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ABSTRACT

Background: Candidiasis is caused by Candida albicans (C. albicans) that living
commensally in the oral cavity that can turn into pathogens. C. Albicans pathogen is
influenced by host factors called immune system, one of which monocytes. Current
antifungal drugs are not effective and resistant against C. albicans. On the other hand,
coffeerobusta leaves contains of polyphenols (tannins and CGA) and caffeine were
shown to have effects as antioxidant, antifungal, and immunomodulator. A new antifungal
agent which can also act as an immunomodulator is required. Purpose: To determine the
activity of monocytes phagocytosis by provision of robusta coffee leaves decoction to C.
albicans. Methods: This study used isolated monocytes which had been divided into 2
control groups of controls; KO (untreated) and K1 (given lIsoprinosine) and 4 treatment
groups; P1 (25% decoction), P2 (50% decoction), P3 (75% decoction), and P4 (100%
decoction). After the treatments had given, C. albicans exposure was conducted and
monocyte phagocytosis activity was observed subsequently. Results: There was an
increase in phagocytosis activity in the group of P1, P2, P3, and P4 compared with KO and
K1. Conclusion: Robusta coffee leave decoction of the phagocytosis can increase the
activity of monocytes phagocytosis to C. albicans.
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Pendahuluan

Candida albicans
merupakan jamur komensal yang
normal terdapat di kulit dan mukosa
rongga mulut pada individu yang
sehat namun juga bersifat patogen
opportunistik.12 Pada individu
dengan sistem imun yang
tferganggu, C. albicans dapat
menyebabkan infeksi candidiasis,
mulai dari infeksi superfisial (oral
candidiasis dan
vulvovaginalcandidiasis) hingga
infeksi sistemik yang mengancam
jiwa.23 Rata-rata kematian akibat
candidiasis sistemik adalah  71%-
79%.1

Patogenesis candidiasis
merupakan gabungan dari  dua
faktor yaitu virulensi C. albicans dan
hospes.2 Monosit adalah sel fagosit
dan merupakan bagian dari sistem
imun tubuh (faktor hospes) yang
memiliki  peran penting dalam
mengenali patogen jamur yang
masuk dalam tubuh.4

Obat-obatan antifungi yang
kini  tersedia bekerja dengan
merusak dinding sel jamur.> Obat-
obatan tersebut memiliki beberapa
kekurangan, misalnya pada obat
voriconazole dari golongan azole,
memiliki efek samping berupa
edema periferal, nausea, vomitting,
dan disfungsi hati, dan gangguan
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penglihatan (scomata).6 Selain itu,
kekurangan lain dari obat anti jamur
adalah tidak efektif melawan jamur
atau jamur muncul kembali, dan
mengarah pada berkembangnya
resistensi  jamur  yang  memiliki
dampak besar bagi kesehatan
manusia. Peningkatan  prevalensi
infeksi akibat jamur juga
menunjukkan dibutuhkannya agen
antifungi baru yang lebih efektif.3
Dibutuhkan agen antifungi baru
yang tidak hanya menjadikan jamur
sebagai fargetnya, namun juga
memiliki efek immunomodulator.

Disisi  lain, tanaman kopi
robusta merupakan komoditas
unggulan nasional dengan areal
perkebunan seluas 1, 23 juta ha atau
setara dengan 92,5% dari
keseluruhan tanaman kopi.” Hasil
penelition mengenai manfaat biji
kopi teloh banyak dilaporkan,
namun penelitian mengenai
manfaat daun kopi masih belum
banyak dilakukan.8

Daun kopi robusta
mengandung antioksidan dan kafein
yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kopi arabika.? Antioksidan
pada kopi robusta berupa senyawa
polifenol dalam bentuk tannin dan
Chlorogenic acid (CGA).810-1
Antioksidan diperlukan untuk
menstabilkan (Reactive Oxidative
Species) ROS yang dihasilkan dari
proses seluler seperti fagositosis
sehingga dapat  meningkatkan
viabilitas  sel.'>13  Selain  aktivitas
antioksidan, polifenol juga dapat
berperan sebagai
immunomodulator dengan
menstimulasi  produksi  sitokin  pro-
inflamasi serta peningkatan produksi
agen mikrobisidal berupa Nitric oxide
(NO).1415  Sedangkan, kandungan
CGA telah diketahui memiliki efek
anfifungi dengan cara merusak
dinding sel jamur.' Kandungan
daun kopi robusta lainnya
adalahkafein  yang juga telah

terbukti dapat memberikan efek
sebagai imunomodulator.!3-14

Efek antifungi dan
immunomodulator  rebusan  daun
kopi robusta belum pernah
dilaporkan.  Berdasarkan  uraian
tersebut, penelifi melakukan
penelitian eksperimental laboratoris
in vitro menggunakan isolat monosit
yang diberi rebusan daun kopi
robusta kemudian dipapar C.
albicans yang bertujuan untuk
mengetahui aktivitas fagositosis sel
monosit yang diberi rebusan daun
kopi robusta terhadap C. albicans.

Metode Penelitian

Sampel dibagi ke dalam 2
kelompok kontrol yaitu kelompok
kontrol negatif (tidak diberi
perlakuan) dan kontrol postitif (diberi
200yl isoprinosine 100mg/ml) serta 4
kelompok perlakuan, yaitu
perlakuan 1 (diberi 200uL rebusan
daun kopi robusta konsentrasi 25%),
perlakuan 2 (diberi 200uL rebusan
daun kopi robusta konsentrasi 50%),
perlakuan 3 (diberi 200uL rebusan
daun kopi robusta konsentrasi 75%),
dan perlakuan 4 (diberi 200uL
rebusan daun kopi robusta
konsentrasi  100%). masing-masing
kelompok terdiri dari 4 sampel.

Sampel penelitian
menggunakan isolat monosit yang
berasal dari darah vena periferal
laki-laki dewasa yang tidak memiliki
kelainan sistemik, tidak merokok,
tidak mengkonsumsi obat-obatan
terlarang, serta tidak meminum
minuman keras. Sampel rebusan
daun kopi robusta untuk perlakuan
didapatkan dengan merebus
1000mg daun kopi robusta yang
didapatkan dari Perkebunan Kopi
Gunung Pasang, Kecamatan Panti,
Kabupaten Jember dengan 1000ml
aqguades steril selama 30 menit.
Kemudian dilakukan pengenceran
sehingga didapatkan konsentrasi
100%, 75%, 50%, dan 25%.18
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Tahap pertama yaitu
persiapan meliputi  sterilisasi  alat,
pembuatan rebusan daun kopi
robusta, serta pembuatan biakan C.
albicans ATCC 10231. C. albicans
dibiakkan dalom media SDB-B dan
diinkubasi selama 2x24 jam. Biakan
C. albicans kemudian dibuat

suspensi  dengan  standard 1
McFarland.!?
Tahap kedua yaitu

pembuatan isolat monosit dari 12cc
darah vena. Isolat monosit tersebut
kemudian dikultur dengan
menggunakan media M199 dan
diberi perlakuan sesuai dengan
kelompok sampel masing-masing.
Kultur  monosit  diinkubasi  dalam
shaker incubator selama 18-24 jam
kemudian dilakukan pemaparan C.
albicans sebanyak 100 L.
Selanjutnya, diinkubasi dan
dilakukan pengamatan tiap jam
selaoma 5 jam.

Tahap berikutnya adalah
pengecatan dengan giemza dan
dilakukan pengamatan pada fiap

kelompok dibawah mikroskop
cahaya dengan perbesaran 400x.
Dilakukan pengamatan dan

penghitungan per 100 sel monosit
yang memfagositosis (menelan dan
mengadhesi) C. albicans dengan
pengulangan sebanyak 3x
kemudian dihitung rata-ratanya.

Hasil Penelitian

Hasil penelitian menunjukkan
adanya peningkatan akfivitas
fagositosis pada kelompok P1, P2, P3,
dan P4 dibandingkan dengan
kelompok kontrol KO dan K1 dan
peningkatan paling finggi
ditunjukkan  oleh  kelompok P2
(gambar 1 dan 2.). Hasil uji One Way
Anova, didapatkan nilai p < 0,05
sehingga dapat disimpulkan bahwa
terdapat perbedaan yang signifikan.
Kemudian uji LSD didapatkan
kesimpulan terdapat perbedaan
signifikan antara semua kelompok
perlakuan dengan kelompok konftrol
namun tidak terdapat perbedaan
signifikan antar kelompok perlakuan.

Rerata Indeks Fagositosis
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Gambar 1. Rerata Indeks Fagositosis Monosit terhadap C. albicans per 100 sel.
Keterangan: KO (Monosit tanpa diberi perlakuan); K1(Monosit dengan isoprinosine); P1 (Monosit
dengan rebusan daun kopi robusta konsentrasi 25%); P2 (Monosit dengan rebusan daun kopi robusta
konsentrasi 50%); P3 (Monosit dengan rebusan daun kopi robusta konsentrasi 75%); P4 (Monosit

dengan rebusan daun kopi robusta konsentrasi 100%)
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Gambar 2. Gambaran mikroskopik isolat monosit yang telah dipapar C. albicans.
Panah hitam menunjukkan aktivitas fagositosis sel monosit terhadap C. albicans, sedangkan panah
merah menunjukkan gambaran sel monosit yang lisis dengan pewarnaan giemza dan perbesaran
400x. a) Monosit tanpa diberi perlakuan (K0), rerata indeks fagositosis mencapai 0,1175; b) Monosit
dengan isoprinosine (K1), rerata indeks fagositosis mencapai 0,1450; c) Monosit dengan rebusan
konsentrasi 25% (P1), rerata indeks fagositosis mencapai 0,1950; d) Monosit dengan rebusan
konsentrasi 50% (P2), rerata indeks fagositosis mencapai 0,2025; e) Monosit dengan rebusan
konsentrasi 75% (P3), rerata indeks fagositosis mencapai 0,1850; dan f) Monosit dengan rebusan
konsentrasi 100% (P4), rerata indeks fagositosis mencapai 0,1850.

Pembahasan
Hasil penelitian menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan

signifikan akftivitas fagositosis monosit
terhadap C. albicans antara
kelompok perlakuan (P1, P2, P3, dan
P4) dengan pemberian rebusan
daun kopi robusta dibandingkan
dengan kelompok kontrol yang tidak
diberi perlakuan  (KO) maupun
kelompok dengan isoprinosine

sebagai bahan immunomodulator
yang mampu meningkatkan akftivitas
fagositosis  monosit  (K1).  Proses
fagositosis C. albicans oleh sel
monosit diawali dari proses
pengenalan  mikroba  patogen.
PAMPs dari C.albicans  akan
menstimulasi  sistem imun bawaan
oleh monosit apabila berikatan
dengan resepfor yang disebut
PRRs.20-21 katan tersebut kemudian
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akan memberi sinyal yang
menginduksi  respon  pertahanan
tubuh sel hospes, produksi sitokin pro-
inflamasi  (contohnya TNF-a) dan
fagositosis.4 2223 Setelah C. albicans
berikatan dengan reseptor sel
fagosit, maka membran plasma dari
sel fagosit tersebut akan membentuk
lingkaran yang melingkupi mikroba
hingga membentuk intracellular
vesicle. Vesikel yang berisi partikel
asing tersebut dinamakan fagosom.
Fagosom kemudian berfusi dengan
lisosom menjadi fagolisosom dan
membunuh mikroba (mikrobisida)
yang teriebak serta
mengeluarkannya dari  membran
plasma. Salah satu  mekanisme
mikrobisida sel fagosit, yaitu melalui
ROS. Proses pembentukan ROS atau
disebut juga dengan respiratory
burst oleh sel fagosit distimuli oleh
IFN-y dan sinyal dari TLRs kemudian
akan menghasilkan hydroxyl radicals
(‘OH). Selain -OH, contoh agen
mikrobisida lainnya yaitu NO yang
diinduksi oleh iNOS.4- 24

Peningkatan akfivitas
fagositosis  monosit  yang  diberi
rebusan daun kopi robusta diduga
disebabkan oleh kandungan
kafeindan polifenol (dalam bentuk
tfannin dan CGA) dalam daun kopi
robusta.252¢ Mekanisme kafeindalam
meningkatan  aktivitas  fagositosis
monosit ternadap C. albicans yaitu
denganberperan sebagai antagonis
reseptor adenosin. Adenosin
merupakan immunomodulator yang
poten dan secara umum bekerja
menekan kinerja sel-sel imun (anti-
inflamasi). Adenosin yang berikatan
dengan reseptor adenosin A1, Az,
dan As menekan produksi TNF-a oleh
monosit. Adenosin juga
menghambat timbulnya respiratory
burst pada monosit melalui reseptor
As."®Penghambatan ikatan antara
adenosin pada  semua reseptor
adenosin oleh kafein tersebut dapat
memberikan efek pro-inflamasi oleh
monosit.?7

Mekanisme polifenol dalam
meningkatan  aktivitas  fagositosis
monosit  terhadap C. albicans
menurut Kusdalinah, et. al., (2014),
polifenol memiliki komponen berupa
epigallocatechingallate (EGCQG)
yang dapat membantu  proses
fagositosis. EGCG berperan dalam
menstimulasi  produksi  interleukin-1
alpha (IL-1a), interleukin-1 beta (IL-
1B). TNF- a, dan IFN-y.4 Polifenol juga
dapat meningkatkan produksi enzim
iINOS sehingga dapat meningkatkan
produksi agen mikrobisidal NO.!5
Stimulasi produksi sitokin pro-inflamasi
serta  peningkatan produksi iINOS
diduga berperan dalam
peningkatan  fagositosis  monosit
terhadap C. albicans.

Hasil  analisa  data  juga
menunjukkan bahwa akfivitas
fagositosis pada antar kelompok

perlakuan tidak terdapat
perbedaan bermakna. Hal tersebut
mengindikasikan bahwa

peningkatan fagositosis yang terjadi
pada kelompok perlakuan tidak
dipengarunhi oleh konsentrasi
rebusan daun kopi robusta. Hal
tersebut berbeda dengan penelitian
yang dilakukan oleh Horrigan, et. al.
(2006) yang menyatakan bahwa
kandungan kafein dalam kopi dapat
berperan sebagai imunomodulator,
baik berperan sebagai agen anti-
inflamasi  maupun  pro-inflamasi
bergantung pada dosis (konsentrasi
kafein) yang bekerja.!é

Hasil penelitian juga
menunjukkan bahwa pada semua
konsentrasi  kelompok  perlakuan
terdapat penurunan rata-rata
jumlah monosit yang lisis
dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif. Hal tersebut sesuai
dengan penelitian Jaufari dan Azra
(2005) bahwa kafeindalam
konsentrasi rendah dapat
meningkatkan kelangsungan hidup
dan mencegah apoptosis monosit.
Namun, mekanismenya belum
dijelaskan secara pasti.l”
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Penurunan jumlah monosit
yang lisis diduga disebabkan oleh
adanya kandungan lain  dalam
daun kopi robusta, yaitu tannin dan
CGA yang merupakan senyawd
polifenol dan telah teruji secara in
vitro memiliki akfivitas antioksidan.0-
1T Antioksidan diperlukan sel tubuh
untuk melawan ROS. ROS
merupakan radikal bebas yang
bersifat sangat reaktif dan dapat
bereaksi dengan membran sel, infi
sel, serta molekul kecil lainnya
kemudian  mengnyebabkan  sel
rusak. Munculnya ROS salah satunya
disebabkan oleh proses fagositosis.!2
ROS diperlukan sebagai agen
mikrobisida monosit untuk
membunuh antigen.2# Namun, bila
jumlah ROS berlebihan dan jumlah
antioksidan endogen fidak cukup
untuk menstabilkkannya maka akan
terjadi stres oksidatif yang dapat
mempengaruhi viabilitas sel
(monosit).13 Antioksidan dapat
menstabilkkan ROS sehingga fidak
menyerang sel lain.'2 Penstabilan
ROS oleh antioksidan yang
terkandung dalam daun  kopi
robusta tersebut diduga dapat
mencegah monosit menjadi lisis.

Kandungan CGA  selain
merupakan senyawa anfioksidan
juga tfelah fteruji memiliki efek
anfifungi. CGA dapat merusak
membran sel C. albicans dan
mengakibatkan kebocoran ion dan
bahan lain serta menghilangkan
potensial membran.””  Rusaknya
membran sel C. albicans tersebut
diduga dapat  menghancurkan
pertahanan C. albicans sehingga
aktivitas fagositosis monosit terhadap
C. albicans meningkat.

Peningkatan akfivitas
fagositosis oleh monosit pada semua
kelompok perlakuan dan penurunan
jumlah sel yang lisis dibanding
dengan kelompok kontrol negatif
mengindikasikan bahwa kandungan
zat aktif yang terkandung dalam
rebusan daun kopi tersebut masih

dalam batas aman untuk
dikonsumsi.  Kafeinmemiliki  dosis
terapeutik 5 hingga 15ug/ml. Pada
dosis tersebut, kafein memblokade
reseptor adenosin.?’  Penelitian ini
menggunakan konsentrasi rebusan
1000mg/ml dengan empat
konsentrasi  pengenceran  yang
berbeda, yaitu 25%, 50%, 75%, dan
100%. Namun, jumlah kandungan
kafeindalom rebusan daun kopi
belum diketahui secara pasti.

Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini
yaitu pemberian rebusan daun kopi
robusta  meningkatkan  akfivitas
fagositosis sel monosit terhadap C.
albicans. Kelompok dengan
konsentrasi rebusan 50%
menunjukkan akfivitas paling tinggi
dibandingkan  semua  kelompok
namun tidak terdapat perbedaan
yang signifikan  secara  statistik

dibandingkan  dengan  sesama
kelompok perlakuan.
Saran untuk penelitian

selanjutnya  yaitu perlu  dilakukan
penelitian lebih lanjut mengenai
konsentrasi kafeindan
polifenol(berupa tannin dan CGA)
dalam rebusan daun kopi robusta
untuk mengetahui dosis yang efektif
sebagai zat immunomodulator dan

anfifungi. Untuk penelitian
selanjutnya  disarankan  memilih
konsentrasi  rebusan  50%  (P2)

sebagai perlakuan.
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