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Abstract: The elderly are a population particularly susceptible to diseases resulting from the decline in immune
system function. The mouth is one of the areas of the body that is the entry point for microorganisms into the
body. It is known that the oral microbiome greatly affects oral and systemic health. The oral bacterial profile is
important to understand its role in maintaining health and causing disease. Therefore, maintaining oral health is
very important, especially in our study of the elderly. Utilizing advanced sequencing techniques such as Oxford
Nanopore Technology (ONT) offers the opportunity to reveal bacterial diversity comprehensively. This study
aims to identify the oral microbiome in a group of elderly women. Knowledge of the oral microbiota profile could
help spread awareness of the benefits of maintaining good dental hygiene, especially in older adults. Methods:
Seven elderly housewives had their unstimulated saliva samples taken in the morning and kept at -80°C. The
phenol-chloroform technique was used to isolate the DNA, and a Qubit Fluorometer was used to measure purity
and concentration. By employing ONT for 16S rRNA sequencing and Epi2Me software for analysis, taxonomic
mapping of the bacterial diversity was accomplished. Results: According to the taxonomic analysis,
Streptococcus and Veillonella were the most common genera in the samples. It was common to find species like
Veillonella parvula, Veillonella atypica, Streptococcus mitis, and Streptococcus rubneri. These genera contributed
to the dynamics of oral biofilms by exhibiting complex ecological interactions. With advanced sequencing
technologies, this work highlights the diversity of oral bacteria in elderly women in Indonesia while providing a
new perspective. Notwithstanding a few limitations, these findings provide insight into the ecological dynamics
of the oral microbiota, potentially leading to clinical applications in the treatment and prevention of disease.
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Abstrak: Lansia merupakan kelompok yang rentan terhadap penyakit akibat penurunan fungsi sistem imun.
Rongga mulut sebagai pintu masuk utama mikroorganisme memainkan peranan penting dalam kesehatan oral dan
sistemik. Profil bakteri oral penting untuk memahami peranannya dalam menjaga kesehatan dan mencegah
penyakit. Teknologi sekuensing canggih seperti Oxford Nanopore Technology (ONT) memungkinkan pemetaan
keragaman bakteri secara komprehensif. Studi awal ini bertujuan mengidentifikasi komposisi mikrobiota oral
pada wanita lansia. Pemahaman mikrobiota oral dapat mendukung strategi pencegahan penyakit sistemik pada
populasi lansia. Sampel saliva tanpa stimulasi (10 mL) dikumpulkan pada pagi hari dari tujuh ibu rumah tangga
lansia (>60 tahun) dan disimpan pada -80°C. DNA genomik diekstraksi menggunakan metode fenol-kloroform
dan diukur konsentrasinya dengan Qubit Fluorometer. Sekuensing gen 16S rRNA dilakukan menggunakan Rapid
Amplicon 16S Barcoding Kit (SQK-165024, Oxford Nanopore Technologies) dan dianalisis dengan perangkat
lunak Epi2Me. Profil taksonomi menunjukkan Streptococcus dan Veillonella sebagai genus dominan. Spesies
yang banyak terdeteksi meliputi Veillonella parvula, Veillonella atypica, Streptococcus mitis, dan Streptococcus
rubneri. Interaksi mutualistik antara bakteri ini berperan penting dalam homeostasis biofilm oral, di mana
Streptococcus memproduksi asam laktat dari metabolisme karbohidrat yang kemudian dimanfaatkan Veillonella
sebagai sumber energi. Studi ini menunjukkan potensi teknologi ONT dalam pemetaan mikrobiota oral melalui
sekuensing 16S rRNA, dengan penekanan pada peran ekologis Streptococcus dan Veillonella. Berfokus pada
wanita lanjut usia di Indonesia, penelitian ini memberikan wawasan baru terkait dinamika mikrobioma oral dan
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implikasinya terhadap inflamasi sistemik yang berkaitan dengan penyakit kardiovaskular, diabetes, serta
gangguan pernapasan.

Kata kunci: 16S rRNA, Epi2Me, ONT, bakteri oral, wanita lansia, saliva manusia
DOI: 10.15408/pbsj.v7i1.49111

1. PENDAHULUAN

Rongga mulut manusia dihuni oleh beragam mikroorganisme seperti bakteri, jamur, virus, dan protozoa
yang membentuk ekosistem dinamis dan kompleks (Deo & Deshmukh, 2019; Sedghi et al., 2021).
Keberadaan bakteri sangat berperan dalam pembentukan biofilm serta proses metabolisme yang penting
untuk kesehatan oral.

Perubahan komposisi mikrobiota oral berkaitan dengan timbulnya penyakit gigi serta gangguan
sistemik seperti penyakit kardiovaskular, diabetes melitus, dan infeksi saluran pernapasan, yang
sebagian besar dimediasi oleh inflamasi sistemik kronis dan disfungsi endotel akibat translokasi bakteri
oral ke sirkulasi darah (Lu et al., 2019; Wang et al., 2022; Schwarz et al., 2023; Pisano et al., 2023).
Mikrobiota oral berperan penting dalam menjaga keseimbangan ekosistem mikroba sistemik, termasuk
paru dan usus sehingga pemahaman mengenai dinamika mikrobiota ini berpotensi mendukung strategi
pencegahan penyakit melalui intervensi komprehensif seperti berbasis diet dan probiotik. (Santacroce
et al., 2023; Benn et al., 2018).

Berbagai metode identifikasi bakteri telah dikembangkan, mulai dari kultur konvensional hingga
deteksi berbasis asam nukleat seperti PCR dan mikroarray. Kedua metode ini menawarkan kecepatan
dan efisiensi dalam mendeteksi target genetik yang telah diketahui, namun tetap memiliki keterbatasan
dalam sensitivitas, cakupan, serta kemampuan mendeteksi mikroorganisme yang tidak terkarakterisasi
sebelumnya (Miller & Tang, 2009; Goodwin et al., 2016). Teknologi sekuensing DNA, khususnya gen
16S rRNA, memungkinkan karakterisasi komunitas bakteri secara menyeluruh (Pathak et al., 2021;
Rajasekaran et al., 2024; Willis & Gabaldon, 2020; Morrison et al., 2023). Oxford Nanopore
Technology sebagai platform generasi ketiga dan keempat, menawarkan keunggulan pembacaan real-
time serta long-read yang memungkinkan identifikasi penuh gen 16S rRNA (Oxford Nanopore
Technologies, 2023; Heng & Staton, 2019).

Penelitian mikrobioma oral pada populasi Indonesia, khususnya wanita lanjut usia (lansia), masih
terbatas. Pemilihan sampel wanita tidak pada pria dengan alasan kebiasaan merokok pada pria yang
mungkin dilakukan sejak remaja akan mempengaruhi kondisi mikrobioma mulut pada sampel
(Hendrawan, 2024; N/A, 2025). Populasi lansia termasuk kelompok yang rentan namun jarang diteliti
(Widyarman, 2021). Penelitian ini bertujuan mengeksplorasi keragaman bakteri saliva pada wanita
lansia Indonesia menggunakan ONT berbasis 16S rRNA, dengan meninjau relevansi klinisnya terkait
pembentukan biofilm dan potensi implikasi sistemik.

2. METODE

2.1 Pengumpulan Sampel dan Etika

Penelitian ini merupakan studi eksploratori awal yang bertujuan mengevaluasi kelayakan metodologi
WGS menggunakan platform ONT berbasis analisis 16S rRNA untuk mengidentifikasi keragaman
bakteri. Sampel yang digunakan adalah saliva tanpa stimulasi sebanyak 10 mL, diambil pada pagi hari
dari tujuh ibu rumah tangga lansia (>60 tahun) sebelum melakukan aktivitas kebersihan mulut, dengan
tujuan meminimalkan pengaruh faktor eksternal terhadap ekosistem mikrobiota oral (Lu, 2022). Peserta
dipilih berdasarkan kebiasaan gaya hidup sehat (tidak merokok, tidak mengunyah sirih atau siwak,
menyikat gigi minimal 2x sehari, serta tidak mengonsumsi antibiotik dalam waktu dekat). Sampel
disimpan pada suhu -80°C. Penelitian ini mendapat persetujuan etik dari Komite Etik Fakultas
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Kedokteran UIN Syarif Hidayatullah Jakarta (B-077/F12/KEPK/TL.00/11/2022).
2.2 Ekstraksi DNA dan Sekuensing

DNA diekstraksi dengan metode fenol-kloroform (Adhiyanto et al., 2020), 300 mL sampel disentrifuse
dan dibuang supernatannya. Endapan dibilas dengan buffer fosfat saline (PBS), dilakukan sentrifuse
kembali. Sel dilisis dengan buffer lisis dan proteinase K (PK). Pemberian fenol-klorofom akan
memisahkan fase DNA, protein dan senyawa organic lainnya. DNA diendapkan dari fase DNA/genom
dalam larutan etanol pekat kondisi dingin. Endapan genom dilarutkan dalam pelarut genom (bufer TE)
kemudian diukur konsentrasinya menggunakan Qubit Fluorometer. Sampel hasil isolasi kemudian
dilanjutkan diproses dengan Rapid Amplicon 16S Barcoding Kit (SQK-16S024, Oxford Nanopore
Technologies). Data sekuensing dianalisis menggunakan perangkat lunak Epi2Me.

3. HASIL DAN DISKUSI

Mikrobiota oral merupakan ekosistem mikroba paling kompleks kedua setelah usus (Deo & Deshmukh,
2019), dengan relung seperti mukosa, gigi, lidah, dan saliva yang memungkinkan kolonisasi mikroba
beragam (Santacroce et al., 2023; Willis & Gabaldon, 2020; Morrison et al., 2023).

Translokasi bakteri oral atau produk metabolitnya ke sirkulasi sistemik dapat memicu inflamasi kronis,
disfungsi endotel, dan peningkatan risiko penyakit kardiovaskular maupun metabolik (Rajasekaran et
al., 2024; Kilian et al., 2016; Schwarz et al., 2023). Oleh karena itu, profil mikrobiota oral pada lansia
dapat memberikan indikator risiko kesehatan sistemik di usia lanjut. Studi ini meletakkan dasar untuk
mengintegrasikan penelitian mikrobioma ke dalam praktik klinis dan menyoroti perlunya eksplorasi
lebih lanjut pada populasi yang beragam.

Meskipun beberapa penelitian telah meneliti mikrobiota oral secara global, hanya sedikit yang berfokus
pada populasi Indonesia. Penelitian yang ada hanya melaporkan sampel dari populasi Eropa, di mana
faktor makanan dan lingkungan berbeda (Widyarman et al., 2021). Meskipun beberapa investigasi telah
mengeksplorasi profil mikroba pada anak-anak Indonesia, penelitian ini adalah salah satu yang pertama
berfokus pada wanita lanjut usia, memberikan perspektif unik tentang keragaman mikrobioma dalam
demografi ini.

Sejak tahun 2014 hingga 2019, pemanfaatan whole genome sequencing (WGS) Oxford Nanopore
Technology (ONT) semakin populer. Penggunaan ONT di Indonesia diawali dengan merebaknya
COVID-19 yang disebabkan oleh virus SARS-CoV-2. Penurunan kasus COVID-19 di seluruh dunia,
termasuk di Indonesia, telah mengubah penggunaan ONT untuk mengidentifikasi WGS spesies lain
(Adhiyanto et al., 2021; Adhiyanto et al., 2022). Penggunaan Oxford Nanopore Technology (ONT)
memberikan keuntungan metodologis WGS dengan memungkinkan pembacaan fragmen DNA yang
lebih panjang, yang kurang umum dalam platform lain (Oxford Nanopore, 2023; Kilian et al., 2016;
Heng & Staton, 2019; Buetas et al., 2024; Maheshwari et al., 2024; Satam et al., 2023).

Hasil analisis menunjukkan dominasi genus Streptococcus dan Veillonella dengan spesies dominan
meliputi Streptococcus mitis, Streptococcus rubneri, Veillonella parvula, dan Veillonella atypica.
Interaksi mutualistik keduanya terbentuk melalui produksi asam laktat dari fermentasi karbohidrat oleh
Streptococcus, yang selanjutnya dimanfaatkan Veillonella sebagai sumber energi (Abranches et al.,
2018; Giacomini et al., 2023; Willenborg, 2016). Interaksi ini menjaga keseimbangan biofilm oral,
namun perubahan komposisi dapat menyebabkan disbiosis yang berdampak sistemik.
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Humber of reads per sample.

Gambar 1. Grafik sampel angka yang dibaca menggunakan Analisis Perangkat Lunak Epi2Me. Barcode 17 dan
18 adalah sampel A dan B; barcode 20 dan 22 adalah C dan D untuk angka representatif.

Gambar 1 mengilustrasikan hasil pengurutan untuk setiap kode batang setelah analisis bioinformatika
oleh Epi2Me. Jumlah pembacaan mencerminkan total pembacaan genom bakteri saat melintasi pori
biologis sel aliran ONT. Barcode 19 menunjukkan bahwa hasil pembacaan sampel tidak baik, hal ini
ada kemungkinan kegagalan di langkah pre-sekuensing yang meliputi ektraksi DNA/RNA sampel; saat
PCR ataupun saat melakukan tahapan kepustakaan sekuensing. Oleh karena itu barcode 19 dianulir.
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Gambar 2. Taksonomi keanekaragaman hayati bakteri antara sampel A (barcode 17) dan B (barcode 18). Tata
nama spesies mencakup informasi tentang lingkaran terluar cakram. Barcode 17 dan 18 adalah sampel A dan B;
barcode 20 dan 22 adalah C dan D untuk gambar representatif.
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Gambar 3. Taksonomi keanekaragaman hayati bakteri antara sampel C (barcode 20) dan D (barcode 22). Tepi
luar cakram dijelaskan dalam nomenklatur spesies. Barcode 17 dan 18 adalah sampel A dan B; barcode 20 dan
22 adalah C dan D untuk gambar representatif.

Visualisasi pada gambar 2 dan 3 dapat membantu mengeksplorasi sampel secara interaktif. Visualisasi
ini menunjukkan data hierarkis: setiap lapisan mewakili peringkat taksonomi. Warna menunjukkan
kelimpahan takson dibandingkan dengan jumlah total bacaan. Gradien warna pada cakram—dari bagian
dalam ke bagian luar—mewakili klasifikasi organisme dari kingdom ke spesies. Pada Gambar B, di
mana Haemophilus parainfluenzae dominan, namanya ditampilkan di bagian terluar cakram karena
persentasenya tertinggi. Sebaliknya, Gambar A tidak memiliki keragaman bakteri yang cukup untuk
menampilkan nama spesies di cakram terluarnya. Gambar C sebagian besar menampilkan Veillonella
parvula, sedangkan Gambar D menampilkan Veillonella atypica.
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Gambar 4. Garis keturunan genus (Genus lineage of bacteria) bakteri sampel A untuk gambar representatif.
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Gambar 5. Garis keturunan genus bakteri sampel D untuk gambar representatif
Gambar 4 dan 5 menyajikan contoh garis keturunan bakteri dari sampel A dan D. Dilakukan
perbandingan pada kedua sampel ini untuk menggambarkan keberagaman mikroorganisme, khususnya

bakteri, yang ditemukan dalam air liur manusia. Gambar-gambar tersebut menunjukkan bahwa setiap
individu memiliki distribusi mikroba yang unik, dengan variasi dalam jumlah dan jenis bakteri.
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Gambar 6. Taksonomi pada tingkat genus dan spesies dianalisis. Barcode 17 dan 18 masing-masing mewakili
sampel A dan B, sedangkan barcode 20 dan 22 sesuai dengan sampel C dan D.

Grafik batang dari delapan taksa paling melimpah pada peringkat genus dan spesies. Taksa yang tersisa
telah diringkas di bawah kategori 'Lainnya' untuk memudahkan visualisasi. Sumbu y menunjukkan
kelimpahan relatif setiap takson dalam persentase untuk setiap sampel. Analisis profil taksonomi
mengungkapkan bahwa Streptococcus dan Veillonella adalah genus yang dominan. Streptococcus mitis,
Streptococcus rubneri, Veillonella parvula, dan Veillonella atypica sering terdeteksi di antara spesies
yang teridentifikasi.

Hubungan mutualistik antara Streptococcus dan Veillonella terbukti, dengan yang terakhir
menggunakan laktat yang diproduksi oleh Streptococcus. Interaksi ini penting dalam menjaga
homeostasis biofilm oral. Hubungan dinamis ini berkaitan dengan Veillonella membantu pemanfaatan
laktat, dan Streptococcus membantu metabolisme glukosa (Giacomini et al., 2023; Abranches et al.,
2018).

Temuan yang kami dapatkan sejalan dengan literatur yang ada yang menekankan peran mendasar
Streptococcus dalam pembentukan biofilm oral dan kolonisasi awal di rongga mulut dalam menjaga
homeostasis mikroba oral.

Selanjutnya, kedua bakteri tersebut menunjukkan hubungan sinergis dalam ekosistem mikrobiota oral.
Streptococcus memainkan peran penting dalam metabolisme karbohidrat, sering kali menghasilkan
asam laktat melalui glikolisis, yang mengasamkan lingkungan dan memengaruhi struktur komunitas
mikroba. Veillonella akan memanfaatkan laktat hasil metabolime karbohidrat sebagai sumber
energinya. Interaksi tersebut menggarisbawahi dinamika kompleks mikrobiota mulut dan kontribusinya
terhadap kesehatan (Giacomini et al., 2023; Abranches, 2018; Willenborg, 2016).

Streptococcus adalah bakteri pertama yang hidup di rongga mulut dan diperoleh segera setelah lahir,
bakteri ini penting bagi mikrobiota oral (Peng et al., 2022; Abranches et al., 2018). Streptococci terkenal
karena toleransinya yang meningkat terhadap pH asam dan kapasitas untuk memecah karbohidrat
melalui glikolisis. Jika jumlah karbohidrat yang tinggi dan oksigen yang tidak mencukupi, maka
Streptokokus akan melakukan fermentasi homolaktat, yang mengubah piruvat menjadi asam laktat dan
menghasilkan NAD dari NADH. Akibatnya, pengasaman lingkungan terjadi dengan cepat karena
pembentukan asam laktat (Giacomini et al., 2023; Abranches et al., 2018)

Teknologi ONT memberikan keunggulan metodologis melalui kemampuan pembacaan real-time dan
pembacaan untai panjang, berbeda dengan platform short-read seperti /llumina atau lon Torrent.
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Walaupun studi ini tidak membandingkan langsung antar-platform, pembacaan penuh gen 16S yang
dimungkinkan ONT memberikan resolusi taksonomi tinggi.

Keterbatasan penelitian ini meliputi jumlah sampel yang kecil dan ketiadaan kelompok kontrol. Namun
demikian, penelitian ini menjadi dasar awal penting untuk penelitian lanjutan dengan cakupan populasi
yang lebih luas dan integrasi pendekatan multi-omik guna memahami hubungan mikrobiota oral dengan
kesehatan sistemik pada lansia.

4. KESIMPULAN

Penelitian ini menggarisbawahi manfaat pengurutan 16S rRNA berbasis ONT dalam pembuatan profil
mikrobiota oral, dengan menekankan peran ekologis Streptococcus dan Veillonella. Selanjutnya dengan
berfokus pada wanita lanjut usia di Indonesia, penelitian ini menambahkan perspektif tambahan
geografis baru pada penelitian mikrobioma oral.

Rekomendasi

Meskipun penelitian ini memiliki keterbatasan dalam jumlah sampel yang relatif kecil, hasil yang
diperoleh tetap memberikan gambaran awal yang berharga mengenai komposisi mikrobiota oral pada
wanita lanjut usia. Oleh karena itu, kami merekomendasikan agar penelitian lanjutan dilakukan dengan
jumlah sampel yang lebih besar dan melibatkan kelompok pembanding dari berbagai rentang usia dan
latar belakang gaya hidup. Pendekatan ini akan memperkuat validitas hasil serta memungkinkan
eksplorasi hubungan yang lebih luas antara keragaman mikrobiota oral dengan faktor klinis dan
sistemik.
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