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RINGKASAN

GHINA ATHYAH WAHID. Prevalensi Kolonisasi Streptococcus pneumoniae dan
Pengaruhnya Terhadap Keragaman Mikrobiota pada Nasofaring Anak-Anak.
Dibimbing oleh I MADE ARTIKA, RAHADIAN PRATAMA, dan DODI
SAFARI.

Penyakit pneumokokus invasif seperti pneumonia, bakteremia, dan sepsis
disebabkan oleh Streptococcus pneumoniae. S. pneumoniae merupakan salah satu
bakteri patogen yang berkolonisasi di saluran nasofaring. Kehadiran bakteri ini
dapat mempengaruhi keseimbangan mikrobiota dan menekan komunitas bakteri
komensal lainnya di nasofaring. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
Keragaman mikrobiota nasofaring pada anak-anak di Indonesia. Pada penelitian ini,
sebanyak 290 spesimen swab nasofaring dikumpulkan dari kelompok anak-anak
usia kurang dari lima tahun dari Kecamatan Alas, Sumbawa, Nusa Tenggara Barat.
Prevalensi S. pneumoniae ditentukan dengan kultur bakteri dan keanekaragaman
mikrobiota ditentukan dengan sekuensing fragmen gen 16S rRNA dari spesimen
swab nasofaring menggunakan platform Oxford Nanopore Technologies.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa, prevalensi kolonisasi S. pneumoniae
sebesar 50,7% (147/290). Prevalensi pembawa (carriage) tertinggi ditemukan pada
kelompok usia 13-24 bulan (62,7%), kelompok etnis Suku Bajo (56,7%), sementara
Suku Sasak (46,6%), serta rumah tangga dengan jumlah anggota rumah tangga > 7
(53,8%). Berdasarkan analisis keanekaragaman alfa, nilai richness spesimen
berkisar antara 26-471, indeks keanekaragaman Shannon antara 0,32-3,4 dan in-
deks Simpson (D) antara 0,09-0,93. Nilai median richness tertinggi ditemukan pada
kelompok spesimen dengan kelimpahan bakteri rendah (n = 17), yaitu sebesar
147,00. Sebaliknya, kelompok spesimen dengan kelimpahan bakteri tinggi (n = 18)
menunjukkan nilai median richness terendah, yaitu sebesar 86,00. Indeks Shannon
tertinggi ditemukan pada kelompok kelimpahan sedang sebesar 3,00 (n=18), se-
mentara nilai median terendah sebesar 1,23 pada kelompok kelimpahan tinggi.
Nilai median indeks Simpson (D) tertinggi berada pada kelompok kelimpahan se-
dang (0,90) dan nilai terendah berada pada kelompok kelimpahan tinggi (0,54).

Analisis profil mikrobiota sekuensing gen 16S rRNA menunjukkan bahwa
kelompok dengan kelimpahan S. preumoniae tinggi (>25%) didominasi oleh bak-
teri S. pneumoniae. Hal ini mengindikasikan terjadinya penekanan terhadap bakteri
komensal di nasofaring. Sementara itu, kelompok dengan kelimpahan sedang (5-
25%) menunjukkan struktur komunitas bakteri yang lebih beragam dengan kemer-
ataan yang tinggi. Sebaliknya, kelompok dengan kelimpahan rendah (<5%) mem-
iliki profil mikrobiota yang beragam. Penelitian ini menyimpulkan bahwa tingginya
kolonisasi S. pneumoniae berasosiasi dengan penurunan keanekaragaman serta pe-
rubahan struktur komunitas mikrobiota nasofaring pada anak-anak.

Kata kunci: Mikrobiota nasofaring, Streptococcus pneumoniae, 16S tRNA
sekuensing



SUMMARY

GHINA ATHYAH WAHID. Prevalence of Streptococcus pneumoniae Coloniza-
tion and Its Effect on Microbiota Diversity in Children's Nasopharynx. Supervised
by l MADE ARTIKA, RAHADIAN PRATAMA, and DODI SAFARI.

Invasive pneumococcal diseases such as pneumonia, bacteremia, and sepsis
are caused by Streptococcus pneumoniae. S. pneumoniae is one of the pathogenic
bacteria that colonizes in the nasopharyngeal tract. The presence of these bacteria
can affect the balance of the microbiota and suppress other commensal bacterial
communities in the nasopharynx. This study aims to analyze the diversity of naso-
pharyngeal microbiota in children in Indonesia. In this study, as many as 290 naso-
pharyngeal swab specimens were collected from a group of children under five
years old from Alas District, Sumbawa, West Nusa Tenggara. The prevalence of S.
pneumoniae was determined by bacterial culture, and microbiota diversity was de-
termined by sequencing of 16S rRNA gene fragments from nasopharyngeal swab
specimens using the Oxford Nanopore Technologies platform.

The results showed that the prevalence of S. pneumoniae colonization was
50,7% (147/290). The highest prevalence of carriers (carriages) was found in the
age group of 13-24 months (62,7%), the Bajo ethnic group (56,7%), while the Sasak
tribe (46,6%), and households with a number of household members > 7 (53,8%).
Based on the alpha diversity analysis, the richness value of the specimens ranged
from 26-471, the Shannon diversity index between 0,32-3,4 and the Simpson index
(D) between 0,09-0,93. The highest median richness value was found in the group
of specimens with low bacterial abundance (n = 17), which was 147,00. In contrast,
the group of specimens with high bacterial abundance (n = 18) showed the lowest
median richness value, which was 86,00. The highest Shannon index was found in
the moderate abundance group of 3,00 (n=18), while the lowest median value was
1,23 in the high abundance group. The median value of the Simpson index (D) was
highest in the medium abundance group (0,90) and the lowest value was in the high
abundance group (0,54).

Microbiota profile analysis of 16S rRNA gene sequencing showed that the
group with high abundance of S. pneumoniae (>25%) was dominated by S. pneu-
moniae bacteria. This indicates an emphasis on commensal bacteria in the naso-
pharynx. Meanwhile, the group with moderate abundance (5-25%) showed a more
diverse bacterial community structure with high evenness. In contrast, the group
with low abundance (<5%) had a diverse microbiota profile. This study concluded
that high colonization of S. pneumoniae is associated with a decrease in diversity
and changes in the structure of the nasopharyngeal microbiota community in chil-
dren.

Keywords: Nasopharyngeal microbiota, Streptococcus pneumoniae, 16S rRNA
sequencing
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I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae atau pneumokokus) dapat
menyebabkan penyakit pneumokokus invasif seperti pneumonia, bakteremia, dan
sepsis (Izurieta et al. 2018; Mackenzie et al. 2021). Infeksi S. pneumoniae juga
dapat menyebabkan infeksi noninvasif seperti otitis media dan sinusitis (Passaris et
al. 2024). World Health Organization (WHO) (2017) menetapkan S. preumoniae
sebagai salah satu patogen prioritas global, mengingat tingginya angka kejadian in-
feksi pada anak-anak serta meningkatnya resistensi bakteri ini terhadap penisilin
dan antibiotik lainnya. Menurut Daningrat et al. (2022), prevalensi kolonisasi S.
pneumoniae sebesar 36% di Asia Tenggara selama 2001-2019 berdasarkan hasil
studi meta analisis kolonisasi S. pneumoniae bervariasi antarwilayah. Menurut Sa-
fari et al. (2024), kolonisasi S. pneumoniae pada anak-anak sebesar 30,9% di
Gunungkidul dan 87,6% di Sumba Barat Daya. Sementara itu, di Lombok, Nusa
Tenggara Barat, prevalensi kolonisasi S. pneumoniae adalah 46% dengan serotipe
yang paling umum ditemukan adalah 6A/B, 19F, 23F, 15B/C, 19A, dan 14 (Had-
inegoro et al. 2016).

S. pneumoniae merupakan bakteri diplokokus Gram-positif yang memiliki
lebih dari 100 serotipe yang diklasifikasikan berdasarkan variasi struktur kapsul
polisakarida (Sari et al. 2024). Kurang dari tiga puluh serotipe diketahui
menyebabkan kasus penyakit pneumokokus invasif. Ini terutama terjadi pada anak-
anak, orang tua, dan populasi yang berisiko tinggi lainnya. Beberapa serotipe yang
terkait termasuk 3, 6A, 11A, 15A, 19F, dan 31 (Berical et al. 2016; Darkwabh et al.
2025). S. pneumoniae dapat berkolonisasi di nasofaring secara bersamaan dengan
komunitas bakteri lain yang merupakan bakteri patogen seperti Staphylococcus
aureus, Moraxella catarrhalis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus dysgalactiae dan Haemophilus influenzae tipe B (Hib),
maupun bakteri komensal seperti Corynebacterium sp., Prevotella sp., dan
Dolosigranulum sp. (Henriques-Normark dan Normark 2010; de Steenhuijsen Pi-
ters et al. 2015).

Interaksi antara bakteri di nasofaring membantu menjaga stabilitas ekosistem
mikrobiota. Ketidakseimbangan komunitas dapat mengurangi keanekaragaman,
memicu disbiosis, meningkatkan risiko kolonisasi patogen (de Steenhuijsen Piters
et al. 2016), serta meningkatkan kerentanan terhadap infeksi saluran pernapasan
akibat bakteri maupun virus, terutama pada populasi anak-anak (Yu et al. 2025).
Ketika keseimbangan mikrobiota terganggu, kondisi tersebut dapat menjadi
peluang bagi S. pneumoniae untuk mendominasi kolonisasi di nasofaring pada
kelompok anak-anak. Maka perlu pemahaman lebih lanjut mengenai perubahan
pola mikrobiota saat terjadi kolonisasi S. pneumoniae dan mengetahui bagaimana
interaksi dan kolonisasi bersaing di dalam ekosistem mikroba yang kompleks.

Analisis mikrobiota dengan menggunakan gen 16S ribosom (16S rRNA)
merupakan salah satu metode terbaik untuk karakterisasi keanekaragaman
komunitas dan pola mikrobiota (Szoboszlay et al. 2023). Gen 16S rRNA dapat
digunakan untuk mendeteksi bakteri dalam berbagai kondisi fisiologis, termasuk
pada kondisi viable but non-culturable, mengalami tekanan lingkungan, atau
memiliki kebutuhan nutrisi khusus sehingga tidak dapat tumbuh pada media kultur
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standar, serta memberikan gambaran komprehensif mengenai keanekaragaman dan
struktur komunitas mikrobiota (Boers et al. 2019). Menurut Ding et al. (2020),
1dentifikasi mikrobiota menggunakan 16S rRNA dengan spesimen swab nasofaring
menghasilkan kesesuaian tingkat genus dan spesies masing-masing sebesar 96%
dan 87,5% (Hyblova et al. 2023).

1.2 Rumusan Masalah

Kolonisasi bakteri di nasofaring bersifat dinamis. Tingkat rasio kolonisasi S.
pneumoniae yang tinggi di nasofaring diduga berkaitan dengan penurunan
keanekaragaman mikrobiota dan terjadinya disbiosis, yang dapat meningkatkan
risiko infeksi saluran pernapasan. Rumusan masalah dalam penelitian ini sebagai
berikut:

1  Apakah terdapat perbedaan keanekaragaman mikrobiota nasofaring
berdasarkan tingkat rasio kolonisasi S. pneumoniae pada anak-anak di bawah
usia lima tahun?

2 Bagaimana hubungan faktor-faktor risiko kolonisasi S. pneumoniae dengan
keragaman mikrobiota di nasofaring?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan:

I  Melakukan analisis keragaman mikrobiota nasofaring berdasarkan rasio
kolonisasi S. pneumoniae pada anak-anak di bawah usia lima tahun.

2  Melakukan analisis hubungan faktor-faktor risiko kolonisasi S. pneumoniae
dengan keragaman mikrobiota di nasofaring.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan data ilmiah mengenai profil dan
keanekaragaman mikrobiota nasofaring serta pola kolonisasi S. pneumoniae pada
anak usia dibawah lima tahun pada etnis Bajo dan Sasak di Sumbawa, NTB. Serta,
diharapkan data ini dapat menjadi dasar epidemiologi molekuler yang selama ini
masih terbatas ketersediaannya pada populasi tersebut.

1.5 Hipotesis

I  Tingkat kolonisasi S. pneumoniae di nasofaring berpengaruh terhadap
perubahan komposisi dan pola komunitas mikrobiota nasofaring

2 Mikrobiota nasofaring pada anak usia di bawah lima tahun memiliki keragaman
yang berbeda berdasarkan karakteristik faktor-faktor risiko kolonisasi S.
phneumoniae

1.6 Kebaruan (novelty)

Kebaruan penelitian ini terletak pada analisis komparatif profil dan diversitas
mikrobiota nasofaring anak sehat di bawah usia lima tahun dari dua kelompok etnis
spesifik, yaitu suku Bajo dan Sasak di Sumbawa, Nusa Tenggara Barat, yang
sckaligus menjadi data rujukan awal mikrobiota nasofaring anak di Indonesia.
Penelitian ini mengkaji implikasi tingkat kolonisasi S. pneumoniae terhadap
fenomena disbiosis saluran pernapasan atas pada populasi dengan karakteristik
lingkungan dan pola hidup yang khas. Pemahaman mengenai ekologi mikroba



nasofaring pada komunitas tersebut diperoleh melalui pendekatan kombinasi
metode kultur bakteri konvensional dan sekuensing gen 16S rRNA full-length

berbasis Oxford Nanopore Technologies (ONT), yang memungkinkan resolusi
taksonomi yang lebih tinggi dibandingkan dengan sekuensing generasi sebelumnya.
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II TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mikrobiota Nasofaring

Nasofaring merupakan bagian dari saluran pernapasan atas yang berfungsi
sebagai jalur utama masuknya udara ke dalam tubuh. Struktur mukosa yang
mengandung jaringan limfoid berperan dalam pertahanan imun lokal melalui
Common Mucosal Immune System (CMIS), yang mampu memicu respons imun
serta membentuk memori imunologis (Kehagia et al. 2023). CMIS telah
berkembang secara fungsional sebelum kelahiran anak, namun memerlukan
aktivasi pascakelahiran melalui stimulasi awal oleh kolonisasi mikroba (Gleeson
dan Cripps 2004).

Mikrobiota merupakan komunitas ekologis pada suatu lokasi tertentu yang
mencerminkan komposisi serta kelimpahan bakteri dan mikroorganisme lain,
termasuk virus, jamur, dan eukariot uniseluler seperti protozoa (Marchesi and
Ravel 2015). Mikroorganisme saling berinteraksi dalam menjaga keseimbangan
ekosistem (Moénne-Loccoz ef al. 2014). Sementara itu, komposisi mikrobiota pada
manusia terutama di nasofaring lebih stabil pada dua belas bulan pertama setelah
lahir dan berkorelasi dengan penambahan berat badan yang cepat (Lluansi et al.
2025).

Bakteri pada awal kelahiran anak umumnya didominasi oleh,
Staphylococcus sp, Corynebacterium sp, Dolosigranulum sp, Moraxella sp,
Neisseria sp, dan Prevotella spp (Bosch et al. 2017; Febriani et al. 2020).
Sedangkan pada bayi dengan kelahiran sesar, umumnya bakteri yang ditemukan di
nasofaring C. pseudodiphtheriticum, C. propinquum, D. pigrum, M. catarrhalis,
M.nonliquefaciens, S. pneumoniae, dan H. influenzae (Bosch et al. 2016).
Terbentuknya flora normal yang stabil dipengaruhi oleh penanganan dan pemberian
makan pada bayi selama 2 hari pertama pascakelahiran. Selain itu, kondisi ini
dipengaruhi juga oleh beberapa kondisi misalnya, operasi sesar, antibiotik perinatal,
dan pemberian susu formula, yang mengakibatkan peningkatan risiko penyakit
metabolik dan imun (Sunarti 2022).

Bayi yang lahir melalui persalinan pervaginam menunjukkan kelimpahan
jangka panjang bakteri Corynebacterium sp. dan Dolosigranulum sp. yang lebih
tinggi, kemudian diikuti oleh Moraxella (Bosch et al. 2016; Lluansi et al. 2025)
sementara itu, bayi yang lahir melalui operasi sesar menunjukkan keterlambatan
dalam peningkatan kelimpahan mikrobiota secara keseluruhan. Ditandai dengan
keterlambatan munculnya bakteri Corynebacterium sp. dan Dolosigranulum sp.
serta dominasi yang berlangsung lebih lama pada genus Actinomyces,
Granulicatella, Neisseria, Prevotella, dan Moraxella (Bosch et al. 2016, 2017).
Corynebacterium dan Dolosigranulum berasosiasi dengan pemberian ASI dan
secara umum dilaporkan sebagai bakteri komensal yang berkaitan dengan kondisi
kesehatan yang baik, sedangkan bayi yang mendapatkan susu formula cenderung
menunjukkan peningkatan kolonisasi Actinomyces, Gemella, Granulicatella,
Prevotella, Rothia, Streptococcus, Staphylococcus, dan Veillonella (Bosch et al.
2016, 2017). Pada anak usia 18 bulan, genus dominan yang dilaporkan pada
mikrobiota nasofaring yaitu  Moraxella, Haemophilus, Streptococcus,
Flavobacteria, Dolosigranulum, Corynebacterium dan Neisseria (Bogaert et al.
2011).
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Bakteri S. pneumoniae, S. dysgalactiae (Pneumococcus group C), H.
influenzae, M. catarrhalis, dan S. aureus dianggap sebagai pathobiont yang
umumnya berkolonisasi di nasofaring secara asimtomatik, tetapi dapat bertindak
sebagai patogen oportunistik dan menyebabkan infeksi invasif ketika terjadi
gangguan pada sistem imun atau lingkungan host (Kelly et al. 2025; Mihaela et al.
2021). Dominasi dari kolonisasi S. pneumoniae bersama patogen lain di nasofaring
seperti, H. influenzae dan M. catarrhalis, dikaitkan dengan risiko penyakit invasif
(Yu et al. 2025). Sementara itu, beberapa penelitian secara konsisten melaporkan
bahwa peningkatan kolonisasi S. pneumoniae berkorelasi dengan penurunan
kelimpahan S. aureus pada anak-anak, dan sebaliknya (Kelly et al. 2025).

Menghilangnya keanekaragaman mikrobiota akibat dominasi bakteri tertentu,
menyebabkan ketidakseimbangan mikrobiota atau disbiosis (Helal dan Bari 2025).
Disbiosis terjadi akibat berkurangnya penghambatan bakteri patogen kompetitif
yang menghasilkan zat antimikroba, sehingga terganggu interaksi dan proliferasi
bakteri komensal. Bakteri patogen, seperti S. pneumoniae, M. catarrhalis, dan S.
aureus (Flynn dan Dooley 2021), umumnya mengganggu sistem kekebalan
mukosa, mengakibatkan infeksi dan patogenesis. Kehadiran serotipe tertentu dari
S. pneumoniae telah dilaporkan meningkatkan disbiosis atau menyebabkan
hilangnya keanekaragaman sementara (Kang and Kang 2021).

Kondisi disbiosis tersebut erat kaitannya dengan terganggunya simbiosis
antarbakteri komensal yang secara alami menjaga keseimbangan ekosistem
nasofaring. Simbiosis ini berlangsung melalui pertukaran metabolit esensial
(metabolic cross-feeding), di mana asam amino berperan penting sebagai substrat
pertukaran antarspesies. Mikroorganisme yang bersifat autotrof, misalnya,
memerlukan asam amino ekstraseluler untuk dapat bertahan hidup (Mee et al.
2014). Corynebacterium dan Dolosigranulum merupakan bakteri komensal yang
dapat menjaga stabilitas di nasofaring (Pinheiro et al. 2020; Quinn-Bohmann ef al.
2024) dan dikaitkan dengan menurunnya kemungkinan kolonisasi bakteri S.
pneumoniae dan H. influenzae (Cremers et al. 2014; Azevedo et al. 2023).

2.2 Interaksi Mikrobiota Nasofaring

Mikrobiota nasofaring (NP) pada anak balita didominasi oleh komunitas
bakteri yang relatif homogen, dengan genus yang umum ditemukan antara lain
Moraxella sp, Streptococcus sp, Haemophilus sp, Corynebacterium sp, dan
Dolosigranulum sp. (Chonmaitree et al. 2017; Salter et al. 2017). Interaksi antar-
mikroorganisme berlangsung secara mutualistik melalui mekanisme sintrofi (cross-
feeding), yaitu proses saling memanfaatkan produk metabolit untuk mendukung
pertumbuhan dan kelangsungan hidup masing-masing mikroorganisme. Akan
tetapi, apabila terjadi keterbatasan nutrisi atau tumpang tindih relung ekologi (eco-
logical niche), interaksi kompetitif dapat muncul antarbakteri komensal maupun
antara bakteri komensal dan patogen oportunistik (Morris et al. 2013; Kumpitsch
etal. 2019).

Kompetisi mikrobiota berlangsung melalui mekanisme langsung, yaitu
produksi senyawa antimikroba yang menghambat patogen, maupun mekanisme
tidak langsung, yaitu persaingan memperoleh nutrisi dan tempat adhesi pada epitel
mukosa. Pada rongga hidung manusia, bakteri komensal memanfaatkan kedua
mekanisme tersebut untuk menekan kolonisasi patogen oportunistik (Pinheiro et al.
2020). Selain mikrobiota normal, penekanan kolonisasi patogen pada saluran napas



atas (URT) juga didukung oleh pertahanan inang berupa lapisan mukosiliar, peptida
antimikroba (PAM), spesies oksigen reaktif (ROS), dan jaringan limfoid nasofaring
(Kumpitsch et al. 2019).
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Gambar 1 Kompetisi mikrobiota nasofaring (Zimmermann 2023).

Keterangan :
Panah hijau = menunjukkan hubungan atau korelasi positif
Panah merah = menunjukkan hubungan atau korelasi negatif.

Interaksi antagonis antara Corynebacterium sp dan Staphylococcus sp terjadi
melalui mekanisme inhibisi pertumbuhan. Spesies seperti Corynebacterium ac-
colens mampu menghidrolisis triasilgliserol pada sebum kulit untuk melepaskan
asam lemak bebas (free fatty acids/FFA). Akumulasi FFA tersebut selanjutnya ber-
peran sebagai agen toksik yang secara efektif menghambat proliferasi Staphylococ-
cus aureus (Chonmaitree et al. 2017; Xu et al. 2021).

Interaksi antagonis antara Corynebacterium sp dan Streptococcus sp
menghasilkan siderofor yang membatasi ketersediaan zat besi di nasofaring, se-
hingga menciptakan persaingan nutrisi yang merugikan bakteri patogen. Selain me-
lalui kompetisi nutrisi, beberapa spesies Corynebacterium sp juga mampu mengek-
spresikan molekul fosforilkolin (ChoP) yang berperan dalam menekan infeksi oleh
S. pneumoniae. Lebih jauh, Corynebacterium sp turut berkontribusi dalam
mengaktifkan sel-sel myeloid inflamasi sebagai bagian dari imunitas bawaan paru-
paru, yang berfungsi sebagai pertahanan antibakteri terhadap S. pneumoniae di
saluran pernapasan atas (Horn et al. 2022).

Genus Corynebacterium dan Dolosigranulum menunjukkan hubungan sinergis
yang kuat dan frekuensi koeksistensi yang tinggi pada nasofaring anak-anak sehat.
Kombinasi kedua taksa komensal ini merepresentasikan status mikrobioma yang
stabil dengan kelimpahan patogen yang rendah. Secara fungsional, sinergisme ini
berkontribusi dalam membangun lingkungan mikro protektif yang menurunkan ke-
rentanan saluran pernapasan terhadap infeksi viral maupun bakterial sekunder
(Biesbroek et al. 2014; Zimmermann 2023).

Interaksi antara genus Streptococcus sp dan Haemophilus sp menunjukkan pola
dualisme ekologis (mixed-synergy). Meskipun kedua taksa ini saling berkompetisi
dalam memperebutkan ruang dan nutrisi di nasofaring, keduanya kerap ditemukan
berkoeksistensi di dalam struktur matriks biofilm yang sama. Dalam konteks klinis
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seperti manifestasi otitis media akut, interaksi sinergis antara S. pneumoniae dan
Haemophilus influenzae terbukti dapat saling meningkatkan viabilitas serta kelang-
sungan hidup masing-masing taksa terhadap mekanisme respons imun inang (Miz-
gerd 2014; Chonmaitree et al. 2017).

Hubungan sinergis antara genus anaerob Veillonella dan Prevotella dicirikan
oleh adanya hubungan sintrofi (metabolic cross-feeding). Veillonella sp. berperan
penting dalam menggunakan senyawa hasil fermentasi, khususnya laktat, sebagai
sumber karbon spesifik. Aktivitas pemanfaatan metabolit ini menciptakan kondisi
lingkungan mikro yang kondusif, sehingga memicu multiplikasi dan memfasilitasi
kolonisasi komunitas anaerob yang lebih kompleks pada ceruk (niche) nasofaring
(Salter et al. 2017).

Hubungan persaingan (antagonis) antara genus Moraxella dengan bakteri
komensal seperti Corynebacterium dan Dolosigranulum. Dalam proses kolonisasi,
Moraxella mampu menggeser dan mengusir kedua bakteri komensal tersebut dari
niche di saluran pernapasan. Hilangnya Corynebacterium dan Dolosigranulum aki-
bat dominasi Moraxella memicu terbentuknya profil mikrobiota nasofaring yang
berkaitan dengan tingginya kerentanan balita terhadap manifestasi klinis bronkio-
litis serta asma (Biesbroek et al. 2014; Xu et al. 2021).

2.3 Bakteri Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae merupakan bakteri Gram positif berbentuk kokus, bersifat
anaerob fakultatif, dengan kapsul polisakarida yang bersifat nonmortil.
Menghasilkan a-hemolisis dengan zona kehijauan pada media pertumbuhan Blood
Plate Agar (BAP) (Khoeri et al. 2024). S. pneumoniae tumbuh optimal pada 5%
CO>. Morfologi S. pneumoniae berbentuk lancet, berlendir (mucoid) atau non-
mucoid, dan berwarna keabuan, dengan diameter sel berkisar antara 0,5 dan 1,25
um. Pertumbuhan S. pneumoniae cenderung menjadi kurang optimal pada media
padat atau media cair, kecuali pada media yang diperkaya dengan darah atau cairan
jaringan (Oktari et al. 2019).

Menurut Allegrucci and Sauer (2008), serotipe 19 menghasilkan
pertumbuhan koloni pada media BAP non-mucoid, sedangkan serotipe 3
menghasilkan koloni mucoid yang berkaitan dengan produksi kapsul polisakarida
yang lebih tebal dan virulensi yang lebih tinggi. Variasi serotipe pneumokokus
berkaitan dengan ketebalan kapsul dan kemampuan untuk menimbulkan respons
imun hormonal. S. pneumoniae pada serotipe 3 dan serotipe 37 menghasilkan
kapsul yang sangat tebal dan pada serotipe 3 memiliki virulensi yang tinggi pada
manusia dan hewan laboratorium (Paton dan Trappetti 2019). Sedangkan pada S.
pneumoniae non-mucoid, seperti small-colony variants (SCVs), kurang
memproduksi kapsul atau bersifat acapsular. Pada manusia S. pneumoniae
merupakan flora normal yang ditemukan di sistem pernapasan manusia. Bakteri
tersebut dapat berubah menjadi oportunistik dan menyebabkan pneumonia,
sinusitis, otitis, bronkitis, bakteremia, meningitis, peritonitis dan infeksi lain di
sekitar saluran pernapasan (Allegrucci dan Sauer 2007).

Varian strain S. pneumoniae yang sama dapat menunjukkan bentuk koloni
yang berbeda, yang dikaitkan dengan distribusi serotipe. Sampai saat ini, lebih dari
100 serotipe dari bakteri S. pneumoniae yang bervariasi berdasarkan lokus capsular
polysaccharide (CPS) memiliki karakteristik unik serta peran penting dalam
menentukan virulensi dan distribusi pada S. pneumoniae (Li et al. 2021). Struktur
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CPS berhubungan dengan serotipe, yaitu polisakarida yang terdiri dari ikatan
fosfodiester, piruvat, gliserol, fosforil kolin, dan ribitol. Pada beberapa serotipe,
terdapat satu atau lebih glukosa. Lokus CPS yang kompleks memiliki banyak gen
dengan urutan asam amino yang mirip dengan protein yang merujuk pada struktur
CPS reference. Dengan empat gen utama, yaitu cpsABCD atau yang dikenal sebagai
wzg , wzh , wzd , dan wze (Yother 2011). Setiap CPS mengkode glikosiltransferase
vang dikaitkan dengan pengulangan oligosakarida, transporter unit pengulangan
wzx dengan pengikat ATP dan polimerase polisakarida wzy (Paton dan Trappetti
2019).

Selain variasi kapsular, analisis genom S. pneumoniae dapat mengidentifikasi
berbagai gen faktor virulensi yang diekspresikan pada permukaan dinding sel
bakteri. Salah satu faktor virulensi tersebut ialah pneumococcal surface adhesion A
(PsaA) yang diketahui dapat menginduksi respons imun humoral (antibody) dan
merupakan protein lipidik 36 kDa yang menjadi salah satu protein permukaan yang
diekspresikan hampir seluruh serotipe (Sari et al 2020). Serotipe tertentu seperti
6B, 6A, 23F, 19F, 14, 19A, 15B/C, dan 11A. Sering ditemukan pada isolat
nasofaring anak sehat di Denmark dan mirip dengan temuan isolat nasofaring anak
di Asia (Auranen ef al. 2010).

Gambar 2 Isolat Streptococcus pneumoniae pada media agar darah
(Dokumentasi Pribadi)

2.4 Mekanisme Kolonisasi Streptococcus pneumoniae di Nasofaring

Bakteri komensal berperan melindungi nasofaring dari kolonisasi dan invasi
bakteri patogen melalui dua mekanisme utama, yaitu pengaktifan respons imun
yang menghasilkan senyawa antimikroba serta persaingan dalam memperoleh
nutrisi dan tempat adhesi. Kedua mekanisme tersebut berkontribusi dalam menjaga
keseimbangan mikrobiota nasofaring sekaligus meningkatkan kemampuan inang
untuk menahan infeksi pada saluran pernapasan (Khan et al. 2019). Proses
kolonisasi S. pneumoniae di nasofaring berlangsung dengan memanfaatkan faktor
vitulensi yang memungkinkan bakteri menempel dan masuk ke epitel melalui
adhesi serta interaksi dengan reseptor PAF. Selanjutnya, autolysin LytA merusak
lapisan mukosa yang terdegradasi oleh enzim NanA, BgaA, dan StrH. S.
pneumoniae mempertahankan kolonisasi dan menghindari sistem kekebalan
dengan kapsul polisakarida dan protein PspA, CbpA, Eno, Pht, serta PepO yang
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menghambat deposisi komplemen dan menurunkan efektivitas imun mukosa
(Weiser et al. 2018). Kolonisasi terjadi ketika bakteri mampu memasuki lumen
nasofaring, melekat pada sel epitel, memperoleh nutrisi, dan menghindari
mekanisme pertahanan inang, sehingga memungkinkan bakteri patogen
berkembang di dalam tubuh (Siegel dan Weiser 2015).

Kapsul S. pneumoniae memungkinkan proses fagositosis bakteri, sehingga
kapsul dapat menghambat terjadinya opsonisasi bakteri oleh komplemen protein
C3b (Shenoy dan Orihuela 2016). Dominasi sementara atau peningkatan
kelimpahan selama kolonisasi S. preumoniae menyebabkan berkurangnya
keanekaragaman mikrobiota di nasofaring (Ritchie et al. 2017). Sehingga, terjadi
disbiosis yang ditandai dengan tingginya prevalensi famili bakteri Moraxellaceae,
Pasteurellaceae, dan Streptococcaceae. Serta, menurunnya kolonisasi dari bakteri
Staphylococcaceae (Ballarini et al. 2021). Keadaan diperparah oleh penurunan
imunitas tubuh, faktor eksternal, serta alergen. Kondisi tersebut mempercepat
pergeseran peran S. pneumoniae dari mikroorganisme komensal yang berkolonisasi
secara asimtomatik menjadi pathobiont dengan potensi patogenik yang memicu
terjadinya infeksi (Azevedo et al. 2023; Paulo ef al. 2023). Selain itu, variasi
serotipe S. pneumoniae turut mempengaruhi potensi terjadinya penyakit invasif, di
mana serotipe seperti 3, 8 dan 12F dilaporkan lebih sering terkait dengan
manifestasi klinis berat dibandingkan dengan prevalensinya pada individu
pembawa.
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Gambar 3  Mekanisme kolonisasi dan invasi S. pneumoniae pada saluran napas
atas (Weiser et al. 2018).
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2.5 Epidemiologi Pneumokokus

Penyakit pneumokokus invasif diawali oleh kolonisasi S. pneumoniae di
mukosa pada saluran pernapasan atas sebagai sumber utama transmisi, selanjutnya
berkembang melalui aspirasi ke paru, penyebaran lokal, atau bakteremia sehingga
menimbulkan pneumonia, meningitis, dan otitis media (Weiser et al. 2018).
Kolonisasi S. pneumoniae pada anak-anak dapat mencapai 20-40%. Kondisi ini
meningkatkan risiko terjadinya infeksi, terutama pada individu dengan penurunan
kekebalan tubuh, pada usia yang rentan (seperti bayi dan balita), serta pada anak
dengan komorbiditas tertentu (Zubiria-Barrera ef al. 2025).

Distribusi serotipe pada isolat nasofaring menunjukkan variasi antara negara
dan kelompok umur yang berbeda. Menurut hasil penelitian yang dilakukan oleh
Grant et al. (2024) distribusi serotipe S. pneumoniae pada anak-anak di bawah 2
tahun di US meliputi enam serotipe, yaitu 35B (16.6%), 15B (14.6%), 15A (7.5%),
19A (7.5%), 19F (7.5%), dan 3 (7%). Hasil studi yang dilakukan oleh Auranen et
al. (2010) pada anak-anak di Denmark menunjukkan delapan serotipe dominan
yang meliputi 6B, 6A, 23F, 19F, 14, 19A, 15B/C, dan 11A. Delapan serotipe terse-
but menunjukkan kesamaan dengan serotipe yang ditemukan pada isolat nasofaring
anak sehat di Asia.

13-valent Pneumococcal Conjugate Vaccine (PCV13) merupakan vaksin
yang mencakup 66-90% serotipe yang umum ditemukan. Pada kasus otitis media
akut pada anak, serotipe 19F (31%), 3 (16,2%), 19A (10.3%), dan 14 (10%)
merupakan serotipe yang paling sering terdeteksi. Perluasan komposisi serotipe
meningkatkan cakupan proteksi terhadap strain non-vaksin (Sidorenko et al. 2025).
Fenomena peningkatan dan pergantian menjadi serotipe pada populasi
pneumokokus di seluruh dunia diakibatkan infeksi pneumokokus oportunistik
melalui pergantian serotipe (serotype replacement) (Zhou et al. 2022).

Penentuan atau identifikasi S. pneumoniae sangat penting, terutama setelah
implementasi vaksinasi PCV. Secara substansial terjadi penurunan prevalensi
serotipe yang tercakup dalam vaksin, Namun, fenomena penggantian serotipe
(serotype replacement) telah mengurangi efektivitas vaksinasi tersebut, seiring
dengan meningkatnya insiden penyakit yang disebabkan oleh serotipe non-vaksin
(non-vaccine types, NVT) (Cleary et al. 2022). Pergeseran serotipe telah terdeteksi
baik dalam insidensi penyakit maupun dalam kolonisasi nasofaring. Fenomena
serotype replacement merujuk pada perubahan atau pertukaran lokus gen cps yang
mengkodekan kapsul polisakarida spesifik serotipe (Reslan et al. 2021).

2.6 Metode Identifikasi Mikrobiota

Sekuensing 16S rRNA dimulai dengan ekstraksi DNA yang digunakan sebagai
cetakan dalam tahap amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR) (Mudawaroch
et al. 2024). Identifikasi 16S rRNA berdasarkan deteksi perbedaan sekuens
(polimorfisme) di daerah hipervariabel gen 16S rRNA yang terdapat pada semua
bakteri yang terdapat dalam database (Hashimyji e al. 2023). Analisis metagenomik
berbasis 16S rRNA memungkinkan identifikasi spesies berkelimpahan rendah da-
lam satu komunitas mikroba kompleks (Nikodemova et al., 2023). Berbagai alur
kerja dan alat telah dikembangkan untuk memfasilitasi analisis data 16S rRNA,
membuatnya dapat diakses bahkan oleh peneliti dengan keahlian bioinformatika
terbatas (Xu et al. 2016).
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Dalam beberapa tahun terakhir, dua platform yang paling umum digunakan un-
tuk analisis gen 16S rRNA adalah Illumina dan Oxford Nanopore Technology
(ONT). Platform Illumina menghasilkan sekuens baca pendek (short-read sequenc-
ing), yang semakin membatasi resolusi taksonomi analisis 16S rRNA, umumnya
hanya mampu mengidentifikasi hingga tingkat genus (Low et al., 2021). Studi per-
bandingan kelimpahan bakteri menggunakan Illumina V3-V4 menunjukkan bahwa
cakupan wilayah gen yang terbatas berdampak pada akurasi identifikasi komunitas
mikroba (Aja-Macaya et al., 2025). Sedangkan, pada platform ONT dapat
menghasilkan sekuens bacaan yang panjang (long-read sequencing) yang men-
cakup seluruh gen 16S rRNA dari region V1-V9 dengan panjang sekitar ~1500 bp.
Sehingga memungkinkan klasifikasi taksonomi dengan resolusi hingga tingkat spe-
sies (Szoboszlay et al., 2023). Keunggulan lain dari ONT adalah kemampuannya
menyediakan proses sekuensing secara real-time dan portabel dengan panjang baca
ultra-panjang, sehingga sangat bermanfaat untuk mengidentifikasi mikroorganisme
pada studi lingkungan. Kemampuan ONT dalam melakukan pembacaan long read
memungkinkan diperolehnya profil komunitas mikroba yang lebih komprehensif
dan akurat, serta memberikan keunggulan yang jelas dibandingkan dengan
teknologi short-read yang hanya mencakup sebagian wilayah gen (Lin et al., 2023).

Analisis data Oxford Nanopore Technologies umumnya melibatkan beberapa
tahapan, meliputi basecalling, demultiplexing, dan penyaringan kualitas (quality fil-
tering) menggunakan perangkat lunak seperti NanoFilt. Tahapan ini kemudian dii-
kuti dengan identifikasi taksonomi menggunakan pendekatan berbasis
penyelarasan (alignment-based), seperti Minimap2, atau pengklasifikasi berbasis k-
mer, seperti Kraken2 (Geli-Cruz ef al. 2023). Sebagai alternatif, platform Epi2me
dapat digunakan, yang sering dikombinasikan dengan paket seperti phyloseq dan
ggplot2 untuk visualisasi dan analisis data lanjutan (downstream analysis) (Esberg
et al. 2024).

Analisis metagenomik 16S memanfaatkan platform sekuensing untuk mengek-
splorasi komunitas mikroba dalam berbagai aplikasi (Larin ef al. 2024). Penerapan
analisis metagenomik 16S pada mikrobiota nasofaring telah memberikan pema-
haman mengenai hubungan komunitas mikroba dengan berbagai kondisi kesehatan,
khususnya infeksi saluran pernapasan. Teknik ini memungkinkan karakterisasi
mikrobioma nasofaring secara rinci serta menyoroti perannya dalam dinamika
kesehatan dan penyakit (Gioula et al. 2018).
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Gambar 4  Primer PCR dan variabel regions dari gen 16S rRNA (dibuat dengan
BioRender.com, diadaptasi dari (CJ Bioscience 2017).
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III METODE

3.1 Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain eksploratif untuk mengidentifikasi
Streptococcus pneumoniae dan mengarakterisasi profil mikrobiota nasofaring pada
anak-anak di bawah usia lima tahun di Sumbawa. Sampel yang digunakan berasal
dari arsip spesimen swab nasofaring yang dikumpulkan pada tahun 2023 dari anak
sehat berusia di bawah lima tahun dari suku Bajo dan Sasak di Kecamatan Alas,
Sumbawa, Nusa Tenggara Barat. Identifikasi bakteri dilakukan secara molekuler
melalui amplifikasi PCR dan sekuensing gen 16S rRNA full-length menggunakan
platform Oxford Nanopore Technologies (ONT).

Spesimen swab nasofaring yang telah melalui tahap enrichment selanjutnya
dikultur pada media selektif dan dikarakterisasi untuk mengidentifikasi isolat S.
pneumoniae. 1dentifikasi presumptif dilakukan melalui uji sensitivitas optochin, di
mana isolat yang menunjukkan zona hambat >14 mm dikategorikan sebagai S.
pneumoniae, sesuai dengan kriteria standar yang ditetapkan oleh Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Hasil sekuensing 16S rRNA selanjutnya
dianalisis untuk mengkaji profil interaksi mikrobiota nasofaring, khususnya untuk
mengidentifikasi ada atau tidaknya spesies bakteri dominan yang memengaruhi
atau menekan keberadaan bakteri lain di ekosistem nasofaring. (Lampiran 1)

Swab nasofaring

Data epidemiologi

(n=290)
Enrichment Ekstraksi Swab Nasofaring
Kultur & isolasi bakteri PCR
Uji sensitivitas bakteri Elektroforesis
Sensitif Resisten Sckuensing 16S rRNA
S. pneumoniae S. pneumoniae
| |
Analisis bioinformatika

Analisis statistik ————"

Gambar 6 Diagram alir penelitian (Dokumentasi Pibadi)
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3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus 2024 hingga Agustus 2025.
Picparasi dan pengujian penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Genomik,
Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN), Cibinong, Bogor, Jawa Barat.

3.3 Persetujuan Etik

Penelitian ini telah memperoleh persetujuan etik dari Komisi Etik Fakultas
Kedokteran dan Kesehatan Masyarakat Universitas Gadjah Mada dengan nomor:
KE/FK/1314/EC/2022. Sebelum pengambilan spesimen, orang tua atau wali subjek
penelitian diberikan penjelasan mengenai tujuan, prosedur, manfaat, serta potensi
risiko penelitian. Persetujuan tertulis (informed consent) diperoleh sebelum
dilakukan pengisian kuesioner dan pengambilan spesimen swab nasofaring.

3.4 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi flocked swab (COPAN,
Italia), vortex (Thermo Fisher Scientific, USA), centrifuge (Eppendorf 5424 R,
Germany), mikropipet (Eppendorf Research Plus, 10 pL, 20 puL, 100 pL, 200 pL,
dan 1000 pL; Germany), Tips (10 puL, 20 uL, 100 pL, 200 pL, dan 1000 pL;
Axygen, USA), microtube 1,5 mL (Eppendorf, Germany), microtube 0.2 mL (Ax-
ygen, USA), botol duran (Schott Duran, Germany), erlenmeyer 1000 mL (Pyrex,
USA), freezer -80°C (Thermo Scientific Revco, USA), freezer -20 °C (GEA,
Indonesia), ose (1 pL dan 10 pL), cakram optochin (Optochin Discs; Oxoid
DDO0001, UK), Qubit™ 3 Fluorometer, perangkat Polymerase Chain Reaction
(PCR; Bio-Rad T100 Thermal Cycler, USA), PCR strip tube 0,2 mL (Axygen,
USA), perangkat Oxford Nanopore Technologies (ONT MinlON, UK), serta
perangkat elektroforesis gel (Bio-Rad Wide Mini-Sub Cell GT, USA).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah spesimen swab nasofaring,
media STGG, G-Spin Total DNA Extraction Kit (intron Bioteknologi), Ethanol
Absolute (Merck, Germany), Alkohol swab, Platinum SuperFi DNA Polymerase
(Invitrogen), dan  Primer  Forward  dan  Reverse  27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") & 1492R (5'-
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3"), Agarose (Promega V3121, LE), Tris-EDTA
(TE buffer), gelred (Biotium, USA), Leader 50 dan 100 bp, Darah domba,
Trypticase™ Soy Agar (TSA II), Brain Heart Infusion Broth (BHIB) (Oxoid, UK),
Rabbit Serum (Gibco™), 1X dsDNA, high sensitivity (Invitrogen).

3.5 Prosedur Kerja

3.5.1 Penentuan Sampel Penelitian

Sampel penelitian ini berupa spesimen swab nasofaring (n=290) dengan kriteria
sampel dalam penelitian ini adalah anak sehat, anak berusia di bawah 5 tahun dari suku
Bajo dan Sasak di Kecamatan Alas, Sumbawa, Nusa Tenggara Barat pada tahun 2023.
Spesimen swab nasofaring diambil dengan menggunakan swab fleksibel (COPAN)
oleh tim terlatih puskesmas setempat dan disimpan ke dalam media Skim milk, Tryp-
tone, Glucose, and Glycerin (STGG) pada suhu -80 °C. Selanjutnya, sebanyak 53 spesi-
men dipilih secara purposif untuk analisis mikrobiota menggunakan sekuensing gen
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16S rRNA berbasis Oxford Nanopore Technologies (ONT). Pemilihan sampel didasar-
kan pada status kolonisasi Streptococcus pneumoniae, ketersediaan volume spesimen,
serta kualitas DNA hasil ekstraksi yang memenuhi persyaratan untuk sekuensing.

3.5.2 Kultur Bakteri S. pneumoniae

Sebanyak 200 uL sampel NP swab pada media STGG ditransfer ke dalam 6
mL media enrichment broth yang terdiri atas 5 mL Brain Heart Infusion (BHI) dan
ditambahkan 1 mL serum kelinci. Suspensi kemudian dihomogenkan secara
perlahan dan diinkubasi pada suhu 37 °C dalam kondisi 5% CO; selama +5—6 jam
untuk meningkatkan pertumbuhan S. pneumoniae. Setelah proses enrichment,
sebanyak 10 pL kultur diinokulasikan pada media Blood Agar Plate (BAP) 8%
menggunakan teknik gores kuadran, kemudian diinkubasi selama 18 jam pada suhu
37 °C dalam inkubator CO.. Koloni bakteri yang membentuk zona hemolitik alfa,
dengan zona kehijauan, diambil satu koloni bakteri untuk dilakukan uji sensitivitas
terhadap optochin. Selanjutnya, dilakukan inkubasi pada inkubator CO; selama 18
jam. Isolat dengan hasil uji optochin yang memiliki sensitivitas >14 mm disimpan
pada media STGG untuk analisis lebih lanjut.

3.5.3 Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA berasal dari spesimen NP swab (n=65) yang dilakukan dengan
menggunakan kit G-Spin Total DNA Extraction Kit (Intron Bioteknologi) sesuai
dengan petunjuk dari perusahaan. Sebanyak 300 pL spesimen swab nasofaring
digunakan dalam proses ekstraksi DNA ini. Tahapan lisis dilakukan dengan
penambahan 100 uL CL Buffer, Proteinase K 20 uL dan RNAse 5 pL. Inkubasi
selama 30 menit pada suhu 56 °C untuk melisiskan sel dan mendegradasi protein.
Setelah inkubasi, dilakukan sentrifugasi singkat (fast spin) guna menghilangkan
tetesan cairan pada dinding tabung. Selanjutnya, sebanyak 400 uL Buffer BL
ditambahkan dan dicampur secara homogen dengan metode inversi (inverted)
sebanyak 5—6 kali, kemudian diinkubasi kembali selama 5 menit pada suhu 70 °C.

Tahap binding dilakukan dengan menambahkan 400 pL etanol absolut ke
dalam sampel dan menghomogenkannya dengan metode inversi, lalu dilakukan
sentrifugasi singkat. Sebanyak 800 puL sampel dipindahkan ke dalam spin column
dan disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit. Filtrat yang
dihasilkan dibuang, dan langkah ini diulangi untuk sisa sampel yang belum
diproses.

Tahap washing dilakukan dengan menambahkan 700 pL Buffer WA ke dalam
spin column, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm selama 1 menit.
Buang filtrat yang dihasilkan, lalu tambahkan 700 pL Buffer WB ke dalam spin
column dan sentrifugasi pada 13.000 rpm selama 1 menit. Setelah itu, buang filtrat
dan gunakan new tube collection untuk melakukan sentrifugasi kering (dry spin)
dengan kecepatan yang sama selama 1 menit untuk memastikan tidak ada sisa
etanol yang tertinggal. Spin column kemudian dipindahkan ke dalam tabung mikro
1,5 mL yang steril, lalu ditambahkan Buffer CE 50 pL dan diinkubasi selama 1
menit. Proses elusi DNA dilakukan dengan sentrifugasi pada 13.000 rpm, dan hasil
elusi sebanyak 50 pL dikumpulkan. DNA hasil ekstraksi kemudian disimpan pada
suhu -20 °C.

Kualitas dan konsentrasi total DNA ditentukan dengan spectrophotometer
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) dan Qubit dsDNA HS kits
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(Life Technologies, USA) pada Qubit 4.0 fluorometer dengan interpretasi hasil
konsentrasi dalam ng/uL (Tandon et al. 2023).

3.5.4 Amplifikasi gen 16S rRNA

Teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) digunakan untuk amplifikasi gen
16S rRNA dengan primer full-length gen 16S rRNA yang menargetkan daerah V1—
V9, vyaitu 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") dan 1492R (5'-
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3") dan fragmen hasil PCR yang diharapkan
sekitar 1500 bp. Kondisi PCR (BIO-RAD T-100 Thermal Cycler) dan komposisi
master mix yang disajikan pada tabel 1 dan Tabel 2. Hasil PCR divisualisasi dengan
ieknik elektroforesis pada gel agarosa 2% (He ef al. 2024). Dengan komposisi mas-
ter mix yang disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1 Komposisi Master mix PCR untuk amplifikasi gen 16S rRNA

Komponen Volume
Platinum super fi Buffer 0.5 uL
5x Super fi Buffer 10 uL
10 nM dnTP 2 uL
Primer Forward 2.5 uL
Primer Reverse 2.5 uL
Nuclease-Free Water (NFW) 18.5 uL
DNA 14 ulL

Tabel 2 Kondisi PCR untuk amplifikasi gen 16S rRNA (V1-V9)

Tahap Suhu Waktu Siklus
Pre-Denaturasi 98 °C 30 detik 1x
Denaturasi 98 °C 10 detik
Anneling 55°C 30 detik 55
Ekstensi 72 °C 45 detik
Denaturasi 98 °C 10 detik
35x
Anneling 64 °C 30 detik

3.5.5 Sekuensing dan Analisis Bioinformatik 16S rRNA

Amplifikasi PCR gen 16S rRNA full-length dilakukan menggunakan templat
DNA dengan konsentrasi 400—1000 ng yang dikuantifikasi menggunakan Qubit
Fluorometer. Proses library preparation dilakukan menggunakan Oxford Nanopore
Technologies (ONT) Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24). Seluruh
spesimen diberi barcode secara individual, kemudian dipool secara ekuimolar
dengan total muatan sebesar £700 fmol. Library yang telah dipool selanjutnya
dimuat ke dalam flow cell FLO-MIN114 (versi R10.4.1) dan dijalankan pada
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perangkat MinlON MkI1B. Proses sekuensing dilakukan menggunakan perangkat
lunak MinKNOW versi 24.06.16 tanpa basecalling internal. Berkas data mentah
dalam format PODS5 selanjutnya diproses untuk basecalling dan demultiplexing
menggunakan Dorado versi 7.3.9 (ONT 2025).

Analisis taksonomi sekuens gen 16S rRNA dilakukan menggunakan pipeline
epi2me-labs/wf-16s  versi  1.6.1  (https://github.com/epi2me-labs/wt-16s).
Penyaringan dan pemangkasan (¢rimming) sekuens dilakukan menggunakan
NanoFilt versi 2.8.0 dengan kriteria skor kualitas Q > 12 dan panjang baca 1.200-
1.700 bp. Evaluasi kualitas pembacaan secara keseluruhan dianalisis menggunakan
NanoPlot versi 1.46.0. Tahap penyaringan ini berperan penting dalam
meningkatkan akurasi analisis downstream sekaligus meminimalkan risiko
klasifikasi taksonomi false positive yang umum dijumpai akibat tingkat kesalahan
inheren pada teknologi sekuensing long-read berbasis ONT.

Klasifikasi taksonomi dilakukan menggunakan Kraken2 yang menerapkan al-
goritma berbasis k-mer untuk klasifikasi reads hasil sekuensing secara cepat dan
akurat (Wood ef al. 2019). Basis data referensi ncbi_16s_18s digunakan untuk iden-
tifikasi taksonomi berbasis RNA ribosomal dari kelompok bakteri maupun eukari-
ota. Keluaran analisis berupa profil kelimpahan relatif pada berbagai tingkatan tak-
sonomi, meliputi filum, kelas, ordo, famili, genus, dan spesies. Indeks diversitas
alfa, mencakup indeks kekayaan spesies (richness), indeks diversitas Shannon, dan
indeks Simpson, dihitung dari data yang telah melalui tahap penyaringan dan se-
lanjutnya digunakan untuk analisis ekologi komparatif antara kelompok spesimen.

3.5.6 Analisis Statistik

Seluruh analisis statistik dilakukan menggunakan perangkat lunak R versi 4.4.2.
Hubungan antarvariabel kategorik diuji menggunakan uji chi-square Pearson, atau
uji Fisher's exact untuk analisis eksploratif. Perbedaan indeks keanekaragaman alfa
(species richness, indeks Shannon, dan indeks Simpson) antar kelompok kelim-
pahan S. pneumoniae (rendah, sedang, dan tinggi) dievaluasi menggunakan uji
Kruskal-Wallis. Uji lanjut (post-hoc) untuk komparasi berpasangan dilakukan
menggunakan uji Dunn yang disesuaikan dengan koreksi Bonferroni. Besaran efek
(effect size) dilaporkan dalam bentuk epsilon-squared (¢* ordinal) beserta interval
kepercayaan 95%. Nilai p < 0,05 ditetapkan sebagai batas signifikansi statistik.
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IV HASIL

4.1 Prevalensi kolonisasi Streptococcus pneumoniae

Sebanyak 290 spesimen swab nasofaring dikumpulkan dalam penelitian ini.
Prevalensi kolonisasi S. pneumoniae pada anak balita di Sumbawa adalah 50,7%
(147/290). Berdasarkan kelompok usia, prevalensi kolonisasi tertinggi ditemukan
pada anak usia 13-24 bulan (62,7%; 52/83). Berdasarkan jenis kelamin, proporsi
kolonisasi relatif seimbang antara laki-laki (51,7%; 74/143) dan perempuan (51%;
73/147).

Berdasarkan wilayah tempat tinggal, prevalensi kolonisasi tertinggi
ditemukan pada anak yang tinggal di Desa Juranalas (59,6%; 28/47). Sedangkan
kelompok etnis yang mendominasi adalah etnis Bajo yang menunjukkan prevalensi
kolonisasi sebesar (56,7%; 89/157). Berdasarkan jumlah anggota keluarga,
prevalensi kolonisasi S. pneumoniae tertinggi ditemukan pada rumah tangga >7
anggota (53,8%; 7/13). Prevalensi kolonisasi pada anak dengan riwayat pemberian
ASI (51,2%; 146/285). Paparan asap rokok dikaitkan dengan prevalensi kolonisasi
yang lebih tinggi (63,2%; 36/57) dan jenis bahan bakar rumah tangga, yaitu
mayoritas menggunakan gas (49,2%; 121/246).

Berdasarkan status kesehatan anak yang mengalami demam dalam tiga hari
terakhir, kolonisasi sebesar (45,8%; 11/24) ditemukan, sedangkan pada anak
dengan riwayat rawat inap dalam tiga bulan terakhir prevalensi mencapai (63,6%;
7/11). Berdasarkan status vaksinasi Hib, prevalensi kolonisasi tertinggi pada
kelompok dosis 2, yaitu 52,4% (11/21). Sementara itu, pada vaksinasi PCV13,
prevalensi kolonisasi relatif tinggi pada anak yang mendapatkan vaksin dosis ke-3
(66,7%; 12/18).

Tabel 3 Data Demografi dan Prevalensi Streptococcus pneumoniae

Karakteristik N Jumlah (%) anak yang P-value
membawa S. pneumoniae
Angka keseluruhan
kolonisasi 290 147 (50,7)
Usia (bulan)
0-12 73 40 (51,4)
1324 83 52(62,7) 0,0060
25-60 134 55 (41,0)
Jenis kelamin
Laki-laki 143 74 (51,7) 0,7221
Perempuan 147 73 (51,0)
Desa
Pulau Bungin 157 89 (56,7) 0,0042
Desa Dalam 73 27 (37,0)
Desa Juranalas 47 28 (59,6)

Lainnya 13 3(23,1)
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Jumlah (%) anak yang

Karakteristik N ; P-Value
membawa S. pneumoniae
Kelompok etnis
Bajo 157 89 (56,7)
Sasak 118 55 (46,6)
Lainnya 0,0129
(Samawa, Sumbawa,
Bali, Bugis) 15 3(20,0)
Jumlah anggota
keluarga
0-3 135 66 (48,9)
4-6 142 74 (52,1) 0,8428
>7 13 7 (53,8)
Status menyusui
Ya 285 146 (51,2)
Tidak 5 1 (20,0)
Paparan rokok
Ya 57 36 (63,2)
Jenis bahan bakar
Gas 246 121 (49,2)
Minyak tanah 38 15 (39.5) 0,0879
Kayu 5 1 (20,0)
Kondisi kesehatan
Demam dalam 3 hari
terakhir 24 11 (45,8) 0,3262
Rawat inap dalam 3
bulan terakhir 11 7 (63,6)
Status vaksinasi Hib
(dosis)
0 13 4 (30,8)
1 14 7 (50,0)
2 21 11(52,4) 0,8227
3 77 40 (51,9)
4 122 63 (51,6)
Tidak ada data 43 22 (51,2)
Status vaksinasi
PCV13 (dosis)
0 142 70 (49,3)
1 34 16 (47,1)
2 53 27 (50.9) 0,7113
3 18 12 (66,7)
Tidak ada data 43 22 (51,2)
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Pada studi ini, S. pneumoniae dapat diisolasi dari 147 spesimen berdasarkan
pengamatan morfologi koloni dan uji sensitivitas optochin (Gambar 7) dengan
prevalensi kolonisasi sebesar 50,7% pada anak-anak usia di bawah lima tahun di
Kecamatan Alas, Sumbawa, Nusa Tenggara Barat. Identifikasi S. pneumoniae
dilakukan dengan mengamati karakteristik koloni berbentuk bulat, kecil, berwarna
abu-abu kehijauan (alpha-hemolytic), serta menunjukkan permukaan cekung di
bagian tengah (dimpled) akibat autolisis pada media agar darah. Konfirmasi lebih
lanjut dilakukan melalui uji sensitivitas optochin, yaitu isolat yang menunjukkan
zona hambat di sekitar cakram optochin (>14 mm) dikategorikan sebagai S.
pneumoniae (Gambar 7a), sedangkan isolat yang tidak menunjukkan zona hambat
(resisten optochin) dikategorikan sebagai streptokokus alfa-hemolitik lain, seperti
Streptococcus grup viridans (Gambar 7b).

Gambar 7 Hasil uji sensitivitas optochin pada media BAP. (a) Isolat positif S.
pneumoniae yang menunjukkan zona hambat di sekitar cakram optochin
(sensitif terhadap optochin); (b) Isolat resisten terhadap optochin yang
diidentifikasi sebagai bukan S. pneumoniae. (Dokumentasi Pribadi).

4.2 Kuantifikasi DNA dan Kontrol Kualitas Sekuensing

Sebanyak 290 spesimen swab nasofaring yang tersimpan dalam arsip
penelitian, sebanyak 65 spesimen dipilih untuk dilakukan ekstraksi DNA dengan
mempertimbangkan keterwakilan populasi penelitian, mencakup proporsi dari
kedua kelompok suku (Bajo dan Sasak), jumlah anggota keluarga, serta sebaran
usia subjek. Selanjutnya, dilakukan ekstraksi DNA dan amplifikasi menggunakan
primer 27F dan 1492R.

Konsentrasi DNA hasil ekstraksi dari spesimen swab berkisar antara 0,18 - 74,2
ng/pL dengan konsentrasi tertinggi pada isolat BGN1327 sebesar 74,2 ng/pL dan
konsentrasi terendah pada isolat BGN1081 sebesar 0,18 ng/uL (Tabel 4). Berdasar-
kan hasil kuantifikasi tersebut, spesimen dengan konsentrasi DNA yang rendah (<5
ng/ul) dieksklusi dari tahapan selanjutnya, sehingga diperoleh 53 spesimen yang
memenuhi syarat untuk sekuensing 16S rRNA.
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Tabel 4 Konsentrasi DNA hasil ekstraksi dari spesimen swab nasofaring

No ID Sampel Hasil Qubit No ID Sampel Hasil Qubit
1 BGN 1055 14,9 ng/uL 31 BGN 1114 17,2 ng/uL
2 BGN 1057 24,2 ng/uL 32 BGN 1115 12,1 ng/uL
3 BGN 1060 18,8 ng/uL 33 BGN 1116 11,7 ng/uL
4 BGN 1062 55,4 ng/uL 34 BGN 1116 0,39 ng/uL
5 BGN 1063 15,6 ng/uL 35 BGN 1117 11,8 ng/ulL
6 BGN 1066 18,7 ng/uL 36 BGN 1118 29,8 ng/ulL
7 BGN 1072 1,61 ng/uL 37 BGN 1119 29,8 ng/uL
8 BGN 1073 25,0 ng/uL 38 BGN 1155 17,5 ng/uL
9 BGN 1075 29,0 ng/uL 39 BGN 1156 36,2 ng/ulL
10 BGN 1076 22,6 ng/uL 40 BGN 1157 8,42 ng/uL
11 BGN 1077 31,2 ng/uL 41 BGN 1159 5,44 ng/uL
12 BGN 1078 39,4 ng/uL 42 BGN 1160 0,18 ng/uL
13 BGN 1081 0,31 ng/uL 43 BGN 1161 19,6 ng/uL
14 BGN 1083 7,66 ng/uL 44 BGN 1165 17,6 ng/ulL
15 BGN 1087 22,4 ng/uL 45 BGN 1166 11,3 ng/uL
16 BGN 1092 0,64 ng/uL 46 BGN 1167 17,4 ng/uL
17 BGN 1093 2,98 ng/uL 47 BGN 1168 6,48 ng/ul
18 BGN 1094 17,5 ng/uL 48 BGN 1170 25,2 ng/uL
19 BGN 1095 34,4 ng/uL 49 BGN 1171 20,6 ng/uL

20 BGN 1097 4,92 ng/uL 50 BGN 1172 70,4 ng/uL

21 BGN 1098 0,84 ng/uL 51 BGN 1176 23,2 ng/uL

22 BGN 1099 35,6 ng/uL 52 BGN 1177 31,2 ng/uL

23 BGN 1100 2,48 ng/uL 53 BGN 1179 21,4 ng/uL

24 BGN 1101 31,4 ng/uL 54 BGN 1180 24,2 ng/uL

25 BGN 1102 9,06 ng/uL 55 BGN 1181 17,6 ng/ulL

26 BGN 1103 1,69 ng/uL 56 BGN 1219 16,2 ng/ulL

27 BGN 1104 1,57 ng/uL 57 BGN 1224 7,50 ng/uL

28 BGN 1107 13,4 ng/uL 58 BGN 1310 47,0 ng/uL

29 BGN 1108 28,4 ng/uL 59 BGN 1317 31,2 ng/uL
30 BGN 1109 22,6 ng/uL 60 BGN 1317 21,8 ng/uL
61 BGN 1111 21,6 ng/uL 64 BGN 1326 58,0 ng/uL
62 BGN 1112 1,70 ng/uL 65 BGN 1327 74,2 ng/uL
63 BGN 1113 36,2 ng/uL
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Hasil ekstraksi DNA sebanyak 53 NP swab yang terlampir pada Tabel 4
berhasil diamplifikasi gen 16S rRNA dan menghasilkan pita tunggal dengan
panjang amplikon £ 1500 pb (Gambar 8, Lampiran 5). Gen 16S rRNA merupakan
komponen ribosom prokariot subunit 30S, yang umum digunakan untuk identifikasi
molekuler, menentukan kekerabatan, dan analisis filogenetik.
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— 6,000
- 5,000
- 4,000
-~ 3,000
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- 2,000

-— 1,500

-— 1,000
-— 750

Gambar 8 Visualisasi hasil amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan primer 27F
dan 1492R pada gel agarosa 2%. M menunjukkan marker DNA 1 kb
(Dokumentasi Pribadi).

Analisis sekuens gen 16S rRNA dilakukan menggunakan platform Epi2me
(Oxford Nanopore Technologies) dengan pemetaan taksonomi berbasis Kraken?2.
Database referensi yang digunakan adalah (ncbi_16s 18s), sehingga proses
identifikasi taksonomi dapat dilakukan secara lebih akurat dan komprehensif.
Sebelum tahap klasifikasi, raw reads terlebih dahulu diproses menggunakan
NanoFilt dan NanoPlot. NanoFilt berfungsi untuk melakukan filtrasi reads
berdasarkan nilai kualitas (Q score > Q12) dan panjang sekuens 16S rRNA (~1.500
bp). Tahap ini penting mengingat teknologi long-read sequencing berbasis ONT
memiliki tingkat kesalahan (error rate) yang relatif lebih tinggi dibandingkan
dengan teknologi short-read sequencing. Dengan demikian, proses filtrasi berperan
dalam meningkatkan akurasi analisis lanjutan (downstream analysis), memperbaiki
kualitas data, serta mengurangi kemungkinan terjadinya identifikasi taksonomi
false positive. Hasil analisis filtering ditunjukkan pada Gambar 9.
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Gambar 9 Hasil analisis sekuensing menggunakan NanoPlot (a) Sebelum proses
quality filtering reads dengan NanoFilt; (b) Setelah proses, quality fil-
tering reads dengan NanoFilt (Dokumentasi Pribadi).

4.3 Profil Mikrobiota Nasofaring

Analisis sekuensing gen 16S rRNA berbasis platform ONT menghasilkan
identifikasi bakteri sampai pada tingkat spesies (Gambar 10). Hasil ini
menunjukkan adanya variasi komposisi bakteri antara 53 spesimen. Bakteri yang
paling dominan yang teridentifikasi yaitu S. pneumoniae, Moraxella sp. (terutama
M. catarrhalis, M. nonliquefaciens, dan M. lincolnii), Haemophilus influenzae,
Dolosigranulum pigrum, Lactobacillus iners, dan Corynebacterium propinquum.

Species

. Streptococcus pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Haemophilus influenzae

| . Moraxella lincolnii

Moraxella nonliquefaciens

Relative Abundance (%)

- Dolosigranulum pigrum
Moraxella bovis

- Lactobacillus iners
Corynebacterium propinquum

Other
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Gambar 10  Grafik spesimen visualisasi menggunakan Rstudio (Dokumentasi
Pribadi)
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Pada penelitian ini, kelimpahan bakteri S. pneumoniae dikelompokkan ke
dalam tiga kategori kolonisasi, yaitu kelimpahan tinggi (>25%), kelimpahan sedang
(5-25%), dan kelimpahan rendah (<5%). Sebanyak 18 spesimen menunjukkan
tingkat kelimpahan S. pneumoniae yang tinggi (>25%), mencapai proporsi 25-90%
dari total komunitas mikrobiota nasofaring (Gambar 10). Kelompok dengan
kelimpahan sedang (5-25%) terdiri dari 18 spesimen. Sementara itu, kelompok
kelimpahan rendah (<5%) terdiri dari 17 spesimen.

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada Gambar 9, kelompok
dengan dominasi S. pneumoniae tinggi (>25%) menunjukkan kelimpahan bakteri
fain cenderung menurun, terutama H. influenzae, M. catarrhalis dan bakteri
komensal lain seperti D. pigrum, C. propinquum dan Lactobacillus iners. Pola ini
menunjukkan adanya hubungan antagonistik atau kompetitif, di mana dominasi S.
‘pneumoniae dapat menekan keberadaan bakteri lain yang juga menempati relung
ekologi yang sama di nasofaring.

Berbeda dengan kelompok kelimpahan tinggi, pada kelompok kelimpahan
sedang tidak ditemukan satu spesies pun yang mendominasi komunitas secara
penuh. S. pneumoniae terdeteksi dalam proporsi yang bermakna, namun hidup
berdampingan dengan spesies lain dalam proporsi yang relatif lebih seimbang.
Komposisi mikrobiota pada kelompok ini lebih beragam, ditandai dengan
kehadiran Moraxella spp. (M. catarrhalis, M. lincolnii, dan M. nonliquefaciens) dan
H. influenzae sebagai patobiont, serta peningkatan bakteri komensal seperti D.
pigrum dan Lactobacillus iners pada beberapa spesimen. Pola ini mencerminkan
kondisi koeksistensi dinamis, di mana tidak ada spesies tunggal yang mampu
mendominasi komunitas secara penuh, sehingga struktur komunitas mikrobiota
relatif lebih seimbang dibandingkan kelompok kelimpahan tinggi.

Pada kelompok kelimpahan rendah, proporsi S. prneumoniae sangat kecil
sehingga tidak lagi berperan sebagai spesies yang membentuk struktur komunitas.
Komunitas mikrobiota pada kelompok ini justru menunjukkan peningkatan
kelimpahan spesies lain, terutama Moraxella spp. dan H. influenzae, yang memiliki
proporsi relatif lebih tinggi dibandingkan S. pneumoniae. Bakteri komensal seperti
D. pigrum dan C. propinquum juga terdeteksi berkontribusi secara signifikan pada
beberapa spesimen dalam kategori ini, disertai kehadiran Lactobacillus iners
dengan proporsi yang bervariasi antarspesimen. Heterogenitas komposisi
antarspesimen pada kelompok ini menunjukkan bahwa rendahnya proporsi S.
pneumoniae tidak menghasilkan struktur komunitas yang seragam, melainkan
mencerminkan keberagaman komposisi yang kemungkinan dipengaruhi oleh
kondisi dan karakteristik masing-masing individu spesimen.

Berdasarkan hasil analisis, hubungan antarspesies dalam mikrobiota
nasofaring menunjukkan pola yang bervariasi, meliputi hubungan sinergis,
kompetitif, dan diduga antagonistik. Hubungan sinergis terlihat pada ko-kolonisasi
S. pneumoniae dengan M. catarrhalis maupun H. influenzae, yang ditandai dengan
tingginya proporsi kedua spesies dalam sampel yang sama. Sementara itu,
keberadaan bakteri komensal seperti D. pigrum dan C. propinquum yang
berkorelasi negatif dengan proporsi S. pneumoniae mengindikasikan adanya
htibungan yang diduga bersifat antagonistik dalam komunitas mikrobiota
nasofaring.
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4.4 Indeks Keanekaragaman dan Indeks Kemerataan Bakteri NP Swab
Berdasarkan Gen 16S rRNA

Analisis keanekaragaman alfa digunakan untuk mengevaluasi struktur
komunitas bakteri nasofaring antarspesimen. Metrik richness untuk menghitung
jumlah total taksa bakteri yang terdeteksi dalam satu spesimen. Indeks Shannon
menggambarkan keanekaragaman komunitas dengan mempertimbangkan jumlah
taksa bakteri serta keseimbangan distribusi kelimpahannya. Sementara itu, indeks
Simpson (D) digunakan untuk mengukur tingkat dominasi dalam komunitas. Pada
penelitian ini, nilai richness berkisar antara 26-471, indeks Shannon antara 0,32-3,4
dan indeks Simpson (D) antara 0,09-0,93. Variasi rentang ini mencerminkan heter-
ogenitas komposisi mikrobiota yang kuat antarspesimen. Distribusi dan per-
bandingan ketiga metrik tersebut berdasarkan tingkat kelimpahan S. pneumoniae
(kategori rendah <5%, sedang 5-25% dan tinggi >25%) divisualisasikan melalui
boxplot pada Gambar 11.

Kelompok richness S. pneumoniae rendah (n=17) menunjukkan nilai me-
dian richness tinggi sebesar 147 dengan rentang interkuartil (interquartile
range/IQR) yang lebih luas. Seiring dengan meningkatnya richness S. pneumoniae,
nilai median richness menunjukkan tren penurunan meidan menjadi 101,50 pada
kelompok sedang (n=18) dan nilai median terendah sebesar 86,00 pada kelimpahan
tinggi (n=18) dengan distribusi yang lebih sempit. Tren ini mengindikasikan adanya
kecenderungan pengurangan jumlah taksa bakteri penyusun komunitas mikrobiota
nasofaring pada tingkat kolonisasi yang lebih tinggi. Meski demikian, hasil uji
statistik  Kruskal-Wallis menunjukkan bahwa perbedaan nilai richness
antarkelompok kelimpahan ini tidak signifikan secara nyata (x’= 4,29; p = 0,12)
dengan ukuran efek ordinal yang tergolong kecil (€2ordina= 0,08).

Indeks keanekaragaman Shannon (x’= 15,86 ; p < 0,001) dengan ordinal
yang kuat (€%owina= 0,31). Kelompok kelimpahan sedang memiliki nilai Shannon
yang tinggi sebesar 3,00 yang mencerminkan komunitas mikroba yang lebih heter-
ogen dengan distribusi kelimpahan antarspesies yang relatif seimbang. Penurunan
keanekaragaman yang drastis terjadi pada kelompok kelimpahan tinggi dengan nilai
median Shannon terendah sebesar 1,23. Uji lanjut Dunn (pairwise test) mengonfir-
masi bahwa perbedaan indeks Shannon antara kelompok kelimpahan sedang dan
tinggi berbeda secara signifikan (p < 0,001).

Indeks Simpson (D) tertinggi ditemukan pada kelompok kelimpahan sedang
(median = 0,90), yang mengindikasikan terjadinya dominansi taksa tertentu yang
kuat pada fase transisi kolonisasi. Hal ini diduga terjadi karena pergeseran kompo-
sisi mikrobiota pada tingkat kolonisasi S. pneumoniae 5-25% memicu dominansi
oportunistik oleh taksa koresiden tertentu. Sebaliknya, pada kelompok kelimpahan
tinggi dengan nilai median paling rendah, dengan nilai 0,54. Rendahnya nilai dom-
inansi pada tingkat kelimpahan S. pneumoniae >25% ini mengindikasikan bahwa
bakteri yang mampu bertahan hidup di bawah tekanan kolonisasi tinggi terdistribusi
dalam kelimpahan relatif yang lebih merata, sehingga mencegah munculnya domi-
nansi tunggal dari taksa penyusun mikrobiota nasofaring lainnya. Uji lanjut Dunn
menunjukkan adanya perbedaan profil dominansi yang nyata dan signifikan secara
statistik antara kelompok kelimpahan sedang dan tinggi (p < 0,001).
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Gambar 11 Boxplot Indeks keragaman richness, Shannon Diversity dan Simpson
dari mikrobiota nasofaring anak usia di bawah lima tahun berdasar-
kan gen 16S rRNA (Dokumentasi Pribadi).

Hasil analisis distribusi richness mikrobiota nasofaring berdasarkan faktor epi-
demiologi disajikan pada Gambar 12. Distribusi richness dianalisis menjadi empat
kelompok karakteristik individu yang merupakan faktor host dan lingkungan terse-
but, di luar pengaruh kelimpahan S. pneumoniae, yaitu riwayat pemberian ASI, ke-
lompok usia, jumlah anggota rumah tangga, dan suku. Berdasarkan riwayat pem-
berian ASI, kelompok anak dengan riwayat pemberian ASI menunjukkan rentang
nilai richness yang jauh lebih luas (median=105). Uji Wilcoxon menunjukkan tidak
terdapat perbedaan nyata antara kedua kelompok (p = 0,19). Berdasarkan kelompok
usia, anak usia 13-24 bulan cenderung memiliki median richness tertinggi
dibandingkan dengan kelompok usia 0-12 bulan dan 25-60 bulan, dengan salah satu
nilai ekstrem mencapai lebih dari 450 taksa. Hasil uji Kruskal-Wallis menunjukkan
bahwa perbedaan richness antarkelompok usia tidak signifikan secara statistik (p =
0,11).

Pada faktor jumlah anggota rumah tangga, median richness relatif serupa pada
ketiga kategori (0-3, 4-6, dan >7 anggota), dengan sebaran nilai yang saling
tumpang tindih. Uji Kruskal-Wallis mengonfirmasi tidak adanya perbedaan yang
bermakna (p = 0,52). Berdasarkan suku, anak dari komunitas Bajo menunjukkan
median richness yang sedikit lebih tinggi (median = 120) dan sebaran data yang
lebih lebar dibandingkan anak dari komunitas Sasak (median = 90). Namun, perbe-
daan ini tidak signifikan secara statistik (p = 0,19).
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Gambar 12 Distribusi nilai richness komunitas mikrobiota nasofaring anak usia

dibawah lima tahun berdasarkan faktor karakteristik individu. (Doku-
mentasi Pribadi).

Keterangan : Nilai p < 0,05 dianggap signifikan secara statistik.
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V  PEMBAHASAN

5.1 Prevalensi kolonisasi Streptococcus pneumoniae

Prevalensi kolonisasi S. pneumoniae pada anak-anak usia di bawah lima
tahun di wilayah Alas, Sumbawa mencapai 50,7%. Menurut CDC (2025), angka
kolonisasi S. pneumoniae pada anak-anak umumnya berkisar antara 20% hingga
60%, dengan beberapa faktor risiko seperti usia, kondisi kesehatan, dan faktor
lingkungan yang dapat meningkatkan kerentanan terhadap kolonisasi maupun
wnfeksi pneumokokus.

Hasil ini juga serupa dengan publikasi di berbagai wilayah Indonesia.
Penelitian di Sumba Barat Daya melaporkan prevalensi kolonisasi mencapai 87,6%,
sedangkan di Gunungkidul, Yogyakarta prevalensinya hanya 30,9% (Safari et al.
2024). Studi lain juga menemukan variasi prevalensi, yaitu sebesar 45% di
Kotabaru, Kalimantan Selatan (Salsabila et al. 2022), serta sekitar 27,5% di Ban-
dung, Lombok Tengah, dan Padang (Dunne et al. 2018).

Karakteristik epidemiologi subjek penelitian memberikan gambaran penting
mengenai faktor demografis, lingkungan dan perilaku yang berpotensi
mempengaruhi kolonisasi bakteri nasofaring. Secara umum, beberapa penelitian
melaporkan bahwa kolonisasi S. pneumoniae tidak menunjukkan perbedaan
signifikan pada jenis kelamin, namun dipengaruhi oleh status gizi, durasi pemberian
ASI, faktor usia dan lingkungan (Hermawan 2022).

Prevalensi kolonisasi S. pneumoniae pada anak yang berasal dari suku Bajo
lebih tinggi dibandingkan dengan suku Sasak (p = 0,0129), yang mengindikasikan
adanya perbedaan bermakna antarkelompok etnis. Sementara itu, prevalensi
kolonisasi juga tercatat lebih tinggi pada rumah tangga dengan >7 anggota keluarga
(53,8%), meskipun perbedaan ini tidak signifikan secara statistik (p = 0,842). Pola
i diduga berkaitan dengan meningkatnya intensitas kontak antarpenghuni dan
risiko transmisi bakteri saluran pernapasan, sebagaimana dilaporkan oleh Parker et
al. (2024) bahwa kepadatan penduduk merupakan salah satu faktor yang
berkontribusi terhadap penularan S. pneumoniae. Tingginya paparan terhadap
lingkungan dengan kepadatan populasi tinggi, ventilasi yang tidak memadai, serta
kondisi higienitas yang kurang optimal di lingkungan perumahan, transportasi, dan
fasilitas umum diduga dapat meningkatkan peluang transmisi bakteri.

Perbedaan latar belakang suku mencerminkan variasi gaya hidup, kepadatan
hunian, serta kondisi lingkungan yang berpotensi memengaruhi dinamika transmisi
bakteri saluran pernapasan. Penelitian yang telah dilakukan oleh Daningrat et al.
(2024) menunjukkan bahwa faktor sosial budaya dan kondisi permukiman memiliki
kontribusi terhadap kolonisasi S. pneumoniae terutama pada komunitas pesisir dan
wilayah dengan kepadatan hunian tinggi.

Prevalensi kolonisasi S. pneumoniae paling tinggi ditemukan pada kelompok
usia 13-24 (62,7%), dan menunjukkan hubungan yang signifikan (p = 0,006). Hasil
i sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Dunne ef al. (2018) yang
melaporkan bahwa prevalensi kolonisasi S. pneumoniae pada anak sehat usia 13-24
bulan mencapai 49,5%. Tahun pertama kehidupan, ditandai dengan pematangan
bertahap pada sistem imun mukosa dan pembentukan respons antibodi protektif.
iKarena komunitas mikrobiota nasofaring pada periode ini cenderung belum stabil
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dan dinamis, kondisi tersebut memicu terjadinya kompetisi selektif antarmikroor-
ganisme yang memengaruhi pola kolonisasi bakteri patogen maupun komensal
(Gleeson dan Cripps 2004).

Sebanyak (63,2%; 36/57) sampel yang terpapar asap rokok terdeteksi positif
S. pneumoniae. Paparan perokok pasif (secondhand smoke/SHS) diketahui
meningkatkan risiko penyakit bakteri invasif (invasive bacterial disease/IBD) pada
anak-anak melalui kerusakan epitel saluran pernapasan dan penurunan imunitas.
IBD merupakan kondisi serius yang terjadi ketika bakteri menginvasi dan
berkembang di bagian tubuh yang seharusnya steril, seperti darah (bakteremia) atau
cairan serebrospinal (meningitis). Tiga patogen utama pada anak-anak yaitu, S.
pneumoniae, Haemophilus influenzae tipe B (Hib), dan Neisseria meningitidis (Lee
etal. 2010).

Paparan asap rokok merusak pembersihan mukosa dan meningkatkan sekresi
lendir di saluran pernapasan atas, serta menghambat produksi interleukin dan
human f-defensin pada sel epitel sinonasal. Stimulasi imun mukosa kronis pada
anak yang terpapar asap rokok meningkatkan kadar IgG dan IgA, sehingga
mengganggu fungsi mikrobiota komensal dan memberikan keunggulan kompetitif
bagi patogen seperti S. pneumoniae akibat kerusakan epitel (Bugova et al. 2018).
Paparan asap rokok dikaitkan dengan penyakit saluran pernapasan atas dan bawah,
seperti otitis media akut, asma, meningitis, batuk, bronkitis, pneumonia, dan
gangguan fungsi paru-paru (Joya et al. 2014).

5.2 Kuantifikasi DNA dan Kontrol Kualitas Sekuensing

Keberhasilan seluruh 53 spesimen menghasilkan pita tunggal pada kisaran
+1.500 pb sesuai dengan panjang teoritis gen 16S rRNA full-length yang
diamplifikasi menggunakan primer 27F dan 1492R. Hasil ini menjadi kontrol
kualitas sebelum tahap library preparation. Pita tunggal yang jernih tanpa smear
atau pita nonspesifik mengindikasikan bahwa DNA template tidak mengalami
degradasi signifikan dan bebas dari kontaminan penghambat PCR (inhibitor),
sehingga produk amplikon layak dilanjutkan ke tahap barcoding dan ligasi adapter
(ONT 2025). Filtering QC pada raw reads menggunakan NanoFilt versi 2.8.0
dengan kriteria penyaringan skor kualitas Q > 12 dan panjang baca 1.200-1.700 pb.
Penyaringan menggunakan skor kualitas minimum Q > 12 pada model hac dan sup
untuk basecalling, dengan rentang panjang baca 1.200-1.700 bp, untuk memastikan
reads berkualitas tinggi yang digunakan dalam analisis downstream. Filtrasi
menggunakan NanoFilt berfungsi untuk menghilangkan reads yang terlalu pendek
hingga kemungkinan merupakan artefak amplifikasi, serta membuang reads
berkualitas rendah yang berpotensi menghasilkan klasifikasi taksonomi false
positive (Aja-Macaya et al. 2025)

5.3 Profil mikrobiota nasofaring

Berdasarkan hasil sekuensing 16S rRNA pada Gambar 9, kelompok spesimen
dengan kelimpahan S. pneumoniae tinggi (>25%) menunjukkan berkurangnya
kelimpahan bakteri komensal, yang mengakibatkan ketidakseimbangan ekosistem
atau disbiosis (de Steenhuijsen Piters et al. 2016). Kondisi ini didukung oleh
kemampuan S. pneumoniae untuk bertahan dalam berbagai kondisi lingkungan.
Pada lingkungan kaya nutrisi seperti air liur manusia ex vivo, S. pneumoniae
diketahui mampu bertahan hidup selama beberapa hari. Sementara itu, pada kondisi
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miskin nutrisi seperti cairan permukaan saluran napas, ekspresi pneumolisin (Ply)
dan kapsul (lokus cps) berperan meningkatkan kelangsungan hidup bakteri melalui
induksi peradangan dan pemanfaatan cadangan glikan (Weiser ef al. 2018).

Kapsul polisakarida S. prneumoniae berperan dalam perlindungan bakteri
terhadap respons imun (Tamkin et al. 2024.). Selain bertahan dari sistem imun, S.
pneumoniae juga menunjukkan kemampuan membangun hubungan sinergis
dengan bakteri patogen lain di nasofaring. Interaksi antara S. pneumoniae dan M.
catarrhalis, misalnya, tidak hanya bersifat koeksistensi, tetapi juga memberikan
keuntungan timbal balik melalui mekanisme perlindungan tidak langsung.
Moraxella catarrhalis menghasilkan -laktamase yang melindungi S. pneumoniae
dari antibiotik golongan B-laktam, sementara S. pneumoniae dapat memberikan
resistensi makrolida kepada M. catarrhalis (Loughran et al. 2019). Dalam
penelitian ini, hubungan sinergis antara kedua spesies tersebut teridentifikasi pada
7 dari 53 sampel (13,21%), yaitu pada sampel BGN1063, BGN1179, BGN1077,
BGN1219, BGN1104, BGN1087, dan BGN1326. Temuan ini memperkuat adanya
interaksi kooperatif antarpatogen dalam komunitas mikrobiota nasofaring yang
berpotensi memengaruhi dinamika kolonisasi.

Berbeda dengan kelompok kelimpahan tinggi, kelompok kelimpahan sedang
(5-25%) dicirikan oleh proporsi S. pneumoniae yang lebih rendah dan disertai
peningkatan kelimpahan bakteri lain secara bersamaan, seperti Moraxella sp. (M.
catarrhalis, M. nonliquefaciens, dan M. lincolnii), Lactobacillus iners,
Dolosigranulum pigrum, dan Corynebacterium propinquum. Komposisi ini
mencerminkan keseimbangan komunitas mikrobiota yang lebih stabil, di mana
dominasi patogen tunggal cenderung terhambat oleh keberadaan bakteri lain dalam
relung ekologi yang sama. Secara khusus, kehadiran D. pigrum dan C. propinquum
secara bersamaan menunjukkan kecenderungan efek antagonistik terhadap S.
prneumoniae, yang tercermin dari rendahnya proporsi S. pneumoniae pada spesimen
dengan kedua bakteri komensal tersebut (Cisneros et al. 2025).

Penurunan proporsi S. pneumoniae pada penelitian ini, disebabkan adanya
keberadaan Dolosigranulum pigrum teridentifikasi pada 10 dari 53 sampel
(18,87%), yaitu BGNI1161, BGNI1107, BGNI1116, BGNI1181, BGNI1115,
BGN1166, BGN1109, BGN1157, BGN1155, dan BGN1094. Sementara itu, pola
serupa pada C. propinquum ditemukan pada 5 dari 53 sampel (9,43%), yaitu
BGN1107, BGN1101, BGN1161, BGN1094, dan BGN1115. Temuan ini konsisten
dengan berbagai studi yang menunjukkan bahwa C. propinguum mampu
menghambat kolonisasi patogen melalui berbagai mekanisme. Mekanisme tersebut
meliputi stimulasi respons imun awal melalui peningkatan sitokin proinflamasi (IL-
6 dan TNF-0) yang kemudian diikuti oleh IL-10 untuk resolusi inflamasi
(Bergenfelz et al. 2025), serta kompetisi nutrisi melalui produksi siderofor yang
mengikat zat besi sehingga menciptakan persaingan nutrisi di nasofaring. Beberapa
spesies Corynebacterium juga mengekspresikan molekul fosforilkolin (ChoP) yang
mengurangi kemampuan S. pneumoniae untuk mengikat reseptor epitel. Selain itu,
aktivasi sel myeloid inflamasi oleh Corynebacterium turut memperkuat pertahanan
imun bawaan pada paru-paru dan saluran pernapasan bagian atas, sehingga
berperan sebagai mekanisme perlindungan alami terhadap kolonisasi patogen
(Florn et al. 2022). Sementara itu, Dolosigranulum pigrum diketahui mampu
menghasilkan senyawa antimikroba seperti bakteriosin, berkompetisi dalam
pemanfaatan nutrisi, serta memproduksi asam laktat yang dapat menurunkan pH
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mikrobioma hidung, sehingga menciptakan kondisi yang kurang optimal bagi
pertumbuhan S. pneumoniae (Cisneros et al. 2025).

Meskipun Lactobacillus iners lebih dikenal sebagai spesies yang dominan
pada mikrobiota vagina, beberapa penelitian melaporkan bahwa spesies
Lactobacillus, termasuk L. casei/paracasei/zeae, L. iners, dan L. curvatus/sakei,
juga dapat terdeteksi pada mikrobiota saluran pernapasan atas, termasuk nasofaring
(De Boeck et al. 2020). Keberadaan Lactobacillus di nasofaring diduga berperan
dalam menekan pertumbuhan bakteri patobiont melalui produksi asam laktat yang
menurunkan pH lingkungan mikro, sehingga menciptakan kondisi yang kurang
optimal bagi pertumbuhan patogen seperti S. prneumoniae (Yildiz et al. 2020).
Meskipun demikian, penelitian yang secara spesifik mengkaji peran L. iners dalam
menghambat kolonisasi S. pneumoniae di nasofaring masih sangat terbatas,
sehingga diperlukan kajian lebih lanjut untuk memahami kontribusinya dalam
dinamika ekosistem mikrobiota nasofaring.

Interaksi antara bakteri H. influenzae dan S. pneumoniae pada beberapa
spesimen pada penelitian ini menunjukkan interaksi dinamis, meliputi hubungan
sinergis dan kompetitif. Hubungan sinergis teridentifikasi pada 5 dari 53 sampel
(9,4%), yaitu BGN1057, BGN1317, BGN1168, BGN1083, BGN1180, yang
ditandai dengan tingginya proporsi relatif kedua spesies secara bersamaan. Kondisi
ini mengindikasikan bahwa kedua bakteri dapat berko-kolonisasi dan berpotensi
saling mendukung dalam meningkatkan kemampuan bertahan hidup di lingkungan
nasofaring. Temuan ini sejalan dengan laporan Chen ef al. (2015) bahwa interaksi
antara H. influenzae dan S. pneumoniae dapat memengaruhi dinamika kolonisasi di
nasofaring, mengingat keduanya merupakan penyebab utama infeksi saluran
pernapasan dan berperan penting dalam ekologi mikrobiota nasofaring. Sebaliknya,
pada sebagian besar spesimen lainnya juga ditemukan kecenderungan hubungan
kompetitif antara kedua spesies tersebut. Pola ini teridentifikasi pada 17 dari 53
sampel (32,08%), yaitu BGN1165, BGN1108, BGN1176, BGN1076, BGN1224,
BGN1075, BGN1095, BGN1156, BGN1060, BGN1167, BGN1055, BGN1062,
BGN1327, BGN1310, BGN1114, BGN1066, dan BGN1087, yang ditandai dengan
dominansi S. pneumoniae disertai penurunan proporsi H. influenzae. Fenomena ini
mengindikasikan adanya kompetisi dalam niche nasofaring, yang kemungkinan
berkaitan dengan perebutan sumber nutrisi maupun ruang kolonisasi. Hal ini,
dikaitkan dengan kemampuan S. pneumoniae menghasilkan hidrogen peroksida
melalui aktivitas enzim piruvat oksidase yang dikodekan oleh gen spxB pada
kondisi pertumbuhan aerobik. Hidrogen peroksida yang dihasilkan dapat meng-
hambat atau membunuh H. influenzae. Sebaliknya, strain S. pneumoniae yang men-
galami mutasi pada gen spxB akan menunjukkan kemampuan yang lebih terbatas
dalam menghambat pertumbuhan H. influenzae (Pericone et al. 2000).

Kelompok kelimpahan rendah (<5%) menunjukkan peningkatan kelimpahan
Moraxella sp. yang sangat dominan pada beberapa sampel, disertai dengan
keberadaan yang konsisten Dolosigranulum pigrum dan Corynebacterium
propinquum pada tingkat yang tinggi, serta peningkatan Haemophilus influenzae
dan Lactobacillus iners pada beberapa sampel lainnya. Menurut De Steenhuijsen
Piters et al. (2016) komposisi yang didominasi oleh taksa komensal mencerminkan
pemulihan homeostasis mikroba dan tidak adanya pertumbuhan berlebih patogen.
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5.4 Indeks Keanekaragaman dan Indeks Kemerataan Bakteri NP Swab Ber-
dasarkan Gen 16S rRNA

Analisis keanekaragaman alfa dilakukan menggunakan indeks keanekaragaman
Shannon dan richness untuk mengevaluasi struktur komunitas mikrobiota pada
nasofaring. Indeks keanekaragaman Shannon menggambarkan tingkat
keanekaragaman komunitas dengan mempertimbangkan kekayaan spesies serta
keseragaman kelimpahan relatif antarspesies dalam suatu sampel. Nilai indeks ini
meningkat apabila jumlah spesies lebih banyak dan distribusi kelimpahan
antarspesies lebih merata. Sementara itu, richness menggambarkan jumlah total
spesies atau Operational Taxonomic Units (OTU) yang terdeteksi dalam suatu
sampel, sehingga mencerminkan  tingkat kekayaan takson tanpa
mempertimbangkan kelimpahan relatif masing-masing spesies (Samuthpongtorn et
al. 2021).

Spesimen dengan nilai Shannon dan richness yang lebih tinggi menunjukkan
komunitas mikrobiota yang lebih kompleks dan seimbang. Kondisi ini
mencerminkan adanya interaksi dari berbagai bakteri komensal yang berperan
dalam  mempertahankan  stabilitas  ekosistem  mikrobiota  nasofaring.
Keanekaragaman mikrobiota yang tinggi sering dikaitkan dengan kondisi
ekosistem mikroba yang lebih stabil dan mampu menghambat kolonisasi patogen
melalui mekanisme kompetisi nutrisi maupun produksi senyawa antimikroba.

Kelompok kelimpahan tinggi relatif didominasi oleh bakteri S. pneumoniae
atau Moraxella sp., umumnya menunjukkan nilai indeks Shannon dan richness
yang rendah. Kondisi ini mencerminkan komunitas mikrobiota yang tidak
seimbang, di mana satu spesies bakteri mendominasi dan menekan keberadaan
bakteri lain (Helal dan Bari 2025). Menurut Flynn and Dooley (2021), dominasi
patogen pada Upper Respiratory Tract (URT) seperti S. pneumoniae telah banyak
dilaporkan berasosiasi dengan penurunan keanekaragaman mikrobiota dan kondisi
disbiosis pada saluran URT.

Pada kelompok kelimpahan sedang, S. pneumoniae masih terdeteksi dalam
proporsi yang bermakna (5-25%), namun tidak mendominasi komunitas secara
tunggal. Kondisi ini ditandai dengan meningkatnya kelimpahan bakteri lain secara
bersamaan, seperti Moraxella sp. (M. catarrhalis, M. nonliquefaciens, dan M.
lincolnii), Lactobacillus iners, Dolosigranulum pigrum, dan Corynebacterium sp.
propinquum, yang mencerminkan pola koeksistensi antarspesies. Keberadaan
bakteri-bakteri tersebut berpotensi menghambat dominasi S. pneumoniae secara
penuh melalui kompetisi nutrisi dan produksi senyawa antimikroba, sehingga
mendukung stabilitas ekosistem mikrobiota nasofaring. Nilai indeks Shannon yang
paling tinggi di antara ketiga kelompok pada kategori ini mencerminkan distribusi
kelimpahan antarspesies yang paling merata, menandakan kondisi keseimbangan
dinamis di mana patogen dan bakteri komensal berkoeksistensi tanpa salah satunya
mendominasi secara berlebihan.

Berbeda dengan kelompok sedang yang masih menunjukkan koeksistensi
antara S. pneumoniae dan bakteri lain, kelompok kelimpahan rendah (<5%)
dicirikan oleh proporsi S. pneumoniae yang sangat kecil sehingga tidak lagi
berperan sebagai spesies yang membentuk struktur komunitas. Pada kondisi ini,
komunitas mikrobiota nasofaring cenderung didominasi oleh taksa komensal
seperti Corynebacterium sp. dan Dolosigranulum sp., yang secara konsisten
terdeteksi dengan kelimpahan relatif lebih tinggi dibandingkan kedua kelompok
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lainnya. Meskipun demikian, nilai keanekaragaman alfa pada kelompok ini justru
menunjukkan variasi yang lebih besar antarspesimen dibandingkan kelompok
sedang, yang mengindikasikan bahwa rendahnya S. pneumoniae tidak selalu berarti
komunitas mikrobiota sepenuhnya seragam. Heterogenitas ini kemungkinan
dipengaruhi oleh faktor usia, tingkat paparan lingkungan, serta dinamika kolonisasi
bakteri yang bersifat sementara (Pinheiro et al. 2020; Quinn-Bohmann et al. 2024),
Dominasi bakteri komensal pada kelompok ini dikaitkan dengan terjaganya
homeostasis nasofaring serta rendahnya kelimpahan S. pneumoniae dan H.
influenzae (Azevedo et al. 2023; Cremers et al. 2014), yang mencerminkan kondisi
ekosistem yang mendekati keseimbangan penuh.
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VI SIMPULAN DAN SARAN

6.1 Simpulan

Prevalensi kolonisasi S. pneumoniae pada penelitian ini adalah 50,7%
(147/290). Prevalensi pembawa (carriage) S. pneumoniae adalah 56,7% pada anak-
anak suku Bajo dan 46,6% pada anak-anak Sasak. Prevalensi pembawa (carriage)
juga berbeda antara kategori usia, jumlah anggota keluarga, dan jenis bahan bakar.
Analisis mikrobiota (n=53 spesimen) menunjukkan bahwa nilai richness 26-471,
indeks keanekaragaman Shannon berkisar antara 0,32-3,4 dan indeks Simpson (D)
0,09-0,93. Kategori kelimpahan S. pneumoniae yang tinggi dikaitkan dengan
berkurangnya keragaman mikrobiota. Kategori kolonisasi sedang mencerminkan
mikrobiota yang relatif seimbang, sedangkan kategori rendah mencerminkan
dominasi bakteri komensal, menunjukkan pemeliharaan homeostasis pernapasan.

6.2 Saran

Berdasarkan hasil dan keterbatasan penelitian ini, beberapa saran diajukan
untuk penelitian selanjutnya. Perlu dilakukan studi longitudinal untuk memahami
dinamika perubahan komposisi mikrobiota nasofaring seiring waktu, khususnya da-
lam kaitannya dengan perkembangan usia anak, musim, dan pemberian vaksinasi,
sehingga dapat diperoleh gambaran yang lebih komprehensif mengenai faktor-
faktor yang memengaruhi stabilitas ekosistem mikrobiota nasofaring.
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