setiap klaster menunjukkan hubungan genetik yang 

berbeda. Hal tersebut menunjukkan  jalur evolusi 

yang spesifik antar varian nya. Klaster 2 memiliki 

posisi yang paling jauh dibandingkan klaster  lainya 

dan memiliki jarak genetik yang lebih besar yang 

menandakan akumulasi mutasi yang lebih banyak. 

Meskipun beberapa isolat juga berasal dari Eropa 

namun tidak  semua mengikuti pola evolusi di 

wilayah tersebut. Penyebabnya dapat dikarenakan 

adanya mobilitas gen dari sumber non-lokal seperti 

makanan impor, hewan migrasi atau lingkungan air 

limbah (Saeed et al., 2023). 

 

KESIMPULAN 

 

Hasil alignment 19 isolat gen blaCTX-M 

menunjukkan dua klaster berdasarkan variasi 

nukleotida yaitu  klaster pertama berisi 18 isolat 

dengan jarak genetik 0.0000-0.0053 sehingga β-

laktamase serupa, klaster kedua terdiri dari satu 

isolat yaitu NG_048898 dengan jarak  0.0144 dan 

berasal dari Spanyol. jumlah variasi nukleotida 

yang ditemukan sebanyak 168, dengan 146 variasi  

nonsynonymous dan 22 variasi synonymous. 

Analisis pohon filogenetik menggunakan Neighbor-

Joining dan bootstrap 1000 kali memperlihatkan 

panjang cabang sesuai akumulasi mutasi, 

menunjukkan hubungan kekerabatan antar isolat, 

jalur evolusi spesifik varian, serta potensi dampak 

variasi nukleotida terhadap fungsi β-laktamase.  
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