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Abstract

Background:The role of C. albicans as pathogen opportunistic in oral infection can
affected by immune system. Phagocytosis has contributed in immune system against C.
albicans infection, which is the role of monocytes. Coffee has been proved to increase
monocyte’s phagocytic activity, but the effect of robusta coffee leaves extract (EDKR) to
increase monocyte’s phagocytic activity on C. albicans is unknown. Objectives:To
determine the effect of coffee robusta leaves on monocyte’s phagocytic activity on C.
albicans. Methods: This research was acted invitro on human monocyte cell culture.
There was 5 groups: negative control group, positive control group (incubated in
Isoprinosine) and treatment groups was incubated in EDKR 2,5%, 5%, 10%. The
percentage of activated monocytes was counted. Result: The result showed that
incubation of EDKR 2,5%, 5% and 10% could increase monocyte’s phagocytic activity
significantly (p<0,05) compared to control groups. The number of monocyte’s
phagocytosis on C. albicans incubated with EDKR 2,5%, 5% and 10% is 65%, 60,5%,
and 58,75%. The optimal concentration of EDKR to increase monocyte’s phagocytic
activity was 2,5%. Conclusion: The study showed that EDKR can increase monocyte’s

phagocytic activity on C. albicans.
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Pendahuluan

Candidiasisadalah infeksi jamur yang paling umum terjadi di rongga
mulut.'Candidiasis umumnya disebabkan oleh jamur C. albicans. C. albicans adalah
mikroorganisme komensal di rongga mulut individu sehat yang berubah menjadi
patogen pada kondisi yang dipengaruhi oleh faktor lokal maupun sistemik.’Faktor
predisposisi utama yang menyebabkan perubahan C. albicans yang bersifat komensal
menjadi patogen adalah rendahnya daya tahan tubuh sehingga menyebabkan
Candidiasis.®

Imunitas nonspesifik merupakan imunitas bawaan (innate immunity) yang
berfungsi memberikan respon dini terhadap patogen dan juga memegang peranan
penting dalam menginduksi respon imun spesifik. Salah satu upaya yang dilakukan
sistem imun nonspesifik dalam mempertahankan diri terhadap masuknya antigen yaitu
dengan cara menghancurkan antigen melalui proses fagositosis.* Fagositosis merupakan
proses fisiologis yang penting dimana monosit atau makrofag, neutrofil, dan sel lain
aktif menelan dan menghancurkan mikroorganisme asing maupun sel apoptosis dan
partikel abnormal dalam tubuh.’

Monosit adalah salah satu sel fagosit profesional yang memperantarai
pertahanan host terhadap C. albicans melalui mekanisme fagositosis. Monosit
menghasilkan sitokin dan kemokin yang dapat meningkatkan kemotaksis, fagositosis,
dan aktivitas mikrobisida, serta mengaktivasi sel T melalui pemrosesan dan pengenalan
terhadap antigen.” Monosit memiliki mannose receptor dan glucan receptor yang
berperan dalam proses adhesi, yaitu dengan cara berikatan dengan mannan atau glucan

yangmerupakan penyusun lapisan dinding sel C. albicans.’



Aktivitas fagositosis dapat dipengaruhi oleh obat-obatan, salah satunya adalah
inosiplex. Inosiplex yang lebih dikenal dengan nama isoprinosin (ISO) merupakan
bahan sintetis yang mempunyai efek antivirus dan imunomodulator. Namun pemakaian
isoprinosin dalam jangka panjang dapat menimbulkan efek samping yaitu peningkatan
kadar asam urat plasma.® Peningkatan kadar asam urat dalam darah (hiperurisemia)
yang lanjut dapat berkembang menjadi gout. Hiperurisemia beresiko tinggi terhadap
beberapa gangguan seperti artritis gout, batu ginjal, kerusakan ginjal, serta tekanan
darah tinggi.’ Bahan alami dengan efek samping minimal yang diketahui memiliki efek
immunomodulator dan dapat digunakan sebagai alternatif yaitu kopi.

Daun kopi robusta mengandung alkaloida, saponin, flavonoida, kafein dan
polifenol. Salah satu senyawa polifenol di dalam daun kopi, yaitu asam klorogenat,
diketahui mampu berperan sebagai antioksidan.’® Kandungan polifenol dapat
meningkatkan produksi IL-12 dan IFN-y yang berkaitan dengan peningkatan aktivitas
fagositosis.'* Polifenol juga berperan sebagai antioksidan, yaitu dengan menangkap
radikal bebas hidroksil (HO), sehingga tidak mengoksidasi lemak, protein dan DNA

dalam sel.*?

Flavonoid memiliki kemampuan memperbaiki respon host yang
mengaktivasi neutrofil dan monosit/makrofag yang berfungsi untuk melakukan
fagositosis terhadap benda asing.” Senyawa flavonoid juga berpengaruh terhadap jalur
transduksi sinyal yang berperan pada proses proliferasi sel, aktivitas antioksidan,
memodulasi aktivitas enzim, serta memodulasi produksi sitokin.** **Sedangkan kafein
memiliki peran dalam pengembangan pertahanan tubuh melawan agen infeksius dengan
meningkatkan aktivitas sel imun dan memperkuat aktivitas lisozim.Penelitian yang telah

dilakukan, menunjukkan biji kopi robusta terbukti meningkatkan aktivitas fagositosis

sel monosit terhadap antigen lateks. *°Berdasarkan uraian diatas, maka tujuan penelitian



ini adalah untuk mengetahui pengaruh ekstrak daun kopi robustaterhadap aktivitas

fagositosis monosit yang dipapar C. Albicans.

Metode Penelitian

Penelitian ini bersifat eksperimental laboratoris secara in vitro, dengan perlakuan
berupa inkubasi EDKR pada kultur sel monosit dan pemaparan C. albicans. rancangan
penelitian yaitu post test only control group design. Terdapat 4 sampel masing-masing
dalam 5 kelompok vyaitu: kelopok kontrol negatif (K-), kelompok kontrol positif (K+)
yang diinkubasi dengan Isoprinosin dan kelompok perlakuan (P1, P2, P3) yang
diinkubasi dengan EDKR 2,5%, 5% dan 10%.

Kultur monosit diambil dari darah vena perifer orang sehat yang tidak merokok,
tidak mempunyai penyakit sistemik dan kelainan darah, serta telah menandatangi
informed consent. Isolasi monosit menggunakan teknik gradient density. Bahan uji yang
digunakan yaitu daun kopi robusta tua yang dibuat ekstrak dengan teknik maserasi
menggunakan pelarut etanol 96% dan diencerkan dengan konsentrasi 2,5%, 5% dan
10%.

Penelitian diawali dengan pembuatan isolat monosit dari darah vena perifer. Isolat
monosit kemudian dilapiskan pada coverslip, masing-masing well100 pl, sesuai dengan
jumlah sampel. Selanjutnya inkubasi dengan EDKR 2,5%, 5% dan 10% pada kelompok
perlakuan (P1, P2, P3) dan pemberian Isoprinosin pada kelompok kontrol positif (K+).
Sedangkan kelompok kontrol negatif tanpa pemberian apapun. Inkubasi dilakukan
selama 18 jam dalam incubator shaker. Selanjutnya pemaparan C. albicans dan

inkubasi selama 5 jam. Kemudian dilakukan fiksasi dan pengecatan menggunakan



Giemsa. Pengamatan dan penghitungan monosit yang aktif melakukan fagositosis
dilakukan dengan mikroskop inverted pembesaran 400x.

Data yang diperolah berupa presentase jumlah monosit aktif dari 100 sel yang
dihitung pada masing-masing well. Kemudian data dianalisis dengan uji one way anova

(p<0,05) dilanjutkan dengan uji LSD.

Hasil Penelitian

Hasil pengamatan menunjukkan monosit pasif dan monosit aktif yang memfagosit
C. albicans (Gambar 1). Hasil penghitungan menunjukkan monosit pada kelompok P1
yaitu monosit yang diinkubasi dengan EDKR 2,5% memiliki jumlah persentase
fagositosis paling tinggi dibanding kelompok kontrol dan kelompok perlakuan lainnya.
Sedangkan kelompok kontrol negatif memiliki jumlah persentase fagositosis paling
rendah. Indeks fagositosis monosit disajikan dalam Tabel 1.

Hasil uji one way anova menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan diantara persentase fagositosis monosit keenam kelompok (p<0,05). Uji LSD
menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara kelompok perlakuan (EDKR 2,5%,
5% dan 10%) dengan kelompok kontrol (negatif dan positif) (p<0,05). Namun tidak

terdapat perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan (p>0,05).

Pembahasan

Hasil penelitan menunjukkan bahwa terdapat pengaruh pemberian ekstrak daun
kopi robusta (Coffea robusta) terhadap aktivitas fagositosis monosit yang dipapar C.
albicans. Hasil penghitungan menunjukkan jumlah rata-rata fagositosis monosit

terhadap C. albicans pada kelompok perlakuan (pemberian ekstrak daun kopi 2,5%, 5%



dan 10%) lebih banyak apabila dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif dan
kelompok kontrol positif. Hal ini ditunjukkan dengan peningkatan jumlah monosit yang
aktif melakukan aktivitas fagositosis. Persentase rerata fagositosis monosit pada
kelompok perlakuan dari yang tertinggi sampai yang terendah vyaitu, kelompok ekstrak
daun kopi 2,5%, 5% dan 10%.

Mekanisme fagositosis monosit terhadap C. albicans diawali dengan proses
pengenalan melalui reseptor pada permukaan sel monosit, yaitu MR (Mannose
Receptor), Dectin-1, Toll-like Receptor (TLR) 2, TLR4, TLR6 dan TLR9. MR, TLR2,
TLR4, dan TLR6 akan berikatan dengan mannan dan mannoprotein, yangmerupakan
penyusun lapisan luar dinding sel C. albicans. Dectin-1 akan berikatan dengan pg-
glucandalam dinding sel C. albicans. Sedangkan TLR9 akan mengenali asam nukleat
sitoplasma dan chitin pada dinding sel C. albicans.’® " Setelah terjadi pengenalan,
monosit akan menelan patogendengan membentuk pseudopodia (kaki semu) yang akan
mengelilingipatogen tersebut. Sehingga patogen akan terkurung dalam fagosom
(vakuola fagositik).*

Peningkatan aktivitas fagositosis monosit melalui pemberian ekstrak daun kopi
robusta diduga karena adanya kandungan polifenol, flavonoid dan kafein di dalam daun
kopi yang berfungsi sebagai immunomodulator. Daun kopi robusta mengandung total
fenol sebesar 27,04 pg/lg dan flavonoid sebesar 10,9 ug/g.'® Polifenol dapat
meningkatkan produksi IL-12 dan IFN-y yang berkaitan dengan peningkatan aktivitas
fagositosis."’ Flavonoid mempunyai kapasitas untuk memodulasi respon imun,
meningkatkan fungsi limfosit, serta menginisiasi respon imun spesifik. Flavonoid juga
menginduksi pembentukan sitokin pro-inflamasi, seperti IL-2 yang dapat meningkatkan

sintesis immunoglobulin.'® Pada penelitian lain, menyebutkan bahwa kafein dan katekin



dapat memodulasi produksi sitokin proinflamasi (IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-o. dan IFN-y)
oleh sel mononuclear secara in vitrodan in vivo. Namun jumlah kafein yang terkandung
dalam daun kopi robusta belum diketahui secara pasti.”’

Kandungan polifenol, flavonoid dan kafein yang terkandung dalam daun kopi
robusta dapat meningkatkan produksi sitokin pro-inflamasi. Sitokin tersebut akan
berikatan pada reseptor sel target, yaitu sel yang memproduksinya (autocrineaction)
atau sel lain yang berdekatan (paracrine action). Produksi sitokin tersebut akan
meningkatkan endositosis dan fagositosis oleh monosit.?* Sitokin juga dapat
meningkatkan potensi membunuh oleh makrofag/monosit dengan menstimuli enzim
lisosom melalui percepatan respirasi serta meningkatkan reseptor fagosit.?

Kandungan polifenol, flavonoid, kafein dan tannin dalam daun kopi juga bersifat
sebagai antioksidan. Antioksidan berperan dalam melindungi sel dari mekanisme
oksidasi yang disebabkan oleh radikal bebas seperti peroksida, hidroperoksida atau
peroksida lipid.?® Dimana dalam mekanisme fagositosis, melalui jalur oksidatif, sel
fagosit distimulasi untuk mengeluarkan oksidan seperti superoksida (O,") dan hidrogen
peroksida (H2O,) dari oksigen, myeloperoxidase dan NADPH atau NADH yang dapat
berinteraksi kemudian menghasilkan metabolit oksigen yang toksik, sehingga dapat
digunakan untuk membunuh patogen.?*Hal tersebut berpotensi menimbulkan oxidative
stress, yaitu keadaan dimana tingkat oksigen reaktif intermediate (ROI) yang toksik
melebihi pertahanan antioksidan endogen. Keadaan ini mengakibatkan kelebihan
radikal bebas, yang akan beraksi dengan lemak, protein dan asam nukleat seluler
Kerusakan yang terjadi pada sel tersebut akan mengakibatkan sel mengalami lisis.”®

Pengamatan menunjukkan jumlah monosit yang mengalami lisis paling banyak

ditemukan pada kelompok kontrol negatif dibandingkan dengan kelompok yang lain.



Hal tersebut diduga karena tidak adanya kandungan antioksidan pada kelompok kontrol
negatif. Tingkat oksigen reaktif intermediate (ROI) yang melebihi kadar antioksidan
endogen ditambah virulensi jamur yang tinggi memungkinkan terjadinya lisis pada
monosit. Sedangkan pada kelompok perlakuan, jumlah monosit yang lisis paling banyak
ditemukan pada kelompok ekstrak 10%. Hal ini diduga bahwa toksisitas ekstrak yang
semakin besar pada kelompok ekstrak 10% dapat menyebabkan kerusakan pada sel.
Kafein pada konsentrasi rendah (<10 mM) mampu mencegah apoptosis dan
meningkatkan kelangsungan hidup sel. Kafein pada konsentrasi moderate (10-20 mM)
mampu menginduksi apoptosis, sedangkan pada konsentrasi tinggi (>20 mM) dapat
mencegah kelangsungan hidup sel.?® Hal ini didukung oleh penelitian Asti (2015) yang
menunjukkan bahwa pemberian ekstrak pada dosis yang tinggi dapat meningkatkan
jumlah sel monosit yang lisis sehingga menurunkan aktivitas fagositosis monosit.*

Jika dibandingkan dengan isoprinosin, ekstrak daun kopi robusta mempunyai
efek yang lebih baik. Karena Isoprinosin yang selama ini umum digunakan sebagai
immunomodulator sintesis, ternyata mempunyai efek samping seperti gatal, pusing serta
masalah pencernaan. lsoprinosin juga dapat memicu reaksi alergi pada beberapa
individu. Isoprinosin kemungkinan juga dapat menyebabkan penurunan jumlah sel
darah putih pada individu yang mengonsumsi ribavirin. Lebih lanjut, pemakaian
isoprinosin dalam jangka panjang dapat menyebabkan peningkatan kadar asam urat
plasma.”’ Kelebihan lain dari ekstrak daun kopi robusta dibandingkan dengan
isoprinosin yaitu potensinya sebagai antijamur. Ekstrak daun kopi robusta dapat
menghambat pertumbuhan C. albicans, diduga melalui mekanisme denaturasi protein

sel jamur dan perusakan membran sel jamur.?®



Simpulan dan Saran

Kesimpulan dari penelitian yang telah dilakukan, ekstrak daun kopi robusta
(Coffea robusta) dapat meningkatkan aktivitas fagositosis monosit yang dipapar C.
albican. Disarankan, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai komponen utama
daun kopi yang berpengaruh terhadap peningkatan aktivitas fagositosis monosit. Perlu
dilakukan juga uji toksisitas dan biokompatibilitas terhadap ekstrak daun kopi robusta,
serta pengujian lebih lanjut mengenai aplikasi ekstrak daun kopi robusta sebagai
pengobatan Candidiasis. Disarankan juga untuk penambahan obat immunomodulator

pada terapi Candidiasis, disamping pengobatan dengan antijamur.
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Lampiran

Gambar 1

Gambaran mikroskopik monosit

A : Monosit aktif. B : Monosit pasif(Perbesaran 400x).

Tabel 1. Hasil penghitungan Indeks fagositosis monosit

Kelompok Indeks St.
Fagositosis Deviasi
K(-) 25,75% 0.04
K(+) 38% 0.12
P1 65% 0.06
P2 60,5% 0.05
P3 58,75% 0.07

Keterangan :

K(-) :Monosit + C. Albicans(kontrol negatif)

K(+) :Monosit + Isoprinosin+ C. Albicans( kontrol positif)
P1 : Monosit + EDKR2,5% + C. albicans

P2 : Monosit + EDKR 5% + C. albicans

P3 : Monosit + EDKR 10% + C. albicans






