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IDENTIFIKASI BAKTERI PATOGEN BERBASIS METAGENOMIK
NGS-ONT SEBAGAI MODEL PEMERIKSAAN SEPSIS AWITAN DINI
BAYI PREMATUR DI RUMAH SAKIT ABDOEL MOELOEK

ABSTRAK
Oleh
Leni Ervina

Latar belakang : Sepsis neonatorum awitan dini pada bayi prematur adalah
sindrom klinis yang ditandai dengan perubahan hemodinamik dan manifestasi
klinis lainnya. Kondisi ini diakibatkan karena adanya investasi bakteri pada cairan
tubuh yang terjadi pada bayi baru lahir kurang dari 72 jam yang paling sering
didapatkan secara vertikal dari ibu. Baku emas penegakan diagnosis sepsis
neonatorum adalah kultur darah. Tetapi, pemeriksaan kultur darah membutuhkan
waktu lama dan berisiko mendapat hasil negatif palsu. Pemeriksaan berbasis
molekuler seperti analisa metagenomik berbasis Next-Generation Sequencing-
Oxford Nanopore Technology (NGS-ONT) yang merupakan NGS generasi
ketiga memiliki akurasi lebih tinggi dan waktu pemeriksaan lebih cepat, sehingga
dapat menjadi pemeriksaan model baku emas pemeriksaan untuk menegakan
diangosa sepsis neonatorum.

Tujuan : Mengidentifikasi bakteri patogen penyebab sepsis neonatus awitan dini
dengan pemeriksaan metagenomik berbasis NGS-ONT sebagai model baku emas
dibandingkan dengan pemeriksaan kultur darah.

Metode : Penelitian analisis observasional dengan metode potong lintang untuk
mengidentifikasi bakteri patogen penyebab sepsis neonatorum awitan dini pada
bayi prematur berbasis analisa metagenomik NGS-ONT dibandingkan dengan
kultur darah. Spesimen diambil dari jaringan darah segar tali pusat bayi bayu lahir
prematur.

Hasil : Karakteristik subjek menunjukkan bahwa proporsi jenis kelamin pada
pasien sepsis neonatorum awitan dini relatif seimbang antara laki-laki (53,3%)
dan perempuan (46,7%), serta tidak ada perbedaan bermakna dibandingkan bayi
sehat (p = 0,193). Berat badan lahir pada kelompok sepsis neonatorum awitan dini
secara signifikan lebih rendah dibandingkan bayi sehat, masing-masing dengan
median 1.411 g (rentang 800-2.200 g) dan 2.406 g (2.000-3.200 g) (p < 0,001).
Selain itu, skor APGAR menit ke-1 dan ke-5 pada kelompok sepsis juga secara
signifikan lebih rendah dibandingkan kelompok bayi sehat (p < 0,001). Seluruh
kultur darah pada kedua kelompok dilaporkan steril. Pemeriksaan NGS-ONT
tidak mendeteksi bakteri pada bayi prematur sehat, sedangkan pada kelompok
sepsis teridentifikasi 10 spesies bakteri dengan keberlimpahan tertinggi dengan 5
spesies terbanyak yaitu: Cutibacterium acnes, Ectopseudomonas guguanensis,
Janibacter massiliensis, Moraxella osloensis, Paracoccus marcusii. Evaluasi
efektivitas diagnostik metode molekuler dilakukan menggunakan analisis
komparatif proporsi dengan Fisher’s Exact Test (p < 0,001) yang menunjukkan
bahwa pemeriksaan NGS-ONT memiliki potensi kemampuan deteksi patogen
yang secara signifikan lebih tajam dan sensitif dalam membedakan kondisi infeksi
pada neonatus dibandingkan dengan metode kultur darah konvensional.
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Simpulan : Pemeriksaan NGS-ONT mampu mengidentifikasi bakteri pada bayi
prematur dengan sepsis awitan dini meskipun seluruh hasil kultur darah sebagai
baku emas menunjukkan hasil steril. Ini menjadi proyeksi model deteksi bakteri
penyebab sepsis awitan dini untuk meningkatkan akurasi terapi yang diberikan.

Kata kunci: sepsis neonatorum awitan dini, bayi prematur, analisis metagenomik,
NGS-ONT, NGS generasi ketiga, kultur darah, bakteri patogen
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METAGENOMIC-BASED IDENTIFICATION OF PATHOGENIC
BACTERISM USING NGS-ONT AS AN
MODEL FOR EARLY-ONSET SEPSIS DIAGNOSIS IN PRETERM
INFANTS AT ABDOEL MOELOEK HOSPITAL

ABSTRACT
By
Leni Ervina

Background: Early-onset neonatal sepsis in preterm infants is a clinical
syndrome characterized by hemodynamic instability and other clinical
manifestations. This condition results from the invasion of microorganisms into
body fluids occurring within the first 72 hours of life, most commonly acquired
vertically from the mother. The gold standard for diagnosing neonatal sepsis is
blood culture. However, blood culture requires a prolonged processing time and
carries a risk of false-negative results. Molecular-based diagnostic methods, such
as metagenomic analysis using Next Generation Sequencing—Oxford Nanopore
Technology (NGS-ONT) as a third-generation NGS, offer higher accuracy and
faster turnaround time, making them a potential gold standard for the diagnosis of
neonatal sepsis.

Objective: To identify pathogenic microorganisms causing early-onset neonatal
sepsis using third-generation NGS-ONT-based metagenomic analysis as an gold
standard compared to blood culture.

Methods: This study employed an observational analytical design with a cross-
sectional approach to identify pathogenic microorganisms responsible for early-
onset neonatal sepsis in preterm infants using NGS-ONT based metagenomic
analysis, compared with blood culture. Specimens were obtained from fresh
umbilical cord blood of preterm neonates.

Results: The subject characteristics showed that the sex distribution among
patients with early-onset neonatal sepsis was relatively balanced between males
(53.3%) and females (46.7%), with no significant difference compared to healthy
neonates (p = 0.193). Birth weight in the early-onset neonatal sepsis group was
significantly lower than in healthy neonates, with median values of 1,411 g (range
800-2,200 g) and 2,406 g (range 2,000-3,200 g), respectively (p < 0.001).
Additionally, the 1-minute and 5-minute APGAR scores in the sepsis group were
significantly lower than those in the healthy group (p < 0.001). All blood culture
results in both groups were reported as sterile. NGS-ONT examination did not
detect microorganisms in healthy preterm infants, whereas in the sepsis group, 10
bacterial species with the highest relative abundance were identified, with the
most 5 species including: Cutibacterium acnes, Ectopseudomonas guguanensis,
Janibacter massiliensis, Moraxella osloensis, Paracoccus marcusii. Evaluation of
the diagnostic effectiveness of the molecular method was performed using
comparative proportion analysis with Fisher’s Exact Test (p < 0.001), which
demonstrated that NGS-ONT examination has the potential for significantly
higher and more sensitive pathogen detection capability in distinguishing
infectious conditions in neonates compared with conventional blood culture
methods.



Conclusion: NGS-ONT examination is capable of identifying microorganisms in
preterm infants with early-onset sepsis, despite all blood culture results being
sterile. This finding suggests its potential as an model for detecting causative
microorganisms of early-onset sepsis, thereby improving the accuracy of
therapeutic interventions.

Keywords: early-onset neonatal sepsis, premature infants, metagenomic analysis,
NGS-ONT, third-generation NGS, blood culture, pathogenic bacteria



DAFTAR ISI

DAFTAR ISI

DAFTAR TABEL
DAFTAR GAMBAR
DAFTAR SINGKATAN

BAB 1

PENDAHULUAN

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8

BAB 2

Latar Belakang.............ooooiiiiiiii e
Rumusan Masalah................o
Tujuan Penelitian ...
Manfaat Penelitian ...
Novelty Penelitian .............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e,
Hipotesis Penelitian ...,
Kerangka Konseptual Penelitian ...................coooiiiiiinnnn.

Penelitian Terdahulu ..... ..o e,

TINJAUAN PUSTAKA

2.1

2.2

23

Sepsis Neonatus Awitan Dini ..o,

2,11 Definist .oueeneiii

2.1.2 Epidemiologi ......ocovviiiiiii
2.1.3  KIasifikasi «..oovenivniieieii i
2,14 BHOLOZL «nveiniie e
2.1.5 Faktor RisiKO ......oooiuiiii
2.1.6 DIaNOSIS . ouuteeniteeit e
2.1.7 Pemeriksaan Penunjang .................cooiiiiiiiiiiiiiii,
Prematuritas ... ....o.ovuiinii i
221 Definist .ouueiniiii e
2.2.2 Faktor RisiKO ........ooiiiiii

2.2.3 Prematur dan Sepsis Neonatus Awitan Dini .....................
Identifikasi Bakteri Berbasis Next-Generation Sequencing

Oxford Nanopore Technology (NGS-ONT).....ccccccevvieninvinienennne.

xi

X1
Xiv
Xvi

xvii



2.3.1 EKstraksi DNA . ...ooiiiii e, 21

2.3.2 Analisis Konsentrasi dan Kemurnian DNA......................... 22
2.3.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)........ccccovvviiviiiiniiiieiieeieene 23
2.3.4 ELeKtIrOfOr@SIS. .c.vvevieutieiieiieieniiesie ettt 24
2.3.5 Analisis Metagenomik ...........cccceevieiiieniieeiienieeieeee e 26

2.3.6 Next Generation Sequencing-Oxford Nanopore Technology
(NGS-ONT) i, 29
2.4 Ringkasan Perbandingan Metode Identifikasi bakteri Berbasis Kultur
Darah dan Metagenomik (NGS-ONT) terhadap Diagnosa Sepsis

Neonatorum Awitan Dini.............ooooiiiiiiiiiiiiii e, 37
BAB 3 41
METODE PENELITIAN 41

3.1 Jenis Penelitian ...........cooiiiiiiiiii 41
3.2 Tempat dan Waktu Penelitian ...............coocooiiiiin, 41
3.2.1 Tempat Penelitian .............c.cooviiiiiiiiiiiiiii e 41

3.2.2 WaktuPenelitian ... 41

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian ..................coocoviiiiiiinn 41
3.4 Persetujuan Etik ... 43
3.5 Klasifikasi Variabel dan Definisi Operasional ........................ 43
3.5.1 Variabel Bebas dan Terikat ...................ocoa. 43

3.5.2 Definisi Operasional Penelitian ................................ 43

3.6 Bahan, Alat dan Prosedur Penelitian ..............ocoviiiiiiiininni. 44
3.6.1 Penegakan Kecurigaan Klinis Sepsis ...........c....cveuenne. 44

3.6.2 Pengujian berbasis kultur darah................................ 45

3.6.3 Analisis NGS.. ..o 46

3.7 Proses Analisis Data ............c.ooooiiiiiiiiii 57
3.8 Alur Penelitian ...........cooiiiiiiiiiiiiiii e 58
BAB 4 61
HASIL DAN PEMBAHASAN 61
4.1 Hasil. oo 61
4.1.1 Karakteristik Sampel Penelitian...........ccccoeeeveniieniinenieneenne. 61

4.1.2 Identifikasi Bakteri Patogen dari Hasil Kultur Bayi Prematur



Xiii

Sehat dan Bayi Prematur dengan Sepsis

AWIAN DNttt 63
4.1.3 Identifikasi Bakteri Patogen Berbasis Analisis Metagenomik

NGS-ONT pada Bayi Prematur Sehat dan Bayi

Prematur dengan Sepsis Awitan Dini..........cccocceeeviienieennennne. 63
4.1.4 Analisis potensi identifikasi bakteri patogen berbasis

analisis metagenomik NGS-ONT sebagai model

pemeriksaan dibandingkan metode kultur darah

standar dalam penentuan etiologi sepsis awitan dini

pada bayl prematur..........cccoeevveeieneenienieneneeceeee e 84
4.2 Pembahasan...........coocuieiiiiiieiiieiee e 87
4.2.1 Karakteristik Sampel Penelitian...........c.ccoocveeeeieeiniieennieennnenn. 87

4.2.2 Identifikasi Bakteri Patogen dari Hasil Kultur Bayi Prematur

Sehat dan Bayi Prematur dengan Sepsis

AWIAN DNttt 88
4.2.3 Identifikasi Bakteri Patogen Berbasis Analisis Metagenomik

NGS-ONT pada Bayi Prematur Sehat dan Bayi

Prematur dengan Sepsis Awitan Dini.........cccceeveveeneniennnnne 91
4.2.4 Analisis potensi identifikasi bakteri patogen berbasis

analisis metagenomik NGS-ONT sebagai model

pemeriksaan dibandingkan metode kultur darah

standar dalam penentuan etiologi sepsis awitan dini

pada bayi Prematur...........ceevieeiienieeiieriieieeere e 108
BAB 5 110
SIMPULAN DAN SARAN 110
DAFTAR PUSTAKA 112

LAMPIRAN 129



10.
11.
12.

13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

DAFTAR TABEL

. Daftar penelitian terdahulu...................ocooi 10

. Perbandingan keberhasilan deteksi bakteri berbasis metode

kultur darah dengan NGS pada berbagai penelitian..................... 12

. Faktor Risiko Maternal dan Indikator Klinis pada Neonatus.......... 16

Distribusi Etiologi Sepsis Neonatorum Awitan Dini Berdasarkan

Studi Epidemiologi.......o.vvuiiiiiiiiiii i 19

. Perbedaan teknologi sekuensing generasi pertama, kedua, dan ketiga 31

Perbandingan Metode Identifikasi bakteri Berbasis Kultur
Darah dan NGS-ONT terhadap Diagnosa Sepsis Neonatorum Awitan

DN et 38
. Definisi Operasional Variabel Penelitian..........c..ccocceecervveneinenicnnnne 43
Bahan-Bahan Reaksi PCR................o.o, 51
Pengaturan Thermocycle...............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnnn, 52
Tahapan Pemeriksaan NGS-ONT...........cccooiiiiiiiiiiiiiiiinn, 57
Karakteristik Sampel Penelitian..........c..coooeverieniiiinieninicnicnceene 61
Hasil Kultur Darah Bayi Prematur Sehat dan Bayi Prematur dengan
Sepsis AWItaN DiNi...cccevieeiiieeiiieeieeeeeece e 63
Hasil Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian DNA Bayi Sehat.... 64
Hasil Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian DNA Bayi Sepsis.
AWIAN DNt 65
Analisis Univariat Perbandingan Konsentrasi dan Kemurnian DNA
sampel Bayi Prematur dengan Sepsis Awitan Dini..................... 66
Uji Normalitas Konsentrasi DNA..........cccooviiiiiiiienieeieeee e 68
Uji Normalitas Kemurnian DNA...........cccoooiiiiiniinieeeeeeeee 68
Uji Homogenitas Varians Levene............ccccueeecueeeeieeeciveeecieesinenanns 68
Uji Mann-Whithey U ..........coccueeeeeeeeiieeeiieeeeeeeieeesieeesieeenvee e 69
Visualisasi Hasil Amplifikasi PCR Gen 16s rRNA..............cccc.eee. 70
Hasil Pemeriksaan Kualitas Sampel...........ccoccoevieniiiniiniiiieceee, 72

Keputusan hasil pemeriksaan kualitas berdasarkan hasil elektroforesis 74
Komposisi 10 spesies bakteri terbanyak pada sampel S1 (N1195-1) 76
Komposisi 10 spesies bakteri terbanyak pada sampel S2 (N1195-2) 78

X1v



25.
26.
27.
28.

29.

Komposisi 10 spesies bakteri terbanyak pada sampel S3 (N1195-3) 80
Top 10 taxa—species sampel S1,S2,danS3.....................ooeeee. 83
Rekapitulasi Hasil Kultur Darah dan Hasil PCR Bayi Prematur Sehat 84
Rekapitulasi Hasil Kultur Darah dan Hasil PCR Bayi Prematur

dengan SNAD........cooiiiiiiieeeee e 85
Hasil Analisis Fisher's Exact TeSt........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 86

XV



® N kWD

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

DAFTAR GAMBAR

Kerangka Konsep Penelitian ................cooooiiiiiiiiiiiii . 8
Diagram Alur Ekstraksi DNA..........ooooiiiiiie 22
Perkembangan Teknologi Sekuensing .............cccceeevveniieniiienienieennnens 30
Perhitungan Besar Sampel..........cccooiriininiiiiniiniiccecceees 42
Diagram Alur Tahapan Pemeriksaan NGS-ONT........................ 57
AU Penelitian.......c.oeviiiiiiiieniieiececeeeeee e 58
Diagram Alur Pemeriksaan NGS-ONT............cooiiiiiiiiiiien.. 59
Hasil Pemeriksaan Kualitas Sampel dengan Elektroforesis Gel Agarosa
oleh PT. Genetika SCIENCE........cceeviiriiierieieeiiesee e 73
Diagram sunburst komposisi keragaman sampel S1 (N1195-1).......... 75
10 spesies bakteri terbanyak pada sampel S1 (N1195-1)................ 76
Diagram sunburst komposisi keragaman relatif sampel S2 (N1195-2) 77
10 spesies bakteri terbanyak pada sampel S2 (N1195-2)................. 78
Diagram sunburst komposisi keragaman relatif sampel S3 (N1195-3) 79
10 Spesies bakteri terbanyak pada sampel S3 (N1195-3)................ 81
[lustrasi hubungan antar sampel dalam bentuk diagram Venn............. 82
Grafik Top 10 taxa—species sampel S1, S2,dan S3....................... 83

Plot Principal Coordinate Analysis (PCOA) .....ccceeveuveeecvieeeieeeeieeeeen. 99

Xvi



AFA
AMR
APGAR
BBLR
BBLSR
BBLASR
CoNS
DIC
dNTP
DNA
E. coli
GBS
HICs
ITS
IUGR
KPD
LMICs
mNGS
NGS
NGS-ONT
NICU
PBS
PCR
PICU
RNA
SIRS
SNAD
WES
WHO

Xvil

DAFTAR SINGKATAN

: Adaptive Focused Acoustics

: Anti Microbial Resistence

: Appearance, Pulse, Grimace, Activity, Respiration
: Bayi Berat Lahir Rendah

: Bayi Berat Lahir Sangat Rendah

: Bayi Berat Lahir Amat Sangat Rendah

: Coagulase-negative Staphylococci

: Disseminated Intravascular Coagulation

: Deoksiribosa Nukleotida

: Deoxyribonucleic Acid

: Escherichia coli

: Group B Streptococcus

: High Income Countries

: Internal Transcribed Spacer

: Intrauterin Growth Restriction

: Ketuban Pecah Dini

: Low Middle Income Countries

: Metagenomic Next-Generation Sequencing
: Next Generation Sequencing

: Next Generation Sequencing-Oxford Nanopore Technology
: Neonatal Intensive Care Unit

: Phosphate Buffered Saline

: Polymerase Chain Reaction

: Pediatric Intensive Care Unit

: Ribonucleic Acid

: Systemic Inflammatory Response Syndrome
: Sepsis Neonatorum Awitan Dini

: Whole Exome Sequencing

: World Health Organization



I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Sepsis neonatal merupakan infeksi sistemik yang terjadi pada bayi dalam 28
hari pertama kehidupan dan merupakan salah satu penyebab utama morbiditas
serta mortalitas pada bayi baru lahir di seluruh dunia. Kondisi ini berkaitan
dengan sistem imun neonatus yang masih belum matang sehingga bayi lebih
rentan terhadap infeksi. Sepsis neonatal diklasifikasikan menjadi dua jenis, yaitu
early-onset sepsis (EOS) yang muncul dalam 72 jam pertama kehidupan dan
umumnya ditularkan dari ibu selama kehamilan atau persalinan, serta late-onset
sepsis (LOS) yang terjadi setelah 72 jam kehidupan dan biasanya berasal dari
lingkungan rumah sakit atau komunitas. Secara global, sepsis neonatorum masih
menjadi masalah kesehatan yang signifikan dengan insiden yang tinggi. WHO
melaporkan angka kejadian sepsis neonatorum pada periode 1979 hingga Mei
2019 sebesar 2.824 kasus per 100.000 kelahiran hidup (Suwarna et al., 2022).

Selain itu, secara global diperkirakan terdapat sekitar 3 juta kasus sepsis
neonatorum setiap tahunnya dengan angka kematian sekitar 19% pada periode
1979-2016 (Fleischmann-Struzek et al., 2018). Di kawasan Asia, insiden sepsis
neonatorum dilaporkan berkisar antara 4-30 kasus per 1.000 kelahiran hidup
dengan angka mortalitas antara 3-30% (Yadav et al., 2018). Tingginya angka
kejadian dan mortalitas tersebut menunjukkan bahwa sepsis neonatorum masih
menjadi tantangan utama dalam pelayanan kesehatan perinatal, terutama di negara
berkembang, serta berkontribusi besar terhadap morbiditas dan mortalitas neonatal
secara global.

Secara klinis, sepsis neonatorum merupakan suatu sindrom sistemik yang
terjadi akibat invasi bakteri patogen ke dalam aliran darah atau cairan tubuh steril
lainnya pada bayi usia <28 hari, yang ditandai dengan perubahan hemodinamik
dan manifestasi inflamasi sistemik. Infeksi dapat disebabkan oleh bakteri, virus,
maupun jamur, serta dapat bermanifestasi sebagai berbagai kondisi infeksi invasif
seperti meningitis, pneumonia, artritis, osteomielitis, dan infeksi saluran kemih
(Procianoy & Silveira, 2020; Yadav et al., 2018). Berdasarkan waktu awitan,

sepsis neonatorum diklasifikasikan menjadi sepsis neonatorum awitan dini (early-
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onset sepsis/EOS) yang terjadi dalam 48-72 jam pertama kehidupan dan sepsis
neonatorum awitan lambat (late-onset sepsis/LOS) yang terjadi setelah 72 jam
kehidupan (Procianoy & Silveira, 2020).

Perbedaan waktu awitan tersebut berhubungan erat dengan mekanisme
transmisi dan etiologi bakteri penyebab infeksi. Sepsis neonatorum awitan dini
umumnya terjadi akibat transmisi vertikal dari ibu ke bayi, baik melalui transmisi
transplasenta maupun melalui kolonisasi bakteri selama proses persalinan,
termasuk pada kondisi korioamnionitis atau infeksi intrauterin. Sebaliknya, sepsis
neonatorum awitan lambat lebih sering disebabkan oleh transmisi horizontal dari
lingkungan, termasuk tenaga kesehatan dan lingkungan perawatan neonatus
(Glaser et al., 2021). Meskipun demikian, kolonisasi bakteri akibat transmisi
vertikal tetap dapat berkontribusi terhadap kejadian sepsis awitan lambat,
menunjukkan kompleksitas patogenesis infeksi neonatal.

Secara etiologis, spektrum bakteri penyebab sepsis neonatorum awitan dini
(SNAD) sangat beragam dan bervariasi tergantung pada usia gestasi dan kondisi
klinis neonatus. Pada negara maju, Group B Streptococcus (GBS) dan Escherichia
coli merupakan penyebab utama sepsis neonatorum awitan dini. Dalam sebuah
studi kohort besar yang melibatkan lebih dari 200.000 bayi baru lahir, Escherichia
coli dilaporkan sebagai patogen tersering dengan proporsi sekitar 36,6%, diikuti
oleh Group B Streptococcus sebesar 30,2%. Infeksi E. coli lebih sering terjadi
pada bayi prematur, sedangkan infeksi GBS lebih banyak ditemukan pada bayi
aterm (Stoll ef al., 2020). Studi lain melaporkan sepuluh bakteri tersering
penyebab sepsis neonatorum awitan dini, yaitu Escherichia coli (46,5%), Group B
Streptococcus (18,8%), Haemophilus spp. (7,8%), Staphylococcus aureus (6,3%),
Klebsiella spp. (4%), Enterococcus spp. (2,8%), Streptococcus anginosus (1,7%),
Listeria monocytogenes (1,6%), Enterobacter spp. (1,4%), dan Streptococcus
pneumoniae (1,3%) (Flannery et al., 2021). Variasi etiologi tersebut menunjukkan
kompleksitas spektrum patogen penyebab sepsis neonatorum serta menegaskan
pentingnya metode diagnostik yang mampu mengidentifikasi bakteri secara
komprehensif.

Bayi prematur merupakan kelompok yang memiliki risiko tinggi mengalami

sepsis neonatorum, terutama sepsis awitan dini, akibat imaturitas sistem imun,
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rendahnya transfer antibodi maternal, serta meningkatnya kerentanan terhadap
invasi bakteri patogen. Selain itu, faktor risiko maternal seperti ketuban pecah
dini, infeksi intrauterin, dan korioamnionitis juga berkontribusi terhadap
peningkatan risiko sepsis pada neonatus prematur. Kondisi ini menyebabkan bayi
prematur memiliki risiko morbiditas dan mortalitas yang lebih tinggi
dibandingkan bayi cukup bulan (Ocviyanti & Wahono, 2018), sehingga
memerlukan pendekatan diagnostik yang cepat dan akurat untuk menentukan
etiologi infeksi secara tepat.

Hingga saat ini, kultur darah masih dianggap sebagai baku emas dalam
diagnosis etiologi bakteri penyebab sepsis neonatorum (Yadav et al., 2018).
Namun demikian, metode kultur darah memiliki berbagai keterbatasan, antara lain
sensitivitas yang terbatas, waktu pemeriksaan yang relatif lama, serta potensi hasil
negatif palsu, sehingga hasil kultur negatif tidak dapat sepenuhnya mengeksklusi
diagnosis sepsis neonatorum (Vasilescu et al., 2025). Selain itu, hasil kultur darah
sering dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti volume sampel yang terbatas,
paparan antibiotik sebelumnya, dan kondisi klinis neonatus. Meskipun hasil kultur
darah menjadi dasar dalam penentuan terapi antibiotik definitif, dalam praktik
klinis antibiotik empiris tetap diberikan berdasarkan pola kuman rumah sakit
sebagai bagian dari tata laksana sepsis neonatorum (Cantey & Baird, 2017).

Keterbatasan metode kultur darah tercermin dari rendahnya proporsi hasil
kultur positif pada neonatus dengan kecurigaan klinis sepsis. Angka kultur darah
positif pada sepsis neonatal sangat rendah, bahkan hanya sekitar 9% pada
beberapa studi, sehingga banyak kasus neonatal sepsis bersifat culture-negative
(De Rose et al., 2024). Hasil yang sejalan juga dilaporkan di berbagai negara lain,
seperti Bangladesh (34,88%), Uganda (37%), Ethiopia (44,7%), dan Nigeria
(45,9%), serta di negara-negara Eropa dan Amerika yang menunjukkan rasio
kultur positif dibandingkan negatif berkisar antara 1:6 hingga 1:16 (Klingenberg
et al., 2020). Di Indonesia, proporsi kultur positif pada pasien dengan diagnosis
klinis sepsis neonatorum dilaporkan berkisar antara 42,6% hingga 50% (Salsabila
et al.,2022; Utomo et al., 2021), sementara penelitian di Palembang menunjukkan
bahwa sebanyak 44% neonatus dengan gejala klinis sepsis memiliki hasil kultur

darah negatif (Karmila et al., 2022).
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Rendahnya tingkat positivitas kultur darah menunjukkan adanya potensi
keterlambatan dalam penegakan diagnosis, yang dapat berdampak fatal hingga
menyebabkan kematian. Keterlambatan diagnosis ini selanjutnya berimplikasi
pada keterlambatan penanganan, yang pada akhirnya meningkatkan risiko
mortalitas, bahkan dilaporkan bahwa setiap keterlambatan satu jam dapat
meningkatkan risiko kematian (Coggins & Glaser, 2022). Kondisi ini menegaskan
bahwa ketergantungan pada kultur darah sebagai satu-satunya metode diagnostik
masih berpotensi menyebabkan keterlambatan maupun ketidakakuratan dalam
mengidentifikasi etiologi infeksi. Selain itu, keterbatasan tersebut juga berpotensi
mendorong penggunaan antibiotik empiris secara luas, yang berpotensi
meningkatkan risiko resistensi antimikroba serta menghasilkan luaran klinis yang
kurang optimal (Klingenberg et al., 2020).

Perkembangan teknologi biologi molekuler memberikan peluang untuk
meningkatkan akurasi diagnostik melalui pendekatan berbasis analisis
metagenomik. Analisis metagenomik memungkinkan identifikasi langsung DNA
bakteri dari sampel klinis tanpa memerlukan proses kultur dan tanpa memerlukan
informasi sekuens gen sebelumnya. Metode ini memiliki sensitivitas dan
spesifisitas yang tinggi, masing-masing mencapai sekitar 98,6%, serta mampu
mendeteksi berbagai bakteri secara simultan, termasuk bakteri yang sulit atau
tidak dapat dikultur, dan membedakan infeksi sejati dari kontaminasi (Brenner ef
al., 2025). Implementasi teknologi Next Generation Sequencing (NGS) dalam
analisis metagenomik telah merevolusi diagnostik penyakit infeksi dengan
memungkinkan identifikasi simultan berbagai jenis bakteri, termasuk bakteri,
virus, dan jamur, melalui pendekatan sekuensing gen 16S rRNA, 18S rRNA,
Internal Transcribed Spacer (ITS), maupun pendekatan shotgun metagenomik
(Wensel et al., 2022). Metode berbasis gen 16S rRNA secara khusus dikenal
sebagai metode yang cepat, andal, dan efektif dalam mendeteksi bakteri yang
tidak dapat dikultur menggunakan metode konvensional (Tourelle et al., 2021).
Dengan demikian, teknologi NGS berbasis metagenomik memberikan keunggulan
signifikan dalam meningkatkan sensitivitas dan cakupan identifikasi patogen,
sehingga berpotensi mengatasi keterbatasan diagnostik berbasis kultur dalam

penegakan etiologi infeksi secara lebih akurat dan komprehensif.
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Perkembangan lebih lanjut menuju teknologi terbaru analisa metagonemik
menggunakan Next-Generation Sequencing-Oxford Nanopore Technology (NGS-
ONT) memberikan keunggulan tambahan berupa kemampuan membaca fragmen
DNA dengan panjang yang lebih besar, analisis secara real-time, serta
kemampuan mendeteksi modifikasi DNA secara langsung (Agudelo-Pérez et al.,
2023). Teknologi metagenomik NGS-ONT, telah menunjukkan kemampuan
dalam mendeteksi bakteri patogen yang tidak teridentifikasi melalui metode kultur
darah konvensional, termasuk bakteri yang sulit tumbuh atau terdapat dalam
jumlah rendah (Yang et al., 2023). Studi (Overbeek et al., 2024) menunjukkan
bahwa  bakteri  seperti  Cloacibacterium  normanense,  Bacteroides
thetaiotaomicron, Enterobacter cloacae, dan Enterococcus faecium dapat
diidentifikasi menggunakan NGS meskipun hasil kultur darah negatif.

Meskipun teknologi metagenomik NGS-ONT menunjukkan potensi yang
besar dalam meningkatkan akurasi diagnostik infeksi, pemanfaatannya sebagai
model baku emas dalam diagnosis sepsis neonatorum awitan dini pada bayi
prematur masih sangat terbatas, khususnya di Indonesia dan wilayah Provinsi
Lampung. Hingga saat ini, belum terdapat penelitian yang secara khusus
mengevaluasi akurasi dan potensi analisis metagenomik berbasis NGS-ONT
dalam mengidentifikasi bakteri patogen penyebab sepsis neonatorum awitan dini
pada bayi prematur dibandingkan dengan metode kultur darah konvensional.

Berdasarkan uraian tersebut, terdapat kesenjangan antara kebutuhan akan
metode diagnostik yang cepat, akurat, dan komprehensif dalam penegakan
etiologi sepsis neonatorum awitan dini dengan keterbatasan metode kultur darah
konvensional. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk menganalisis dan
membandingkan akurasi identifikasi bakteri penyebab sepsis neonatorum pada
bayi prematur menggunakan analisis metagenomik NGS-ONT dengan
pemeriksaan kultur darah konvensional. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
menjadi dasar pengembangan model baku emas dalam diagnosis sepsis
neonatorum awitan dini, khususnya di Provinsi Lampung, sehingga penegakan
diagnosis dan pemberian terapi yang tepat dapat dilakukan secara lebih cepat,
akurat, dan rasional, serta berkontribusi dalam menurunkan morbiditas dan

mortalitas neonatus prematur.



1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka dirumuskan masalah yang diteliti

dalam penelitian ini yaitu :

1. Bagaimana karakteristik bayi prematur sehat dengan bayi prematur sepsis
awitan dini?

2. Bakteri apa saja yang dapat diidentifikasi berdasarkan hasil pemeriksaan
kultur darah pada bayi prematur sehat dibandingkan dengan kultur darah
bayi prematur dengan sepsis awitan dini?

3. Bakteri apa saja yang dapat diidentifikasi berdasarkan analisis
metagenomik menggunakan teknologi NGS-ONT pada bayi prematur
sehat dibandingkan dengan bayi prematur dengan sepsis awitan dini?

4. Bagaimana potensi analisis metagenomik berbasis NGS-ONT sebagai
model pemeriksaan dibandingkan metode kultur darah standar dalam
penentuan etiologi bakteri patogen penyebab sepsis awitan dini pada bayi

prematur?

1.3. Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan permasalahan di atas, maka tujuan penelitian ini

adalah:

1. Mengidentifikasi karakteristik bayi prematur sehat dengan bayi prematur
awitan dini.

2. Mengidentifikasi perbedaan bakteri apa saja berdasarkan hasil
pemeriksaan kultur darah pada bayi prematur sehat dibandingkan dengan
kultur darah bayi prematur dengan sepsis awitan dini.

3. Mengidentifikasi bakteri apa saja berdasarkan analisis metagenomik
menggunakan teknologi NGS-ONT pada bayi prematur sehat
dibandingkan dengan bayi prematur dengan sepsis awitan dini.

4. Menganalisis potensi identifikasi bakteri patogen berbasis analisis
metagenomik NGS-ONT sebagai model pemeriksaan dibandingkan
metode kultur darah standar dalam penentuan etiologi sepsis awitan dini

pada bayi prematur.



1.4. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dalam berbagi aspek,
seperti:
1. Manfaat untuk perkembangan ilmu pengetahuan
Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk perkembangan ilmu
pengetahuan terutama berkaitan dengan ilmu neonatologi berkaitan
dengan pengembangan pemeriksaan untuk diagnosa dini bakteri patogen
penyebab sepsis awitan dini pada bayi prematur.
2. Manfaat untuk pembuat kebijakan
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan masukan kepada pihak
terkait, termasuk kementerian kesehatan, organisasi profesi dan rumah
sakit untuk pengembangan model baku emas untuk diagnosa dini bakteri
patogen penyebab sepsis awitan dini pada bayi prematur sebagai upaya
penurunan tingkat morbiditas dan mortalitas.
3. Manfaat untuk praktisi
Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat pada klinisi dalam
mempertimbangkan modalitas pemeriksaan baru untuk penegakan
etiologi sepsis neonatorum awitan dini pada bayi prematur untuk dapat
menentukan terapi definitif yang lebih cepat dan tepat dengan tata

laksana yang sesuai untuk kondisi pasien.

1.5. Novelty penelitian

Novelty atau kebaruan yang dihasilkan dalam penelitian ini adalah
pengembangan model pemeriksaan melalui pemanfaatan teknologi analisis
metagenomik berbasis Next Generation Sequencing-Oxford Nanopore Technology
(NGS-ONT) untuk mendukung penegakan diagnosis sepsis neonatorum awitan
dini pada bayi prematur di Indonesia. Pemanfaatan teknologi ini diharapkan dapat
dikembangkan sebagai modalitas diagnostik yang aplikatif dalam praktik klinis di
Indonesia, serta berpotensi mengatasi keterbatasan metode kultur darah
konvensional, khususnya terkait risiko hasil negatif palsu dan lamanya waktu

yang dibutuhkan untuk memperoleh hasil pemeriksaan.



1.6 Hipotesis Penelitian

Identifikasi bakteri patogen berbasis analisis metagenomik dengan Next
Generation Sequencing Oxford Nanopore Technology (NGS-ONT) lebih akurat
dibandingkan pemeriksaan dengan kultur darah dalam mengidentifikasi bakteri
patogen pada kasus sepsis awitan dini pasien bayi prematur.
Ho: Analisis metagenomik NGS-ONT memiliki kemampuan deteksi bakteri
patogen yang sama atau lebih rendah dibandingkan kultur darah pada sepsis
neonatorum awitan dini bayi prematur.
Hi: Analisis metagenomik NGS-ONT memiliki kemampuan deteksi bakteri
patogen yang berbeda atau lebih tinggi dibandingkan kultur darah pada sepsis

neonatorum awitan dini bayi prematur.

1.7 Kerangka Konseptual Penelitian

Secara skematis, kerangka konseptual dapat dilihat pada (Gambar 1) berikut:

l Bayi Prematur ]

l

I Kecurigaan Sepsis I
I

Kecurigaan Sepsis Maternal (Jufan ez a/., 2021): Kecurigaan Sepsis Neonatal (Oyako er al., 2025;
1. Suhu > 38°C atau < 36°C; Wilar et al.. 2010):
2. Denyut jantung > 90 kali/menit; suhu >37.5 °C atau <35.,5 °C;
3. Laju nafas > 20 kali/menit: denyut jantung (HR) <80 atau HR >180);
4. Nilai hitung leukosit >12000 atau laju pernapasan (RR > 60 atau RR <30);

Leukosit (<5000/uL atau(>30.000/uL),
Trombositopeni (<100.000/uL). d
Neutropeni absolut (PMN <1500)

<4000, atau >10% netrofil imatur
5. KPD > I8 jam
6. Infeksi saluran kemih
. korioamnionitis

[ I
v 3

Bayi prematur dengan Sepsis | I Bayi prematur sehat |
l Pemeriksaan Bakteri Patogen J
1

SNAWN -

k4
l ____________________ Analisa Metagenomik bakteri patogen menggunakan
[ Kultur Darah r NGS-ONT (Next Generation Sequencing Oxford
Nanopore Technology)

1 1

+
l Sensitivitas dan Spesifisitas NGS ‘

|

l Penegakan Sepsis Neonatus Awitan Dini I

— : Menggambarkan runutan kejadian
<+— — : Menggambarkan kesesuaian
: Variabel yang diteliti

Gambar 1. Kerangka Konseptual Penelitian



9

Bayi prematur memiliki risiko yang lebih tinggi untuk mengalami infeksi
akibat imaturitas sistem imun serta berbagai faktor klinis yang menyertai kondisi
prematuritas. Infeksi pada kelompok ini dapat berkembang secara cepat dan
meluas hingga menimbulkan bakteremia, yaitu kondisi ketika bakteri memasuki
dan beredar dalam aliran darah. Apabila bakteremia tersebut disertai dengan
respons inflamasi sistemik dan gangguan fungsi organ, maka secara klinis kondisi
tersebut dapat mengarah pada kecurigaan sepsis. Dalam praktik klinis, penegakan
diagnosis sepsis tidak hanya didasarkan pada manifestasi klinis, tetapi juga
memerlukan identifikasi etiologi bakteri patogen secara akurat agar dapat
diberikan tata laksana yang tepat dan rasional. Hingga saat ini, pemeriksaan kultur
darah masih dianggap sebagai baku emas dalam penegakan etiologi penyebab
sepsis neonatorum. Namun demikian, metode ini memiliki sejumlah keterbatasan
penting, antara lain waktu pemeriksaan yang relatif lama serta tingginya angka
kultur negatif, terutama pada kondisi dengan jumlah bakteri yang rendah atau
pada pasien yang telah menerima terapi antibiotik sebelumnya. Oleh karena itu,
pengembangan pendekatan diagnostik berbasis analisis genetik bakteri termasuk
bakteri menjadi sangat relevan untuk meningkatkan sensitivitas dan kecepatan
deteksi patogen. Pendekatan ini diharapkan tidak hanya melengkapi metode kultur
konvensional, tetapi juga memberikan dasar diagnostik yang lebih kuat dalam
penentuan etiologi serta pengambilan keputusan klinis pada kasus sepsis

neonatorum.

1.8 Penelitian Terdahulu
Penelitian terdahulu yang dapat menjadi acuan pada penelitian ini yang
mendukung hipotesis bahwa NGS-ONT dapat menjadi pemeriksaan sepsis awitan

dini disajikan dalam daftar pada Tabel 1 sebagai berikut :



Tabel 1. Daftar penelitian terdahulu
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Peneliti . . .
No (tahun) Judul Tujuan Metode Populasi Hasil
Pemeriksaan
NGS
Xiao- Pemeriksaan Pasien menunjukkan
guang NGS dengan sensitivitas
Cao, Shu- dilakukan kecurigaan 95,16% dan
sheng The Mengetahui emeriksaan klinis sepsis | spesifisitas
Zhou , diagnostic | kegunaan g CR dan dengan 76,19%
1 Chun-yan | value of klinis NGS disekuensin SOFA >2, dengan
Wang, | NGS untuk AN €| dirawatdi | diagnosis
Kui Jin technology | diagnosis B GIgSE Q- ICU dengan | klinin sepsis.
dan Hua- | in sepsis sepsis 50/MGISEQ infeksi yang [ Nilai PPV
dong 2000 sulit NGS adalah
Meng latform ditentukan 92,19% dan
(2022) p asalnya NPV 84,21%.
(Cao et al.,
2022)
Dibandingkan
. Identificati . Bayi berusia | dengan kultur,
%;e\i?;l;; on of novel 11;;[1 il;(egreitahul 0 hingga 28 | positive rate
Gon & | bacterial atogen PCR hari dengan | NGS adalah
Zhe Ii’u species in p en ‘(’; bab dilakukan kecurigaan 44% (kultur
2 e the blood pa dZ dengan klinis sepsis | 0%) dan
Meng"ie of patients E conatus Sanger dengan bayi | negative rate
Luo & with denean sequencing | tidak sakit NGS 56%
(2024) neonatal e.agla sepsis sebagai (kultur 100%)
sepsis &9 p kontrol (Wuet al.,
2014)
Gangfeng Pgswn d.engan
Yan, Jing diagnosis
Li ’ Metageno klinis HAP
Wléimin mic Next- menunjukkan
Chen & | Generation jumlah
’ Sequencing bakterimia
Yang .
Chen. Ye of lebih besar
Chen’ Bloodstrea | Mengetahui dibandingkan
Jinha(%, m manfaat Pasicn di dengan CAP.
Tao Microbial | metagenomi | Pemeriksaan atas 28 hari Pasien dengan
3 Xia(’) di Cell-Free | ¢ NGS pada [ sekuensing denean imunodefisien
Cai Nucleic pasien dengan dia gnosis si
Yar; Acid in suspek BGISEQ-50 i r?is SIRS menunjukkan
Zhoﬁ Children sepsis di jumlah spesies
Yixué With PICU jamur dan
Wan Suspected protozoa yang
Min gl;an Sepsis in lebih banyak.
Win Pediatric Serum
éuo ; f’ Intensive inflamasi PCT
Lu PINE | Care Unit secara positif
(2021) berkorelasi

signifikan
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dengan
bakterimia (D.
Yan et al.,
2024)
Lu Chen,
Yujuan
Z.hao3 Mengetahui Pada .
Jiakai pemeriksaan
. Metageno | kegunaan . .
Wei, . . Pemeriksaan cairan tubuh,
. mic Next- mNGS dari .
Wendi . mNGS pemeriksaan
Generation | cell-free
Huang, . dengan NGS
. Sequencing | DNA pada o Neonatus .
Ying Ma, . quantitative menunjukkan
for the penyakit dengan e
Xucfeng Diagnosis | infeksi PCR kecurigaan Koinsidens
Yang, g (qPCR), cung . | rate 68,3%.
of neonatus klinis infeksi e
Yang PCR, atau Positivity rate
S Neonatal yang berasal .
Liu, Jing . . Sanger pemeriksaan
Infectious | dari .
Wang, Diseases beberana sequencing NGS adalah
Han Xia, o diaalf 70,2% (Chen
Zheng etal., 2022)
Lou
(2022)
mNGS
memiliki
kelebihan
Clinical tingkat positif
Applicatio yang cepat
n and Untuk dan tinggi
Sun, L., Influencing | menganalisis dalam
Zhang, Factor aplikasi mendeteksi
S., Yang, | Analysis of | klinis dari . patogen pada
199 pasien .
Z.,Yang, | Metageno | mNGS pada . . pasien dengan
. . Pemeriksaan | sepsis barta .
F., Wang, | mic Next- pasien . sepsis berat
. . mNGS yang dirawat
Z.,Li, H., | Generation | dengan 3 ICU dengan
Li, Y., & | Sequencing | sepsis di unit tingkat positif
Sun, T. (mNGS) in | perawatan mNGS lebih
(2022) IcU intensif tinggi
Patients (ICU). dibandingkan
With kultur darah
Sepsis. (67,74% vs.
19,35%) (Sun
etal., 2022)
Yan, G., | Metageno | Untuk Pemeriksaan | Pasien anak | Dibandingkan
Liu, J,, mic Next- | mengindenti | NGS yang kultur darah,
Chen, Generation | fikasi dilakukan didiagnosis | mNGS tidak
Ww., Sequencing | mikrobioma | pemeriksaan | dengan hanya dapat
Chen, Y., | of aliran darah | PCR dan sindrom mendeteksi
Cheng, Bloodstrea | anak-anak disekuensing | respons infeksi oleh
Y., Tao, m dengan dengan inflamasi bakteri
J., Cai, Microbial | sepsis di unit | BGISEQ-50 | sistemik prokariotik,
X., Zhou, | Cell-Free | perawatan MGI (SIRS) seperti bakteri
Y., Nucleic intensif Technology, | dengan dan virus,




Wang, Acid in

Y., Children

Wang, With

M., & Suspected

Ly, G. Sepsis in

(2021). Pediatric
Intensive
Care Unit.

pediatrik Shenzhen,
(PICU) China)
menggunaka

n mNGS
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mengacu tetapi juga

pada kriteria | infeksi oleh

diagnostik organisme

sepsis eukariotik.(G.

internasional | Yan et al.,
2021)

Tabel 2. Perbandingan keberhasilan deteksi bakteri berbasis metode kultur darah

dengan NGS pada berbagai penelitian

No Keberhasilan Deteksi Keberhasilan Deteksi Sumber
berbasis Kultur Darah berbasis NGS

1. 1,20 % (1/83) 61,45 % (51/83) (Cao et al., 2022)

2. | 0% (0/45) 44% (20/45) (Wu et al.,2014)

3. 25,53 % (12/47) 89,36% (42/47) (Chen et al., 2022)

4. 13,13 % (13/99) 65,66 % (65/99) (Zhou et al., 2023)

5. 120,7 % (62/300) 68,0 % (204/300) Ma et al., 2025)

6. 19,35% (24/124) 67,74% (84/124) (Sun et al., 2022)

7. 12,0% (6/50) 72,0% (36/50) (Y. Liu et al., 2025)

8. 59,1 % (75/127) 86,6 (110/127) (Yuetal., 2025)

9. 18.9% (7/37) 67.6 % (25/37) (Qietal., 2023)

10. | 19,4 % (95/491) 70,5 % (346/491) (Brenner et al., 2025)




13

II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sepsis Neonatorum Awitan Dini
2.1.1 Definisi

Sepsis merupakan sindrom klinik dari adanya disfungsi organ akibat
respon tubuh terhadap suatu infeksi yang ditandai dengan adanya bakteremia.
Sepsis itu sendiri dibagi menjadi sepsis yaitu bayi dengan faktor risiko atau
ditemukan adanya sepsis selama perawatan, terlepas dari ada tidaknya gejala
klinis, selanjutnya sepsis klinis yaitu adanya temuan klinis dan laboratorium,
namun tidak adanya bakteri penyebab dan terakhir sepsis yang terbukti yaitu
terdapat temuan klinis dan laboratorium, dan demonstrasi bakteri patogen dalam

kultur yang diambil dari sampel steril (Kariniotaki et al., 2025).

2.1.2 Epidemiologi

Sepsis neonatorum awitan dini merupakan penyebab utama kematian
bayi prematur. Hal ini disebabkan kondisi neonatus yang masih rentan dan
imatur sehingga rentan terhadap berbagai faktor yang berisiko (Suwarna et al.,
2022). Berdasarkan penelitian oleh Global Burden of Disease tahun 2016/2017
kejadian sepsis neonatorum di dunia berkisar 1,3 juta kasus per tahun
(Fleischmann-Struzek et al., 2018). Di negara maju, kejadian sepsis neonatorum
adalah 2-6 per 1000 kelahiran hidup, sedangkan di negara berkembang, angka
kematian akibat sepsis neonatal berkisar antara 11-68/1000 kelahiran hidup
(Utomo et al., 2021).

Angka kejadian SNAD pada bayi yang lahir antara usia kehamilan 22
minggu dan 28 minggu berkisar 18,47/1000 kelahiran hidup dan pada bayi
cukup bulan yaitu 0,5/1000 kelahiran hidup (Salsabila et al., 2022). Populasi
neonatus khususnya bayi berat lahir sangat rendah (BBLSR) dan bayi berat lahir
amat sangat rendah (BBLASR) lebih rentan mengalami sepsis neonatal terutama
karna sistem kekebalan tubuhnya yang belum matang (Sharma et al., 2024).
Indonesia belum mempunyai data mengenai kejadian sepsis, namun penelitian

yang dilakukan di tiga rumah sakit di Indonesia menunjukkan SNAD lebih
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sering terjadi pada bayi yang sangat prematur sebesar 29,2% dan pada bayi berat
lahir sangat rendah (BBLSR) sebanyak 37,9% (Salsabila ef al., 2022).

2.1.3 Klasifikasi

Sepsis neonatorum merupakan infeksi sistemik yang terjadi pada 28 hari
kehidupan pertama. Kondisi ini dapat dibedakan menjadi sepsis neonatus awitan
dini (SNAD) yaitu sepsis yang terjadi dalam 72 jam pertama kehidupan dan
sepsis neonatus awitan lanjut (SNAL) yang terjadi setelah usia 72 jam. Pada bayi
baru lahir dengan sepsis awitan dini, 85% muncul dalam waktu 24 jam (median
usia timbulnya sepsis 6 jam), 5% muncul dalam 24-48 jam, dan persentase lebih
kecil muncul dalam 48-72 jam. Onset paling cepat terjadi pada neonatus

prematur (Suwarna et al., 2022).

2.1.4 Etiologi

Sumber infeksi yang menyebabkan SNAD berasal dari transplasenta
ataupun perinatal sedangkan SNAL merupakan infeksi yang didapat setelah
kelahiran ataupun infeksi nasokomial (Procianoy & Silveira, 2020). SNAD
dikaitkan dengan penyebaran bakteri dari ibu. Infeksi dapat terjadi melalui
penyebaran hematogen dan transplasental dari ibu yang terinfeksi atau, yang
lebih umum, melalui infeksi dari leher rahim. Organisme yang menghuni saluran
genitourinari ibu dapat menular ke neonatus saat melewati jalan lahir saat
melahirkan (Fleischmann-Struzek et al., 2018).

Bakteri gram positif terbanyak yang menyebabkan sepsis pada neonatus
adalah Coagulase-negative staphylococci (CoNS), terutama Staphylococcus
epidermidis sedangkan pada bakteri gram negatif yang terbanyak ialah
Klebsiella pneumoniae (Singh et al., 2022). Bakteri yang paling sering dikaitkan
dengan SNAD adalah Group B Streptococcus (GBS), Escherichia coli,
Coagulase-negative staphylococci, Haemophilus influenzae dan Listeria
monocytogenes (Berardi et al., 2019). Penyebab SNAD yang paling umum di
negara-negara berpenghasilan tinggi/ High-Income Countries (HICs) adalah
Group B Streptococcus (GBS) dan E. coli, sedangkan di Low Middle Income
Countries (LMICs), SNAD mungkin didominasi oleh bakteri gram negatif,
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dengan organisme ini dikaitkan dengan morbiditas yang lebih signifikan dan
mortalitas yang lebih tinggi (Salsabila et al., 2022).

Penelitian yang dilakukan (Ji et al., 2022) yang melibatkan 108 kasus
SNAD (18,4 per 1000 pasien masuk) melaporkan insiden SNAD meningkat
seiring dengan penurunan usia gestasi dan berat lahir. Escherichia coli
ditemukan sebanyak 40,7% dan merupakan patogen yang paling umum, diikuti
oleh Klebsiella spp. sebanyak 9,3%. Distribusi dan proporsi bakteri patogen
bervariasi secara signifikan berdasarkan usia gestasi. E.coli dan Klebsiella spp.
menunjukkan resistensi yang tinggi terhadap ampisilin dan sefalosporin generasi
ketiga, namun menunjukkan kerentanan yang baik terhadap antibiotik
karbapenem dan piperacillin-tazobactam (Salsabila et al., 2022).

Kandidat patogen spesifik dari kelompok anaerob oral yang terkait dengan
infeksi pada bayi dengan kelahiran prematur adalah Actinomyces,
Campylobacter, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Porphyromonas, dan
Prevotella. Bakteri tersebut ditemukan secara spesifik lebih banyak di dalam
darah tali pusat (Vander Haar ef al., 2022). Tali pusat yang mengalami
devitalisasi menyediakan media ideal untuk pertumbuhan bakteri. Sumber
bakteri yang berpotensi patogen menghuni tali pusat antara lain jalan lahir ibu
dan berbagai sumber bakteri lokal di lokasi persalinan, yang paling menonjol
adalah tangan tidak steril yang berasal dari individu yang membantu persalinan
(Stewart ef al., 2016). Dengan menggunakan metode kultur independen, bakteri
yang teridentifikasi di tali pusat pada pasien SNAD pada bayi prematur
sebanyak 18 spesies (7 non-redundan). Spesies baru yang diidentifikasi paling
umum adalah E. coli dan Fusobacterium nucleatum. Mengingat prevalensinya
pada sepsis neonatus awitan dini, F. Nucleatum harus ditempatkan pada skala

kepentingan yang sama dengan E. coli (Salsabila et al., 2022).

2.1.5 Faktor Risiko

Faktor risiko yang berhubungan terhadap kejadian sepsis neonatorum
meliputi faktor maternal dan faktor bayi. Faktor maternal meliputi ketuban pecah
dini, demam selama kehamilan, dan ketuban hijau. Faktor bayi yang

memengaruhi sepsis neonatorum antara lain bayi berat lahir rendah (BBLR),
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APGAR score, dan usia gestasi. Prematuritas menjadi salah satu faktor yang
memiliki risiko kesakitan dan kematian yang tinggi untuk terjadinya sepsis
neonatorum (Amanda Jaya et al., 2019).

Peningkatan kerentanan terhadap infeksi pada bayi prematur terutama
disebabkan oleh defisiensi sistem imun, terutama karena penurunan antibodi IgG
dan aktivasi komplemen yang tidak kompeten, epitel yang belum matang serta
meningkatnya kebutuhan akan alat invasif (akses vaskular, selang endotrakeal,
2017). Studi

selang makanan dan kateter saluran kemih) (Anastasia,

menunjukkan bahwa prematuritas dan BBLR berhubungan signifikan dengan

kejadian sepsis neonatorum pada pasien NICU (Nuhan & Mirawati, 2025).

Beberapa faktor risiko serta indikator klinis yang dapat digunakan untuk

mencurigai adanya sepsis pada neonatus ditunjukkan oleh Tabel 3 sebagai

berikut (NICE Guidelines, 2021):

Tabel 3. Faktor Risiko Maternal dan Indikator Klinis pada Neonatus

Faktor Risiko Maternal

Indikator Klinis pada Neonatus

Tanda Bahaya
atau konfirmasi infeksi pada bayi lain
jika terjadi kehamilan ganda.

Tanda Bahaya

* Apnea (berhentinya
sementara)

* Kejang

» Kebutuhan akan resusitasi jantung paru

» Kebutuhan akan ventilasi mekanis

» Tanda-tanda syok

pernapasan

Faktor risiko lainnya:

* Infeksi streptokokus grup B invasif
pada bayi atau ibu yang pernah
mengalami kolonisasi streptokokus
grup B, bakteriuria, atau infeksi pada
kehamilan saat ini.

* Kelahiran prematur setelah
persalinan spontan sebelum usia
kehamilan 37 minggu.

* Dikonfirmasi pecah ketuban lebih
dari 18 jam sebelum kelahiran
prematur.

* Dikonfirmasi adanya ketuban pecah
sebelum persalinan cukup bulan
selama lebih dari 24 jam sebelum
permulaan persalinan.

* Demam intrapartum lebih tinggi dari
38°C jika dicurigai atau dipastikan
adanya infeksi bakteri.

* Diagnosis klinis korioamnionitis.

Indikator klinis lainnya:

* Perubahan kebiasaan atau tingkah laku

* Perubahan tonus otot

* Kesulitan dan Intoleransi  makan,
termasuk muntah, aspirasi lambung dan
distensi abdomen berlebihan

* Denyut jantung tidak normal
(bradikardia atau takikardia)
» Tanda-tanda  gangguan  pernapasan

(termasuk nafas cuping hidung, retraksi,
takipnea)

* Hipoksia (misalnya, sianosis sentral atau
penurunan tingkat saturasi oksigen)

* Hipertensi pulmonal persisten pada bayi
baru lahir

* Penyakit kuning dalam waktu 24 jam
setelah kelahiran

* Tanda-tanda ensefalopati neonatal

» Kelainan suhu (lebih rendah dari 36°C
atau lebih tinggi dari 38°C) yang tidak
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dapat dijelaskan oleh faktor lingkungan

* Perdarahan berlebihan, trombositopenia,
atau koagulasi abnormal yang tidak
diketahui penyebabnya

* Perubahan homeostatis glukosa
(hipoglikemia atau hiperglikemia)

* Asidosis metabolik (defisit basa 10
mmol/liter atau lebih)

2.1.6 Diagnosa
Tanda dan gejala yang muncul pada sepsis neonatorum tidaklah spesifik
sehingga gambaran klinis yang tidak biasa dapat dicurigai kemungkinan adanya
infeksi pada neonatus. Berbagai manifestasinya antara lain gangguan pernafasan,
pneumonia, apnea, keterlambatan waktu pengisian kapiler, intoleransi makan,
enterokolitis nekrotikans, ketidakstabilan suhu termasuk hipotermia dan
hipertermia, hipotonia, kejang, ubun-ubun menonjol, Disseminated
Intravascular Coagulation (DIC), manifestasi perdarahan, dan jaundice yang
berkepanjangan (Anastasia, 2017)
Diagnosa sepsis awitan dini berdasarkan adanya gejala klinis seperti
letargi, refleks hisap menurun, merintih, iritabel, kejang, gangguan
gastrointestinal, gangguan respirasi, waktu pengosongan lambung memanjang

(Kariniotaki et al., 2025).

2.1.7 Pemeriksaan Penunjang
Kultur darah adalah standar diagnosa sepsis neonatal, pemeriksaan ini
memiliki spesifisitas tinggi tetapi sensitivitas rendah untuk infeksi invasif

(Anastasia, 2017).

2.2 Prematuritas
2.2.1 Definisi

Prematur didefinisikan sebagai bayi yang lahir hidup sebelum usia
kehamilan 37 minggu. Terdapat subkategori kelahiran prematur berdasarkan usia
kehamilan yaitu extremely prematur (kurang dari 28 minggu), sangat prematur
(28 hingga kurang dari 32 minggu, dan prematur sedang hingga akhir (32 hingga
37 minggu) (Marsubrin et al., 2023).
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2.2.2 Faktor Risiko

Dua dari tiga kelahiran prematur terjadi secara spontan, sementara yang
lain terjadi karena kondisi medis ibu atau komplikasi janin, seperti preeklamsia
atau pembatasan pertumbuhan intrauterin (IUGR). Faktor risiko yang signifikan
untuk kelahiran prematur termasuk usia ibu lanjut, tingkat pendidikan
kehamilan, jumlah kelahiran, kehamilan kembar, perawatan prenatal minimal

atau tidak sama sekali, dan jenis kelamin janin laki-laki (Ma et al., 2025)

2.2.3 Prematur dan Sepsis Neonatus Awitan Dini

Meta-analisis dan tinjauan sistematis literatur menunjukkan bahwa
prematuritas sering dilaporkan sebagai salah satu faktor risiko paling umum
untuk sepsia awitan dini pada neonatus (Murthy et al., 2019). Disfungsi sistem
kekebalan tubuh, ketidakmatangan, serta kurangnya antibodi IgG ibu pada
neonatus prematur berkontribusi terhadap peningkatan risiko infeksi. Sepsis
neonatal awitan dini terjadi di dalam rahim baik melalui bakteri transplasental
atau, yang lebih umum, bakteri ascending yang memasuki rahim dari lingkungan
vagina setelah pecahnya selaput ketuban. Selain itu, bayi yang baru lahir
mungkin terinfeksi ketika terkena bakteri, virus, atau jamur yang berpotensi
patogen saat melewati jalan lahir (Shane et al., 2017).

Korioamnionitis histologis dikaitkan dengan sepsis neonatal awitan dini
pada bayi prematur (OR 5,88 (95% CI, 3,68-9,41). Begitupula korioamnionitis
klinis juga dikaitkan dengan sepsis neonatal awitan dini pada bayi prematur (OR
=3,90 (95% CI, 2,74-5,55) (Beck et al., 2021). Korioamnionitis, sering disebut
sebagai infeksi intraamniotik, adalah peradangan akut pada selaput janin, yang
disebabkan oleh infeksi bakteri. Tingkat korioamnionitis histologis berbanding
terbalik dengan usia kehamilan saat lahir dan berhubungan langsung dengan
durasi pecahnya ketuban. Korioamnionitis terjadi akibat invasi mikroba pada
cairan ketuban, seringkali akibat pecahnya membran korioamnion dalam waktu
lama (Shane et al., 2017).

Penelitian (Dornelles et al., 2022) yang melibatkan 40 (48%) bayi
prematur dengan diagnosis klinis sepsis neonatus awitan dini dan 44 (52%) bayi

prematur sehat melaporkan bahwa mekonium pertama berbeda pada neonatus
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prematur dengan dan tanpa sepsis awitan dini. Filum yang paling banyak
terdeteksi pada kedua kelompok adalah Proteobacteria, dan bakteri ini lebih
banyak ditemukan pada kelompok sepsis (p < 0,034). Empat belas varian di
antara komunitas bakteri (p < 0,001) berkorelasi dengan sepsis neoantus awitan
dini. Genera yang paling berkaitan erat dengan sepsis neoantus awitan dini
adalah Paenibacillus, Caulobacter, Dialister, Akkermansia, Phenylobacterium,

Ruminococcus,

(Dornelles et al., 2022).

Propionibacterium, Bradyrhizobium, dan  Alloprevotella

Berdasarkan hasil kajian terhadap berbagai studi epidemiologi, diketahui
bahwa etiologi sepsis neonatorum awitan dini menunjukkan variasi distribusi
bakteri yang dipengaruhi oleh faktor geografis, karakteristik populasi, serta
setting pelayanan kesehatan (Abdelrahman et al., 2025). Secara umum, beberapa
bakteri dilaporkan sebagai penyebab utama secara global, sementara penelitian
lokal (khususnya Lampung) menunjukkan pola distribusi yang dapat berbeda.
Oleh karena itu, untuk memberikan gambaran yang lebih komprehensif
mengenai bakteri penyebab sepsis neonatorum awitan dini, disajikan ringkasan

hasil kajian dari berbagai penelitian sebagaimana ditunjukkan pada Tabel 4

berikut.

Tabel 4. Distribusi Etiologi Sepsis Neonatorum Awitan Dini Berdasarkan Studi

Epidemiologi
No Bakteri Persentase (%) Sumber
(Ervina et al., 2025;
0 . 0
1 Escherichia coli ?5;;6’31?) (global); 3% Flannery et al., 2021;
pung Stoll et al., 2020)
Streptococcus ]
> | agalactiae 18,8-30,2% (Flannery et al., 2021;
(GBS) Stoll et al., 2020)
3 Klebsiella 4-28%  (global);  23% | (Ervina et al., 2025;
pneumoniae (Lampung) Flannery et al., 2021)
4 Staphylococcus 6,3-17,5% (global); 10% | (Ervina et al., 2025;
aureus (Lampung) Flannery et al., 2021)
5 Enterobacter 1,4-16,1% (global); 3% ;nglilne?'y g 4 lalé’ 02 1202{51;
spp. (E. cloacae) (Lampung) et al., 2025)
coagulase-
6 gfflf;;vli ocens | 28:6% (global) (Flannery ef al., 2021)
(CoNS)
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7 Enterococcus 2,8% (global); 10% (E. | (Ervina et al., 2025;
spp. faecium) (Lampung) Flannery et al., 2021)
Acinetobacter o .

8 baumannii 10% (Lampung) (Ervina et al., 2025)

g | Pseudomonas 10% (Lampung) (Ervina et al., 2025)
aeruginosa

10 Burkh.olderza 19% (Lampung) (Ervina et al., 2025)
cepacia

2.3. Identifikasi Bakteri Berbasis Next-Generation Sequencing Oxford
Nanopore Technology (NGS-ONT)

Keterbatasan metode kultur konvensional dalam mengidentifikasi bakteri
patogen, terutama pada kasus infeksi dengan jumlah mikroba rendah atau
paparan antibiotik sebelumnya, telah mendorong pengembangan metode
diagnostik berbasis molekuler yang lebih sensitif dan komprehensif. Pada
kondisi seperti sepsis neonatorum, khususnya pada bayi prematur, hasil kultur
darah sering kali negatif meskipun terdapat manifestasi klinis infeksi, sehingga
menyulitkan penegakan diagnosis etiologis dan penentuan terapi yang tepat.
Perkembangan teknologi berbasis analisis asam nukleat, termasuk Next
Generation Sequencing (NGS), memungkinkan identifikasi bakteri secara
langsung dari sampel klinis melalui analisis materi genetik mikroba tanpa
bergantung pada proses kultur, sehingga meningkatkan sensitivitas dan cakupan
deteksi patogen (Wensel et al., 2022).

Lebih lanjut, teknologi sekuensing generasi ketiga seperti Oxford
Nanopore Technology (ONT) menawarkan keunggulan berupa kemampuan
pembacaan DNA secara real-time dan long reads, yang memungkinkan
identifikasi bakteri secara lebih cepat, akurat, dan komprehensif, sehingga
berpotensi meningkatkan akurasi diagnosis infeksi, termasuk pada kasus sepsis
neonatorum dengan hasil kultur darah negatif (Jain et al., 2018). Dengan
demikian, pendekatan diagnostik berbasis analisis materi genetik menggunakan
teknologi NGS, khususnya ONT, menjadi sangat penting dalam mendukung
deteksi patogen secara dini dan tepat sebagai dasar pengelolaan infeksi yang

lebih efektif.
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2.3.1 Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA merupakan teknik pemisahan DNA yang bertujuan untuk

mendapatkan DNA murni. Ekstraksi DNA dapat dilakukan dengan berbagai
metode, mulai dari metode konvensional ataupun metode kit. Terdapat beberapa
tahapan dalam proses ekstraksi DNA yaitu, pelisisan sel, purifikasi, presipitasi,
dan elusi. Prinsip utama dalam proses ekstraksi DNA yaitu penghancuran
membran sel atau organel - organel dengan tujuan memisahkan DNA dari bahan
penyusun sel lain tanpa merusak DNA tersebut (Ariyanti & Sianturi, 2019).
Proses lisis merupakan proses awal yang dijadikan penentu keberhasilan
ekstraksi DNA. Beberapa cara dapat digunakan dalam tahapan lisis ini,
diantaranya menggunakan Teknik kimiawi yaitu menggunakan enzim seperti
proteinase-K dan SDS dan juga menggunakan teknik mekanik yaitu penggerusan
menggunakan mortar atau menggunakan TissueLyser (Hariyadi S ef al., 2018).

Proses selanjutnya penambahan kloroform yang memiliki berat jenis lebih
besar dari sampel sehingga membuat kloroform bergerak kedasar tabung.
Kloroform berfungsi untuk menghilangkan sisa — sisa dinding sel dari tahap lisis
dan dapat mendenaturasi protein. Langkah berikutnya adalah memisahkan DNA
dan protein dengan cara sentrifugasi. Pada tahap presipitasi supernatan
dimasukan ke dalam tabung yang berisi isopropanol dengan volume yang sama
dengan volume supernatan. Isopropanol bersifat fiksatif yaitu dapat menarik air
atau mengondisikan dehidrasi yang membuat DNA terbentuk dan tidak
mengendap. Selanjutnya tahapan purifikasi DNA menggunakan alkohol 70%
dengan tujuan untuk mencuci dan mengendapkan DNA, setelah DNA
mengendap diresuspensi dengan TE dan DNA dapat disimpan pada suhu -20°C
(Ariyanti & Sianturi, 2019).
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Gambar 2. Diagram Alur Ekstraksi DNA (Novianti T., 2022)

2.3.2 Analisis Konsentrasi dan Kemurnian DNA

Konsentrasi dan tingkat kemurnian DNA hasil ekstraksi merupakan
parameter fundamental yang secara langsung memengaruhi efisiensi amplifikasi
serta kualitas produk PCR yang dihasilkan (Rodriguez-Riveiro et al., 2022).
Oleh karena itu, tahap kuantifikasi dan evaluasi kemurnian DNA menjadi
prosedur esensial sebelum analisis molekuler dilakukan. Pengukuran tersebut
umumnya dilakukan menggunakan metode spektrofotometri yang didasarkan
pada prinsip Hukum Beer-Lambert, yaitu hubungan linear antara absorbansi dan
konsentrasi suatu senyawa dalam larutan. Pada panjang gelombang 260 nm,
asam nukleat menunjukkan puncak serapan maksimum, sedangkan protein
menyerap cahaya secara optimal pada panjang gelombang 280 nm (Li et al.,
2021). Dengan demikian, rasio absorbansi A260/A280 digunakan sebagai

indikator kemurnian DNA, di mana nilai pada kisaran 1,8—2,0 mengindikasikan
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DNA dengan tingkat kemurnian yang baik dan relatif bebas dari kontaminasi
protein (Rodriguez-Riveiro et al., 2022).

Selain spektrofotometri, metode fluorometri juga banyak digunakan
sebagai pendekatan kuantifikasi DNA yang lebih sensitif dan selektif. Teknik ini
bekerja berdasarkan pengukuran intensitas fluoresensi yang dihasilkan dari
interaksi spesifik antara pewarna fluoresen, seperti PicoGreen, dengan DNA
untai ganda (double-stranded DNA/dsDNA) (Pentzold et al., 2025). Keunggulan
utama metode fluorometrik dibandingkan metode berbasis absorbansi terletak
pada kemampuannya mendeteksi DNA pada konsentrasi sangat rendah serta
meminimalkan interferensi dari kontaminan non-DNA. Namun demikian,
metode ini tidak menyediakan informasi mengenai tingkat kemurnian DNA,
seperti rasio A260/A280 maupun A260/A230, sehingga evaluasi kemurnian

tetap memerlukan analisis berbasis spektrofotometri (Bruijns et al., 2022).

2.3.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik amplifikasi DNA
yang digunakan untuk memperbanyak fragmen DNA spesifik melalui sintesis
DNA untai ganda menggunakan molekul DNA target sebagai cetakan dengan
bantuan enzim DNA polimerase tahan panas. Keberhasilan PCR bergantung
pada pengaturan siklus suhu yang presisi menggunakan thermal cycler, yang
mengontrol tiga tahap utama, yaitu denaturasi pada sekitar 94°C untuk
memisahkan DNA menjadi dua untai tunggal, annealing pada suhu 50—-60°C
untuk memungkinkan primer berikatan secara spesifik dengan urutan target, dan
ekstensi pada suhu 72°C untuk sintesis untai DNA komplementer baru. Reaksi
ini memerlukan beberapa komponen utama, yaitu DNA template, sepasang
primer spesifik, enzim DNA polimerase tahan panas seperti Taq atau Pfu,
deoksiribonukleotida trifosfat (INTP), dan larutan buffer yang menjaga kondisi
reaksi tetap optimal dengan menyediakan ion penting yang mendukung aktivitas
enzim. Primer berperan penting dalam menentukan spesifisitas amplifikasi
karena dirancang komplementer terhadap urutan DNA target, sehingga
memungkinkan amplifikasi fragmen DNA tertentu secara selektif dan efisien.

Oleh karena itu, teknik PCR digunakan dalam berbagai aplikasi biologi
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molekuler, termasuk identifikasi bakteri melalui amplifikasi gen penanda
molekuler tertentu (Wensel et al., 2022).

Gen penanda molekuler yang paling umum digunakan untuk identifikasi
bakteri adalah gen 16S rRNA, yang diamplifikasi menggunakan teknik PCR
karena memiliki kombinasi daerah konservatif dan daerah variabel dalam
urutannya. Daerah konservatif memungkinkan gen ini ditemukan pada hampir
semua bakteri dan berfungsi sebagai target universal untuk pengikatan primer,
sedangkan daerah variabel mengandung variasi urutan nukleotida yang
memungkinkan pembedaan antar spesies dan strain bakteri. Gen 16S rRNA
memiliki panjang sekitar 1500 pasangan basa dan terdiri dari sembilan daerah
variabel yang memberikan informasi taksonomi penting untuk identifikasi
bakteri secara akurat. Variasi urutan nukleotida dalam gen ini memungkinkan
analisis hubungan filogenetik dan identifikasi bakteri hingga tingkat spesies,
sehingga sangat berguna dalam studi mikrobiologi molekuler. Dengan demikian,
amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan PCR diikuti dengan analisis
sekuensing telah menjadi metode standar dalam identifikasi dan karakterisasi
bakteri karena memberikan resolusi taksonomi yang tinggi serta keandalan yang
baik dalam berbagai aplikasi penelitian dan diagnostik mikrobiologi (Johnson et

al., 2019).

2.3.4 Elektroforesis

Elektroforesis merupakan teknik pemisahan molekul bermuatan berdasarkan
pergerakannya dalam medan listrik. Metode ini secara luas digunakan untuk
keperluan preparatif maupun analitis, seperti pemisahan, pemurnian, dan
karakterisasi asam nukleat (DNA dan RNA) serta protein. Teknik ini tergolong
sederhana, cepat, dan sangat sensitif, di mana campuran molekul bermuatan
dibiarkan bermigrasi menuju elektroda yang berlawanan di bawah pengaruh
medan listrik, baik secara bebas maupun melalui medium pendukung seperti gel
yang memiliki sifat penyaring. Selama proses migrasi, molekul bermuatan
tersebut terpisah satu sama lain berdasarkan perbedaan ukuran, bentuk, dan

muatannya (Rana & Joshi, 2023).
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Elektroforesis gel agarosa merupakan teknik yang umum digunakan dalam
biologi molekuler untuk memisahkan dan mengkarakterisasi asam nukleat
berdasarkan migrasinya melalui matriks gel di bawah pengaruh medan listrik.
Agarosa adalah polisakarida alami dari rumput laut yang memiliki kekuatan gel
tinggi, tidak beracun, dan netral secara listrik, sehingga efektif sebagai media
pemisahan DNA, meskipun kandungan gugus sulfat dapat memengaruhi kinerja
gel dan dapat dikurangi melalui proses desulfasi untuk meningkatkan kualitas
pemisahan (Zhang et al., 2021). Dalam elektroforesis, DNA bermuatan negatif
akan bergerak menuju elektroda positif, dan fragmen yang lebih kecil akan
bermigrasi lebih cepat dibandingkan fragmen yang lebih besar karena hambatan
fisik dari pori-pori gel. Metode seperti SURE (successive reloading
electrophoresis) meningkatkan sensitivitas dengan memuat sampel DNA encer
secara berulang ke dalam sumur yang sama dan memberikan pulsa listrik singkat
untuk menghasilkan stacking molekuler. Proses stacking ini memungkinkan DNA
dari beberapa pemuatan terkonsentrasi dalam satu pita sempit dengan intensitas
sinyal tinggi dan pelebaran minimal, sehingga hingga 97% DNA dapat terintegrasi
dalam pita yang terbentuk. Dengan optimasi tegangan dan interval waktu serta
kompatibilitas dengan buffer seperti TAE ataupun TBE, elektroforesis gel agarosa
menjadi teknik yang sangat efektif untuk memisahkan, mendeteksi, dan
menganalisis DNA bahkan pada konsentrasi yang sangat rendah (Sowersby &
Lewis, 2024).

Perkembangan teknologi elektroforesis modern telah meningkatkan efisiensi
dan resolusi dalam analisis DNA, terutama melalui penggunaan capillary
electrophoresis (CE) dan sistem berbasis mikrofluida. Capillary electrophoresis
memungkinkan pemisahan fragmen DNA dalam kapiler sempit dengan efisiensi
tinggi, waktu analisis yang lebih cepat, serta kemampuan otomatisasi. Teknologi
ini sangat penting dalam analisis DNA modern karena memungkinkan pemisahan
dan karakterisasi DNA dengan resolusi tinggi serta penggunaan volume sampel
yang sangat kecil. Perkembangan CE terbaru mencakup peningkatan media
pemisahan, sistem deteksi, dan metode pemisahan multidimensi untuk

meningkatkan performa analisis DNA (Sowersby & Lewis, 2024).
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Teknologi elektroforesis modern lainnya adalah microchip electrophoresis
(MCE), yang merupakan pengembangan dari capillary electrophoresis berbasis
sistem mikrofluida dan memungkinkan analisis DNA secara cepat, otomatis, serta
menggunakan volume sampel yang sangat kecil. Teknologi ini memungkinkan
pemisahan dan karakterisasi biomolekul secara efisien dalam skala mikro,
sehingga sangat sesuai untuk aplikasi genomik modern dan diagnostik molekuler
(Kasicka, 2025). Selain itu, teknik elektroforesis modern juga mencakup pulsed-
field gel electrophoresis (PFGE), yaitu metode yang digunakan untuk
memisahkan fragmen DNA berukuran sangat besar dengan menerapkan medan
listrik yang berubah arah secara periodik. Prinsip PFGE didasarkan pada
kemampuan molekul DNA besar untuk mengalami reorientasi setiap kali arah
medan listrik berubah, sehingga fragmen DNA dengan ukuran berbeda akan
bermigrasi dengan kecepatan yang berbeda melalui matriks gel dan terpisah
secara efektif. Mekanisme ini memungkinkan pemisahan fragmen DNA genomik
berukuran besar, termasuk kromosom utuh, yang tidak dapat dipisahkan
menggunakan elektroforesis konvensional. Oleh karena itu, PFGE digunakan
dalam DNA fingerprinting, subtyping bakteri, dan analisis genom karena
kemampuannya menghasilkan pola pita DNA spesifik yang dapat digunakan
untuk membedakan strain bakteri dan menganalisis hubungan genetiknya (Hicks

etal., 2018).

2.3.5 Analisa Metagenomik

Analisis metagenomik merupakan pendekatan yang digunakan untuk
mempelajari materi genetik bakteri secara langsung dari suatu sampel tanpa
melalui proses kultur. Pendekatan ini didasarkan pada ekstraksi dan pengayaan
seluruh DNA mikroba yang terdapat dalam sampel lingkungan atau klinis,
sehingga memungkinkan eksplorasi keragaman genetik bakteri secara lebih luas.
Hal ini menjadi penting karena pada metode kultur tradisional diperkirakan sekitar
99% bakteri di lingkungan tidak dapat dikultur di laboratorium (Agudelo-Pérez et
al., 2023). Dengan demikian, analisis metagenomik memungkinkan identifikasi
dan eksplorasi gen yang sebelumnya tidak diketahui, terutama yang berasal dari

bakteri yang tidak dapat tumbuh melalui metode kultur konvensional. Dalam
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praktiknya, analisis metagenomik umumnya dilakukan dengan mengekstraksi
DNA secara langsung dari sampel, kemudian menganalisisnya menggunakan gen
target filogenetik, seperti gen 16S rRNA, yang berfungsi sebagai penanda
molekuler untuk mengidentifikasi dan memperkirakan komposisi bakteri secara
global dalam suatu komunitas (Wensel et al., 2022).

Perkembangan teknologi metagenomik juga membuka peluang baru dalam
eksplorasi potensi biologis bakteri, termasuk penemuan biokatalis yang
sebelumnya belum dimanfaatkan dari mikroba yang tidak dapat dikultur di
laboratorium. Untuk meningkatkan efisiensi proses penemuan tersebut,
pendekatan metagenomik sering dikombinasikan dengan alat skrining throughput
tinggi (High Throughput Screening/HTS). Dalam alur kerja ini, identifikasi gen
yang mengkode biokatalis menjadi tahap penting untuk memperoleh urutan gen
yang lengkap, salah satunya melalui teknologi Next Generation Sequencing
(NGS). Teknologi NGS mampu mengatasi keterbatasan metode sekuensing
konvensional yang memerlukan biaya tinggi dan waktu yang lama dengan cara
memecah genom menjadi fragmen-fragmen kecil yang kemudian disekuensing
secara paralel dan disusun kembali melalui proses bioinformatika (Wensel et al.,
2022). Selain itu, NGS berbasis analisis bioinformatika memungkinkan
pengolahan data secara lebih efektif dan efisien, termasuk dalam proses anotasi
genom, pemetaan genom, serta analisis lanjutan seperti identifikasi gen homolog
dan interaksi antar gen yang terkait (Sun et al., 2022).

Perkembangan Next Generation Sequencing (NGS) telah membawa
perubahan besar dalam penelitian biomedis, khususnya di bidang mikrobiologi
klinis. Teknologi ini memungkinkan analisis genom secara komprehensif, seperti
melalui Whole Genome Sequencing (WGS), yang dapat dimanfaatkan untuk
manajemen wabah, pengawasan patogen, penentuan subtipe bakteri, hingga
pelacakan penularan zoonosis. Meskipun demikian, penerapan pendekatan
sekuensing high-throughput yang tidak bergantung pada kultur masih terbatas
pada beberapa laboratorium untuk tujuan diagnostik. Dari perspektif klinis,
metagenomik klinis menunjukkan potensi yang besar karena mampu berfungsi
sebagai satu jenis pengujian yang dapat digunakan secara simultan untuk tujuan

diagnostik, penentuan subtipe patogen, deteksi resistensi antimikroba, serta
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identifikasi faktor virulensi (Tourelle et al., 2021). Pendekatan ini juga telah
banyak digunakan untuk mempelajari dinamika populasi bakteri secara lebih
sederhana dan efisien, serta memberikan gambaran resolusi tinggi mengenai
interaksi bakteri dengan inang yang berperan dalam terjadinya penyakit (Cao et
al., 2022).

Pengurutan metagenomik memiliki kemampuan yang baik dalam
mendeteksi patogen langka, patogen baru, maupun infeksi multipatogen, sehingga
sangat bermanfaat pada pasien dengan kondisi sistem imun yang lemah, seperti
bayi, anak-anak, lansia, atau pasien dengan penyakit dasar yang sering menjalani
perawatan di rumah sakit. Pada kondisi tersebut, metode metagenomik
memungkinkan deteksi patogen secara lebih dini, termasuk bakteri yang tidak
dapat diidentifikasi menggunakan metode deteksi mikroba konvensional
(Pendleton et al., 2017). Beberapa penelitian juga menunjukkan keunggulan
pendekatan ini dalam berbagai bidang. Penelitian oleh (Cernava et al., 2019)
menunjukkan bahwa analisis metagenomik yang dikombinasikan dengan
pemeriksaan isolat mampu mengungkap berbagai mekanisme resistensi antibiotik
pada mikrobioma yang sebelumnya belum teridentifikasi di habitat alaminya.
Selain itu, penelitian oleh Chen et al. (2022) melaporkan bahwa pengurutan
metagenomik pada diagnosis penyakit infeksi paru menghasilkan tingkat deteksi
patogen yang lebih tinggi (56,25-92,31%) dibandingkan dengan uji mikrobiologi
konvensional (27,27-64,29%), bahkan mampu mendeteksi patogen pada sampel
yang sebelumnya dinyatakan negatif oleh pemeriksaan laboratorium tradisional
(Pendleton et al., 2017).

Perkembangan teknologi sekuensing DNA sendiri telah mengalami evolusi
panjang sejak penemuan struktur tiga dimensi DNA oleh Watson dan Crick pada
tahun 1953, yang kemudian diikuti dengan pengembangan metode pengurutan
DNA generasi pertama dengan panjang pembacaan kurang dari 1 kb. Kemajuan
selanjutnya menghasilkan teknologi pengurutan generasi berikutnya yang
memanfaatkan pendekatan sintesis DNA berbasis deteksi pirofosfat melalui
sistem enzimatik luminesen, sehingga memungkinkan analisis genom secara
paralel dengan throughput yang lebih tinggi. Perkembangan ini kemudian

mengarah pada teknologi sekuensing generasi ketiga, seperti Single Molecule
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Real-Time (SMRT) sequencing, yang memungkinkan pengurutan molekul DNA
tunggal tanpa proses amplifikasi sehingga dapat meminimalkan bias analisis.
Salah satu inovasi penting pada generasi ini adalah teknologi nanopore
sequencing, di mana molekul DNA atau RNA dapat dilewatkan melalui nanopori
biologis untuk dibaca secara langsung. Teknologi ini kemudian dikembangkan
oleh Oxford Nanopore Technologies (ONT) melalui platform seperti MinlON dan
GridION, yang menawarkan kemampuan pengurutan DNA secara real-time
dengan fleksibilitas tinggi dan potensi besar untuk aplikasi penelitian maupun

diagnostik klinis (Heather & Chain, 2016).

2.3.6 Next Generation Sequencing (NGS)

a. Definisi NGS

NGS adalah teknologi baru untuk pengurutan DNA dan RNA serta deteksi
varian/mutasi. Teknologi ini menggabungkan keunggulan kimia pengurutan
yang unik, matriks pengurutan yang berbeda, dan teknologi bioinformatika.
Kombinasi seperti itu memungkinkan pengurutan paralel dari berbagai panjang
rangkaian DNA atau RNA atau bahkan seluruh genom dalam periode waktu
yang relatif singkat (Overbeek er al., 2024). NGS mengacu pada metode
pengurutan DNA berbasis non-Sanger yang telah menggantikan metode
pengurutan konvensional. Metode ini digunakan untuk analisis genom lengkap
(pengurutan seluruh genom), pengkode ekson dalam gen (pengurutan seluruh
exome), dan hanya mengkode wilayah gen yang dipilih (pane! target) (Wensel et
al., 2022).
b. Perkembangan NGS

Teknologi untuk “membaca’ urutan DNA telah berkembang pesat selama dua
dekade terakhir. Kemajuan pesat ini telah membuka jalan bagi terobosan
signifikan di bidang sekuensing DNA, yang mengarah pada munculnya tiga

generasi teknologi sekuensing (Gambar 3) (Satam et al., 2023).
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Gambar 3. Perkembangan Teknologi Sekuensing (Satam et al., 2023).

Upaya pertama dalam mengurutkan DNA dan RNA melibatkan degradasi
kimia atau pembelahan enzimatik pada molekul untuk menghasilkan fragmen
yang dapat dianalisis secara individual. Teknik ini menggunakan
dideoksinukleotida, yang mengakhiri pemanjangan rantai untaian DNA selama
replikasi, dan memungkinkan produksi pembacaan urutan hingga beberapa ratus
nukleotida panjangnya. Metode Sanger diadopsi secara luas dan merevolusi
bidang biologi molekuler dengan memungkinkan pengurutan DNA dan RNA
secara cepat (Satam ef al., 2024). Selanjutnya, metode pengurutan generasi
kedua telah merevolusi pengurutan DNA dengan memungkinkan pengurutan
ribuan hingga jutaan fragmen DNA secara bersamaan. Metode ini berbeda dari
pengurutan Sanger dalam kemampuannya melakukan pengurutan paralel.
Teknologi pengurutan generasi kedua ini telah secara signifikan meningkatkan
hasil dan kecepatan pengurutan DNA, memungkinkan penerapan yang luas
dalam penelitian genomik dan diagnostik klinis. Platform-platform ini telah
memungkinkan pengurutan seluruh genom, analisis transkriptome, dan
pengurutan bertarget, yang mengarah pada terobosan dalam variasi genetik,
penelitian penyakit, dan pengobatan yang dipersonalisasi (Satam ef al., 2023).

Teknologi pengurutan generasi ketiga mewakili kemajuan terbaru dalam

pengurutan DNA. Teknologi ini memberikan kemampuan pengurutan baca
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panjang, memungkinkan pengurutan fragmen DNA yang jauh lebih besar
dibandingkan metode sebelumnya, memungkinkan pengurutan fragmen DNA
dengan pembacaan panjang hingga puluhan kilobase panjangnya. Metode
pengurutan generasi ketiga menjelaskan teknologi yang tersedia di NGS dan
jenis data yang dihasilkan di setiap jenis pengujian NGS. Secara ringkas,
perbedaan teknologi sekuensing generasi pertama, kedua, dan ketiga dijelaskan

dalam Tabel 5 berikut : (Satam et al., 2023)

Tabel 5. Perbedaan teknologi sekuensing generasi pertama, kedua, dan ketiga
(Satam et al., 2023)

Asoek Generasi Generasi Kedua Generasi Ketiga (TGS /
P Pertama (NGS) ONT)
. Oxford Nanopore
Teknologi Sanger Hlumina, lon Technology (ONT),
sequencing Torrent .
PacBio
Chain Sequen?lng by .
. o synthesis Single-molecule
Prinsip dasar termination . . .
(massively sequencing (real-time)
(ddNTP)
parallel)
. 50-300 bp (short 10 kb —>1 Mb (long
Panjang read 500-1000 bp read) read)
Sangat tinggi
Throughput Rendah (massively Tinggi
parallel)
Waktu Lambat Cepat Real-time
. Mulai menurun, tapi
Biaya per basa Mahal Murah masih relatif tinggi
L L Lebih rendah (meningkat
. Sangat tinggi Sangat tinggi (Q30 .
Akurasi (~99.99%) ~ 99.9%) dengan teknologi
terbaru)
Kebutuhan PCR Ya Ya (umumnya) T.ldak selalu (langsung
single molecule)
Kemampuan
deteksi SV Terbatas (karena .
(structural Terbatas short read) Sangat baik
variation)
Kompleksitas Rendah Tinggi (big data) | Tinggi (error correction)
analisis ggi (big data ggi (error correction
. De novo assembly,
Aplikasi utama Sequencing gen | Whole genome, epigenetik, long-read
tunggal RNA-seq . .
transcriptomics
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c¢. Tahapan NGS

NGS melibatkan beberapa tahapan dalam pengurutan yaitu fragmentasi DNA,
Library preparation/NGS Library, NGS Sequencing, dan interpretasi varian.

- Fragmentasi DNA

Fragmentasi DNA merupakan tahapan penting dalam proses library
preparation pada teknologi next-generation sequencing (NGS) yang bertujuan
memecah DNA target menjadi fragmen-fragmen pendek agar kompatibel dengan
platform sekuensing. Umumnya, DNA difragmentasi menjadi segmen berukuran
sekitar 100-300 bp untuk mempermudah proses amplifikasi, ligasi adaptor, dan
pembacaan sekuens. Proses fragmentasi dapat dilakukan melalui metode
mekanis, enzimatik, maupun metode lainnya. Fragmentasi mekanis, seperti
sonication dan acoustic shearing menggunakan teknologi Adaptive Focused
Acoustics (AFA) dari Covaris, bekerja dengan memecah DNA secara fisik dan
biasanya diikuti dengan proses ligasi adaptor (Deurenberg et al., 2017).

Sementara itu, fragmentasi enzimatik dilakukan menggunakan endonuklease
atau transposon yang secara simultan memotong DNA dan menambahkan
adaptor. Fragmentasi mekanis memiliki keunggulan karena menghasilkan
distribusi panjang fragmen yang lebih homogen dan relatif tidak dipengaruhi
oleh inhibitor enzim yang terdapat pada sampel, sehingga sangat sesuai
digunakan pada sampel klinis langsung seperti biopsi dan feses. Kualitas dan
ukuran fragmen DNA yang optimal sangat memengaruhi keberhasilan
pembentukan library, distribusi coverage, serta akurasi hasil sekuensing secara
keseluruhan. Oleh karena itu, pemilihan metode fragmentasi perlu disesuaikan
dengan kualitas sampel, tujuan pemeriksaan, dan platform NGS yang digunakan
(Jansson et al., 2024).

- Library Preparation

Library preparation adalah proses di mana segmen DNA dimodifikasi

sehingga setiap sampel DNA dapat memiliki indeks sampel tertentu yang
membantu mengidentifikasi pasien yang menjadi asal pengurutan DNA. Proses
ini juga memungkinkan adaptor pengurutan ditambahkan ke segmen DNA.

Modifikasi seperti itu memungkinkan primer pengurutan untuk mengikat semua
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segmen DNA dan kemudian memungkinkan pengurutan paralel masif (Agudelo-
Pérez et al., 2023).
- Sekuensing NGS

Sekuensing paralel masif dilakukan menggunakan sequencer NGS.
Library diunggah ke matriks sekuensing dalam sequencer tertentu. Sequencer
yang berbeda memiliki matriks sequencing yang berbeda. Namun, tujuannya
sama, yaitu memungkinkan pengurutan paralel masif dari semua segmen DNA
pada saat yang bersamaan. Informasi sekuens yang dihasilkan dari sequencing
paralel masif tersebut dianalisis menggunakan perangkat lunak bioinformatika
(Jansson et al., 2024).

- Interpretasi Varian

Analisis bioinformatika merupakan komponen utama dalam alur kerja
next-generation sequencing (NGS) karena berperan mengubah data mentah hasil
sekuensing menjadi informasi genomik yang dapat diinterpretasikan secara
biologis maupun klinis. Berdasarkan perkembangan teknologi NGS terbaru,
analisis bioinformatika secara umum dibagi menjadi tiga tahapan utama, yaitu
primary analysis, secondary analysis, dan tertiary analysis. Primary analysis
mencakup proses base calling dan penghitungan skor kualitas (quality scoring)
yang dilakukan langsung oleh instrumen sekuensing untuk mengubah sinyal
mentah menjadi urutan nukleotida digital. Tahap ini menghasilkan jutaan
sequence reads beserta nilai kualitas yang digunakan untuk menilai akurasi
pembacaan basa. Selanjutnya, secondary analysis meliputi proses assembly dan
alignment, yaitu penyelarasan hasil pembacaan terhadap genom referensi atau
penyusunan fragmen DNA menjadi urutan genom yang lebih lengkap apabila
tidak tersedia genom referensi. Tahapan ini penting untuk memastikan posisi dan
kesesuaian setiap fragmen DNA yang diperoleh selama proses sekuensing
(Jansson et al., 2024).

Tahap berikutnya adalah tertiary analysis yang mencakup variant
calling, anotasi, dan interpretasi varian genomik. Pada tahap ini, data hasil
penyelarasan dibandingkan dengan genom referensi untuk mengidentifikasi
adanya perubahan genetik seperti single nucleotide variants (SNV), insersi,

delesi, maupun variasi struktural lainnya. Varian yang terdeteksi kemudian
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dianotasi menggunakan berbagai basis data genomik untuk menentukan lokasi
gen, frekuensi populasi, dampak fungsional terhadap protein, serta kemungkinan
signifikansi klinisnya. Dalam praktik klinis modern, proses interpretasi varian
juga melibatkan integrasi data bioinformatika dengan informasi fenotip pasien
dan literatur ilmiah untuk menentukan apakah suatu varian bersifat patogenik,
kemungkinan patogenik, atau jinak. Perkembangan algoritma bioinformatika dan
artificial intelligence turut meningkatkan akurasi serta efisiensi analisis data
NGS, sehingga teknologi ini semakin banyak digunakan dalam diagnostik
molekuler, penyakit genetik, kanker, dan mikrobiologi klinis (Jansson et al.,
2024).
e. Aplikasi Klinis NGS

Teknologi next-generation sequencing (NGS) telah berkembang menjadi
salah satu alat utama dalam praktik kedokteran modern karena mampu
menganalisis materi genetik secara cepat, paralel, dan dengan sensitivitas tinggi.
Dalam aplikasi klinis, NGS memungkinkan pemeriksaan banyak gen dan
berbagai jenis mutasi secara simultan hanya dari jumlah sampel yang kecil,
sehingga sangat bermanfaat pada kondisi dengan keterbatasan spesimen biopsi.
Kemampuan massively parallel sequencing pada NGS meningkatkan efisiensi
pemeriksaan molekuler dibandingkan metode konvensional, serta mempercepat
waktu diagnosis dan pengambilan keputusan terapeutik. Teknologi ini banyak
digunakan dalam precision medicine untuk mendukung klasifikasi diagnostik
penyakit, pemilihan terapi target, evaluasi prognosis, dan pemantauan respons
pengobatan, khususnya pada penyakit genetik, kanker, dan kelainan herediter
lainnya. Selain itu, perkembangan bioinformatika dan integrasi basis data
genomik memungkinkan interpretasi varian yang lebih akurat sehingga hasil
NGS semakin relevan dalam praktik klinis sehari-hari (Jansson et al., 2024).

Dalam bidang mikrobiologi klinis, NGS juga memberikan perubahan besar
dalam identifikasi dan karakterisasi patogen. Berbeda dengan metode
konvensional yang bergantung pada kultur, pewarnaan, atau karakteristik
metabolik mikroorganisme, NGS memungkinkan identifikasi langsung DNA
atau RNA patogen dari spesimen klinis tanpa memerlukan proses kultur.

Pendekatan metagenomik berbasis NGS dapat mendeteksi berbagai
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mikroorganisme secara simultan, termasuk bakteri, virus, jamur, maupun parasit
yang sulit atau tidak dapat dikultur. Selain identifikasi patogen, NGS juga
mampu mendeteksi gen resistensi antimikroba dan menganalisis hubungan
filogenetik antarisolat sehingga sangat bermanfaat dalam investigasi wabah dan
pengendalian infeksi. Oleh karena itu, NGS saat ini dianggap sebagai salah satu
teknologi paling menjanjikan dalam laboratorium diagnostik modern karena
menyediakan informasi molekuler yang komprehensif dalam satu platform
pemeriksaan (Gu et al., 2019).

NGS memungkinkan pengurutan seluruh genom berbagai patogen dalam satu
rangkaian, baik dari isolat bakteri pasien (berbeda), atau dari beberapa spesies
yang ada dalam materi pasien dari satu individu (metagenomics). Keuntungan
besar NGS adalah, berbeda dengan pengurutan Sanger, satu protokol dapat
digunakan untuk semua patogen baik untuk identifikasi maupun klasifikasi. Oleh
karena itu, teknologi ini telah terbukti bermanfaat di laboratorium mikrobiologi
medis dan untuk tindakan pencegahan infeksi (Deurenberg et al., 2017).

f. Teknologi Nanopore

Next Generation Sequencing (NGS) yang merupakan teknologi sekuensing
generasi kedua yang memungkinkan analisis genom secara paralel dengan
throughput tinggi dan akurasi yang baik, sehingga berperan penting dalam
identifikasi variasi genetik dan analisis genom secara luas. Namun, teknologi ini
menghasilkan ~ short reads yang membatasi kemampuannya dalam
mengidentifikasi varian struktural kompleks, daerah genom berulang, serta
perakitan genom secara utuh. Keterbatasan tersebut mendorong pengembangan
teknologi sekuensing generasi ketiga, yaitu Oxford Nanopore Technology
(ONT), yang mampu menghasilkan long reads secara real-time dan
memungkinkan karakterisasi genom yang lebih komprehensif tanpa memerlukan
proses amplifikasi. Dengan demikian, ONT melengkapi kemampuan NGS
dengan menyediakan informasi struktural yang lebih lengkap, dan integrasi
keduanya melalui pendekatan hibrida telah terbukti efektif dalam meningkatkan
akurasi, kelengkapan, dan keandalan analisis genom untuk berbagai aplikasi

penelitian dan diagnostik klinis (Magi et al., 2017).



36

Teknologi sekuensing nanopore sebagai bagian dari sekuensing generasi
ketiga memungkinkan pembacaan langsung molekul DNA dan RNA panjang
secara real-time, sehingga mengurangi bias yang umumnya terjadi pada metode
berbasis amplifikasi dan sintesis. Kemampuan menghasilkan long reads
mendukung perakitan genom secara lebih lengkap, identifikasi varian struktural
dengan resolusi yang lebih tinggi, serta karakterisasi isoform transkrip secara
lebih komprehensif dibandingkan metode short-read. Selain itu, teknologi ini
memungkinkan deteksi langsung modifikasi basa, seperti metilasi DNA, tanpa
memerlukan perlakuan kimia tambahan, sehingga memperluas cakupan analisis
epigenetik dan regulasi gen. Meskipun pada tahap awal memiliki tingkat
kesalahan pembacaan yang relatif lebih tinggi, perkembangan algoritma base-
calling, metode koreksi kesalahan, dan pendekatan bioinformatika telah secara
signifikan meningkatkan akurasi dan keandalan data, sehingga memperkuat
penerapan teknologi nanopore dalam penelitian genomik dan diagnostik klinis
(Cao et al., 2022; Magi et al., 2017).

Konsep dasar teknologi nanopore berasal dari prinsip deteksi molekul
tunggal yang pertama kali dikembangkan pada 1980-an, di mana molekul yang
melewati nanopore menyebabkan perubahan arus listrik yang mencerminkan
karakteristik basanya. Penemuan penting pada akhir 1990-an, termasuk
pemanfaatan nanopore biologis seperti alpha-hemolysin, menjadi landasan bagi
pengembangan teknologi sekuensing nanopore modern. Sistem ini menggunakan
pori biologis atau sintetis yang tertanam dalam membran untuk memisahkan dua
ruang elektrolit, sehingga perubahan arus ionik yang terjadi saat molekul DNA
atau RNA melewati pori dapat diukur dan dianalisis untuk menentukan urutan
basa secara langsung. Teknologi ini kemudian dikembangkan dan
dikomersialisasikan oleh Oxford Nanopore Technologies (ONT) menjadi
perangkat portabel berbasis chip yang praktis dan terjangkau, sehingga
memperluas aksesibilitas dan penerapannya dalam berbagai bidang genomik dan
epigenetik (MacKenzie & Argyropoulos, 2023; W. Shi et al., 2017).

Penerapan teknologi ONT dalam bidang biomedis telah menunjukkan
kinerja yang andal dalam analisis mikrobioma dan deteksi patogen. Studi oleh

(Cha et al., 2023) menunjukkan bahwa ONT mampu mengidentifikasi profil
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mikrobioma usus neonatus secara konsisten dengan tingkat kesesuaian yang
tinggi dibandingkan metode Illumina, serta mengungkapkan perbedaan
signifikan antara mikrobioma bayi prematur dan cukup bulan, termasuk
peningkatan bakteri menguntungkan pada bayi cukup bulan. Selain itu, studi
kohort prospektif oleh (Chaemsaithong et al., 2025) menggunakan sekuensing
nanopore gen 16S rDNA pada sampel cairan amnion dari pasien dengan
persalinan prematur atau preterm prelabor rupture of membranes menunjukkan
bahwa metode ini memiliki kinerja diagnostik yang tinggi, dengan sensitivitas
88,9%, spesifisitas 95,4%, dan akurasi 94,2%. Penelitian tersebut juga
menunjukkan korelasi positif yang kuat antara jumlah bakteri dan tingkat
respons inflamasi intraamniotik, yang menegaskan kemampuan teknologi
nanopore dalam mendeteksi infeksi secara akurat. Hasil ini menegaskan bahwa
teknologi ONT memiliki potensi besar sebagai metode diagnostik molekuler
yang cepat, akurat, dan komprehensif dalam mendukung praktik klinis modern.
Oleh karena itu, dalam penelitian ini digunakan teknologi NGS-ONT sebagai
pendekatan analisis metagenomik untuk memperoleh identifikasi bakteri secara

lebih komprehensif (Chaemsaithong et al., 2025).

2.4. Ringkasan Perbandingan Metode Identifikasi bakteri Berbasis Kultur
Darah dan Metagenomik (NGS-ONT) terhadap Diagnosa Sepsis
Neonatorum Awitan Dini
Berdasarkan hasil kajian terhadap berbagai literatur, metode kultur darah

dan pendekatan berbasis metagenomik menunjukkan perbedaan mendasar dalam

prinsip pemeriksaan dan karakteristik diagnostiknya. Perbedaan tersebut
mencakup aspek prosedur pengambilan sampel, kebutuhan volume darah, tahapan
analisis, waktu pemeriksaan, serta kemampuan dalam mendeteksi bakteri. Selain
itu, keterbatasan metode kultur darah dan perkembangan pendekatan berbasis
metagenomik turut menjadi pertimbangan dalam upaya meningkatkan identifikasi
etiologi infeksi pada neonatus. Berdasarkan kajian tersebut, kedua metode dapat
disimpulkan memiliki karakteristik yang berbeda dan bersifat komplementer
dalam praktik klinis. Oleh karena itu, perbandingan kedua metode tersebut

berdasarkan studi ilmiah terkini (Chen ef al., 2022) disajikan secara pada Tabel 6.
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Tabel 6. Perbandingan Metode Identifikasi bakteri Berbasis Kultur Darah dan
NGS-ONT terhadap Diagnosa Sepsis Neonatorum Awitan Dini

NGS (Next-Generation

Kultur Darah (Blood

No | Aspek Perbandingan Sequencing) Culture)
Sampel darah/plasma diambil | Sampel darah diambil secara
Prosedur dengan volume sangat kecil | steril (0,5-1 mL pada
1 Pengambilan & (<200 pL cfDNA. DNA | neonatus, ideal >1 mL/kg)
Persiapan Sampel diekstraksi dan diproses lebih | lalu diinokulasikan ke botol
lanjut. media kultur.
e Sampel yang lolos quality
control dilakukan library
preparation  (amplifikasi
fragmen, perbaikan ujung
DNA, ligasi barcode, dan
pemasangan adapter).
e Library kemudian
disekuensing menggunakan | Inkubasi otomatis dilakukan
platform Oxford Nanopore | selama 24-72 jam. Jika
melalui MinKNOW. positif, subkultur,
Langkah-langkah e Hasil Sequencing dilakukan | identifikasi M'atrix—Aivsisfed
2 Utama basecalling menggunakan | Laser Desorption/lonization
Dorado. Time-of-Flight Mass
e Data selanjutnya dianalisis | Spectrometry ~ dan  uji
secara bioinformatika | sensitivitas antibiotik
menggunakan Pavian, | dilakukan.
RStudio, NanoPlot,
NanoFilt, dan Centrifuge
dengan database 16S rRNA
RefSeq NCBI, serta
divisualisasikan
menggunakan Pavian dan
Krona Tools.
Hasil diperoleh dalam 24-48 | Deteksi awal  dilakukan
Waktu Hasil jam (rata-rata  1-3 harl), Qalam 24—72 jam, sedangkan
3 (Turnaround Time) sehingga memungkinkan | identifikasi lengkap
diagnosis dini yang lebih | memerlukan 3-5 hari (rata-
cepat. rata ~4,8 hari).
Vplume sangat kecil Volume lebih besar
digunakan (<200 pl | .. .
. dibutuhkan (minimum 0,5
Volume Darah yang | plasma/cfDNA), sehingga .
4 . . mL, ideal 1 mL/kg), yang
Dibutuhkan sangat aman dan feasible . . . g
sering sulit dicapai pada
pada  neonatus dengan neonatus prematur
volume darah terbatas. usp -
;li";ngliat diIc)gS;tilf (J5a7u1§78196§/)1;1 Tingkat  positif  rendah
Tingkat Positif oo pat (57, b | dicapai  (6,5-13,8%) dan
5 AP dengan deteksi tambahan . o
(Positivity Rate) . N sering hanya <25% pada
hingga 50-60% pada kasus
. kasus EOS.
kultur-negatif.
6 Sensitivitas Sensitivitas tinggi dicapai | Sensitivitas rendah dicapai

(62-99%) dan unggul pada

(10-35% pada EOS) dan
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virus, fungi, polymicrobial, | sangat dipengaruhi oleh
serta kasus setelah pemberian | penggunaan antibiotik
antibiotik. sebelumnya.
Spesifisitas sedang dicapai o T .
(57-94%): risiko  false Speszﬁsnas tinggi dicapai
o o . (~98%, gold standard),
7 Spesifisitas positive  dapat  dikelola . > e
. Co meskipun risiko kontaminasi
dengan interpretasi klinis dan wulit tetap ada
threshold yang tepat. p ada.
Deteksi luas dan unbiased
dilakukan terhadap bakteri,
VITUS, | fungi, parasit, serta Data resistensi antibiotik
infeksi campuran. Pengaruh | .

e diperoleh secara langsung.
antibiotik  prenatal  dapat . -
dihindari sepenuhnva Metode ini murah, tersedia

8 Kelebihan Utama Pe ya. luas, dan menjadi gold
Volume sampel kecil sangat .
standard  untuk  bakteri
cocok  untuk  neonatus. .
o umum seperti GBS dan E.
Patogen sulit dikultur dapat coli
terdeteksi  dengan  baik. '
Modifikasi terapi tercapai
pada 39—-80% kasus.
Biaya tinggi dan standarisasi | Waktu pemeriksaan lama.
untuk  neonatus belum | Sensitivitas rendah pada
sempurna. Interpretasi hasil | neonatus EOS. Virus, fungi,
? Kekurangan Utama memerlukan  kehati-hatian | dan infeksi campuran sulit
terhadap kontaminasi. Data | terdeteksi. Kultur-negatif
resistensi masih terbatas. sering terjadi (44—60%).
Keunggulan sangat jelas pada
kasus — kultur-negatif yang Status sebagai gold standard
umum di EOS. Identifikasi . .
. . . . untuk  konfirmasi bakteri
etiologi meningkat hingga di . .
. ipertahankan, tetapi hasil
50-93%, terapi target dapat . .
Dampak pada . . negatif sering menyebabkan
10 . . . . | dipandu lebih cepat, overuse . .
Diagnosis EOS Dini oL terapi empiris yang
antibiotik  berkurang, dan .
. .. | berkepanjangan dan
mortalitas cenderung lebih . .
L meningkatkan risiko
rendah. Kombinasi dengan . .
resistensi.
kultur sangat
direkomendasikan.

Berdasarkan berbagai studi yang membandingkan keberhasilan deteksi

patogen antara metode kultur darah dan next-gemeration sequencing (NGS),

terlihat pola yang konsisten bahwa NGS menunjukkan tingkat deteksi yang lebih

tinggi dibandingkan kultur darah. Tingkat keberhasilan deteksi kultur darah

dilaporkan berkisar antara 0% hingga 59,1%, sedangkan NGS berada pada kisaran

44% hingga 89,36%. Perbedaan ini tampak jelas pada beberapa penelitian, seperti
(Cao et al., 2022) yang melaporkan 1,20% (1/83) dibandingkan 61,45% (51/83),
serta (Wu et al., 2014) dengan 0% (0/45) dibandingkan 44% (20/45). Pola serupa
juga terlihat pada (Chen et al., 2022), (Sun et al., 2022) (Y. Liu et al., 2025) dan
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(Ma et al., 2020) di mana proporsi deteksi NGS secara konsisten lebih tinggi pada
berbagai ukuran sampel dan setting penelitian. Bahkan pada studi dengan tingkat
deteksi kultur darah yang relatif lebih tinggi, seperti (Yu et al., 2025) sebesar
59,1% (75/127), NGS tetap menunjukkan proporsi yang lebih besar yaitu 86,6%
(110/127) (telah ditunjukkan pada Tabel 2). Meskipun tidak seluruh penelitian
tersebut secara spesifik dilakukan pada populasi sepsis neonatorum awitan dini,
konsistensi hasil di berbagai kelompok pasien dan kondisi klinis menunjukkan
bahwa metode NGS memiliki kemampuan deteksi yang lebih tinggi secara umum,
sehingga berpotensi memberikan kontribusi yang relevan dalam meningkatkan

identifikasi patogen, termasuk pada kasus sepsis awitan dini.
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III. METODE PENELITIAN

3.1. Jenis Penelitian

Penelitian ini adalah penelitian deskriptif kualitatif untuk menganalisis
perbandingan identifikasi bakteri patogen dari hasil kultur darah dan NGS pada bayi
prematur sehat dan bayi prematur dengan sepsis. Penelitian ini dilakukan dengan
membandingkan kemampuan diagnostik pada analisa metagenomik dan baku emas

kultur darah dalam penegakan etiologi sepsis neonatorum pada bayi prematur

3.2. Tempat dan Waktu PenelitianTempat Penelitian

Rekrutmen subjek, pemeriksaan fisik, laboratorium, kultur darah dilakukan di
Ruang Perinatologi RSUD Dr. Abdul Moeloek Lampung (Bandar Lampung, Lampung),
analisis molekuler dilakukan di Laboratorium Biomolekuler INALAB DNA (Bandar
Lampung, Lampung), dan Sekuensing NGS-ONT dilakukan di Apical Scientific,
Selangor, Malaysia dengan bantuan jasa PT. Genetika Science (Tangerang, Banten).

Penelitian ini telah dilakukan pada September 2024 hingga Maret 2025.

3.3. Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi pada penelitian ini adalah bayi prematur. Sampel penelitian adalah bayi
prematur yang secara klinis mengalami sepsis neonatorum awitan dini (SNAD) dan bayi
prematur sehat yang dirawat di RSUD Dr. Abdul Moeloek selama periode perawatan
dengan kelompok kontrol bayi prematur yang secara klinis sehat.

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah:

1. Bayi prematur berusia kurang dari 37 minggu

2. Belum mendapatkan terapi antibiotik saat akan dilakukan pemeriksaan

Kriteria eksklusi pada penelitian ini adalah:

3. Bayi dengan kondisi klinis berat lainnya atau mengancam nyawa

4. Bayi prematur yang sudah mendapatkan terapi antibiotik

5. Sampel tali pusat yang dikumpulkan tidak mencukupi untuk dilakukan

pemeriksaan kultur dan analisis metagenomik.
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Besar sampel dalam penelitian ini dihitung berdasarkan rumus beda proporsi yang

dihitung menggunakan aplikasi OpenEpi (Bhardwaj et al., 2024) :

Sample Size for Frequency in a Population

Population size(for finite population correction factor or fpc)(V): 15000000
Hypothesized % frequency of outcome factor in the population (p):1.847%+/-10

Confidence limits as % of 100(absolute +/- %)(d): 10%
Design effect (for cluster surveys-DEFF): 1
Sample Size(n) for Various Confidence Levels
ConfidenceLevel(%) Sample Size
95% 7
80% 3
90% 5
97% 9
99% 13
99.9% 20
99.99% 28
Equation

Sample size n = [DEFF*Np(1-p))/ [(d%/Z?1.4/2*(N-1)+p*(1-p)]

Gambar 4. Perhitungan Besar Sampel (Bhardwaj et al., 2024)

Berdasarkan rumus besar sampel didapatkan jumlah sampel masing- masing
kelompok adalah 7 orang, sehingga besar sampel minimal pada penelitian ini adalah 14

orang tiap kelompok.

Keterangan :

Za = Derajat Kepercayaan = 95% = 1,96

N = Jumlah populasi bayi prematur = 15.000.000 bayi.

P = Proporsi kejadian sepsis awitan dini pada bayi prematur = 1,847%
d = presisi = 10% = 0,1

Total sampel yang didapatkan yaitu 30 sampel pada kelompok bayi prematur
sehat dan 30 sampel pada kelompok bayi prematur SNAD. Darah bayi prematur sehat
dan juga pada bayi SNAD dengan hasil kultur darah negatif dipilih secara purposive
sebanyak 3 sampel untuk dilakukan analisis metagenomik bakteri menggunakan
teknologi NGS berbasis Oxford Nanopore Technologies (ONT). Jumlah sampel
ditentukan berdasarkan tujuan eksploratif penelitian, kompleksitas teknis analisis

metagenomik, serta tingginya biaya sekuensing. Selain itu, penelitian ini menggunakan
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pendekatan pilot proof-of-concept untuk mengevaluasi potensi penerapan metode
metagenomik dalam mendeteksi bakteri pada kasus sepsis dengan kultur negatif.
Pendekatan eksploratif dengan jumlah sampel terbatas telah banyak digunakan dalam

penelitian awal penerapan metagenomic Next-Generation sequencing (mNGS) di

bidang klinis (Matsuo et al., 2021; Agudelo-Pérez et al., 2023).

3.4. Persetujuan Etik

Penelitian ini melibatkan bayi prematur sebagai subjek penelitian. Sebelum
penelitian telah dilakukan pengajuan protokol penelitian kepada Komite Etik Penelitian
RSUD Dr. Abdul Moeloek Lampung dengan nomor 000.9.2/1049A/VIIL.01/111/2025
untuk dilakukan telaah dan persetujuan etik.

Pada bayi yang memenubhi kriteria sebagai subjek penelitian dilakukan penjelasan
mengenai rencana penelitian pada orang tuanya. Kedua orang tua diberikan kepastian
bahwa penelitian ini tidak akan menunda rencana terapi yang diberikan kepada anaknya.
Orang tua yang sudah mengetahui secara penuh dan memberikan izin untuk
diikutsertakan sebagai subjek penelitian dimintakan persetujuannya secara tertulis
melalui informed consent. Kerahasiaan identitas subjek pada penelitian ini menjadi

aspek yang diperhatikan dalam penelitian ini.

3.5. Klasifikasi Variabel dan Definisi Operasional
3.5.1. Variabel Bebas dan Variabel Terikat

Variabel bebas pada penelitian ini adalah hasil diagnosis bakteri patogen melalui
analisa metagenomik sedangkan variabel terikat pada penelitian ini adalah hasil
pemeriksaan kultur darah.
3.5.2. Definisi Operasional Penelitian

Definisi operasional variabel penelitian ditunjukkan oleh Tabel 8 berikut :

Tabel 7. Definisi Operasional Variabel Penelitian

Variabel  Definisi Cara Ukur/Alat Ukur Hasil Ukur Skala Ukur
Sepsis Sindrom klinik dari Anamnesis, pemeriksaan  Sepsis Nominal
adanya disfungsi fisik dan pemeriksaan Tidak Sepsis

organ akibat respon  penunjang
tubuh terhadap suatu

infeksi yang ditandai

dengan adanya

bakteremia
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Bayi Bayi yang lahir hidup Usia kehamilan saat Prematur Nominal
Prematur sebelum usia persalinan Tidak
kehamilan 37 Prematur
minggu
bakteri bakteri yang akan NGS dan Kultur Darah 10 bakteri -
Patogen diidentifikasi pada dari Plasenta patogen
bayi prematur sepsis terbanyak
dan bayi sehat.
Kultur Hasil pemeriksaan Media kultur dengan agar 1 = Spesies Nominal
Darah kultur darah dari BHI dan atau tioglikolat ~ patogen
plasenta bayi teridentifikasi
prematur sepsis dan 2 = Spesies
bayi sehat patogen tidak
teridentifikasi
NGS Hasil pemeriksaan Analisa metagenomik 1 = Spesies Nominal
sekuensing gen dengan Perangkat lunak  patogen
dengan Analisa Next Generation teridentifikasi
Metagenomik Sequencing (NGS) dari 2 = Spesies
dinyatakan dalam Oxford Nanopore patogen tidak
identifikasi spesies Technology (ONT) teridentifikasi
pada bayi prematur
_ sepsis dan bayi sehat
3.6 Bahan, Alat dan Prosedur Pemeriksaan

3.6.1 Penegakan Kecurigaan Klinis Sepsis Neonatorum

Pada seluruh calon subjek yakni bayi prematur yang dicurigai mengalami

sepsis neonatorum dilakukan anamnesis, pemeriksaan fisik dan pemeriksaan
penunjang. Anamnesa dilakukan untuk mendapatkan data mengenai data
demografis pasien dan orang tuanya, riwayat kehamilan, perjalanan klinis pasien
dan penggunaan obat terdahulu. Pada pemeriksaan fisik dilakukan untuk
mendapatkan data tanda vital pasien, status gizi dan adanya kelainan medis lain.
Pada pemeriksaan penunjang dilakukan untuk mendapatkan data darah lengkap
pasien dan pemeriksaan laboratorium lain yang mendukung

Penegakan kecurigaan klinis dilakukan berdasarkan hasil anamnesis dan
pemeriksaan fisik. Kecurigaan klinis terhadap adanya sepsis neonatorum
ditegakkan berdasarkan adanya gejala yang mengarah pada sindrom respon
inflamasi sistemik/SIRS. SIRS ditegakkan bila ditemukan minimal 2 dari 4 gejala
berikut ini (suhu atau jumlah sel darah putih abnormal harus terpenuhi pada salah
satu kriteria) (Wulandari et al., 2018):

e Suhu inti tidak normal (<36 ° C atau > 38,5 ° C)
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Laju nadi abnormal (> 2 standar deviasi di atas normal untuk usia, atau
<p10 untuk usia jika anak berusia <1 tahun)

Laju napas meningkat (> 2 SD untuk usia, atau penggunaan ventilasi
mekanis pada penyakit paru akut)

Jumlah sel darah putih abnormal (sesuai usia) atau > 10% leukosit imatur.

Prosedur Kerja

Waktu pengambilan darah dilakukan segera setelah bayi dilahirkan
Pengambilan darah dilakukan dari plasenta bayi

Darah dimasukkan ke dalam collection tube EDTA yang sudah disiapkan
sebanyak 3mL

Pengujian berbasis kultur darah

Setelah dilakukan pengambilan sampel darah dilanjutkan dengan

inokulasi ke media kultur dengan tahapan:

1.

Darah yang telah diambil segera diinokulasikan ke dalam botol media
kultur khusus untuk mendukung pertumbuhan bakteri aerob dan anaerob
berisi media Bactec.

Botol kultur darah disegel dengan baik dan diberi label dengan informasi
pasien dan waktu pengambilan sampel.

Botol kultur kemudian dimasukkan ke mesin penghitung bakteri
otomatis selama 24 jam (apabila hasil masih negatif, ditunggu hingga
5x24 jam).

Setelah botol kutur menunjukkan hasil positif, dilakukan penentuan Gram.
Sebanyak 0,1 mL hasil kultur diambil dengan spuit.

Eksklusi Gram positif dilakukan dengan media MacConkey agar (karena
media ini spesifik Gram negatif).

Dilakukan inokulasi juga pada media Blood Agar.

Bakteri diinkubasi selama 1x24 jam (apabila bakteri sulit untuk dikultur,

dapat ditunggu 5-10 hari).
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3.6.3 Analisis Molekuler Berbasis Next-Generation Sequencing Oxford Nanopore
Technology (NGS ONT)

Tahap identifikasi bakteri patogen melaui pendekatan molekuler pada
sampel sehat maupun sepsis awitan dini, diawali dengan ekstraksi DNA
dilanjutkan dengan amplifikasi gen 16S rRNA dengan Polymerase Chain
Reaction (PCR), elektroforesis, dan analisis metagenomik dengan NGS-ONT.

3.6.3.1 Ekstraksi DNA
Setiap sampel diekstraksi menggunakan tiga pendekatan berbeda, yaitu:
(1) metode ekstraksi DNA dari darah segar (fresh blood), (2) metode ekstraksi

DNA bakteri Gram positif, dan (3) metode ekstraksi DNA bakteri Gram negatif.

a. Bahan dan Alat
Bahan yang digunakan untuk ekstraksi DNA yaitu spesimen darah, kit
ekstraksi untuk metode ekstraksi darah segar (fresh blood) yaitu Genomic DNA
Mini Kit (Blood/Cultured Cell) (Geneaid, Taipei, Taiwan) yang terdiri dari Buffer
RBC Lysis, buffer GB, buffer W1, Wash Buffer; kit ekstraksi untuk metode
ekstraksi DNA bakteri Gram positif dan Gram negatif yaitu Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, Madison, AS) yang terdiri dari nucleic lysis
solution, protein precipitation solution, DNA etanol 100% PA, etanol 70% PA,
etanol 70% teknis, enzim litik, EDTA 50 mM, isopropanol, dan es batu. Alat yang
digunakan antara lain vortex, gloves, spidol, plastik klip, laminar air flow, oven,
sprayer, cool box, microtube 1,5 ml dan 2 ml, centrifuge, , mikropipet (1000 pL,
200 pL, 10 pL), mikrotip (1000 pL, 200 pL, 10 pL), freezer, spinner, dan

spektrofotometer.

b.  Prosedur Kerja
Metode Ekstraksi DNA Darah Segar (Fresh Blood) mengikuti prosedur Genomic
DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) (Geneaid, Taipei, Taiwan) :
e 300 pL darah dipindahkan ke dalam microtube 1,5 mL
e Ditambahkan RBC Lysis Buffer sebanyak 900 pL, kemudian dicampur dengan
membalik tabung (tanpa vortex).

e Sampel diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit
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e Setelah inkubasi, dilakukan sentrifugasi pada 10.000 rpm selama 5 menit, lalu
supernatan dibuang seluruhnya.

e Pelet leukosit disuspensi ulang dengan 100 uL. RBC Lysis Buffer.

e Sebanyak 200 pL GB Buffer ditambahkan ke dalam tabung, kemudian dikocok
kuat.

e Sampel diinkubasi pada suhu 60°C selama 30 menit, dengan inversi tabung
setiap 5 menit.

e Sebanyak 200 pL etanol 100% PA ditambahkan ke lisat, kemudian dicampur
dengan kuat selama 10 detik.

e (Campuran tersebut dimasukkan ke dalam GD Column yang ditempatkan dalam
tabung koleksi 2 mL, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm
selama 10 menit.

e GD Column dipindahkan ke tabung koleksi baru setelah sentrifugasi.

e Sebanyak 400 pL. W1 Buffer ditambahkan ke GD Column, diikuti sentrifugasi
pada 10.000 rpm selama 2 menit.

e (Cairan yang tertampung di collection tube dibuang, GD Column dikembalikan
ke collection tube.

e Kemudian, 600 uL. Wash Buffer ditambahkan ke GD Column dan disentrifugasi
lagi dengan parameter yang sama.

e GD Column dikeringkan dengan sentrifugasi tambahan selama 3 menit.

e GD Column dipindahkan ke microtube 1,5 mL baru.

e Sebanyak 35 pL Elution Buffer yang telah dipanaskan pada suhu 60°C
ditambahkan ke pusat matriks GD column.

e Diinkubasi di suhu ruang selama 5 menit, kemudian disentrifugasi dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit.

e GD column dilepaskan, microtube 1,5 mL yang berisi DNA disimpan pada suhu
-20°C

2. Metode Ekstraksi DNA Gram positif mengikuti prosedur Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, AS) :
¢ 300 pL darah dipindahkan ke dalam microtube 1,5 mL
¢ Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit

e Diambil buffy coat dan plasma yang terpisah
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e Dilakukan resuspensi sel secara menyeluruh dalam 480 pul 50 mM EDTA/dH-0O

¢ Enzim litik (/ysozyme) dimasukkan sebanyak 20 pl

e Diinkubasi pada 37°C selama 30—60 menit

e Disentrifugasi selama 10 menit pada 10.000 rpm

e Supernatan dikeluarkan

e Dimasukkan 600 pl Nucleic Lysis Solution, kemudian dihomogenkan dengan
vortex

¢ Diinkubasi selama 20 menit pada suhu 65°C, tiap 5 menit dibolak-balik perlahan,
kemudian didinginkan sampai suhu ruang

e Dimasukkan 200 pl Protein Precipitation Solution. Kemudian, dihomogenkan
dengan vorteks selama 30 detik

¢ Diinkubasi dalam es selama 5 menit

e Sentrifus selama 10 menit pada 10.000 rpm

e Supernatan dipindahkan ke fube 1,5 ml ujung lancip berisi 600 pl isopropanol,
dihomogenkan perlahan

e Sentrifus selama 10 menit pada 10.000 rpm

e Supernatan dituangkan dengan hati-hati dan ditiriskan di atas kertas penyerap
bersih

e Ditambahkan 600 pl etanol 70% dan dibolak-balik dan di tapping untuk mencuci
pellet DNA

e Sentrifus selama 10 menit pada 10.000 rpm

e Tabung ditiriskan di atas kertas penyerap bersih dan pellet sampai kering

e Ditambahkan 35 pl DNA Rehydration Solution ke dalam tabung

e DNA direhidrasi dengan menginkubasi pada 65°C selama 1 jam. Larutan
dihomogenkan secara berkala tiap 15 menit dengan mengetuk tabung dengan
lembut dan dispin down

e Disimpan di -20°C

3. Metode Ekstraksi DNA Gram negatif mengikuti prosedur Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega, Madison, AS) :
e 300 pL darah dipindahkan ke dalam microtube 1,5 mL
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Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit

Diambil buffy coat dan plasma yang terpisah

Masukkan 600 ul Nucleic Lysis Solution, kemudian dihomogenkan dengan vortex
Diinkubasi selama 5 menit pada suhu 80°C, kemudian didinginkan sampai suhu
ruang

Dimasukkan 200 pl Protein Precipitation Solution. Kemudian, dihomogenkan
dengan vortex

Diinkubasi dalam es selama 5 menit

Sentrifus selama 10 menit pada 10.000 rpm

Supernatan dipindahkan ke tube 1,5 ml ujung lancip steril berisi 600 pl
isopropanol, dihomogenkan dengan cara sedot buang perlahan

Sentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm

Supernatan dituangkan dengan hati-hati dan ditiriskan di atas kertas penyerap
bersih

Ditambahkan 600 pl etanol 70% dan dibolak-balik untuk mencuci pellet DNA
Sentrifus selama 10 menit dengan kecepatan 10.000 rpm

Microtube ditiriskan di atas kertas penyerap bersih dan pellet hingga mengering
Ditambahkan 35 pl DNA Rehydration Solution ke dalam tube

DNA direhidrasi dengan menginkubasi pada 65°C selama 1 jam. Larutan
dihomogenkan secara berkala tiap 15 menit dengan mengetuk tabung dengan
lembut dan dispin down

Disimpan di -20°C

3.6.3.2 Analisis Konsentrasi dan Kemurnian Hasil Ekstraksi DNA

a.

Bahan & Alat

Bahan yang digunakan terdiri dari sampel DNA hasil ekstraksi dan larutan
TE (Tris-EDTA). Alat yang digunakan yaitu 752N UV-VIS Spectrophotometer
(Hinotek, Ningbo, Tiongkok), kuvet berukuran 350 pL, mikropipet, mikrotip,

microtube 1,5 mL, tissue non-fabric.
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Prosedur Kerja
DNA hasil ekstraksi diencerkan 100 kali dengan pelarut DNA TE (Tris-

EDTA) (melarutkan 1 pL sampel DNA dengan 99 puL TE) kemudian dianalisis
secara kuantitatif dengan spektrofotometer pada 2 nilai absorbansi yaitu OD2so
dan OD2go. Kemurnian dihitung dari rasio nilai absorbansi pada OD260/OD2go
(Sophian et al., 2021). Setiap OD2¢0 yang bernilai 1 (OD2sp = 1) sama dengan
50 ng/ml DNA (Ma et al, 2020). Rumus penghitungan konsentrasi DNA:
Konsentrasi DNA (ng/uL) = OD2s0 % 50 % faktor pengenceran

Kemurnian DNA terhadap kontaminan dengan membandingkan nilai
absorbansi 260 nm (ODa20) yang membaca asam nukleat (Sophian et al., 2021)
dengan nilai absorbansi 280 nm (OD2go) yang membaca protein (Li ef al., 2021).
DNA tergolong murni jika memiliki rasio OD260/OD2go antara 1,8 sampai 2,0
(Sophian ef al., 2021). Prosedur kerja untuk analisis ini yaitu sebagai berikut :
Alat dinyalakan selama 30 menit sebelum digunakan.
Sebanyak 300 pL larutan TE dimasukkan ke dalam kuvet 1 berkapasitas 350 pL.
Sebanyak 297 pL larutan TE dan 3 pL ekstrak DNA dimasukkan ke dalam tabung
mikro 1,5 mL, kemudian dihomogenkan dengan cara inversi.
Larutan hasil pencampuran dipindahkan ke dalam kuvet 2.
Kuvet 1 ditempatkan pada holder 1 dan kuvet 2 ditempatkan pada holder 2,
dengan bagian buram menghadap ke depan dan bagian bening menghadap ke arah
sumber cahaya.
Tombol A pada pilihan T/A/C/F ditekan untuk memilih mode absorbansi.
Tombol 100% ditekan untuk mengatur nilai blanko.
Panjang gelombang diatur dengan memutar knop hingga mencapai 260 nm.
Tuas ditarik satu kali untuk menempatkan kuvet 1 sebagai blanko tepat pada arah
sumber cahaya.
Tuas ditarik satu kali untuk menempatkan kuvet 2 sebagai sampel tepat pada arah
sumber cahaya.
Pengukuran diulangi pada panjang gelombang 280 nm.

Langkah yang sama diulangi untuk sampel-sampel berikutnya
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3.6.3.3 Amplifikasi gen 16S rRNA dengan polymerase chain reaction (PCR)

Sebelum dilakukan analisis metagenomik berbasis Next Generation
Sequencing (NGS), DNA bakteri hasil ekstraksi terlebih dahulu diverifikasi
melalui Polymerase Chain Reaction (PCR). Verifikasi ini dilakukan dengan
menargetkan gen 16S rRNA yang merupakan salah satu penanda molekuler yang
paling umum digunakan untuk identifikasi dan klasifikasi bakteri (Johnson et al.,
2019).

a. Bahan dan Alat
Bahan yang digunakan yaitu meliputi i-Taq™ 2X PCR Mastermix Solution
(iNtRON Biotechnology, Seongnam-si, Korea Selatan), primer forward 63 F (10
pM), primer reverse 1387 R (10 pM), DNA template hasil ekstraksi, dan buffer
TE (Tris-EDTA). Alat yang digunakan yaitu microtube, mikrotip, mikropipet,
alkohol 70% untuk sterilisasi alat dan area kerja, masker, dan sarung tangan sekali
pakai.
b. Prosedur Kerja

Tahapan PCR diawali dengan mencampurkan bahan-bahan berikut pada Tabel
8 ke dalam fube PCR berukuran 200puL :

Tabel 8. Bahan-Bahan Reaksi PCR

No Bahan Volume (pL)
Mastermix PCR (i-Taq 2X PCR Mastermix

1 Solution dari iNtRON, Seongnam-Si, Korea 10
Selatan)

2 Primer 63 F 10 pM 0,25

3 Primer 1387 R 10 pM 0,25

4 TE 7,5

5 DNA hasil ekstraksi 2,5

Setelah dicampurkan, dilakukan PCR menggunakan alat Line Gene Mini S
(Bioer, Hangzhou, Tiongkok). Pengaturan thermocycle pada alat PCR ditunjukkan
oleh Tabel 9 sebagai berikut:
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Tabel 9. Pengaturan Thermocycle

Tahapan PCR Temperatur (°C) Waktu (menit)

Denaturasi Awal 95 5

Denaturasi 95 1

Penempelan 50 1

Pemanjangan 72 1 } 35 siklus
Pemanjangan akhir 72 5

Pendinginan 25 10

Hasil PCR kemudian divisualisasi untuk melihat ada atau tidaknya pita DNA

melalui elektroforesis.

3.6.3.4 Elektroforesis

a.

Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam proses elektroforesis gel agarosa meliputi
agarose SeaKem® LE Agarose (Lonza, Walkersville, AS), buffer TAE 1X (Tris-
Acetate-EDTA), RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON, Seongnam-
si, Korea Selatan), sampel DNA hasil amplifikasi PCR, dan DNA marker Sizer™-
100 DNA Marker (iNtRON, Seongnam-si, Korea Selatan) dengan ukuran 100—
1500 bp. Alat yang digunakan meliputi neraca analitik, gelas ukur, erlenmeyer
atau botol tahan panas, hot plate, cetakan gel agarosa dan sisir, mikropipet,
mikrotip, power supply elektroforesis, alat elektroforesis Mupid-exU (Mupid,
Tokyo, Jepang), serta gel documentation system (Gel Doc).
Prosedur Kerja
Ditimbang SeaKem® LE Agarose (Lonza, Walkersville, AS) sebanyak 0,6 g,
kemudian dilarutkan dalam buffer TAE 1X hingga mencapai volume akhir 40 mL.
Campuran dipanaskan menggunakan kot plate hingga larutan menjadi homogen
dan jernih.
Setelah didiamkan selama £10 menit, ditambahkan 2,5 pl. RedSafe™ Nucleic
Acid Staining Solution (iNtRON, Seongnam-si, Korea Selatan), kemudian
dihomogenkan dalam kondisi terlindung dari cahaya.
Larutan agarose dituangkan ke dalam cetakan gel yang telah dipasang sisir,
kemudian dibiarkan hingga memadat pada suhu ruang dalam kondisi terlindung

dari cahaya.
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e Gel agarosa yang telah memadat ditempatkan ke dalam elektroforesis cell.

e Buffer TAE 1X dimasukkan ke dalam elektroforesis cell pada alat Mupid-exU
(Mupid, Tokyo, Jepang) hingga seluruh permukaan gel terendam.

e Sebanyak 4 pL sampel DNA hasil PCR dimasukkan ke dalam masing-masing
sumuran gel.

e Sebanyak 7 uL DNA marker Sizer™-100 DNA Marker (iNtRON, Seongnam-si,
Korea Selatan) berukuran 100—-1500 bp dimasukkan ke dalam salah satu sumuran
pada sisi ujung gel sebagai penanda ukuran fragmen DNA.

e Elektroforesis dijalankan dengan menghubungkan alat ke power supply.

e Tegangan diatur sebesar 100 V dengan waktu running selama 25 menit.

e Tombol run ditekan untuk memulai proses elektroforesis.

e Setelah proses selesai, gel agarosa diangkat dari elektroforesis cell.

e Gel kemudian ditempatkan pada gel documentation system (Gel Doc).

e Gel Doc dihubungkan dengan sumber listrik untuk proses visualisasi.

e Pita DNA yang terbentuk diamati dan didokumentasikan.

3.6.3.5 Analisis metagenomik berbasis Next Generation Sequencing (NGS) Generasi
Ketiga
Hasil ekstraksi DNA yang sudah terverifikasi oleh proses PCR dan
elektroforesis, baik dari darah bayi prematur sehat dan juga pada bayi SNAD
yang juga menunjukkan hasil kultur darah negatif dipilih secara purposive
masing-masing sebanyak 3 sampel untuk dilakukan analisis metagenomik bakteri
menggunakan teknologi NGS berbasis Oxford Nanopore Technologies (ONT).
Sequencing dilakukan melalui bantuan jasa 1st BASE DNA Sequencing Division,
Apical Scientific, Malaysia melalui jasa dari PT. Genetika Science. Penggunaan
jumlah sampel yang terbatas pada penelitian ini, merupakan pendekatan yang
lazim dalam studi eksploratif atau pilot study (Charalampous et al., 2019). Hal ini
disebabkan oleh kompleksitas teknis, kebutuhan kualitas DNA yang tinggi, serta
biaya analisis yang relatif besar dibandingkan metode konvensional. Oleh karena
itu, banyak penelitian awal dalam bidang metagenomik menggunakan jumlah
sampel yang kecil dengan tujuan untuk mengevaluasi kelayakan (feasibility),

sensitivitas deteksi patogen, serta validitas metode sebelum dilakukan studi
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dengan skala yang lebih besar. Penggunaan sampel terbatas ditujukan pada
populasi khusus seperti bayi prematur dengan sepsis awitan dini. Hal ini
disebabkan oleh keterbatasan klinis dan etik dalam pengambilan sampel darah
pada bayi prematur, di mana volume darah yang dapat diambil sangat terbatas
serta berisiko menyebabkan anemia iatrogenik dan instabilitas hemodinamik
(Quince et al., 2017).

Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa penggunaan sampel
kecil dalam analisis metagenomik tetap dapat menghasilkan temuan yang valid.
Penelitian oleh (Charalampous et al., 2019) menggunakan pendekatan nanopore
metagenomics pada jumlah sampel terbatas untuk diagnosis infeksi bakteri, dan
berhasil mengidentifikasi patogen secara cepat dengan akurasi yang tinggi
dibandingkan metode konvensional. Selain itu, studi oleh Wilson et al. (2014)
pada kasus infeksi sistem saraf pusat menggunakan metagenomic sequencing pada
jumlah pasien yang sangat terbatas (bahkan studi kasus tunggal), namun mampu
mengidentifikasi etiologi infeksi yang tidak terdeteksi dengan metode rutin
(Wilson et al., 2014)

Dalam konteks neonatal, penelitian oleh Sim et al. (2015) yang menganalisis
mikrobioma pada bayi prematur menggunakan jumlah sampel relatif kecil tetap
mampu menunjukkan pola disbiosis yang bermakna secara biologis dan
berhubungan dengan kejadian penyakit. Hal ini menunjukkan bahwa dalam
penelitian berbasis molekuler, validitas tidak hanya ditentukan oleh jumlah
sampel, tetapi juga oleh kedalaman analisis molekuler dan kualitas data
sequencing (Quince ef al., 2017).

Pemilihan sampel secara purposive dalam penelitian ini bertujuan untuk
memastikan bahwa sampel yang dianalisis telah memenuhi kriteria kualitas, yaitu
telah terverifikasi melalui proses PCR dan elektroforesis, sehingga memiliki
integritas DNA yang baik untuk analisis NGS. Strategi ini penting karena
keberhasilan sequencing sangat bergantung pada kualitas DNA, sehingga seleksi
sampel secara ketat dapat meningkatkan reliabilitas hasil (Quince et al., 2017)

Dengan demikian, penggunaan purposive sampling dengan jumlah sampel
kecil dalam penelitian ini memiliki dasar metodologis yang kuat dan didukung

oleh penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa analisis metagenomik tetap



55

dapat memberikan hasil yang valid dan bermakna secara klinis. Prosedur
pemeriksaan analisis metagenomik berbasis NGS-ONT sebagai berikut:

Prosedur Kerja

Pemeriksaan kualitas sampel (quality control)

Tahapan diawali dengan pemeriksaan kualitas sampel (quality control) yang
dilakukan oleh PT. Genetika Science untuk memastikan sampel DNA yang
dikirimkan memenuhi standar yang diperlukan untuk proses sekuensing. Tahapan
prosesnya yaitu meliputi :

Pengukuran awal konsentrasi dan kemurnian DNA dilakukan menggunakan
Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, AS) berdasarkan nilai
absorbansi untuk mengevaluasi kualitas DNA hasil ekstraksi, konsentrasi juga
diukur menggunakan Qubit (ThermoFisher Scientific, Waltham, AS).

DNA genom kemudian diamplifikasi menggunakan Phusion™ Plus PCR Master
Mix (F631L) (ThermoFisher Scientific, Waltham, AS) untuk memperbanyak
fragmen DNA target dengan menargetkan gen 16S rRNA (primer forward (63F)
dan reverse (1387R) yang turut dikirimkan bersama sampel DNA hasil ekstraksi).
Produk PCR selanjutnya divisualisasikan menggunakan metode elektroforesis gel
agarosa untuk memastikan keberhasilan amplifikasi dan ukuran fragmen DNA
yang dihasilkan.

Kuantifikasi DNA secara akurat dilakukan menggunakan Qubit dsDNA HS Assay
Kit ((ThermoFisher Scientific, Waltham, AS).

Persiapan pustaka (library preparation)

Sampel yang sudah lolos tahapan kualitas sampel (quality control) kemudian
dikirimkan oleh PT. Genetika Science ke jasa sekuensing Apical Scientific,
Malaysia. Tahapan diawali dengan persiapan pustaka (library preparation)
dengan kit dari Oxford Nanopore Technology (Oxford, Inggris) sebagai berikut:
Persiapan pustaka dimulai dengan amplifikasi fragmen DNA target menggunakan
primer gen 16S rRNA (Bahram et al., 2018).

Produk amplifikasi kemudian mengalami proses perbaikan ujung DNA (end
repair) untuk menyempurnakan struktur ujung fragmen sehingga memungkinkan

ligasi dengan adapter sekuensing (Xie et al., 2025).
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o Setelah proses perbaikan ujung, dilakukan ligasi barcode spesifik pada setiap
fragmen DNA. Barcode ini berfungsi sebagai penanda unik untuk membedakan
masing-masing sampel selama proses sekuensing (Miki et al., 2016).

e Tahap akhir dari persiapan pustaka adalah ligasi adapter sekuensing, yaitu
oligonukleotida pendek yang melekat pada fragmen DNA dan berperan dalam
pengikatan fragmen DNA ke flowcell serta mendukung proses pembacaan selama
sekuensing (Gunter et al., 2022; Xie et al., 2025).

Next Generation Sequencing berbasis Oxford Nanopore Technology

e Proses sekuensing dilakukan menggunakan platform Nanopore yang dioperasikan
melalui perangkat lunak MinKNOW versi 24.02.16 (Tyler et al., 2018).

e Selanjutnya dilakukan proses basecalling menggunakan perangkat lunak Dorado
versi 7.3.11 dengan model high-accuracy untuk mengonversi sinyal mentah
menjadi data urutan basa DNA (Wick et al., 2019).

e File hasil sekuensing dalam format FASTQ kemudian dievaluasi kualitasnya
menggunakan NanoPlot (De Coster, 2018).

e Penyaringan kualitas data dilakukan menggunakan NanoFilt untuk memperoleh
data dengan tingkat akurasi yang tinggi (Nygaard et al., 2020).

e Data hasil penyaringan kemudian diklasifikasikan secara taksonomi menggunakan
perangkat lunak Centrifuge (Kim et al., 2016), yang menghasilkan informasi
berupa nama takson, kode taksonomi (taxID), tingkat taksonomi (faxRank), dan
jumlah pembacaan unik (numUniqueReads).

e Basis data referensi yang digunakan dalam proses klasifikasi adalah NCBI 16S
RefSeq  database  yang mencakup sekuen  bakteri dan  archaea

(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/TargetedLoci/).

e Analisis lanjutan dan visualisasi data dilakukan menggunakan Pavian
(Breitwieser & Salzberg, 2016) dan Krona Tools (Terron-Camero et al., 2022).

e Analisis statistik tambahan, termasuk pembuatan diagram Venn dan analisis [5-
diversity melalui Principal Coordinate Analysis (PCoA), dilakukan menggunakan
perangkat lunak RStudio versi 4.3.3 (Teufer et al., 2025; Shi et al., 2020).

[lustrasi tahapan pemeriksaan NGS-ONT ditunjukkan oleh Gambar 4.
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Fragmentasi DNA Library Preparation NGS Sequencing
G EO e ! Qg
= TP T G

Pemeccahan DNA menjadi

segmen pendek

NGS Sequencing

Pengurutan paralel masif di sequencer

I~

Penambahan adaptor
Pengurutan paralel masif di sequencer

& indeks sampel

Interpretasi Varian

Analisis & identifikasi varian genetik

I__ol Hasil Akhir | Laporan hasil pengurutan

Gambar 5 Diagram Alur Tahapan Pemeriksaan NGS-ONT (Agudelo-Pérez et

al., 2023)

Tabel 10. Tahapan Pemeriksaan NGS-ONT

Tahapan Keterangan
. Pemecahan DNA target menjadi segmen pendek (£100-300 bp)
Fragmentasi DNA menggunakan metode mekanik (AFA/Covaris) atau enzimatik.
Seleksi Target Segmen DNA target dipilih menggunakan probe (hibridisasi) atau
(Opsional) amplifikasi PCR (amplicon).
Library Preparation Penambahan adaptor dan indeks sampel pada fragmen DNA agar

dapat dikenali dan disekuensing secara paralel.

NGS Sequencing
(ONT)

Pengurutan DNA secara paralel menggunakan platform Oxford
Nanopore Technology (ONT).

Base Calling
(Analisis Primer)

Konversi sinyal mentah menjadi urutan basa DNA serta penilaian
kualitas data.

Alignment (Analisis
Sekunder)

Penyelarasan urutan DNA dengan genom referensi untuk
identifikasi kesesuaian.

Variant Calling . . . . S .
(Analisis Tersicr) Identifikasi varian/mutasi genetik dari hasil sequencing.
Anotasi & . Penentuan makna biologis/klinis dari varian yang ditemukan.
Interpretasi

Hasil Akhir Laporan hasil sequencing dan interpretasi untuk pengguna.

Proses analisa data

Analisis data metagenomik hasil sekuensing pada penelitian ini dilakukan

untuk mengidentifikasi keragaman bakteri, menentukan persentase kemunculan

bakteri, serta melihat clustering taksonomi bakteri dalam Proses analisis dilakukan

dengan membandingkan data sekuens terhadap database 16s RefSeq bakteri pada
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website  NCBI. Visualisasi dan interpretasi data selanjutnya dilakukan
menggunakan beberapa perangkat lunak bioinformatika, yaitu Pavian untuk
eksplorasi dan klasifikasi taksonomi, Krona Tools untuk visualisasi keragaman
bakteri secara hierarkis, serta RStudio versi 4.2.0 untuk analisis statistik dan
pengolahan data lanjutan.
3.8 Alur Penelitian

Alur penelitian dilakukan dengan langkah pada Gambar 6 berikut ini:

Bayi Prematur

Memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi

Orang tua mengisi informed consent

Sampel penelitian

y

Anamenesis, pemeriksaan fisik dan
pemeriksaan laboratorium

| }

| Bayi Prematur Sepsis Awitan Dini | | Bayi Prematur Sehat |

| |
! !

| Pemeriksaan kultur darzh | Analisis Metazenomik berbasis NGS

' I _

v

| Penegakan Diagnosa |

Gambar 6. Alur Penelitian
Penelitian diawali dengan pemilihan subjek berupa bayi prematur yang
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi penelitian. Setelah orang tua atau wali
memberikan informed consent, subjek dimasukkan sebagai sampel penelitian.
Selanjutnya, seluruh sampel menjalani anamnesis, pemeriksaan fisik, dan
pemeriksaan laboratorium awal untuk menilai kondisi klinis neonatus serta
menentukan kemungkinan adanya sepsis awitan dini. Berdasarkan hasil evaluasi

klinis dan laboratorik tersebut, subjek kemudian dibagi menjadi dua kelompok,
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yaitu kelompok bayi prematur dengan sepsis awitan dini dan kelompok bayi
prematur sehat sebagai kontrol.

Pada kedua kelompok dilakukan pemeriksaan kultur darah serta analisis
metagenomik berbasis next-generation sequencing (NGS). Pemeriksaan kultur
darah digunakan sebagai metode konvensional untuk identifikasi bakteri patogen,
sedangkan analisis metagenomik berbasis NGS digunakan untuk mendeteksi
materi genetik mikroorganisme secara langsung dari sampel darah. Hasil kedua
pemeriksaan tersebut kemudian dianalisis dan dibandingkan untuk mendukung
penegakan diagnosis serta mengevaluasi potensi penggunaan pendekatan
metagenomik berbasis NGS dalam identifikasi bakteri patogen pada bayi prematur

dengan sepsis awitan dini.

PENGAMBILAN &
PENERIMAAN SAMPEL

Dar darah / jaringan /
sampel Klinis lainnya

* Verifikasi identitas sampel

@ cexxuauTas LiBRARY

Evaluasi kuantitas & ukuran

© rreparas usraRy

T®

Fragmentasi (jika perlu),
end-repair, A-tailing, dan
ligasi adapter ONT

Isolasi DNA genomik
berkualitas tinggl

o Lisis sel * Qubit untuk kuantitas

+ TapeStation/ Bloanalyzer
untuk ukuran
« Pastikan memenuhi syarat

* Tambah adapter & barcode
(ka multiplex)
« Purifikasi library

« Pengukuran kuantitas &
kualitas DNA

* Simpan sesual kondisi

© mwusisoana

all

Basecalling, filtering, alignment,
dan calling varian

ATCGATCGA,

NGS berlangsung - deteksi
perubahan arus ionik untuk
membaca basa

Cek kebersihan & priming
flowscell

Muat library ke flowscell

* Periksa pore

« Lakukan priming

+ Pasang flowscell pada
MIntON/PromethiON

« Basecalling (Guppy)

* Quality control & filtering

« Alignment ke genom referensi
« Variant calling & anotasi

Informasi genomik
(termasuk varian/ mutasi)

« Denaturasi library
* Loading ke sample port
o Mulai run

* Monitoring run secara real-time
« Data berupa read panjang
(long reads)

Interpretasi varian sesual
konteks Kiinis/penelitian

Susun & sampaikan
hasil pemeriksaan

untuk mendukung
dlagnosis, terapl, atau
penelitian

* Klasifikas| patogenisitas

* Korelasi dengan fenotipe
& lteratur

« Konsultasi jika diperiukan

+ Ringkasan metode
« Temuan wtama (varian)
* Interpretasi & rekomendasi

Gambar 7. Diagram Alur Pemeriksaan NGS-ONT (Wang et al., 2021)

Gambar 7. menunjukkan alur kerja pemeriksaan next-generation
sequencing berbasis Oxford Nanopore Technologies (NGS-ONT) mulai dari
pengambilan sampel hingga interpretasi hasil. Tahapan pertama dimulai dengan
pengambilan dan penyimpanan sampel biologis seperti darah atau jaringan
menggunakan tabung steril. Sampel kemudian menjalani proses ekstraksi DNA
untuk memperoleh DNA genomik dengan kualitas dan kemurnian yang baik.
Setelah itu dilakukan preparasi library, yaitu proses fragmentasi DNA, end repair,
dan penambahan adaptor atau barcode agar fragmen DNA dapat dikenali oleh

sistem sekuensing. Kualitas dan ukuran [ibrary selanjutnya dievaluasi
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menggunakan instrumen seperti Qubit, TapeStation, atau Bioanalyzer untuk
memastikan fragmen DNA memenuhi standar sebelum proses sekuensing
dilakukan (Wang et al., 2021).

Tahap berikutnya adalah persiapan flowcell dan loading sample ke
perangkat sekuensing. Setelah sampel dimasukkan, proses sekuensing dilakukan
menggunakan teknologi nanopore yang membaca perubahan sinyal listrik saat
molekul DNA melewati pori biologis (nanopore). Data mentah hasil sekuensing
kemudian dianalisis melalui proses bioinformatika yang meliputi basecalling,
trimming, alignment, variant calling, dan anotasi genomik. Tahap akhir berupa
interpretasi hasil untuk menentukan signifikansi biologis maupun klinis dari
varian atau mikroorganisme yang terdeteksi. Hasil analisis selanjutnya disusun
dalam bentuk laporan yang digunakan untuk mendukung diagnosis, terapi,
maupun evaluasi klinis pasien. Workflow ini menggambarkan bahwa teknologi
NGS-ONT memungkinkan identifikasi genomik secara cepat, paralel, dan

komprehensif dalam satu rangkaian pemeriksaan (Wang et al., 2021).
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Karakteristik bayi prematur sehat dengan bayi prematur sepsis awitan dini
meliputi berat badan lahir lebih rendah, skor APGAR lebih rendah, usia gestasi
lebih muda, dan usia ibu lebih tua.

2. Tidak ditemukan bakteri patogen yang dapat diidentifikasi melalui
pemeriksaan kultur darah pada bayi prematur sehat dan bayi prematur dengan
sepsis awitan dini, karena seluruh sampel darah menunjukkan hasil kultur steril
tanpa adanya pertumbuhan mikroorganisme.

3. Tidak ditemukan bakteri yang dapat diidentifikasi melalui analisis
metagenomik berbasis NGS-ONT pada bayi prematur sehat sehingga tidak
dapat dilanjutkan ke tahap sekuensing, sementara hasil analisis metagenomik
berbasis NGS-ONT berhasil mengidentifikasi beberapa spesies bakteri pada
sampel darah bayi prematur dengan sepsis awitan dini, spesies terbanyak
berdasarkan hubungan antar sampel yaitu Cutibacterium acnes, Paracoccus
marcusii, Moraxella osloensis, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas
sihuiensis,  Ectopseudomonas  guuguanensis, Janibacter  massiliensis,
Stutzerimonas stutzeri, dan Thalassoporum komareki.

4. Analisis metagenomik berbasis NGS-ONT memiliki potensi kemampuan
deteksi patogen yang secara signifikan lebih tajam dan sensitif dalam
membedakan kondisi infeksi pada neonatus dibandingkan dengan metode
kultur darah konvensional, karena mampu mendeteksi keberadaan DNA
bakteri pada sampel dengan hasil kultur darah negatif serta memberikan

gambaran keragaman komunitas mikroba secara lebih komprehensif.

5.2 Saran
1. Dilakukan penelitian lanjutan dengan kultur selektif atau PCR spesifik untuk

spesies-spesies yang diketahui sering terkait dengan infeksi nosokomial dan
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memiliki resistensi obat (pada sampel darah, jaringan, atau lingkungan rumah
sakit

Dilakukan penelitian dengan pengambilan sampel (swab) dari permukaan unit
NICU (inkubator, peralatan medis, gagang pintu), cairan infus, dan tangan
staf medis untuk diuji dengan NGS dan/atau kultur.

Dilakukan studi dengan jumlah sampel yang lebih besar dan multisenter
untuk mengkorelasikan hasil metagenomik (DNA bakteri) dengan parameter
klinis sepsis (misalnya, peningkatan CRP, procalcitonin, skor Sepsis
Neonatal), respons terhadap antibiotik, dan hasil luaran pasien

(morbiditas/mortalitas).
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