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ABSTRACT 

 
The gut microbiota is composed of bacteria, fungi and viruses that play an important role in human 
health and pathogenesis. The intestinal bacterial community has been studied more widely than fungi 
and viruses because the gut is dominated by bacteria. Although, the diversity of intestinal fungal  is 
lower than that of the bacterial community, it is known that fungi also play an important role in human 
intestinal disease. Several studies have demonstrated the involvement of fungi in gastrointestinal and 
lung tumors. It is known, the DNA of tumor-associated fungi can serve as a diagnostic or prognostic 
biomarker. Culture methods to study fungal communities are challenging to implement. Next 
generation sequencing (NGS) is a widely appropriate sequencing technique for studying the gut 
microbiome. NGS data can be analyzed based on 18S rRNA, internally transcribed spacer (ITS) and 
shotguns metagenomics which require bioinformatics insight in operating the data. Therefore, 
bioinformatics tools were summarized for the metagenomic analysis of fungi. This research used the 
literature review method by reviewing 65 NCBI and Frontiers journals from 2000 to 2022. The results 
of this review journal provided information about bioinformatics tools for metagenomic fungal 
analysis. Fungal metagenomic analysis based on amplicon and shotgun sequencing can help 
researchers in studying fungal profiles. In addition, it can also predict particular genes or proteins that 
play a role in specific pathways so that it can be useful for studying a disease. 
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ABSTRAK  

Mikrobiota usus terdiri dari bakteri, fungi dan virus yang memiliki peran penting dalam kesehatan 
manusia dan patogenesis penyakit. Komunitas bakteri usus telah banyak dipelajari dibandingkan fungi 
dan virus karena usus didominasi oleh bakteri. Meskipun, keragaman fungi atau mikobiom usus lebih 
rendah dibandingkan dengan komunitas bakteri, diketahui fungi juga berperan penting dalam 
penyakit usus manusia. Beberapa penelitian menunjukan keterlibatan fungi pada tumor 
gastrointestinal dan paru-paru. Diketahui, DNA fungi terkait tumor tersebut dapat berfungsi sebagai 
biomarker diagnostik atau prognostik. Metode kultur untuk mempelajari komunitas fungi secara 
komprehensif sulit untuk dilakukan. Next generation sequencing (NGS) merupakan teknik sekuensing 
yang dapat diterapkan secara luas untuk mempelajari mikrobioma usus. Data NGS dapat dianalisis 
berdasarkan marker-gene 18S rRNA, internal transcribed spacer (ITS) dan shotgun metagenomik yang 
membutuhkan wawasan bioinformatik didalam mengoperasikan datanya. Oleh karena itu, pada ulasan 
ini, dirangkum pipeline bioinformatika yang umum digunakan untuk analisis data mikobioma usus. 
Penelitian ini menggunakan metode literature review dengan cara mengulas jurnal-jurnal NCBI dan 
Frontiers sebanyak 65 jurnal dari tahun 2000 sampai dengan 2022. Hasil penelitian ini memberikan 
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informasi tentang wawasan bioinformatika dalam analisis metagenomik fungi. Analisis metagenomik 
fungi berdasarkan amplikon dan shotgun memudahkan peneliti dalam mempelajari taksonomi dan 
fungsional fungi. Selain itu, juga dapat memprediksi gen atau protein tertentu sehingga dapat berguna 
untuk mempelajari suatu penyakit.  

Kata Kunci: mikrobiota, fungi, 18S rRNA, ITS, shotgun, next generation sequencing 

 

Mikrobiota merupakan komunitas sel mikroba yang kompleks, terdiri dari 

bakteri, archaea, virus, protista dan fungi (Pérez, 2021). Kompleksitas mikroba 

berdampak besar bagi kesehatan inang (Gorkiewicz & Moschen, 2018; Heintz-

Buschart & Wilmes, 2018) karena dapat mempengaruhi fisiologis manusia, 

metabolisme (Guinane & Cotter, 2013), penyerapan nutrisi dan mineral, fermentasi 

serat menjadi asam lemak rantai pendek, sintesis vitamin, pemecahan komponen 

beracun, dan pengaturan sistem kekebalan tubuh (Gao et al., 2021). Dibandingkan 

dengan anggota mikrobiota lainnya, bakteri lebih banyak dipelajari, khusususnya 

mengenai penyakit dan kesehatan usus manusia. Fungi juga berperan penting dalam 

penyakit usus manusia dan bertindak sebagai reservoir patogen oportunistik 

pathobiont (Soverini et al., 2019). Beberapa penelitian menunjukan keterlibatan 

fungi pada tumor gastrointestinal dan paru-paru. Diketahui, DNA fungi terkait tumor 

tersebut dapat berfungsi sebagai biomarker diagnostik atau prognostik (Anders B 

Dohlman et al., 2022).  

Penelitian mengenai profiling komunitas fungi masih bergantung pada cara 

tradisional dengan metode kultur. Namun demikian, perkembangan platform Next 

Generation Sequencing (NGS), terutama sekuensing metagenomik dan tools 

bioinformatika telah membantu di dalam studi komunitas fungi. Metagenomik adalah 

analisis sampel genomik dari lingkungan kompleks untuk mempelajari profil 

mikroorganisme secara keseluruhan dengan skrining gen fungsional atau analisis 

sekuensing (Thomas et al., 2012a). NGS merupakan standar gold untuk penelitian 

yang mengeksplorasi keanekaragaman mikrobiota (Chin et al., 2020). Strategi NGS 

yang lebih sederhana dan akuisisi sequencer yang terjangkau, memungkinkan 

peneliti untuk mempelajari genom mikrobiota. Analisis data NGS dapat dilakukan 

dengan dua metode, yaitu sekuensing yang ditargetkan (amplikon atau marker gene 

1. PENDAHULUAN 



43 
*Margareta, A./ Jurnal Medical Laboratory Vol 1. No. 2 (2023) 41-57 

WAWASAN BIOINFORMATIKA NEXT GENERATION SEQUENCING DALAM SAMPEL 
METAGENOMIK MIKOBIOMA USUS   

metagenomics) dan shotgun metagenomics. Pemilihan metode ini bergantung pada 

jenis studi lingkungan yang akan dilakukan (X. Zhang et al., 2019).  

Pengurutan yang ditargetkan dengan marker gen adalah wilayah DNA spesifik 

yang digunakan untuk mengidentifikasi keberadaan mikroba dalam sampel 

metagenomik. Penanda atau marker gen yang digunakan untuk studi taksonomi fungi 

resolusi tinggi adalah 18S rRNA dan ITS banyak digunakan untuk menganalisis 

keragaman fungi dalam sampel lingkungan. Sedangkan, sekuensing shotgun 

metagenomic merupakan teknik pengambilan sampel semua gen di semua organisme 

yang ada dalam sampel kompleks tertentu. Oleh karena itu, dapat mengevaluasi 

keanekaragaman dan mendeteksi kelimpahan mikroba di berbagai lingkungan 

(Soverini et al., 2019; Thomas et al., 2012b). Data NGS berdasarkan marker ataupun 

shotgun metagenomik ini sangat membantu untuk mengetahui zat bioaktif, gen 

fungsional dan metabolit mikroba (L. Zhang et al., 2021). Pada ulasan ini, akan fokus 

membahas alat komputasi dan pipeline bioinformatika yang biasa digunakan untuk 

analisis metagenomik fungi dari data NGS berdasarkan marker-gene dan shotgun 

sequencing. Melalui studi bioinformatika ini, maka akan membantu kita dalam 

mempelajari profil, keragaman dan peran fungi terkait dengan patogenesis dan 

kesehatan usus. 

 

Penelitian ini merupakan penelitian literature review, dengan mengumpulkan 

jurnal-jurnal yang berkaitan dengan wawasan bioinformatika dalam menganalisis 

sampel metagenomik fungi. Metode yang digunakan adalah meringkas jurnal-jurnal 

tersebut untuk ditulis kembali berdasarkan pendapat peneliti. Data dan informasi 

yang diperoleh dari jurnal NCBI dan Frontiers sebanyak 100 jurnal dan disaring 

menjadi 65 jurnal dari jurnal tahun 2000 sampai dengan 2022. Adapun kata kunci 

yang digunakan di dalam pencarian jurnal adalah metagenomik fungi, NGS, dan 

pipeline bioinformatika. 

 

2. METODOLOGI PENELITIAN 

3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
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Setelah melakukan penyaringan jurnal sebanyak 65 jurnal penelitian terplih, 

mengenai wawasan bioinformatika, maka perlu melakukan sekuensing pada sampel 

DNA terlebih dahulu. Salah satu teknologi yang memproses sampel DNA metagenom 

fungi adalah NGS. 

3.1 Sekuensing Fragmen Gen 18S rRNA dan Internal Transcribed Spacer (ITS) 

NGS merupakan teknologi sekuensing yang memungkinkan para peneliti 

melakukan sekuensing jutaan hingga milyaran nukleotida DNA dalam satu kali 

pengerjaan. Metode ini bertujuan untuk diagnosis penyakit genetik yang lebih cepat dan 

akurat, penetapan taksonomi spesies mikroba, studi evolusi, analisis ekspresi gen, dan 

analisis korelasi. Adapun strategi NGS dalam analisis metagenomik terbagi dua, yaitu 

marker-gene metagenomics dan shotgun metagenomics (Navgire et al., 2022). 

Teknologi NGS berbasis marker dapat mendeteksi metataksonomi yang cepat dan 

akurat. Penanda atau marker yang paling banyak digunakan untuk identifikasi fungi 

adalah fragmen gen 18S rRNA dan ITS yang merupakan daerah konservatif dari RNA 

ribosom. Kedua fragmen ini menggunakan PCR untuk amplifikasi DNA dengan primer 

yang spesifik, dilakukan proses sekuensing, analisis sekuens dan membandingkan 

hasil dengan database yang diketahui. Oleh karena itu dapat diketahui profil 

organisme hingga ke tingkat spesies berdasarkan keluaran data sekuens yang besar 

(Nilsson et al., 2019; Schoch et al., 2012).  

Gen 18S rRNA adalah komponen dari RNA dan struktural subunit ribosom 

eukariotik kecil (40S), dan 40S dan 60S. 18S rRNA mirip dengan 16S rRNA 

prokariotik (Gambar 1) yang merupakan salah satu komponen dasar dari semua sel 

eukariotik. Gen ini terdiri dari daerah konservatif dan hiepervariabel, yaitu memiliki 

sembilan wilayah hipervariabel (V1-V9). Subunit ribosom kecil ini merupakan 

penanda penting untuk PCR target acak dalam skrining keanekaragaman dan sering 

digunakan dalam studi filogenetik (Banos et al., 2018).  

Selain 18S rRNA, ITS juga merupakan penanda lain yang sering digunakan dalam 

studi filogenetik, urutan DNA ribosom inti pada 500-700 pasang basa (bp). Daerah 

ITS dipisahkan menjadi ITS 1 (antara 18S dan 5.8S) dan ITS2 (antara 5.8S dan 28S). 



45 
*Margareta, A./ Jurnal Medical Laboratory Vol 1. No. 2 (2023) 41-57 

WAWASAN BIOINFORMATIKA NEXT GENERATION SEQUENCING DALAM SAMPEL 
METAGENOMIK MIKOBIOMA USUS   

ITS1 dan ITS2 telah ditemukan sebagai penanda yang paling cocok untuk analisis 

filogenetik fungi karena urutannya yang bervariasi, primer yang dilestarikan, dan 

sifat multikopi. Penanda ITS biasanya paling berguna untuk sistematika molekuler 

pada tingkat spesies, dibandingkan wilayah rDNA lainnya seperti sub unit kecil (SSU) 

dan sub unit besar (LSU) rDNA karena tingkat variasinya yang tinggi (Hoggard et al., 

2018).  

 
Gambar 1. Struktural subunit ribosom prokariotik 70S (A) dan ribosom eukariotik 80S (B) 

 

Dibandingkan dengan pengurutan ITS, salah satu keuntungan pengurutan 18S 

rRNA adalah memungkinkan penyelarasan sekuens DNA lintas taksa. Pengurutan ITS 

tidak dapat melakukannya karena kurangnya referensi sekuens nukleotida atau 

database sekuen ITS. Namun, 18S rRNA juga memiliki kelemahan untuk analisis pada 

tingkat keragaman spesies. Hal ini karena sekuensing 18S rRNA hanya dapat 

memberikan informasi mengenai tingkat taksonomi. Sedangkan pengurutan ITS 

dapat memberikan informasi tingkat lebih rendah pada tingkat spesies dan 

subspesies karena terdapat lebih banyak variasi di wilayah ITS1 dan ITS2 daripada 

wilayah 18S rRNA (Ghosh et al., 2018).  

3.2 Sekuensing Shotgun Metagenomik 

Sekuensing shotgun metagenomik dapat mengatasi keterbatasan dari 

sekuensing berdasarkan penanda gen. Prinsip sekuensing berbasis penanda, hanya 

menargetkan wilayah dari suatu gen. Sedangkan shotgun metagenomik melakukan 

sekuensing secara acak untuk mendeteksi semua fragmen DNA atau semua 

metagenom sampel yang terukur tanpa menggunakan primer DNA spesifik di dalam 

sekali proses. Beberapa dari bacaan shotgun akan dihasilkan dari wilayah yang 
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informatif secara taksonomi seperti 16S, 18S, dan ITS 1 dan 2. Melalui pembacaan 

pengkodean sekuens DNA, akan mendapatkan wawasan tentang fungsi biologis yang 

dikodekan dalam genom dan juga memberikan wawasan tentang keanekaragaman 

hayati dan fungsi dari komunitas mikroba (Sharpton, 2014).  

Hasil dari analisis data sekuensing shotgun memberikan profil komunitas yang 

lebih terperinci dibandingkan sekuensing berbasis gen penanda karena terdapat 

informasi mengenai komposisi gen pada karakterisasi taksonomi komunitasnya dan 

kapasitas fungsional mikroba dari sampel lingkungan tertentu, misalnya mikrobioma 

usus. Komposisi gen yang diperoleh, digunakan untuk merumuskan pathway 

fungsional yang diduga, misalnya respon terhadap bahan kimia, coenzyme binding 
dan quorum sensing. Namun, pemilihan sekuensing dengan “shotgun” lebih mahal 

dan membutuhkan waktu yang lebih lama dari pada analisis metagenomik 

berdasarkan penanda gen. Oleh karena itu, pemilihan teknik sekuensing sangat perlu 

untuk diperhatikan. Apabila hanya ingin menganalisa sampel lingkungan, untuk 

mengetahui keragaman pada tingkat spesies, maka pemilihan sekuensing berbasis 

penanda gen sudah cukup. Namun, untuk mendeteksi organisme dari semua domain 

kehidupan, sekuensing shotgun metagenomik merupakan teknik yang paling efektif 

dan komprehensif untuk mendapatkan data struktural dan fungsional (Ghosh et al., 
2018; Sharpton, 2014). Analisis metagenomik dengan dengan teknik sekuensing 

shotgun diterapkan untuk mempelajari perubahan fungsional mikrobioma usus pada 

berbagai penyakit, seperti penyakit radang usus (Franzosa et al., 2019), sindrom 

iritasi usus (Mei et al., 2021), penyakit hati terkait alcohol (Gao et al., 2020), penyakit 

hati berlemak nonalcohol (Loomba et al., 2017), dan tuberculosis (Hu et al., 2019). 

3.3 Alat Bioinformatika untuk Analisis Marker -Gene Metagenomics 

Software bioinformatika secara terus-menerus dikembangkan untuk dapat 

menganalisis metagenomik berdasarkan penanda gen. Analisis secara umum, terdiri 

dari tiga langkah, antara lain pra-pemrosesan data dan kontrol kualitas, penetapan 

taksonomi, karakterisasi komunitas dan visualisasi dengan analisis statistik. Pra-

pemrosesan pembacaan data mentah sekuens yang dikonversi ke data keluaran 

berkualitas tinggi sangat penting dan harus dilakukan dengan hati-hati karena 

terdapat sekuens bias yang harus dikurangi tetapi penyaringan sekuens dapat 
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menyebabkan OTU tertentu menjadi berkurang (Soverini et al., 2019b). Pipeline yang 

digunakan untuk amplikon ITS dan 18S rRNA mirip dengan pipeline 16S rRNA. 

Perbedaan terdapat pada pemrosesan data dan strategi pengelompokan sekuen, 

tercermin dalam kecepatan eksekusi yang berbeda dan interpretasi amplikon yang 

dihasilkan. Selain itu menggunakan basis data yang berbeda, seperti basis data untuk 

ITS adalah UNITE (Nilsson, Larsson, et al., 2019), sedangkan 18S rRNA adalah 

pangkalan data SILVA (Kataoka & Kondo, 2019).  

Anotasi taksonomi adalah langkah kunci dalam pipeline analisis data sekuensing 

berbasis penanda gen 18S rRNA dan ITS. Penetapan taksonomi didalam analisis data 

ITS dan 18S rRNA memiliki kemiripan pipeline dengan data sekuensing 16S rRNA. 

Terdapat paket software yang dapat digunakan untuk bakteri (16S rRNA) dan fungi 

(18S rRNA dan ITS), antara lain QIIME (Bolyen et al., 2019), LotuS 2 (Özkurt et al., 
2022), MICCA (Albanese et al., 2015), dan PEMA (Zafeiropoulos et al., 2020). Selain 

itu, terdapat beberapa paket software yang dirancang hanya untuk data ITS, seperti 

DAnIEL, ITScan (Ferro et al., 2014), ITSx (Bengtsson-Palme et al., 2013), dan 

ITSxpress (Rivers et al., 2018). Basis data yang umum digunakan untuk analisis fungi 

adalah UNITE (Nilsson, Larsson, et al., 2019b), ITSoneDB (Santamaria et al., 2018) 

dan EukRef (del Campo et al., 2018).  

Pada pemilihan dan penetapan analisis OTU, ada dua strategi berbeda, yaitu 

analisis berbasis unit taksonomi operasional (OTU) dan analisis berbasis varian 

urutan amplikon (ASV). OTU ditentukan oleh kesamaan urutan sekuens nukleotida. 

Bacaan dianggap sebagai OTU yang sama ketika kesamaan sekuens mencapai ambang 

kesamaan yang telah ditentukan, paling sering 97%. Umumnya, analisis berbasis OTU 

pertama mengelompokkan urutan ke dalam OTU yang berbeda dan kemudian 

memproses penetapan taksonomi. Banyak metode berbasis OTU yang telah 

dikembangkan, seperti UCLUST (Edgar, 2010)di dalam QIIME sebagai pipeline 

utamanya, UPARSE (Edgar, 2013), CD-HIT pada paket software LotuS2 (W. Li & 

Godzik, 2006), hc-OTU (Park et al., 2018), dan PIPITS pada software DAnIEL (Gweon 

et al., 2015).  
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Analisis ASV dapat memberikan keuntungan yang signifikan untuk identifikasi 

mikroba yang lebih tepat. Selain itu, dapat memberikan gambaran yang lebih rinci 

tentang keragaman dalam suatu sampel. Hal ini karena analisis berbasis ASV 

menggunakan pendekatan denoising untuk menyimpulkan sekuens biologis dalam 

sampel sebelum pengenalan amplifikasi dan mengurangi kesalahan pembacaan 

sekuen, yang memungkinkan untuk menyelesaikan sekuens yang berbeda hanya 

dengan satu nukleotida. Oleh karena itu, analisis berbasis ASV mampu memberikan 

hasil taksonomi beresolusi lebih tinggi. Beberapa metode berbasis ASV telah 

dikembangkan, termasuk DADA2 (Callahan et al., 2016), UNOISE 2 (Edgar, n.d.), dan 

Deblur (Amir et al., 2017).  

Alur kerja analisis marker – gene metagenomics diperlihatkan pada Gambar 2 

yang menggunakan QIIME sebagai pipeline utamanya. QIIME merupakan software 
yang terus melakukan pengembangan rutin untuk memudahkan dalam analisis 

sampel metagenomik. Pengecekan sekuen merupakan langkah pertama yang 

dilakukan, sebelum diproses pada software QIIME. Pengecekan data mentah sekuens 

dalam format FASTQ menggunakan FastQC. Kemudian output dari FastQC 

dikompilasi menggunakan MultiQC agar dapat lebih mudah untuk dianalisis (Ewels 

et al., 2017.). Apabila terdapat bagian sekuen dengan nilai rerata phred score di 

bawah 20, maka akan dilakukan pemotongan (trimming) di bagian tersebut.  

 
Gambar 2. Alur kerja bioinformatika menggunakan QIIME 2 sebagai pipeline utama. Pre-

processing ditunjukkan dengan garis putus-putus, sedangkan processing ditunjukkan dengan 
garis tegas. 

 

Sebelum memproses data ke QIIME2, maka file FASTQ terlebih dahulu diimpor 

ke format QZA agar dapat dianalisis menggunakan QIIME2 (Bolyen et al., 2019). 
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ITSxpress yang diasosiasikan dengan QIIME2 dirancang untuk memotong fragmen 

sekuen yang memiliki kualitas buruk sehingga dapat membantu klasifikasi taksonomi 

yang lebih akurat (Rivers et al., 2018). Setelah dilakukan trimming, dilakukan proses 

penyaringan dan denoising melalui plugin DADA2 dalam QIIME2, dengan parameter 

yang disesuaikan kualitas sekuen. Hasil dari tahapan ini adalah sekuen representatif 

dan tabel fitur (Callahan et al., 2016). Sekuen representative dianalisis menggunakan 

Scikit-learn (Pedregosa et al., 2011) dalam QIIME2 untuk menentukan anotasi 

taksonomi. Acuan taksonomi yang digunakan adalah basis data UNITE. Hasil dari 

proses ini adalah tabel taksonomi. Selain anotasi taksonomi, penyelarasan sekuen 

juga dilakukan pada sekuen representatif menggunakan MAFFT dalam QIIME2, 

dengan output berupa berkas tree berformat Newick (Rozewicki et al., 2019). 

Data sekuen representatif, tabel fitur, tabel taksonomi dan tree digunakan pada 

plugin taxa bar plot dalam QIIME2 untuk analisis kelimpahan relatif, dan dimodifikasi 

dengan program R untuk membantu analisis statistik (Brennan, 2017.). Sedangkan 

Genepiper (Tong & Chan, 2020)digunakan untuk analisis dan visualisasi kurva 

rarefaksi, diversitas alfa, diversitas beta, diagram venn ASV, pohon filogenetik dan 

taxonomical Heatmap. Selain itu, data sekuen representatif dan tabel fitur juga 

digunakan sebagai masukan pada software FUNGIpath untuk proses analisis prediksi 

fungsional. Analisis perediksi dilakukan untuk perbandingan metabolisme dalam 

spesies berdasarkan kelompok protein ortologis dalam genom fungi (Grossetête et 
al., 2010). Grup ortologi dianotasi dengan pipeline MaRiO berdasarkan data Swiss-

Prot dan MetaCyc (Pereira et al., 2014). Sedangkan, data tabel fitur dan tabel 

taksonomi dianalisis berdasarkan Teori Matriks Acak (RMT) untuk menggambarkan 

network dan memberikan output berupa visualisasi analisis co-occurrence network 
(Deng et al., 2012). Oleh kerena itu, dapat diketahui dominansi keystone taxa pada 

jaringan taksa tersebut, yang divisualisasikan dengan software Gephi (Bastian et al., 
2009).  

3.4 Alat Bioinformatika untuk Analisis Shotgun Metagenomics 

Sekuensing berdasarkan amplikon atau marker-gene metagenomics digunakan 

untuk mengkarakterisasi diversitas mikroorganisme yang seringkali hanya 
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menargetkan satu gen. Hasil dari pengurutan ini, menyediakan informasi berupa 

komposisi keragaman mikroba tanpa fungsi biologis dari taksa terkait. Sedangkan 

metode sekuensing shotgun mampu melakukan pembacaan secara acak seluruh 

metagenom tanpa primer spesifik setelah DNA difragmentasi, yang mengurangi bias 

dari pilihan primer. Oleh karena itu, sekuensing metagenomik shotgun menyediakan 

analisis yang lebih terperinci karena dapat memberikan informasi tentang komposisi 

gen dan kapasitas fungsional mikrobioma usus. Namun, metode ini membutuhkan 

biaya yang lebih mahal dibandingkan dengan analisis metagenomik berdasarkan gen 

yang ditargetkan (Quince et al., 2017).  

Metode shotgun metagenomik telah digunakan untuk analisis diversitas 

metabolisme (L. Li et al., 2022; Sarah R Carrino-Kyke et al., 2013), investigasi 

outbreak patogen, deteksi biomarker (Anders B Dohlman et al., 2022), dan analisis 

mikrobiom usus (Salamon et al., 2021). Alur kerja analisis metagenomik shotgun 

secara umum ditampilkan pada gambar 3. Alur kerja dapat diringkas sebagai berikut: 

pengumpulan dan penyimpanan sampel fungi usus, ekstraksi asam nukleat, 

persiapan perpustakaan metagenomik, kontrol kualitas, dan analisis data. Kontrol 

kualitas adalah langkah pertama dalam proses pipeline bioinformatik. FASTQC 

merupakan software yang digunakan untuk evaluasi sekuens DNA. Informasi yang 

didapat dari FASTQC meliputi kualitas per basa nukleotida, kualitas per sekuen, 

konten basa nitrogen, konten GC, konten basa N, distribusi panjang sekuen, tingkat 

duplikasi sekuen, overrepresented sequence, dan konten adaptor (Andrews, 2010). 

Hasil dari kontrol kualitas ini melibatkan berbagai alat seperti MultiQC (Ewels et al., 
2016), Trimmomatic, Ktrim, dan Cutadapt untuk analisis lebih lanjut dan visualisasi 

yang lebih baik (Gao et al., 2021).  

Bacaan berkualitas tinggi dari metagenomik shotgun dapat dikategorikan 

menjadi dua pendekatan, yaitu read-based analysis dan assembly based analysis. 

Pendekatan berbasis read-based analysis mengidentifikasi sekuensing taksonomi 

bacaan dan profil fungsional melalui pemetaan bacaan ke genom referensi mikroba 

yang diketahui atau mencari database keluarga protein yang dikarakterisasi oleh 

software, seperti Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), DIAMOND, dan BBMap 

(Quince et al., 2017). Pemetaan sekuen oleh DIAMOND misalnya, diproses dengan 
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prinsip alignment untuk analisis taksonomi dan fungsional dengan MEGAN6-LR. 

Adapun database untuk anotasi taksonomi dan fungsional, dapat menggunakan 

Kyoto Encyclopedia of gene and genomes (KEGG) (Kanehisa & Goto, 2000), anotasi 

keluarga protein (PFAM) (Mi et al., 2019), ontologi gen (GO), cluster of orthologous 
groups (COG), genealogi evolusi gen: Non-supervised Orthologous Groups (eggNOG) 

dan UniProt Reference Clusters (UniRef) (Gao et al., 2020, 2021). 

 
Gambar 3. Gambaran umum alur kerja analisis taksonomi dan fungsional mikrobiom usus 

 

Pendekatan berbasis assembly digunakan untuk mendapatkan contig yang 

kemudian digunakan untuk anotasi. Prinsipnya adalah dengan merekonstruksi 

banyak genom untuk mengumpulkan bacaan pendek ke dalam contigs, yang 

memungkinkan penyelarasan beberapa urutan bacaan relatif terhadap urutan 

konsensus, dan kemudian mengelompokkan contigs (Peng et al., 2011). Proses ini 

dapat menggunakan software Meta-IDBA, IDBA-UD, MetaVelvet (Namiki et al., 2012) 

dan MegaHit (Liu et al., 2014), dan lain-lain. Final contigs yang diperoleh dari 

software ini, digunakan untuk evaluasi hasil contigs, alignment, dan prediksi gen. 

Final contigs kemudian dievaluasi dengan MetaQUAST dan BBMap untuk 

mendapatkan jumlah contigs dari panjang basa tertentu sehingga didapatkan output 

anotasi. Proses anotasi dapat dilakukan dengan MEGAN6-LR, yang kemudian dapat 
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dimodifikasi dan divisualisasi berdasarkan analisis statistik dari tujuan penelitian 

dengan menggunakan STAMP (Parks et al., 2014)dan R (Sylvia Tippmann, 2015). 

Pada jurnal review ini memberikan informasi tentang wawasan bioinformatik 

untuk mempelajari komunitas mikroba, khususnya analisis metagenomik fungi. 

Analisis metagenomik fungi berdasarkan amplikon atau marker gene dan shotgun 
memudahkan peneliti dalam mempelajari taksonomi dan fungsional mikroba. Selain 

itu, juga dapat memprediksi gen atau protein tertentu yang berperan di dalam 

pathway tertentu sehingga dapat berguna untuk mempelajari penyakit tertentu. 

Saran untuk penelitian selanjutnya adalah menganalisa perbedaan software 
bioinformatik pada pipeline analisis metagenomik fungi. 
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