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PENGARUH KOMBINASI EKSTRAK KOPI ROBUSTA DAN
Lactobacillus acidophilus PADA MENCIT BALB/C YANG DIINFEKSI
Salmonella enterica TERHADAP JUMLAH RELATIF SEL CD4+ DAN IFN-

14

Abstrak

Salmonella enterica merupakan bakteri bersifat patogen terhadap
manusia maupun hewan dan ditularkan melalui Foodborne diseases. Bakteri
Salmonellosis enterica mengeluarkan endotoksinsehingga sel epitel rusak terdapat
inflamasi yang memicu adanya respon imun, dengan aktivasi Sel T CD4+ dan
berdiferensiasi menjadi Thl yang akan memproduksi IFN- y  untuk aktivasi
makrofag sebagai sistem imunitas dalam tubuh. Asam klorogenat, Flavanoid,
saponin, tannin dan alkaloid yang terkandung dalam ekstrak kopi robusta
berfungsi sebagai antioksidan, antibakteri dan meningkatkan respon imun dalam
tubuh. Bakteri Lactobacillus acidophilus sebagai bakteri asam laktat berfungsi
menghambat pertumbuhan bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
pengaruh kombinasi ekstrak kopi robusta dan bakteri Lactobacillus acidophilus
terhadap preventif peningkatan jumlah relative sel T CD4+ dan IFN- y pada
mencit Balb/C yang diinduksi Salmonella enterica. Penelitian dengan hewan coba
Mencit Strain Balb/C, dengan kelompok perlakuan yakni, K- (Sehat), K+ (Induksi
Salmonella enterica dosis 10® CFU/mL), K Lacto (Induksi Lactobacillus
acidophilus dosis 10° CFU/mL), P1 (Induksi Salmonella enterica dosis 10°
CFU/mL dan kombinasi ekstrak kopi 250 mg/kgBB + bakteri Lactobacillus
acidophilus dosis 10° CFU/mL), P2 (Salmonella enterica dan kombinasi ekstrak
kopi 500 mg/kgBB + bakteri Lactobacillus acidophilus dosis 10® CFU/mL), dan
P3 (Salmonella enterica dan kombinasi ekstrak kopi 750 mg/kgBB + bakteri
Lactobacillus acidophilus dosis 108 CFU/mL). Analisa data secara kuantitatif
dengan perhitungan jumlah sel CD4+ dan IFN- y pada organ lien dengan
menggunakan Uji One Way Analysis of Variance (ANOVA) dengan Hasil terdapat
adanya penurunan secara signifikan terhadap CD4 dan IFN-y dengan nilai terbaik
pada P1 dengan dosis kombinasi ekstrak kopi 250 mg/kgBB + bakteri
Lactobacillus acidophilus dosis 10° CFU/mL.

Kata kunci :Gastroenteritis, Bakteri Asam Laktat, CD4+, IFN- ¥, Kopi robusta
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Effect of Combination of Robusta Coffee Extract and Lactobacillus
acidophilus Balb / C Mice Infected with Salmonella Enterica Against
IFN-y and CD4 + Cells

Abstract

Salmonella enterica is a gram-negative bacterium that is pathogenic to
humans and animals which is transmitted through contaminated livestock
products (Foodborne diseases). Salmonellosis enterica bacteria secrete endotoxic
causing gastroenteritis where epithelial cells are damaged so that there is
inflammation that triggers an immune response by activation of CD4 + T cells,
and differentiate into Thl which will produce IFN- y for the activation of
macrophages as an immune system in the body. Chlorogenic acid, flavonoid,
tannin, saponin and alkaloid contained in Robusta coffee extract function as
antioxidants, antibacterial and increase the immune response in the body whereas
in Lactobacillus acidophilus bacteria as lactic acid bacteria function inhibits
bacterial growth. This study aims to determine the effect of a combination of
Robusta coffee extract and Lactobacillus acidophilus bacteria on preventif
increase the number relative of CD4 + T cells and IFN-y in Mice Balb / C induced
by Salmonella enterica. This research is experimental with experimental animals
of Mice (Mus musculus) strain Balb / C, 8-10 weeks old males, 24 of which are
divided into 6 groups namely, K- (Healthy), K + (induction of Salmonella
enterica dose 10° CFU/mL), K Lacto (induction of Lactobacillus acidophilus dose
10® CFU/mL), P1 (Salmonella enterica and a combination of 250 mg / kgBB
coffee extract and Lactobacillus acidophilus bacteria dose 10 CFU/mL), P2
(Salmonella enterica and a combination of 500 mg/kgBB coffee extract +
Lactobacillus acidophilus bacteria dose 10° CFU/mL), and P3 (Salmonella
enterica and combination of 500 mg / kgBB of coffee extract dose 10° CFU/mL)
coffee 750 mg / kgBB and Lactobacillus acidophilus bacteria dose 10® CFU/mL).
Quantitative data analysis by calculating the number of CD4 + cells and IFN-y in
the lien organ using the One Way Analysis of Variance (ANOVA) test with a
95% confidence level followed by the Tuckey Test (a = 5%) with the
flowcytometry method.

Keywords:Gastroenteric, Lactic Acid Bacteria, CD4 +, IFN-y, Coffee robusta
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BAB I. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

-
o
(o~

i ]
p—
S
—
o

-
(53
o
[ = 1
D
e

Indonesia merupakan negara dengan iklim tropis, dapat berubah ubah dan
merupakan salah satu faktor yang dapat memicu perubahan berbagai agen
patogen yang berperan dalam penularkan penyakit ke hewan atau hewan ke
manusia (Zoonosis), penyakit zoonosis yang sering menyerang manusia dan
hewan salah satunya yakni Salmonellosis, diakibatkan oleh bakteri Salmonela
sp dan menjadi penyakit endemik di negara sedang berkembang khusunya
Indonesia dan kasus penyakit Salmonellosis di Indonesia mencapai 358-
810/100.000 jiwa/tahun (Dewi dkk., 2015). Hewan rentan yang terkena
Salmonellosis adalah ayam dan kalkun. Pada ayam, DOC merupakan umur
yang paling rentan terkena salmonellosis dibandingkan umur ayam 7 hari atau
4 minggu (Alisantosa et al., 2000).

Bakteri Salmonella enterica (S. enterica) merupakan salah satu serotipe
Salmonella sp yang menyebabkan Salmonellosis dan ditularkan melalui
produk ternak seperti telur, daging, susu, atau air minum dan bahan-bahan
lainnya yang terkontaminasi (Foodborne diseases). Bakteri Salmonella
enterica mempunyai masa inkubasi yang pendek sekitar 8-48 jam setelah

mengkonsumsi makanan yang sudah terkontaminasi (Portillo, 2000).

Bakteri Salmonella enterica akan berpenetrasi di area usus dan
mengeluarkan endotoksin yang merusak sel epitel dan memicu adanya respon

imun dengan aktivasi Sel T CD4+ dan berdiferensiasi menjadi Thl dan Th2

UNIVERSITAS
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(Mastroeni, 2003). Thl akan memproduksi IFN- ¥y yang merupakan sitokin
proinflamasi, mengakibatkan adanya respon peradangan akut menyebabkan
kerusakan daerah usus dan mengeluarkan thermolabile enterotoxin yang
merangsang aktivitas adenil siklase, dan meningkatkan konsentrasi cCAMP
terjadi inhibisi absorbsi Na dan klorida vili usus sehingga berpengaruh pada

produksi cairan sehingga terjadi adanya diare (Ralph, 2016)

Pengobatan salmonellosis menggunakan metode vaksinasi kurang efektif
seperti pemakaian vaksin inaktif S. enterica phage tipe 4 (SEPT 4) yang
mengandung 10™ CFU/mI bakteri dalam adjuvan dapat diaplikasikan dengan
dosis tunggal pada ayam umur 3 minggu atau 2x dosis pada ayam umur 3 dan
6 minggu tetapi sekresi bakteri masih ditemukan pada kelompok vaksinasi 1 —
2 hari setelah uji tantang (Tati dan Supar, 2008). Sedangkan dengan adanya
pemberian antibiotik pada ayam yang terus menerus dan penggunaan sebagai
pemacu pertumbuban (Antibiotic Growth Promotors/ AGP) dapat
menyebabkan adanya resistensi antibiotik dan dapat berakibat gagalnya
penggobatan infeksi daerah gastrointestinal (Susan, 2012).

Menurut Wisnu dkk., (2005) pemakaian antibiotik berlebih dapat
menyebabkan perubahan komposisi mickroflora usus yang menyebabkan
resistesi antibiotik, hal ini dapat diganti dengan penggunaan sinbiotik.
Sinbiotik merupakan kombinasi dari probiotik dan prebiotik dalam
mendukung adanya pertumbuhan bakteri (Schrezenmeir & Vrese, 2001).
Probiotik merupakan bakteri yang dapat memberikan pengaruh baik pada

organisme karena bisa memodifikasi komunitas mikroba, memperbaiki nilai



nutrisi, memperbaiki respon inang terhadap penyakit. Salah satu contoh dari
probiotik yakni bakteri Lactobacillus achidopilus. Bakteri ini merupakan

bakteri asam laktat yang bermanfaat bagi area pencernaan karena asam laktat
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akan menjadikan kondisi usus menjadi asam sehingga bakteri patogen yang
tidak tahan asam akan mati (Russel et al., 2013). Asam laktat akan
mengeluarkan antimikroba berupa bakteriosin berfungsi dalam penghancuran
sel target dengan pembentukan pori atau penghambatan sintesis dinding sel
bakteri patogen (Kailova., et al 2010), dan meningkatkan sistem imunitas
dalam tubuh dengan adanya respons imun spesifik antigen mukosa diteruskan
oleh sel dendrit (DC), makrofag dan menghasilkan TH1, TH2 dan Th17, TH2
yang akan menginduksi aktivasi sel plasma (sel efektor) untuk mensekresikan
immunoglobulin pada permukaan selnya untuk menjadi antibodi Ig A
(Stetinova et al., 2010). Th2 menghasilkan IL-4, IL-5, IL-10 dan 1L-13 sitokin
ini menginduksi pembentukan antibodi tetapi juga sitokin anti inflamasi

(Greenberg et al., 2001).

Prebiotik merupakan nondigestible food ingredient yang mengadung
oligosakarida yang memberikan efek merangsang pertumbuhan mikroba
didalam gastrointestinal (Nanak, 2011). Salah satu contoh dari prebiotik yakni
kopi hijau robusta yang mengandung oligosakarida sekitar 0-3,5% dari berat
kering (Dimas dkk., 2013). Pada ekstrak kopi mengandung polisakarida seperti
galaktomanan dan arabinogalactan yang dapat digunakan secara baik oleh
mikroba usus (Umemura et al., 2004) dan kopi robusta juga mengandung

asam Kklorogenik, flavonoid,  yang tinggi dimana berfungsi sebagai
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antioksidan, antivirus, antibakteri, antifungi, dan tidak menyebabkan resistensi
antimikroba. Asam klorogenik akan mengganggu proses adhesi bakteri dalam

tubuh (Farah et al., 2008). Dibantu adanya Flavanoid untuk menginduksi
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sitokin proinflamasi (IL-1, IL-6 dan TNF-a) untuk mempercepat proses
inflamasi dengan menghancurkan bakteri yang menginfeksi (Viesturs et al.,
2011).

Berdasarkan uraian diatas, maka penelitian ini dilakukan untuk
mengetahui pengaruh kombinasi ekstrak kopi robusta lokal dan bakteri
Lactobacillus acidophilus sebagai preventif terhadap peningkatan jumlah
relatif sel T CD4 dan IFN - y pada penelitian ini peneliti akan membuat
mencit BALB C yang diinfeksi Salmonella enterica untuk penelitian lebih

lanjut

1.2 Rumusan Masalah

1.1.1 Pengaruh kombinasi ekstrak kopi robusta Lampung dan bakteri
Lactobacillus acidophilus sebagai preventif terhadap peningkatan
jumlah relatif sel T CD4+ pada mencit BALB C yang diinduksi
Salmonella enterica ?

1.1.2 Pengaruh kombinasi ekstrak kopi robusta Lampung dan bakteri
Lactobacillus acidophilus sebagai preventif terhadap peningkatan
jumlah relatif IFN - y pada mencit BALB C yang diinduksi

Salmonella enterica ?
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1.3 Batasan Masalah
Berdasarkan rumusan masalah yang sudah disebutkan diatas, maka penelitian

ini dibatasi pada:
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1. Hewan model yang digunakan adalah Mencit BALB C jantan dengan
umur 8-10 minggu dengan berat badan 20-25 gram yang didapatkan dari
Laboratorium  Fisiologi hewan Universitas Islam Negeri Malang.
Penggunaan Mencit telah mendapat surat leik etik dari Komisi Etik
Penelitian Universitas Brawijaya nomor : 1110-KEP-UB (Lampiran 1).

2. Bakteri Salmonella Enterica didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya dan dilakukan pembuatan
suspensi bakteri dengan konsentrasi dengan nilai Optical Density (OD)
menggunakan spektofotometri, yaitu dengan nilai absorbansi 0,246 yang
setara dengan konsentrasi bakteri 10° CFU/mL dan membandingakan
dengan Mc Farland dengan kekeruhan 10° CFU/mL. Pemberian dosis
induksi bakteri secara peroral dengan sonde lambung dan diinduksikan
selama 2 hari (Havelaar et al., 2001).

3. Bakteri Lactobacillus achidopilus yang didapatkan dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakulas Kedokteran Universitas Brawijaya dan dilakukan uji
perhitungan nilai OD dan hasil nilai absorbansi 0,931 yang setara dengan
konsentrasi bakteri 108 CFU/mL dan diinduksikan selama 15 hari (Nanak,
2010)

4. Ekstrak kopi robusta dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas

Kedokteran Universitas Brawijaya dimana menggunakan dosis 250

UNIVERSITAS




mg/KgBB ,500 mg/KgBB dan 750 mg/KgBB, akan dikombinasikan
dengan bakteri Lactobacillus achidopilus dan akan diinduksi secara per

oral selama 15 hari (David, 2012)
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5. Jumlah relatif sel T CD4 dan IFN - y pada organ limpa dihitung dengan

menggunakan metode flowcytometry

1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan yang akan dicapai dalam penelitian ini, yakni :

1.1.3 Mengetahui pengaruh kombinasi ekstrak kopi robusta dan bakteri
Lactobacillus acidophilus sebagai preventif terhadap peningkatan
jumlah relatif sel T CD4+ pada mencit BALB C yang diinduksi
Salmonella enterica

1.1.4 Mengetahui kombinasi ekstrak kopi robusta dan bakteri
Lactobacillus acidophilus sebagai preventif terhadap peningkatan
jumlah relatif IFN - y pada mencit BALB C yang diinduksi

Salmonella enterica

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini untuk memberikan
informasi ilmiah mengenai pengaruh kombinasi ekstrak kopi robusta dan bakteri
Lactobacillus acidophilus terhadap kadar jumlah relatif sel T CD4+ dan IFN - y
pada mencit BALB C yang selanjutnya diharapkan dapat menjadi sebuah solusi

dari penyakit salmonellosis.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mencit BALB C

Menurut Priyambodo (2003), mencit yang digunakan sebagai hewan coba

dalam penelitian adalah Mus musculus strain Balb/C yang memiliki klasifikasi

sebagai berikut :

Kingdom

Filum

Kelas

Ordo

Family

Genus

Spesies

: Animalia

: Chordata

: Mamalia

: Rodentia

: Muridae

: Mus

: Mus musculus .

Ciri ciri morfologi mencit (Gambar 2.1) yakni warna rambut putih dan

mata berwarna hitam atau merah (Murwanti dkk., 2004). Siklus estrus mencit

sangat pendek dan teratur sekitar 4-5 hari. Berat badan Mencit jantan bisa

mencapai 18-35 gram, berat dewasa rata-rata 18-35 gram dan umur hidup mencit

sekitar 1-2 tahun. Umur dewasa pada mencit sekitar 35-60 hari dan berat lahir 0,5-

1.0 gr. Suhu mencit 35-39°C dengan respirasi 140-180 kali/menit, dan Heart rate

600-650 kali (Somala, 2006). Terdapat beberapa strain Mencit seperti strain ICR,

ddY, C57BL / 6, DBA / 2 dan Balb/C dan mecit strain Balb/C sering digunakan



dalam penelitian bakteri dikarenakan memiliki sensitivitas dan respon imun yang
tinggi, sehingga sering digunakan dalam studi imunogenik dibanding mencit

strain lainnya, dengan umur 4-6 minggu sering digunakan dalam penelitian
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polarisasi sel T, interleukin dan sensitivitas alergi setelah induksi antigen

(Sindhan, 2019).

Gambar 2.1 Mencit (Mus musculus) Strain Balb/C (Garcia et al.,2009)

2.2 Bakteri Salmonella enterica

2.2.1 Klasifikasi dan Morfologi

Menurut Todar, (2008) Kilasifikasi Salmonella enterica yakni sebagai

berikut :

Kingdom  : Bacteria,

Phylum : Proteobacteria

Class : Gamma Proteobacteria
Ordo : Enterobacteriales
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Family : Enterobacteriaceae
Genus : Salmonella
Species . S. enterica

» C (s

Gambar 2.2 Salmonella enterica (Teo, 2009)

Salmonella enterica mempunyai morfologi bakteri non-motil
berbentuk batang, gram negatif, yang tidak membentuk spora dan bergerak
melalui flagella (Gambar 2.2), bakteri anaerob fasilitatif, yang berarti
bakteri ini dapat bertahan hidup dengan atau tanpa oksigen (Teo, 2009).
Habitat S. enteriitidis di saluran pencernaan khususya usus halus manusia
dan hewan. Suhu optimum pertumbuhan Salmonella sp. ialah 37°C dan
pada pH 6-8 dan S. enterica mempunyai lebih dari 1500 serotipe (Jawezt

et al., 2008).
2.2.2. Penularan dan Patogenesitas

Bakteri Salmonella enterica dapat ditularkan secara fecal-oral
dikarenakan makanan atau produk ternak seperti pangan telur, daging,

susu, atau air minum dan bahan-bahan lainnya yang terkontaminasi oleh
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feses, bakteri Salmonella enterica mempunyai kemampuan untuk
menyerang, mereplikasi dan bertahan hidup dalam sel inang, untuk masa

inkubasinya 8-48 jam, gejala dari S.enterica seperti mual, sakit kepala,
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muntah, diare hebat, dan terdapat darah dalam feses (Jawezt et al., 2008).
Mekanisme patogen S. enterica (Gambar 2.3) yakni dengan menembus
sel epitel dinding usus dan Salmonella pathogenicity islands (SPIs), SPIs
sendiri merupakan region DNA yang berhubungan dengan patogenitas dan

berfungsi untuk meningkatkan virulensi terhadap inang (Dzen, 2003).

SPIs 1 dan SPIs-2 mengkodekan untuk sistem sekresi tipe I
(T3SS) dan protein multi-channel yang memudahkan S. enterica untuk
memudahkan efektornya melintasi membran sel epitel usus ke dalam
sitoplasma. Efektor bakteri kemudian mengaktifkan jalur transduksi sinyal
dan memicu rekonstruksi sitoskeleton aktin sel inang, menghasilkan
ekstensi keluar atau kerutan pada membran sel epitel untuk menelan
bakteri salmonella dan berkoloni serta merusak epitel usus (Takaya et al.,
2003). Invasi sel epitel merangsang pelepasan sitokin proinflamasi yang
menginduksi reaksi inflamasi. Respons inflamasi akut menyebabkan diare
dan dapat menyebar dari usus untuk menyebabkan penyakit sistemik, dan
mengeluarkan thermolabile enterotoxin yang berpengaruh dalam produksi

air dan elektrolit dalam usus (Ralph, 2016).
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dissemination

Gambar 2.3 Mekanisme patogen S. entertidis (Ralph, 2016).

2.2.3 Struktur Antigen

Salmonella memiliki tiga antigen utama: H atau antigen flagellar,
O atau antigen somatic dan Vi antigen (dimiliki oleh hanya beberapa
serovar) mempunyai sifat antifagositosis yang akan menurunkan sekresi
TNF-a dan meningkatkan infektivitas dari S. enterica dan meningkatkan
keparahan penyakitnya, Antigen H dapat terlibat dalam aktivasi respon
imun inang dan memiliki kemampuan khusus untuk mengekspresikan
hanya satu protein pada suatu waktu dan oleh karena itu disebut difasik
(fase I dan 1) (McQuiston et al., 2008). Antigen O terjadi pada permukaan
membran luar dan ditentukan oleh urutan gula spesifik pada permukaan
sel, antigen O akan memberikan perlindungan karena adanya LPS dan
juga adanya complement-activating A, Antigen Vi adalah antigen
superfisial yang melapisi antigen O yang diemukan dalam beberapa
serovar (Chuang, 2009). Analisis antigenik salmonella dengan

menggunakan antiserum spesifik memberikan manfaat untuk pemeriksaan
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klinis dan epidemiologis. Penentuan struktur antigenik memungkinkan
untuk mengidentifikasi organisme secara klinis dan menetapkannya ke

salah satu dari sembilan serogrup (A-l), masing-masing berisi banyak

-
o
(o~

i ]
p—
S
—
o

-
(53
o
[ = 1
D
e

serovar (Giannela et al., 2009).

2.2.4 Sifat Biokimia

Sifat biokimia pada bakteri Salmonella Sp. pada biakan agar
terbentuk adanya koloni bergaris tengah sekitar 2-8milimeter, bulat agak
cembung, halus dan jernih. Sedangkan pada media BAP (Blood Agar
Plate) tidak terdapat hemolysis dan pada media MC (Mac Concey) tidak
ada fermentasi Laktosa atau Non Laktosa Fermenter (NLF) dan
konsistensinya smooth dan serotipe Salmonella enterica memiliki flagel
jadi pada uji motilitas hasilnya positif dan S. enterica memfermentasi
glukosa, manitol dan maltosa disertai pembentukan asam dan gas. Pada
media indol (-) negatif , MR (Methyl Red) positif , Vp (Voges Proskauer)
negative, Uji sitrat positif, tidak hidrolisis urea dan menghasilkan

Hidrogen sulfida (H2S) (WHO, 2003)

2.3 Lactobacillus acidophilus

Bakteri Lactobacillus acidophilus merupakan kelompok mikrobiota
gastrointestinal yang merupakan bakteri probiotik yang paling banyak digunakan
dan termasuk dalam banyak makanan fungsional dan suplemen makanan,
probiotik sendiri merupakan bahan pangan yang tidak dapat dicerna oleh saluran cerna

dan memberikan efek yang positif terhadap mikroflora dengan secara selektif
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menstimulasi pertumbuhan bakteri pada usus (Endang, 2011), terdapat beberapa
mekanisme lactobacillus sebagai probiotik (Gambar 2.4) yakni meliputi

mekanisme tindakan probiotik utama termasuk peningkatan penghalang epitel,
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peningkatan adhesi pada mukosa usus, dan penghambatan bersamaan dari adhesi
patogen, pengecualian kompetitif mikroorganisme patogen, produksi zat anti-
mikroorganisme dan modulasi sistem kekebalan tubuh dan stimulasi reseptor ini
oleh bakteri komensal memiliki peran penting untuk memperoleh respon

antimikroba yang diukur dengan kerusakan jaringan inflamasi minimal (Karger,
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Gambar 2.4 Mekanisme prebiotik (Stetinova et al., 2010)

2.4 Kopi Robusta

Tanaman kopi (Coffea sp.) merupakan tanaman perkebunan yang berasal
dari Benua Afrika yaitu negara Ethiopia pada abad ke-9, Jenis kopi yang terkenal
di Indonesia yaitu kopi arabika (Coffea arabica) dan kopi robusta (Coffea

robusta). Kopi robusta masuk ke Indonesia pada tahun 1900, jenis kopi ini lebih
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tahan terhadap penyakit karat daun dibandingkan kopi arabika dan memiliki
syarat tumbuh dan pemeliharan yang ringan, serta produktivitas yang tinggi,

sehingga cepat berkembang di Indonesia. Sekitar 90% areal pertanaman kopi di
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Indonesia saat ini merupakan kopi robusta (Prastowo et al., 2012).

2.4.1 Klasifikasi Kopi Robusta

Menurut Prastowo et al., (2012) Kopi robusta mempunyai Kklasifikasi

sebagai berikut :

Kingdom  : Plantae (Tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas : Asteridae

Ordo : Rubiales

Famili - Rubiaceae

Genus : Coffea

Spesies : Coffea Canephora

BRAWIJAYA

UNIVERSITAS

14




UNIVERSITAS

-
o
(o~

i ]
|
>~
—
o

D
(%o ]
o
[ = 8
(=BJ
—

BRAWIJAYA

Gambar 2.5 Kopi Robusta (Ludwig et al.,2014)

Kopi robusta adalah kopi yang paling banyak dibudidayakan di
Indonesia. Provinsi Lampung adalah produsen terbesar di Indonesia.
Morfologi kopi robusta memiliki sistem akar tungang dengan warna
kuning muda dan tumbuh sebagai pohon yang kuat hingga mencapai 10
meter. Berbunga tidak teratur, buah kopi berbentuk bulat dan tediri atas
tiga lapisan, yakni lapisan kulit luar, lapisan daging, dan lapisan kulit
tanduk. Tanaman robusta memiliki hasil panen yang lebih besar daripada
arabika, mengandung lebih banyak kafein sekitar 2,7% dibandingkan kopi
arabika, dan mengandung lebih sedikit gula sekitar 3-7% dibandingkan
dengan kopi arabika. Suhu optimum rataan kopi robusta sekitar 24-30 °C,
kopi robusta biasanya tumbuh sekitar keinggian 400-800 meter. Kopi
robusta membutuhkan lebih sedikit herbisida dan pestisida dibandingkan
arabika. Terdapat Beberapa varietas kopi robusta seperti varietas Quillou,
Uganda, dan Chanephora. Setiap varietas memiliki perbedaan bentuk

morfologi dan sifat yang berbeda (Djaenudin dkk.,2003).
2.4.2 Kandungan Kopi Robusta

Kopi mengandung dua senyawa yang terkenal yaitu kafein dan
asam chlorogenic dan derivat (Hydroxycinnamic acid) sedangkan menurut

Chairgulprasert (2016) Kopi robusta mengandung komponen kimia seperti
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alkaloid, tanin, saponin, flavanoid dan Komposisi kandungan senyawa

kimia kopi terdapat pada Tabel 2.1.
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Tabel 2.1 Kandungan Kopi Robusta dari bandung, garut dan bogor

Golongan Senyawa Kimia

Nama _ _ _
Bahan Alkaloi Tanin Saponi  Flavanoi
d n d
Bandu
+ + + +
ng
Bogor + + + +
Garut + + + +

Keterangan : + = Positif mengandung senyawa tersebut

Sumber : Evi dkk, 2018

A. Asam Klorogenik

Asam klorogenik adalah keluarga ester yang terbentuk di antara
quinic asam dan asam trans-cinnamic tertentu, paling sering caffeic,
ferulic dan p-coumaric.l Struktur beberapa komponen utama
ditunjukkan pada Gambar 2.5, Sekarang diketahui bahwa asam
klorogenik tersebar luas di tanaman tetapi pada biji kopi mencapai
(hingga 10% basis kering) termasuk setidaknya 45 asam klorogenat
yang tidak terasilasi pada C1 dari asam kuinat moieti. Biji kopi juga
mengandung hingga tujuh cinnamoyl konjugat asam amino (Mullen et
al., 2011), Farhaty dan Muctaridi (2017) kopi robusta (Coffea
cenephera; robusta) memiliki kandungan CGA lebih banyak
dibandingkan kopi lain mencapai 6,1-11,3 mg/ gr biji. Kandungan ini
akan menurun jika dilakukan pemanggangan/ roasted pada biji kopi

tersebut. Menurut Xu et al., (2010) bahwa CGA memiliki efek
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Wu et al., (2012) melaporkan bahwa pemberian CGA mampu
melindungi sel dari kerusakan akibat radikal bebas dengan mekanisme

meningkatkan aktivitas antioksidan enzim.
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Gambar 2.6 Struktur Hidroksisinama Pada Kopi (Mullen et al., 2011).
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B. Flavanoid

Flavonoid dikenal sebagai agen antibakteri terhadap berbagai
mikroorganisme patogen. hidroksil di situs khusus pada cincin aromatik
flavonoid meningkatkan aktivitas. Namun, metilasi dari gugus hidroksil
aktif umumnya mengurangi aktivitas. Selain itu, lipofolitas cincin A
sangat penting untuk aktivitas chalcone. Substituen hidrofobik seperti
gugus prenil, rantai alkilamino, rantai alkil, dan nitrogen atau oksigen
yang mengandung gugus heterosiklik biasanya meningkatkan aktivitas
untuk semua flavonoid. Mekanisme antibakteri flavonoid dengan adanya
hambatan sintesis asam nukleat, penghambatan fungsi membran
sitoplasma, penghambatan metabolisme energi, penghambatan perlekatan
dan pembentukan biofilm (Juliantina, 2008). Penghambatan porin pada
membran sel, perubahan permeabilitas membran, dan pelemahan
patogenisitas. Senyawa flavonoid dapat menginduksi adaya aktivitas IFN-
vy dan mengaktivasi makrofag dan limfosit T. Aktivasi makrofag akan
mensekresi sitokin (IL-1, IL-6, IL-12 dan TNF-a) dan mengaktivasi sel T
untuk menghancurkan mikroorganisme yang menginfeksi (Viesturs et al.,

2011).

C. Saponin

Saponin merupakaan senyawa yang dihasilkan tanaman yang
mengandung glikosida kompleks, saponin diklasifikasikan menjadi 2

kelompok, yakni steroid (terdiri dari kerangka spirostane C27 yang terdiri
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dari struktur enam cincin) dan triterpenoid (terdiri dari kerangka C30 yang
terdiri dari struktur pentasiklik (Sprag et al, 2004). Triterpenoid dapat
menjadi antibakteri dengan cara bereaksi degan protein transmembrane
pada dinding sel bakteri dan akhirnya merusak porin yang berdampak
berkurangnya permeabilitas membran sel bakteri sehingga bakteri akan
kekurangan nutrisi dan pertumbuhan bakteri terhambat hingga mati
(Rachmawati, 2009). Saponin dapat meningkatkan proliferasi limfosit-T
dan meningkatkan ekspresi interleukin (IL) -1, 1L-2, 1L-12, interferon-y,
tumor necrosis factor (TNF) —a dan menurunkan tingkat ekspresi 1L-10

dan IL-8 (Bhardwaj, 2014).

D. Tanin

Kandungan senyawa tannin mempunyai aksi antibakteri yang
berhubungan dengan kemampuannya untuk menonaktifkan adhesin
bakteri, menghambat kerja enzim, menghambat transport protein pada
selubung sel, mekanisme kerja tanin sebagai bahan antibakteri antara lain
melalui perusakan membran sel bakteri (Chung et al., 2006)

E. Alkaloid

Alkaloid menghambat aktivitas dihydrofolate reduktase, sehingga
menghambat sintesis asam nukleat. Dihydrofolate reductase adalah enzim
yang sangat penting dalam produksi prekursor pirimidin dan purin untuk
asam amino, RNA, dan biosintesis DNA (Rao dan Venkatachalam, 2000).
Protein FtsZ penting dalam pembelahan sel bakteri, dan itu adalah

homolog prokariotik tubulin eukariotik. Berberin, suatu alkaloid, berikatan
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dengan protein FtsZ dengan afinitas tinggi, menyebabkan penghambatan
perakitan FtsZ dan aktivitas GTPase-nya, yang menyebabkan

perpanjangan sel, yang menyebabkan penghambatan pembelahan sel
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(Boberek et al., 2010). Ungeremine, alkaloid, menghambat topoisomerase
bakteri (E. coli) (Casu et al., 2011). Semua alkaloid kuinolon yang terjadi
secara alami diketahui tidak memiliki gugus 3-karboksi, yang penting
untuk mengikat dan memblokir kompleks topoisomerase IIA tipe-DNA
(Heeb et al.,, 2011), dan Alkaloid, bekerja melalui mekanisme aksi
melawan bakteri Gram-negatif, menyebabkan gangguan pada membran
luarnya, dan mendepolarisasi membran bakteri Gram-positif (Alhanout et
al., 2010). DNA sehingga akan mengalami kerusakan akan mendorong
terjadinya lisis sel bakteri yang akan menyebabkan kematian sel pada
bakteri (Gunawan, 2009). Alkaloid dapat meningkatkan kemampuan sel
deritik untuk mengarahkan diferensiasi sel T untuk aktivasi CD4 (+) dan

produksi sitokin IL-13 yang lebih banyak (Hardardotir et al., 2015).

2.5 IFN- y

Sitokin merupakan salah satu komponen sistem imun yang berperan
penting terhadap patogenitas dan progesivitas atau keparahan suatu penyakit.
Interferon-gamma (IFN-y) adalah sitokin yang memainkan peran penting dalam
menginduksi dan memodulasi berbagai respons imun. Respon seluler terhadap
IFN-y dimediasi oleh reseptor permukaan-sel heterodimernya (IFN-yR), yang
mengaktifkan kaskade transduksi sinyal, yang pada akhirnya mengarah pada

regulasi ekspresi gen (Tau and Rothman, 2014).
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IFN-y, atau interferon tipe Il, adalah sitokin yang sangat penting untuk
kekebalan bawaan dan adaptif terhadap infeksi virus, beberapa infeksi bakteri dan
protozoa. IFN-y adalah aktivator penting makrofag dan penginduksi ekspresi
molekul MHC (Major Histocompatibility Complex) kelas Il. Ekspresi
penyimpangan IFN-y dikaitkan dengan sejumlah penyakit autoinflamasi dan
autoimun. Pentingnya IFN-y dalam sistem kekebalan sebagian berasal dari
kemampuannya untuk menghambat replikasi virus secara langsung, dan yang
paling penting dari efek imunostimulator dan imunomodulatornya. IFN-y
diproduksi terutama oleh sel-sel natural killer (NK) sebagai bagian dari respon
imun bawaan, dan oleh sel T efektor limfosit T (CDL) sel CD1 Thl dan CD8
setelah sel antigen spesifik kekebalan berkembang, IFN-y juga diproduksi oleh
sel limfoid bawaan non-sitotoksik (ILC), keluarga sel kekebalan yang pertama

kali ditemukan pada awal 2010-an (David and Hergen, 2015).

IFN-y disekresi oleh sel T helper (khususnya, sel Th1), sel T sitotoksik (sel
TC), makrofag, sel epitel mukosa, dan sel NK. IFN-y adalah satu-satunya
interferon Tipe Il dan secara serologis berbeda dari interferon Tipe | karena
Interferon tipe | asam labil, sedangkan varian tipe | adalah asam-stabil. IFN-y
memiliki sifat antivirus, imunoregulatori, dan anti tumor. Ini mengubah
transkripsi hingga 30 gen yang menghasilkan berbagai respons fisiologis dan

seluler (Schroder et al., 2004).
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2.6 Sel T CD 4+

Sel T atau limfosit T adalah kelompok sel darah putih yang berfungsi
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sebagai kekebalan seluler. Sel T mampu membedakan jenis patogen dengan

kemampuan berevolusi sepanjang waktu demi peningkatan kekebalan setiap kali
tubuh terpapar patogen. Hal ini dimungkinkan karena sejumlah sel T teraktivasi
menjadi sel T memori dengan kemampuan untuk berproliferasi dengan cepat
untuk melawan infeksi yang mungkin terulang kembali. Kemampuan sel T untuk
mengingat infeksi tertentu dan sistematika perlawanannya, Respon yang
dilakukan oleh sel T adalah interaksi yang terjadi antara Cell T receptor (TCR)

dan peptida yang terikat pada MHC pada permukaan sel penyaji antigen (APC).

Ikatan polivalen yang terjadi memungkinkan pengiriman sinyal antar kedua sel
(Lewis et al., 2002). Sebuah fragmen peptida kecil yang melambangkan seluruh
isi seluler, dikirimkan oleh sel target ke antarmuka sebagai MHC untuk dipindai

oleh TCR yang mencari sinyal asing dengan lintasan pengenalan antigen. Dengan

demikian respon imun adaptif terhadap berbagai macam penyakit dapat

diterapkan (Gary, 2010)

Sel T yang telah disintesis dari kelenjar timus disebut naive T cell, akan
terbawa oleh sirkulasi darah hingga masuk ke dalam limpa dan bermigrasi ke

dalam jaringan limfatik, kemudian bermigrasi kembali ke dalam sirkulasi darah,

hingga terjadi terstimulasi oleh antigen tertentu’ dengan ikatan pada molekul MHC
kelas 11. Sel T helper merupakan sel yang berperan dalam proses pematangan sel
B menjadi sel plasma dan aktivasi makrofag. Sel T helper menjadi aktif saat

terpapar molekul MHC kelas Il yang mengandung peptida antigen yang terdapat
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pada permukaan sel penyaji antigen (APC). Sel T teraktivasi, sel T helper segera

membelah dengan cepat dan mensekresikan sitokin yang mengatur atau

membantu respon kekebalan aktif (Gutcher and Becher, 2007).

Sel CD4 + naif memiliki potensi untuk berkembang menjadi sel CD4 + T:
sel Thl dan Th2 (Gambar 2.7). Sel-sel Thl terutama ditentukan oleh kemampuan
mereka untuk mengeluarkan IFN-y, IL-2, dan tumor necrosis factor (TNF) -, dan
secara klinis terkait dengan kemampuan untuk mengatur respon imun yang
dimediasi sel dan autoimunitas khusus organ. Diferensiasi sel CD 4+ terhadap
fenotip Th1l tergantung pada keberadaan IL-12 dalam lingkungan mikro mereka
selama stimulasi di seluruh reseptor antigen sel-T (TCR). Efek polarisasi Thl
mirip dengan IL-12 telah dianggap berasal dari IFN-y . Di sisi lain, sel Th2
muncul ketika IL-4 hadir selama stimulasi antigenik, dan menghasilkan IL-4, IL-
5, IL-10, dan IL-13. Sel-sel ini secara klinis terkait dengan pertahanan inang yang
dimediasi antibodi-independen dan respons imun alergi. Karena peran potensial
IFN-y dalam menghasilkan sel Thl, memediasi fungsi efektornya dan mengatur
keseimbangan Thl / Th2, respons sel T diperiksa pada IFN-y R1 (- / -) (Tau and

Rothmen, 2014).
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Gambar 2.7 Mekanisme Sel T CD4+ menjadi Th1l dan Th2 (Tau and Rothmen, 2014).

§

UNIVERSITAS

24




BAB 3. KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS

3.1 Kerangka Teori

L. acidophilus + kopi robusta
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3.2 Kerangka konsep

Salmonella enterica  4—p | Mencit (Mus musculus) —.[ Lien
strain Balb/C

Lactobacillus acidophulus
dan EKstrak kopi robusta
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Hewan coba mencit Balb/C diberi sinbiotik yang terdiri atas kombinasi
probiotik berupa bakteri Lactobaccilus acidophilus dan prebiotik berupa ekstrak
kopi hijau robusta. Bakteri L. acidophilus mengandung antimikroba berupa
bakteriosin untuk menurunkan bakteri patogen, menggangu gradien potensial
membran dan pelepasan molekul intraseluler maupun masuknya substansi
ekstraseluler bakteri, gangguan ini menjadi awal pembentukan pori-pori sehingga
substrat intraseluler keluar sel. Bakteri ini juga memodulasi respon imun spesifik
yang menghasilkan sitokin antiinflamasi seperti IL-4, IL-5, IL-10 dan IL-13 yang
bekerja untuk memoduilasi dan koordinasi terhadap respon inflamasi yang
berlebihan. Pada area usus memproduksi mukus yang mengandung konsentrasi
tinggi peptida antibakteri dan protein yang disekresikan oleh sel Paneth dan
enterosit. Zat antibakteri ini _membunuh bakteri patogen, dengan demikian
menjaga sel-sel epitel dan bakteri Lactobaccilus acidophilus menempel pada area

mukus dan mencegah adhesi mikroba patogen di area epitel usus.

Ekstrak kopi robusta mempunyai kandungan asam klorogenik, flavonoid,
tannin, saponin dan alkaloid. Asam Klorogenik akan menggangu proses adhesi

bakteri patogen dengan merusak membran sel bakteri dan menghambat Nf-KB
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untuk menurunkan inflamasi jika ada serangan bakteri patogen kedalam usus.
Flavonoid akan membantu proses aktivasi sitokin proinflamasi berupa IL-1, IL-6
dan TNF-a untuk mempercepat proses inflamasi, sechingga proses penyembuhan
luka lebih cepat. Kandungan saponin akan meningkatkan produksi sitokin
proinflamsi berupa (IL) -1, IL-2, IL-12, IFN-y dan (TNF) —a, tannin berfungsi
mencegah adhesi bakteri dengan merusak membrane sel sehingga intisel rusak
dan sebabkan bakteri mati dan alkaloid meningkatkan produksi IL-13 sebagai

sitokin antiinflamasi.

Bakteri salmonella enterica yang diinduksi akan menyebabkan kerusakan
vili usus karenakan adanya lipopolisakarida (LPS) yang terkandung dalam bakteri
sebagai faktor virulensi. Apabila bakteri sudah berhasil melakukan adhesi dan
merusak epitel usus akan mengeluarkan endotoksin dan thermolanile enterotoxin,
akan ada inflamasi di usus dan sebabkan diare. Sistem imunitas tubuh akan
mengeluarkan sitokin proinflamasi dan apabila berlebih akan menyebabkan

peradangan akut di dalam tubuh.

Imunitas host yang dilakukan sel T naif yang akan menjadi sel CD4+ dan
sel CD8+. Bakteri akan mengaktivkan respon imun tubuh dengan proses aktivasi
makrofag untuk proses fagositosis bakteri. Melalui proses endositosis untuk
degradasi antigen menjadi peptida yang akan berikatan dengan MHC |l menuju
reticulum endoplasma (RE) dibantu dengan Transporter associated Ag Processing
(TAP) lalu keluar sel dan bertemu dengan sel T CD4. Sel CD4 akan
berdiferensiasi menjadi Th1 dan Th2. Thl akan memproduksi sitokin seperti IFN-

y untuk mempercepat proses inflamasi dalam tubuh.
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Sel Th2 berfungsi deferensiasi menjadi sel B. sel B akan menyajikan ag di
permukaan sel B yang memiliki reseptor BCR(Ig), jika terdapat antigen akan di
hancurkan dan menjadi sel plasma untuk memproduksi antibodi Ig M dan IgD
yang berfungsi opsonisasi antigen, meningkatkan reseptor Fc dan aktivasi
komplemen dan terjadinya fagosit oleh makrofag yang sudah teraktiasi oleh sel
Th. Sel plasma sebagai respon imun humoral akan di bantu inisiasi oleh 1L-4,
sedangkan sel CD8+ akan berikatan dengan MHC kelas | akan memediasi Sel T
cytotoxic (Tc) untuk proses nekrosis terhadap sel yang terinfeksi di area epitel vili

usus.

Dengan pemberian preventif dari kombinasi bakteri Lactobacillus
acidophilus dan ekstrak kopi terhadap mencit Balb/C yang diinduksi salmonella,
diharapkan kandungan dari asam klorogenik, tannin, saponin, alkaloid dan
antimikroba kopi robusta akan mencegah adanya adhesi bakteri menuju sel epitel
usus. Untuk bakteri yang berhasil melakukan adhesi ke epitel usus dihancurkan
dengan kandungan flavonoid dari kopi robusta dan bakteri Lactobaccilus
acidhophilus sehingga dapat menurunkan efek inflamasi yang dapat dilihat dari

jumlah sel CD4+ dan IFN- y.

3.3 Hipotesis penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat
diajukan yakni, Pemberian ekstrak kopi robusta dan Lactobacillus acidophilus
sebagai preventif terhadap peningkatan aktivitas jumlah sel CD4+ dan IFN-y

pada mencit Balb/C yang diinduksi Salmonella enterica.
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BAB 4. METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitiam
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Kegiatan penelitian ini dilaksanakan mulai bulan mei hingga bulan juni
2019 dan dilaksanakan di beberapa laboratorium, antara lain:

1. Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya
untuk melakukan proses ekstraksi kopi robusta

2. Laboratorium hewan coba Fakultas Kedokteran Hewan untuk
pemeliharaan mencit sebagai hewan coba.

3. Laboratorium FMIPA untuk uji jumlah kadar sel T CD4+ dan IFN-y
dengan metode flowcytometri.

4. Laboratorium teknik kimia Politeknik Negeri Malang untuk uji fitokimia

kandungan kopi robusta.

1

laboratorium mikrobiologi Fakultas Kedokteran Hewan untuk proses
nekropsi dan adaptasi hewan coba.
4.2 Alat dan Bahan
4.2.1 Alat

Alat digunakan didalam penelitian ini antara lain sentrifuge, cawan petri,
dissecting set, timbangan, gelas ukur, tabung erlenmeyer, bunsen, vortex, tabung
reaksi, tabung valcon (10 ml, 50 ml dan 100 ml), rak tabung, ice box, inkubator
media, laminar air flow (LAF), autoklaf, mikropipet (10 pl dan 100 ul), mortar,
rotary evaporator, kulkas, papan pembedahan hewan, kandang mencit, pakan dan

minum mencit.
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4.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan antara lain mencit (Mus musculus) Strain Balb/C,
Salmonella enterica, Lactobacillus acidophilus, ekstrak kopi 250 gram, 500 gram,
dan 750 gram dan spuit 1 mL, spuit 3mL, spuit 10 mL, aquades, sentrifuge tube
15 mL, pot sampel, yellow tip, blue tip, cover glass, object glass, pakan tikus BR
dan SP, sekam, H,O, 3%, antibodi CD4+ dan IFN-y, Phospate Buffer Saline
(PBS), media Bismuth Sulfat Agar (BSA), media MRSA, etanol absolut, alkohol
95%.
4.3 Sampel Penelitian

Hewan coba yang digunakan yakni mencit (Mus musculus) strain Balb/C
sekitar umur 2-3 bulan dengan berat badan sekitar 20-30 gram dan dilakukan
aklimatisasi selama tujuh hari untuk beradaptasi dengan lingkungan, untuk

besaran sampel dihitung berdasarkan rumus (Montgomery and Kowalsky, 2011):

t(n-1)>15 Keterangan:

6 (n-1)>15 t : Jumlah perlakuan

6n-6>15 n : Jumlah ulangan yang diperlukan
6n >20

n=>4

Berdasarkan perhitungan dengan menggunakan rumus diatas, untuk setiap
perlakuan jumlah ulangan minimal 4 kali dalam setiap kelompok, sehingga
dibutuhkan paling sedikit 24 ekor hewan coba. Penggunaan hewan coba berupa
mencit dalam kegiatan penelitian terdapat dalam laik etik dari Komisi Etik

Penelitian Universitas Brawijaya dengan nomor: 1110-KEP-UB (Lampiran 1).
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4.4 Rancangan Penelitian
Kegiatan penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratorik

dengan menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL), yang merupakan
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rancangan percobaan yang bersifat homogen, sehingga media dan lingkungan
tidak memberikan pengaruh yang berarti. Penelitian ini menggunakan rancangan
eksperimen yang membagi subyek menjadi 6 kelompok secara acak dan untuk
setiap kelompok terdapat minimal 4 ekor mencit. Untuk kelompok perlakuan
yakni sebagai berikut (Tabel 4.1):

Tabel 4.1 Rancangan Penelitian

Kontrol Positif (-) Mencit sehat dengan pemberian pakan BR-1

Kontrol Negatif (+) Mencit positif sakit, diberi perlakuan induksi
bakteri Salmonella enterica secara peroral
selama 2 hari dengan dosis 108 CFU/mlI

Kontrol Lactobaccilus Mencit diinduksi dengan Salmonella enterica
10® CFU/ml selama 2 hari dan pemberian
preventif Lactobacillus acidophilus secara
peroral dengan dosis 10° CFU/mI selama 18 hari

Kontrol perlakuan 1 (P1) Mencit diinduksi dengan Salmonella enterica
10° CFU/ml selama 2 hari dan pemberian
preventif kombinasi ekstrak kopi 250 mg/kg dan
bakteri Lactobaccilus acidhophilus 10® CFU/mI
selama 18 hari

Kontrol Perlakuan 2 (P2) Mencit diinduksi dengan Salmonella enterica
10° CFU/ml selama 2 hari dan pemberian
preventif kombinasi ekstrak kopi 500 mg/kg dan
bakteri Lactobaccilus acidhophilus 10° CFU/m
selama 18 hari
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Kontrol Perlakuan 3 (P3)

Mencit diinduksi dengan Salmonella enterica
108 CFU/ml selama 2 hari dan pemberian
preventif kombinasi ekstrak kopi 750mg/kg dan
bakteri Lactobaccilus acidhophilus 10° CFU/mI
selama 18 hari.

4.5 VVariabel Penelitian

Variabel yang diamati dalam penelitian ini yakni,

Variabel bebas : Dosis ekstrak kopi robusta, dosis bakteri Lactobacillus

acidophilus dan bakteri Salmonella enterica

Variabel terikat : Jumlah relatif Sel CD4+ dan IFN-y

Variabel kontrol : Mencit Strain Balb/C jantan, berat badan, umur, pakan,

minum, dan kandang.

4.6 Tahapan Penelitian

®

2.

e

Persiapan hewan coba

Proses ekstraksi kopi robusta

Induksi kombinasi ekstrak kopi robusta dan bakteri Lactobacillus
acidophilus

Induksi bakteri Lactobacillus acidophilus

Induksi bakteri Salmonella enterica

Pengujian kandungan ekstrak kopi Robusta (Fitokimia dan Lc-Ms)
Identifikasi Bakteri Lactobacillus acidophilus

Identifikasi Bakteri Salmonella enterica

Euthanasi, nekropsi dan preparasi organ lien

10. Menghitung jumlah Sel CD4+ dan IFN- y dengan flowcytometry

11. Analisis data
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4.7 Prosedur Kerja
4.7.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba yang digunakan adalah Mencit (Mus musculus) Strain
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Balb/C jantan dengan berat badan 20-30 gram dan berjumlah 24 ekor,
hewan coba merupakan hewan coba free patogen dan dalam kondisi sehat,
diberi pakan berupa pellet BR-1® yang mengandung lemak, karbohidrat,
protein, vitamin dan juga mineral dan air minum ad libitum, mencit dibagi
menjadi 6 kelompok perlakuan dengan masing masing kelompok minimal
4 ekor mencit, dan mencit diaklimatisasi selama 7 hari dengan kandang
terpisah dengan tujuan untuk meminimalkan stress dan hewan dapat
mengekspresikan tingkah laku alamiahnya (ILARCLS, 2010).
4.7.2 Proses Ekstraksi Kopi Robusta

kopi robusta dilakukan pengeringan proses awal dicuci dengan
bersih, lalu dipotong kecil, dimasukkan oven suhu 400-600 atau
dikeringkan dengan panas matahari, stelah kering dilakukan proses
ekstraksi dengan dihaluskan dengan blender dan ditimbang sebanyak 100
gram, rendam dengan pelarut etanol 90% sebanyak 900 ml (1 Liter) di
shaker 30 menit dan rendam 1 malam sampai mengendap, lalu diambil
lapisan atas yang merupakan campuran pelarut dan zat aktif. Proses
evaporasi dengan dimasukkan dalam labu evaporasi dan dipasang pada
evaporator, waterbath diisi air sampai penuh. Suhu waterbath diatur
hingga 90°C, semua rangkaian alat dipasang dan disambungkan dengan

aliran listrik dan pelarut dibiarkan terpisah dengan zat aktif. Aliran pelarut
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dibiarkan sampai berhenti menetes pada Labu penampung (*1,5- 2 jam)
didapatkan hasil ekstraksi 1/5 dari bahan alam kering, hasil di masukkan

ke botol plastic atau kaca dan disimpan di freezer agar tidak rusak (Asti,
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2015).
4.7.3 Induksi Kombinasi Ekstrak Kopi Robusta Dan Bakteri Lactobacillus

Acidophilus

Mencit untuk perlakuan 1 (P1), perlakuan 2 (P2) dan Perlakuan 3
(P3) diberi perlakuan dengan induksi kombinasi ekstrak kopi robusta dan
bakteri Lactobacillus acidophilus, setiap perlakuan mempunyai perbedaan
dosis untuk P1 diberi ekstrak kopi sebesar 250 mg/KgBB dan
Lactobacillus acidophilus sebesar 10° CFU/mI, untuk P2 diberi ekstrak
kopi 500 mg/kg dan bakteri lactobaccilus acidhophilus 10° CFU/ dan P3
kombinasi ekstrak kopi 750 mg/kg dan bakteri lactobaccilus acidhophilus
10® CFU/mI diberikan selama 18 hari (Nanak, 2011), dosis kopi sebesar
250 mg - 500 mg untuk ekstrak kopi robusta dihomogenkan dengan
bakteri Lactobacillus acidophilus dengan pengenceran diberikan dengan
menggunakan sonde lambung dengan tujuan agar bakteri langsung menuju
kedalam lambung dan berinteraksi dengan bakteri dalam tubuh (David,
2012)

4.7.4 Induksi bakteri Lactobacillus acidophilus

Mencit dengan kontrol Lactobacillus acidophilus diberikan dengan

dosis 10® CFU/mlI dan dilakukan induksi ke mencit sebesar 0,5 ml per ekor

selama 18 hari, diharapkan dengan pemberian Lactobacillus acidophilus
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dapat membantu dalam menstimulasi pertumbuhan bakteri baik pada usus
(Choiroqui, 2008).

4.7.5 Induksi Salmonella enterica
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Mencit pada hari ke 15 dilakukan induksi bakteri salmonella
enterica dengan dosis 10° CFU/ml dengan pemberian sonde lambung
selama 2 hari pemberian sehari puasa agar dapat sebabkan imunitas lebih
sensitif jika adanya infeksi sistemik pada organ lien (Havelaar et al., 2001)

4.7.6 Pengujian Kandungan Ekstrak Kopi Robusta (Fitokimia dan Lc-Ms)
4.7.6.1 Uji Lc-Ms

Sampel kopi yang berupa maserat kosentrasi 100% di vortek
selama 30 detik lalu disentrifus pada 13.000 rpm selama 30 menit, dan
pindahkan ke autosampler vial. Cairan jernih tersebut diinjeksilan pada
sistem LC-MS yang terdapat pelarut A terdiri dari 0,1% asam format
dalam aquabidest, pelarut B terdiri dari 0,1% asam format dalam
acetonitril. Sebuah gradien linier dengan kecepatan 300 pl/menit dengan
pengaturan fase gerak sebagai berikut : a) 0-0.6 menit 95%A; 0.6-3.0
menit 75%B; 3.0-3.5 menit 75%B; 3.5-4.0 menit 75%B dan 4.0-5.5 menit
95%A. Volume injeksi pada LC adalah 2uL . Kolom dikontrol pada 30°C,

dan kompartemen autosampler ditetapkan untuk 16°C (Suhendra, 2019).
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4.7.6.2 Uji Fitokimia
a. Uji TPC (Total Phenolic Content)

Sampel ditambahkan 0,5 ml methanol lalu ditambahkan
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aquadest 2,5 ml dan folin 50% sebanyak 2,5 ml selanjutnya didiamkan
selama 5 menit, ditambahkan natrium carbonat 7,5 % 2 ml, di vortex,
diinkubasi selama 15 menit pada suhu 45°c. setelah diinkubasi diukur
absorbansinya pada panjang gelombang max. 765 nm.

b. Uji TFC (Total Flavanoid Content)

Sampel ditambahkan methanol 4 ml lalu ditambahkan ALCL3 2%
sebanyak 1 ml dan diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit setelah
diinkubasi sampel diukur absorbasinya pada panjang gelombang max.

430

c. Uji Senyawa Alkaloid

4 gram sampel dihaluskan dan ditambahkan kloroform
secukupnya, ditambahkan 20 ml amoniak dan kloroform, disaring
kedalam tabung reaksi, ditambahkan H,SO, 2n sebanyak 10 tetes,
filtrat dikocok kemudian didiamkan sampai terbentuk 2 lapisan.
Lapisan atas dipindahkan ke dalam 3 tabung reaksi dan larutan ketiga
dianalisis dengan ditambahkan larutan mayer, dragon dorf, dan wagner
(yang dipakai wagner, mayer). Hasil positif jika terdapat endapan putih

(Mayer), dan merah kecoklatan (Wagner).
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d. Uji Senyawa Saponin

200 mg sampel dihaluskan dan dimasukkan kedalam tabung reaksi,
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kemudian ditambahkan air suling hingga sampel terendam lalu
didihkan selama 2-3 menit, dan selanjutnya didinginkan, kemudian
dikocok kuat-kuat dan ditambahkan hcl 2 tetes dan apabila masih
terbentuk buih yang stabil, maka sampel tersebut positif mengandung

saponin

e. Uji Senyawa Tannin

Sebanyak 200 mg sampel yang telah dihaluskan, ditambah ethanol
hingga sampel terendam semua, kemudian sebanyak 1 ml larutan
dipindahkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan larutan fecl3 1%
sebanayak 2-3 tetes dan hasil positif ditunjukkan dengan warna biru

tua atau hitam kehijauan (Suhendra, 2019)

4.7.7. Indentifikasi Bakteri Lactobaccilus acidophilus

Dilakukan proses identifikasi bakteri Lactobaccilus acidophilus dengan
metode pewarnaan gram dan uji katalase. Untuk pewarnaan gram dilakukan
dengan cara teteskan aquades steril pada obyek glass dan inokulasi satu ose baktei
pada obyek glass, fiksasi dan teteskan krisal violet dan biarkan selama 1 menit,
bilas dengan air mengalir dan sellanjutnya ditetesi lugol 1 menit. Bilas kembali
dan beri alkohol 95% selama = 20 detik dan selanjutnya preparat diwarnai
dengan larutan safranin selama + 20 detik dan bilas dengan air. Dilakukan

pengamatan di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x dan diamati jika
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bakteri bewarna keunguan merupakan bakteri gram positif dan jika bewarna
merah muda merupakan bakteri gram negatif. Bakteri Lactobaccilus merupakan

bakteri gram postif sehingga dalam pewarnaan gram bewarna keunguan.
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Uji katalase untuk mengidentifikasi bakteri yang menghasilkan toksik
H,0,. Uji katalase dilakukan dengan cara teteskan aquades steril di atas object
glass kemudian mengambil 2 ose bakteri dan disuspensikan, lalu suspensi ditetesi
larutan H,0, 3% dan diamati pembentukan gelembung udara pada obyek glass.
Jika terdapat gelembung maka bakteri bersifat aerobic dan hasilkan H,O,

4.7.8 ldentifikasi Bakteri Salmonella enterica

Identifikasi bakteri identifikasi Salmonella enterica dilakukan dengan
pembiakan bakteri pada agar selektif dan uji pewarnaan gram. Hal ini bertujuan
untuk memastikan akan kemurnian kultur yang akan digunakan. Media selektif
yang digunakan yaitu Bismuth Sulfite Agar (BSA). Di streak bakteri pada media
BSA dengan ose lalu inkubasi media pada incubator dengan suhu 37°C selama 1
hari. Hasil koloni Salmonella enterica berwarna coklat, abu-abu atau hitam,
kadang tampak berwarna kilau metalik. Sekeliling koloni biasanya akan berwarna
coklat pada awalnya dan akan menjadi hitam dengan bertambahnya waktu
inkubasi (BAM, 2007).

Pewarnaan Gram diawali dengan menginokulasikan satu ose kultur ke
atas gelas objek yang telah diberi setetes akuades steril, kemudian difiksasi di atas
api bunsen. Setelah film kultur siap, diteteskan violet kristal dan dibiarkan selama
1 menit, lalu bilas dengan akuades dan ditetesi larutan lugol selama 1 menit.

Setelah dicuci kembali dengan akuades. Bilas kembali dan beri alkohol 95%
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selama = 20 detik dan selanjutnya preparat diwarnai dengan larutan safranin

+

selama + 20 detik dan bilas dengan air. Dilakukan pengamatan di bawah
mikroskop dengan perbesaran 1000x dengan penambahan minyak imersi. Di
bawah mikroskop akan terlihat sel-sel S. enterica berwarna merah dengan bentuk
batang pendek (BAM, 2007).
4.7.9 Euthanasi, Nekropsi Dan Preparasi Organ Lien

Proses euthanasi dan pengambilan organ lien pada hewan coba Mencit
(Mus musculus) Strain Balb/C dilakukan pada hari 30, dilakukan euthanasi
dengan cara dislokasi cervicalis, nekropsi dilakukan melalui linea alba dan
diambil organ lien untuk proses flowcytometry untuk mengukur jumlah Sel CD4+
dan IFN-y.
4.7.10 Flowcytometry

Mencit dilakukan euthanasia dengan dislokasi cervicalis, lalu dilakukan
pengambilan organ lien secara aseptic dengan gunting dan pinset. Organ lien yang
sudah diambil menggunaka gunting dan pinset di bersihkan jaringan dengan PBS
2x pengulangan setelah itu dilakukan penggerusan organ lien dengan pangkal
spuit 5 cc di cawan petri berisi 5 ml PBS, disaring dengan wire dan dimasukkan
propilen 15 ml dan masukkan kedalam tabung valcon untuk di sentrifuge dengan
kecepatan 2500 rpm selama 5 menit dan dibuang cairan supernatan, pellet
ditambah 1 ml PBS kemudian dihomogenkan dengan cara pippeting, cairan
suspensi - dipindahkan kedalam microtube 1,5 ml, selanjutnya dilakukan
sentrifugasi dengan 2500 rpm selama 5 menit suhu 4° C, dibuang cairan

supernatan dan dilakukan pewarnaan intraseluler berupa ditambahkannya larutan
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fiksatif berupa cytofix sebayak 50 uL, kemudian inkubasi selama 20 menit suhu
4°C pada ruang gelap dan ditambahkan larutan peremeabilitas (Intracelullar
Staining Permeabilization Wash Buffer) sebanyak 500 uL, homogenisasi
kemudian di sentrifuge dengan kecepatan 2500 rpm dan dibuang cairan
supernatant dan ditambahkan larutan antibodi CD4+ dan juga IFN- y diinkubasi
selama 20 menit pada suhu 4°C ditambahkan 400 uL PBS masukkan pada alat
flowcytometri untuk dilakukan pembacaan hasil (Muhaimin, 2013).
4.7.11 Analisis Data

Pada penelitian ini analisa data secara kuantitatif dengan perhitungan
jumlah relatif sel CD4+ dan IFN- y pada organ lien dengan menggunakan Uji One
Way Analysis of Variance (ANOVA) dengan tingkat kepercayaan 95% untuk
mengetahui perbedaan kelompok perlakuan secara menyeluruh, jika terdapat
perbedaan yang nyata (p<0,05) dilanjutkan Uji Tuckey (a=5%) untuk mengetahui
hasil perbedaan antara masing masing kelompok perlakuan, uji perhitungan

jumlah dengan metode flowcytometry dengan IBM SPSS ver. 21.
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Pengaruh Sinbiotik (Ekstrak Kopi Robusta Lampung dan Bakteri

Lactobaccilus acidophilus) Terhadap Kondisi Feses Mencit.

Salah satu adanya infeksi bakteri Salmonella enterica ditandai dengan
adanya perubahan kondisi feses seperti diare. Menurut Astawan, dkk (2012), diare
pada mencit terdiri atas 5 kategori yakni : kategori ke-1, feses normal dengan
bentuk bulat/ lonjong, warna hitam dan keras. Katergori ke-2, feses bulat atau
lonjong, warna hitam dan agak lembek. Katageri ke-3, feses berbentuk bulat atau
lonjong, bewarna agak hitam dan lembek. Kategori ke-4, feses tidak berbentuk
bulat atau lonjong, warna agak kecoklatan dan lembek. Kategori ke-5, feses cair,
tidak berbentuk, berwarna coklat, hingga muncul lendir. Feses dikatakan diare

Jika dalam kategori 3, 4 dan 5.

Pada penelitian ini terlinat pada kelompok K+ feses mengalami diare
setelah pemberian dari bakteri Salmonella enterica selama 2 hari pada hari ke-22
dan ke-23 hal ini dikarenakan bakteri Salmonella enterica menyerang bagian
gastrointestinal, dimana mengeluarkan thermolabile  enterotoxin yang
menginhibisi absorbsi Na dan Ca vili vili usus sehingga menyebabkan adanya
diare (Ralph, 2016). Menurut Ari, (2014) dengan pemberian probiotik dapat
mengurangi frekuensi dari diare dimana frekuensi 8 hari menjadi 5 hari,
Sedangkan pada kelompok Lactobaccilus acidophilus mengalami feses diare hal
ini bisa dikarenakan masih dalam kondisi inflamasi dari fase penyembuhan luka

tetapi tidak parah sepeti kelompok perlakuan K+ (Gambar 5.1). untuk kelompok
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perlakuan P1 terlihat termasuk kedalam feses kategori 2 (Normal) hal ini
menandakan bahwa Sinbiotik ekstrak kopi robusta dan bakteri Lactobaccilus

acidophilus dapat menurunkan tingkat diare pada mencit., sedangkan kelompok
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perlakuan P2 dan P3terlihat feses pada kondisi diare (Tabel 5.1) hal ini
dikarenakan karena dosisi ekstrak kopi yang lebih tinggi, kopi mengandung
kafein, jika berlebih dapat menyebabkan adanya iritasi pada vili vili usus yang

menyebabkan absorbsi usus terganggu dan feses diare (Aryanu, 2016).

Tabel 5.1. Tampilan Feses Pada Mencit

Perlakuan Tampilan Feses Kriteria Diare Keterangan
Kontrol negatif (K+) - Berbentuk Lonjong, Feses Normal Normal

- Warna Hitam,

- Solid.
Kontrol Negatif (K-) - bentuk tidak lonjong, | Feses diare Diare

tidak bulat,

- warna coklat mentah
- lembek, berlendir

Kontrol ~ Lactobaccilus | - bentuk agak bulat, Feses kategori 4 Diare
acidophilus (KL) - warna coklat

- lembek
Perlakuan 1 (P1) - berbentuk lonjong, feses kategori 2 Normal

- warna coklat tua.
- Tidak terlalu keras

Perlakuan 1 (P2) - bentuk lonjong, Feses kategori 3 Diare
- warna coklat
- agak lembek

Perlakuan 1 (P3) - bentuk lonjong, Feses kategori 3 Diare
- warna coklat
- agak lembek
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Mekanisme dari sinbiotik ekstrak kopi robusta dan bakteri Lactobaccilus
acidophilus dimana mengandung bakteri patogen antara lain melalui sifat
antibikroba dengan menghambat kolonisasi bakteri dengan merusak integritas
membran bakteri (Lou, et al, 2011). Asam klorogenat akan menghambat inflamasi
sehingga akumulasi cairan dan hipersekresi cairan usus sebagai bentuk respon
inflamasi pada usus akan terhambat (Tenorio et al.,2016) dan bakteri
lactobbacilus mengeluarkan bakteriosin berfungsi dalam penghancuran sel target
dengan pembentukan pori atau penghambatan sintesis dinding sel bakteri patogen

(Kailova, 2010).

Gambar 5.1 Feses Tikus Percobaan, (A) Feses Mencit P1 (B) Feses Mencit P2; (C)
Feses Mencit P3
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Dilakukan uji Sensitifitas dengan menggunakan metode Disk Diffusion
Test pada ekstrak Kopi robusta dengan persentase 10%, 20%, 30%, 40%, 50%

dan 60% sebanyak 20 mikrolit terhadap bakteri Lactobaccilus acidophilus,
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dengan kontrol (+) menggunakan antibiotik Gentamycin dan control (-) dengan
blank disc isi aquades 20 mikrolit pada media MRSA + CaCO3 1% dengan hasil

(Tabel 5.2)

2. Lactobacillus Acidophilus

Media Ulangan | (+) Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak
ke (Genta) | 10% 20% 30% 40% 50%
MRSA |1 08c¢cm |- - - - -
2 08cm |- - - - -

Dengan hasil diatas dapat dilihat bahwa dengan persentase 10% - 50% ekstrak
kopi robusta tidak menghambat pertumbuhan dari bakteri Lactobaccilus
acidophilus, sehingga ekstrak kopi robusta dapat dikombinasikan dengan bakteri

Lactobaccilus acidophilus.
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5.2 Pengaruh Pemberian Kombinasi Ekstrak Kopi Robusta Lampung dan
Lactobaccilus acidophilus Terhadap Jumlah Relatif Sel IFN- ¥

Pada penelitian ini dilakukan dengan metode flowcytometri untuk
mengetahui jumlah relatif sel IFN- y dengan pengambilan organ lien. Data yang
didapatkan dianalisis dan mendapatkan hasil rata rata IFN- y tertinggi pada nilai
K+, dan pada kelompok perlakuan KL, P1, P2 dan P3 mengalami penurunan dari
rata rata K-. Hasil rataan terendah pada perlakuan P1. Grafik hasil rata-rata

jumlah relatif sel IFN- y berdasarkan flowcytometry ditunjukkan Gambar 5.4
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Gambar 5.2 Grafik Rata-Rata Jumlah Relatif Sel IFN- y

Selanjutnya hasil flowcytometri di analisis menggunakan SPSS Statistic 21
dengan uji normalitas (Lampiran 12) dan uji homogenitas yang menunjukkan
data terdistribusi normal dan homogen, selanjutnya dilanjutkan dengan uji statistik
One Way Annova dan dilanjutkan dengan Uji Tuckey. Hasil menunjukkan bahwa
kombinasi Lactobaccilus acidophilus dan ekstrak kopi robusta lampung dapat

menurunkan jumlah sel IFN- y secara nyata pada Tabel 5.3
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Tabel 5.3 Tabel Rata Rata Jumlah Relatif Sel IFN- y
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Perlakuan Ulangan Total Rata-Rata+ Std
1 2 3 4 Deviasi

K- 0,85 1,64 2,71 2,1 7,28 1,82+0,78°

K+ 15,73 5,33 4,39 3,38 18,83 4,7+1,04°

KL 2,41 2,8 0,15 0,09 5,45 1,36+1,44°

P1 2,39 0,27 0,41 0,49 3,56 0,89+1,04%

P2 2,49 3,2 3,41 2,63 11,73 2,93+0,44%
P3 3,41 4,38 4,26 4,93 16,98 4,24+0,62°

Ket : notasi yang berbeda menunjukan perbedan yang signifikan (p<0,05)

Pada penelitian ini menunjukan rata rata kelompok kontrol negatif
(K-) memiliki perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol postif (K+).
Pada nilai K- memiliki niai 1,82+0,78% yang menunjukan bahwa pada kondisi
sehat IFN- y tetap ditemukan dalam tubuh, karena berfungsi dalam menginduksi
dan memodulasi berbagai respons imun dalam tubuh seperti respon imun terhadap

infeksi virus, beberapa infeksi bakteri dan protozoa (Tau and Rothman, 2014).

Pada perlakuan K+ mempunyai nilai tertinggi yakni 4,7+1,04° dikarenakan
pada kelompok K+ diberikan perlakuan induksi bakteri Salmonella enterica
dengan dosis 10 CFU/mI, dengan ini tubuh akan merespon antigen yang masuk
dalam tubuh, IFN-y yang akan mengaktivasi makrofag, sehingga terjadi
peningkatan untuk membunuh bakteri yang sudah terfagositosis dan terjadi

produksi isotipe antibodi (IgG2 pada mencit) yang akan mengopsonisasi bakteri
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dan mengaktivasi sistem komplen yang akan melisis sel yang terinfeksi (Abbas et

al., 2003).

Pada kelompok perlakuan K+ tidak berbeda signifikan dengan P2 dan P3,
dan K+ berbeda signifikan dengan KL dan P1l. Kelompok perlakuan KL
merupakan mencit yang diinduksi bakteri Lactobaccilus acidophilus dengan dosis
10® CFU/mI hasil rataan yang didapatkan yakni 1,36+1,44% terdapat penurunan
dari nilai rataan K+, hal ini dikarenakan bakteri Lactobaccilus acidophilus
merupakan bakteri asam laktat yang kompetitif terhadap mikroorganisme patogen
saat adhesi di mukosa usus, mengeluarkan bakteriosin untuk menghambat
pertumbuhan bakteri Salmonella enterica dalam tubuh, dan adanya modulasi
respon imun spesifik yang menghasilkan sitokin antiinflamasi seperti 1L-4, IL-5,
IL-10 dan IL-13 yang bekerja untuk terhadap respon inflamasi yang berlebihan

sehingga terjadi penurunan nilai rataan dari nilai K+ (Hata et al., 2010).

Perlakuan P1, P2, dan P3 adalah perlakuan dengan pemberian sinbiotik
(Lactobaccilus acidophilus dan ekstrak kopi robusta Lampung) dengan adanya
peningkatan kosentrasi yakni 250mg/KgBB, 500mg/KgBB dan 750mg/KgBB.
Hasil rataan menunjukan bahwa nilai rataan terkecil pada nilai P1 yakni,
0,89+1,04% hal ini dikarenakan ekstrak kopi mengandung senyawa kimia seperti

saponin, tannin, flavonoid, alkaloid dan Asam klorogenik (Lampiran 10).

Alkaloid dalam kopi robusta akan bereaksi dengan senyawa asam amino
yang menyusun dinding sel dan DNA bakteri. DNA bakteri sebagai penyusun inti

sel akan terjadi perubahan struktur asam amino. Perubahan asam amino akan
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merubah susunan rantai DNA sehingga keseimbangan genetik DNA bakteri
mengalami kerusakan dan sel bakteri mendorong adanya lisis pada inti bakteri.

Lisis bakteri akan menyebabkan kerusakan sel bakteri yang mengakibatkan
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bakteri tidak mampu melakukan metabolisme dan bakteri akan inaktif dan hancur

(Gunawan, 2009).

Senyawa flavonoid dalam kopi akan merusak dinding sel bakteri, melalui
perbedaan kepolaran antara lipid penyusun DNA dengan gugus alkohol pada
senyawa flavonoid sehingga dinding sel akan rusak dan senyawa tersebut dapat
masuk ke dalam inti sel bakteri (Gunawan, 2009). Tannin mempunyai fungsi
antibakteri dengan cara terjadinya reaksi dengan membran sel, inaktivasi enzim,

dan destruksi atau inaktivasi fungsi materi genetik (Ajizah A, 2004).

Menurut Galves et al., (2017) asam klorogenat memiliki fungsi sebagai
antimikroba terhadap berbagai spesies bakteri dengan mengganggu permeabilitas
dinding sel bakteri. Kepekaan ini bergantung pada tebal struktur dinding sel antar
bakteri yang menyebabkan perbedaan dalam permeabilitas. Menggangu proses
adhesi bakteri patogen dengan merusak membran sel bakteri, menurunkan
aktivitas Nf-Kb dengan merangsang perubahan permeabilitas membran sel
menjadi ireversibel dan menyebabkan gangguan potensial membran sel bakteri
sehingga keluarnya makromolekul sitoplasma seperti nukleotida (Lou et al.,
2011). Kandungan dari Lactobaccilus acidophilus sebagai probiotik berfungsi
dapat menurunkan aktivasi NF-kB, dengan cara pemberian probiotik pada mencit
menghambat translokasi NF-kB ke dalam terpajan merupakan suatu model

nucleus (Couper et al., 2008) dan menghambat fosforilasi 1k-B (Asihing, 2018).
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Untuk memastikan pengaruh dari kombinasi ekstrak kopi robusta dan
Lactobacciulus acidophilus terhadap jumlah IFN- y maka dilakukan uji korelasi

spearman terlihat pada (Tabel 5.4).

Correlations

KELOMPOK IEN
Pearson Correlation 1 902"
KELOMPOK  Sig. (2-tailed) .000
N 12 12
Pearson Correlation 902" 1
IFN Sig. (2-tailed) .000
N 12 12

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Diketahui hasil positif yang berarti semakin tinggi kelompok perlakuan
maka akan semakin tinggi jumlah IFN- y, dan juga nilai signifikasi bernilai 0.00
yang dimana kurang dari 0.05 yang berarti sinbiotik ekstrak kopi robusta dan
Lactobaccilus acidophilus terhadap jumlah IFN- y berkorelasi, dan tingkat
keeratan sekitar 0.902 yang dimana termasuk dalam korelasi sempurna. Sehingga
dapat disimpulkan bahwa sinbiotik ekstrak kopi robusta dan Lactobaccilus

acidophilus berkorelasi secara kuat terhadap jumlah relatif IFN- y.

5.3 Hubungan Jumlah Relatif Sel CD4+ Dan IFN-y Terhadap Pengaruh
Pemberian Kombinasi Ekstrak Kopi Robusta Lampung dan Lactobaccilus
acidophilus
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Pada penelitian ini dilakukan dengan metode flowcytometri untuk
mengetahui jumlah relatif sel CD4+ dengan pengambilan organ lien dikarenakan

Sel T naive yang berasal dari kelenjar timus akan terbawa melalui sirulasi
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kedalam darah dan masuk ke dalam lien, hingga terdapat antigen masuk maka sel
T akan menyerang antigen dan kembali kedalam sirkulasi darah.

Data yang didapatkan dianalisis dan mendapatkan hasil rata rata CD4+
yang menghasilkan IFN- y Hasil rataan terendah pada perlakuan P1 dengan
pemberian ekstrak Kopi Robusta 250mg/kgBB dan Bakteri Lactobacillus
acidophilus 10 CFU/ml. Grafik hasil rata-rata jumlah relatif sel CD4++

menghasilkan IFN- y berdasarkan flowcytometry ditunjukkan Gambar 5.2

CD4+ HASIL IFN

= CD4 HASIL IFN
1,4
1,2
1 = — =
0,8 [RES—— _— E——
0,6 — = = E
== = == =
0,4 = E = =
0,2 a— [— — — [E— [E—
' =03= = = == = =
—_— —_— —_— % —_— —_—
0 = e — == — ==
K- K+ KLAC P1 P2 P3

Gambar 5.2 Grafik Rata-Rata Jumlah Relatif Sel IFN- y

Selanjutnya hasil flowcytometri di analisis menggunakan SPSS Statistic 21
dengan uji normalitas (Lampiran 13) dan uji homogenitas yang menunjukkan

data terdistribusi normal dan homogen, selanjutnya dilanjutkan dengan uji statistik
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One Way Annova dan dilanjutkan dengan Uji Tuckey. Hasil menunjukkan bahwa
kombinasi Lactobaccilus acidophilus dan ekstrak kopi robusta lampung dapat

menurunkan jumlah sel CD4+ yang menghasilkan IFN- y secara nyata pada
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Tabel 5.5

Tabel 5.5 Tabel Rata Rata Jumlah Relatif Sel CD4+ yang menghasilkan IFN- y

Perlakuan Ulangan Total Rata-Rata+ Std
1 2 3 4 Deviasi

K- 0,28 0,43 0,28 0,25 2,27 0,31+0,81°

K+ 1,0 1,58 0,81 1,0 3,25 1.09+0,33"
KL 0,55 0,49 1,0 1,0 1,1 0,76+0,27%
P1 0,24 0,15 0,19 0,25 0,83 0,20+0,04°

P2 0,88 0,92 1,75 0,84 4,39 1,1+0,43°

P3 1,01 1,16 1,77 0,73 4.67 1,16+0,43"

Ket : notasi yang berbeda menunjukan perbedan yang signifikan (p<0,05)

Dari data yang didapatkan dimana kelompok perlakuan K+ memiliki nilai
yang lebih tinggi dibanding K- hal ini dikarenakan Infeksi Salmonella enterica
pada mencit Strain BALB/C dengan dosis 10° CFU/mI akan menyebabkan adanya
respon imun dalam tubuh. Menurut Lehner, (2001) bakteri yang masuk dalam
tubuh akan memicu sistem imunitas tubuh secara non spesifik dengan cara
memusnahkan bakteri hingga cara spesifik dengan adanya pertahanan yang lebih

komplek dengan produksi antibodi dan sitokin.
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Bakteri Salmonella enterica masuk kedalam tubuh dan menembus epitel
dengan mengeluarkan T3SS-1 sehingga dapat mencapai lamina propia, bakteri
akan selalu berada di lokasi intraseluler di dalam sel fagosit seperti neutrophil dan
sel mononuklear (Suprapto, 2009). Keberadaan bakteri yang terdapat PAMP
(pathogen-associated molecular pattern) dapat dideteksi dengan ekspresi PRR
oleh sel fagosit. Adanya respon tubuh yang memproduksi sel T dan sel B, sel T
akan berdifferensiasi menjadi sel CD8+ dan sel CD4++. Sel CD4++ akan
menghasilkan beberapa sitokin seperti TNF-a, IFN- y, IL-2, IL15 dan IL-18 yang
merupakan fase adaptif yang esensial (Vasques et al., 2001). IFN- y yang
diproduksi olek sel NK sebagai respon dari IL-12 dan IL-18 akan meningkatkan
antibakterial dari makrofag yang bersifat nitric-oxide synthase (iNOS)-dependent
(Suprapto, 2009) sehingga pada perlakuan K+ memiliki tingkat imunitas yang
tinggi dibanding kelompok perlakuan K-.

Sedangkan pada K- sendiri masih terdapat nilai sel CD4++ hal ini karena
adanya sel limfosit T CD4+ yang belum teraktivasi pada mecit sehat, sel limfosit
T akan berproliferasi jika ada antigen masuk kedalam tubuh dan dikenali oleh
APC (Antigen Presenting Cell) (Akrom, 2013). Sel CD4+ akan differensiasi
menjadi sel T helper 1 dan sel T helper 2, yang akan membantu pematangan Sel B
dan aktivasi makrofag jika terdapat antigen.

Jika K+ dibandingkan dengan KL terdapat penurunan yang signifikan hal
ini dikarenakan adanya bakteri Lactobaccilus acidophilus sebagai bakteri asam

laktat (BAL) yang menginduksi adanya sel CD4+ akan berdefferensiasi menjadi
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Th2 yang terdapat sitokin antiinflamasi seperti IL-4 dan IL-5 agar sitokin tidak
bekerja secara berlebihan dan secara signifikan menurunkan kadar inflamasi.

Sedangkan pada perlakuan P1 mengalami penurunan yang signifikan
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dibandingkan perlakuan lainnya hal ini dikarenakan kombinasi ekstrak kopi
robusta 250mg/kgBB dan bakteri lactobaccilus acidophilus 108 CFU/mI dimana
kandungan efek pemberian ekstrak kopi robusta yang mengandung asam
klorogenik. Asam klorogenik merupakan Subgrup utama dari isomer asam
klorogenat pada kopi adalah asam caffeoylquinic (CQA), asam feruloylquinic
(FQA), asam dicaffeoylquinic (diCQA) dan asam pcouma-roylquinic (pCQA)
pada jumlah yang lebih kecil. Berfungsi menurunkan produksi histamin,
bradikinin, dan lekotrien sehingga pada akhirnya juga dapat mengurangi
peningkatan permeabilitas kapiler selama fase inflamasi (Seok et al., 2013). Asam
Klorogenik juga berfungsi untuk mengurangi produksi sejumlah mediator
proinflamasi, termasuk TNF-a, interleukin (IL) -1p, IL-6 dan interferon (IFN) -y
dalam sel makrofag (Hall et al., 2015). Kandungan alkaloid yang berada pada
kafein memiliki efek antiinflamasi, berperan untuk menghambat produksi tumor
necrosis factor alpha (TNF-0) yang dirangsang LPS dan merupakan antioksidan
kuat yang melindungi terhadap kerusakan sel yang disebabkan oleh radikal bebas
dan peroksida (Hall et al., 2015). Pemberian probiotik Lactobaccilus acidophilus
dapat meningkatkan absorbsi nutrien dengan memproduksi enzim proteolitik dan
melepaskan sejumlah asam amino bebas dan mensintesis vitamin yang sangat

dibutuhkan oleh pertumbuhan inangnya (Parvez et al., 2006). Sehingga dalam
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perlakuan P1 dengan dosis 250 mg/KgBB dapat secara efektif menurunkan
jumlah sel relatif sel CD4++ yang menghasilkan IFN- y.

Pada perlakuan P2 dan P3 hasil yang diperoleh tidak berbeda nyata dengan
K+ hal ini menandakan adanya inflamasi yang tinggi, hal ini dikarenakan ekstrak
kopi robusta dengan dosis 500mg/KgBB dan 750mg/KgBB dapat meningkatkan
iritasi pada usus, menurut (Wan et al., 2019) ekstrak kopi mengandung adanya
kafein, asam klorogenik, catechin dan procyanidin dimana dapat menyebabkan
adanya iritasi pada usus, karena dapat menyebabkan sekresi asam lambung dan
perlukaan pada usus sehingga adanya peningkatan inflamasi.

Untuk memastikan pengaruh dari kombinasi ekstrak kopi robusta dan
Lactobacciulus acidophilus terhadap jumlah sel relatif sel CD4+ yang

menghasilkan IFN- y maka dilakukan uji korelasi spearman, terlihat pada (Tabel

5.6)
Correlations

kelompok | IFNCDA4+
Pearson Correlation 1 7317
kelompok  Sig. (2-tailed) .007
N 12 12
Pearson Correlation 7317 1

IFNCD4+  Sig. (2-tailed) .007
N 12 12

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Diketahui hasil positif yang berarti semakin tinggi kelompok perlakuan
maka akan semakin tinggi jumlah CD4+ yang menghasilkan IFN- y, dan juga
nilai signifikasi bernilai 0.07 yang dimana kurang dari 0.05 yang berarti sinbiotik

ekstrak kopi robusta dan Lactobaccilus acidophilus terhadap jumlah sel CD4+
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yang menghasilkan IFN- y berkorelasi, dan tingkat keeratan sekitar 0.731 yang
dimana termasuk dalam korelasi sedang. Sehingga dapat disimpulkan bahwa

sinbiotik ekstrak kopi robusta dan Lactobaccilus acidophilus berkorelasi secara
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sedang terhadap jumlah relatif CD4+ yang menghasilkan IFN- y
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Lampiran 3. Perhitungan dosis

A.  Perhitungan Konversi dosis dan Penetapan Dosis Perlakuan
Rentan dosis ekstrak kopi robusta pada mencit yaitu 50-250 mg/Kg BB

secara peroral (Haque et al., 2013).

o Batas bawah (50 mg/Kg BB mencit 20 gr)

B.  Perhitungan Pemberian Lactobacillus acidophilus Sebagai Pelarut Kopi

Robusta Lampung

C. Perhitungan Volume Pemberian Ekstrak Kopi Robusta Lampung dan

Lactobacillus acidophilus.

P1
11 (9) = 250 mg/kg x =22 = 5.87 mg 8719 % 0.5 = 0.44 cc
IV (2) =250 mg/kg x 22 = 7.37 mg 2209 % 0.5 =055 cc
IV (3) = 250 mg/kg X 22254 = 6.87 mg S8 MI 0.5 =0.52 cc
1000 6.6
IV (4) = 250 mg/kg x 2259 = 637 mg _, 837™ 0.5 = 0.48 cc
1000 6.6
IV (5) = 250 mg/kg x "=l = 6.3 mg — 202 x 0.5 = 0.47 cc
IV (6) =250 mg/kg x 21605;];9 6.7mg —» —— 67mg X 0.5=0.5cc
28kg _ 7mg —
IV (7) =250 mg/kg X — oo = /Mg ———x05=053cc
Keterangan:
Rata-rata=
P2
IV (12) = 500 mg/kg x W =13.5myg — 13'153’"9 X 0.5 =
0.51 cc
IV (13) = 500 mg/kgx1000 =13 mg 13mg><05—OSCc
IV (14) = 500 mg/kg x =8 = 12.75mg  — "2 x 0.5 = 0.49 cc
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IV (15) = 500 mg/kg x =% = 13.2mg

IV (16) =500 mg/kg % Zfoil(jg 14.4mg
0.55 cc

IV (17) =500 mg/kg % 216060’;“q 13.3mg
0.51 cc

IV (18) = 500 mg/kg % W = 13.5mg

Keterangan :

Rata-rata

P3

IV(8) = 750 mg/kg x 22259 = 21.45mg

1000
0.51 cc

28kg _
IV(9) =750 mg/kg X —— o0~ 21mg

27 kg

IV(19) = 750 mg/kg X —— w000~ 20.25mg
0.48 cc

IV(20) = 750 mg/kg x ===-2 = 20.85mg
0.49 cc

IV(21) = 750 mg/kg x 22 = 20.1mg
0.47 cc

IV(22) =750 mg/kg X 285kg = 21.37mg
0.5cc

IV(23) = 750 mg/kg x 2259 = 21.52mg

1000
0.51 cc
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13.2m
5= o 0/5=0.5cc
14.4
— Lz X 0.5 =
13
13.3
— = X 0.5 =
13
13.5m,
— 9% 0.5=0.51cc
21.45
— M % 0.5 =
21
21m
229« 0.5=0.5cc
20.25
— == T9% 0.5 =
21
20.85
— 22T % 0.5 =
21
20.1
— g X 0.5 =
21
21.37
— i X 0.5 =
21
21.52
— =05 =
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Lampiran 6. Identifikasi Bakteri Salmonella enterica

Pewarnaan Gram S. enteritidis

Lampiran 7. Identifikasi Bakteri Lactobaccilus acidophilus

Uji Katalase L. acidophilus (-)

D

LOKASI s MIKIORIOLOGY
KODE BARANG
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Lampiran 8. Uji in vitro pengaruh Kopi robusta terhadap Lactobaccilus

acidophilus
. Lactobacillus Acidophilus

Media Ulangan | (+) Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak | Ekstrak
ke (Genta) [ 10% 20% 30% 40% 50%

MHA 1 TIDAK TUMBUH
2

MRSA 1 0.8 cm - - - - -
2 0,8 cm - - - - -
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= Lampiran 10. Uji TFC dan LC-Ms Kopi robusta
§ Rekapitulasi Perhitungan TFC
(%o ]
q‘?.)_ NO NAMA SAMPEL Hasil
= 1 | Total Flavonoid Content (ug/g) 11,815.33
2 | Alkaloid (Kualitatif) Positive
3 | Tanin (Kualitatif) Positive
3 | Saponin (Kualitatif) Positive
REKAPITULASI PERHITUNGAN STANDARD CHLOROGENIC ACID
g STAI\\II\?S:RD (u';?ﬂi') (Area) K?pNg?rﬁI)HT SHain
nd QENCStd ¢4 ¥Y° 90,094.32 | 0.71 95.10
] |Q@a-CA_SW<e b 88,287.94 | 0.70 93.21
ad_CGA_Std @0 e 88,200.36 | 0.70 93.11
nd_CGA_Std ¥k 150 '/ 195 247.80 | 1.54 102.63
A\ |"I_CGA_SH 52 150 | 192 531.38 | 1.52 101.20
nd_CGA_Std_53 150 | 189,199.46 | 1.49 99.46
nd_CGA_Std_61 300 1 39362559 | 3.10 103.27
ysitaf @\ COA_Std_62 300 | 3g3088.47 3.0 100.51
BYRPGA_Std_63 300 | 395696.87 | 3.11 103.81
[d_L oA SN 6.00 | 763591.88 | 6.00 100.08
4 | Nd_CGA_SW 72 6.00 | 769,446.06 | 6.05 100.84
Byt 6:00y5| Unygsa72573'6/62 100.28
§ BatiAye Gt 900 | 113720589 | 8.94 99.34
ﬁ g o | HA_CGATSIC 02 900 1 1 150,663.98 | 9.05 100.51
E e e 2 900 | 4 14054205 | 8.97 99.62
=
/M
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= 1,4E+06 -
<a?
B
1,2E+06 -
y = 127281x + 687,79
2 =
1 0E+06 R2 = 0,9997
 8:0E+05 -
o
< 6,0E+05
4,0E+05 -
2,0E+05 -
0,0E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
- 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Konsentrasi (ug/mL)
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b Case Processing Summary

=2

(%) kelompok Cases

o

(=1 Valid Missing Total

<a?

e N Percent N Percent N Percent
K- 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
K+ 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
KL 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%

cd4
P1 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
P2 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
P3 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
Tests of Normality
kelompok Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
K- ,279 4 ,860 4 ,259
K+ ,298 4 ,848 4 ,220
KL ,279 4 ,938 4 ,642
cd4

P1 ,213 4 ,979 4 ,898
P2 ,311 4 ,915 4 ,511
P3 ,299 4 ,917 4 ,523

a. Lilliefors Significance Correction

Test of Homogeneity of Variances
cd4

Levene Statistic dfl df2 Sig.

5,818 5 18 ,002

§
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) ANOVA
8 cd4
; g Sum of Squares df Mean Square F Sig.
% Between Groups 218,972 5 43,794 5,322 ,004
= Within Groups 148,133 18 8,230
Total 367,106 23
cd4
Tukey HSD?
kelompok N Subset for alpha = 0.05
1 2
P3 4 14,0475
P2 4 14,2450
K+ 4 15,5550
KL 4 17,1825 17,1825
P1 4 20,4000 20,4000
K- 4 22,0100
Sig. ,055 ,215

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.
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‘o
o
[ = 18 .
[<B) Case Processing Summary
—
KELOMPOK Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
K- 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
K+ 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
KL 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
CD4IFN
P1 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
P2 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
P3 4 100,0% 0 0,0% 4 100,0%
Tests of Normality
KELOMPOK Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
K- ,394 4 773 4 ,062
K+ ,365 4 ,837 4 ,188
KL ,306 4 779 4 ,070
CD4IFN
P1 ,258 4 ,917 4 ,519
P2 ,408 4 ,700 4 ,012
P3 ,257 4 ,945 4 ,682
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
CD4IFN
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2,308 5 18 ,087
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= ANOVA
p=d CDA4IFN
% Sum of Squares df Mean Square F Sig.
= Between Groups 3,602 5 , 720 7,440 ,001
Within Groups 1,743 18 ,097
Total 5,345 23
CD4IFN
Tukey HSD?
KELOMPOK N Subset for alpha = 0.05
1 2
P1 4 ,2075
K- 4 ;3100
KL 4 ;7600 ;7600
p2 4 1,0975
K+ 4 1,0975
P3 4 1,1675
Sig. 173 460

Means for groups in homogeneous subsets are
displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.

Lampiran 13. Hasil Uji korelasi IFN-y

Correlations

KELOMPOK IFN
Pearson Correlation 1 902"
KELOMPOK  Sig. (2-tailed) .000
N 12 12
Pearson Correlation 902" 1
IFN Sig. (2-tailed) .000
N 12 12

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Lampiran 14. Hasil Uji korelasi CD4- IFN-y

Correlations

kelompok

IFNCD4

kelompok

IFNCD4

Pearson Correlation
Sig. (2-tailed)

N

Pearson Correlation
Sig. (2-tailed)

N

1

12

ok

731
.007
12

*k

731
.007

12
1

12

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Lampiran 15. Hasil Flowcytometri

(K+)

Data.001 - Data.001
2] (=
£ -
=
z= 2
g T
% WL
= E3
7 £
7 £

400
1

200
L

o 200 800 800 1000 102 10% 10t
FSC-Haight ©D4 FITE
Guadrant Statistics
File: Data 001 Sample ID: k pos 1 - spl
Acquisition Date: 27-Jun-18 Gate: G1
Gated Events: 15000 Total Events: 13283
X Parameter: CD4 FITC (Log) ¥ Parameter: IFNg PE-CyS (Log)
Cuad Location: 20. 18
Quad Events 5 Galed % Tolal
o 880 573 446
R 46 031 o024
LL 11915 To.43 6177
LR 2178 1453 1130
- Data.002 - Data.002
2 =
=27 .
g e
B el
@ 2
@ £
s
=
s
= T T T T e T T
a00 1000 10! 10% 104

400 £00
FSC-Haight

CDAFITC

Quadrant Statistics

File: Data.002
Acquisition Data: 27-Jun-19
Gated Events: 15000

X Parameter: CO4 FITC {Log)

Quad Location: 20, 18

Quad Events % Gated

¢ Total

w 800 533 3.30
R 27 1.58 0.08
L 11130 T420 4594
R 2833 1883 11.89
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Sample ID: k.pos.2 - spl

Gate: G1

Total Events: 24226

W Pasameter: IFNg PE-OyS (Leg)



.aC.|

ub

>\ Data.003 - Data.003
EN =]
B =
¢ 24
° mm— = 2
(%]
=27 2
[ e 1 ) T
=) : gty
& £
B G H
=4 T T y & T T
o 400 00 1000 109 10! 102 10% 10
FSC-Height CD4 FATC
Quadrant Statistics
File: Data.003 Sample ID: k pos.3 - spl
Acquisition Date: 27-Jun-19 Gate: G1
Gated Events: 15000 Tolal Events: 22930
X Paramster: CD4 FITC iLog) ¥ Parameter- IFNg PE-CyS (Log)
Quad Location: 20. 32
Guad _Events % Gated % Total
o €58 aag  2a7
R 122 o081 083
LL 11383 7505 49.69
LR 2826 1884 1232
Data 004 - Data.004
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Cuadrant Statistics
File: Data.004 Sample ID: k_pos.d - spl
Acquistion Date: 27-Jun-19 Gate: G1
Gatad Events: 15000 Total Events: 22784
X Paramster: CD4 FITC {Log) ¥ Pasametar- IFNg PE-CyS (Log)
Quad Location: 20. 18
Cuad _Events % Gated % Total
o To7 348 223
LR 82 055 096
LL 12430 8287 S54.58
LR 1981 1321 8.69
Data.007 - Data.007
= =
=g =
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27 ' £
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Quadrant Statistics

File: Data. 007

Acquisition Date: 27-Jun-13
Gated Events: 15000

X Parameter: CDA FITC (Log)
Quad Location: 20, 18

Quad Events % Gated % Total
w 128 0.85 0.57
123 42 024 019
18 12553 8368 5612
LR 277 1518 1014

Sample ID: kneg.2 - spl

Gate: G1

Total Events: 22367

¥ Pasameter- IFNg PE-CyS (Log)
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Quadrant Statistics
File: Data 008 Sample ID: kneg 3 - spl
Acquisition Date: 27-Jun-12 Gate: @1
Gated Events: 15000 Total Events: 22002
X Parameter: CD4 FITC (Log) ¥ Parameter: IFNg PE-CyS (Log)
Quad Location: 2. 18
Quad _Events % Gated % Total
o 248 164 101
LR 65 043 029
L 11929 7953 5400
LR 2780 1840 1249
Data.009 Data.009
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Quadrant Statistice
File: Data.002 Sample ID: k.neg.4 - spl
Acquisition Date: 27-Jun-19 Gate: G1
Gated Events: 15000 Total Events: 23824
X Paramster: CD4 FITC (Log) ¥ Farametar: IFNg PE-CyS iLog)
Quad Location: 20, 18
Quad Events % Gated % Total
L a6 271 170
LR 196 131 oaz
LL 9855 8570 4147
LR 4543 3028 19.07
- Data.010 - Data.010
== =
7 G
% 2=
@ F
2_ T
1000 102 10% 104

100 800
FSC-Haight

D4 FITE

Cuadrant Statistics

File: Data 010

Acquisition Date: 27-Jun-19
Gated Events: 15000

X Parameter: CD4 FITC (Log)
Quad Location: 20. 18

Sample ID: kneg 5 - spl
Gate: G1

Total Events: 24467

¥ Parametar: IFNg PE-CyS (Leg)

Qusd  Events % Gated 5 Total
o 315 zi0  1.28
LR 025 016
L 13188 8799 5395
R 1448 265 592
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Ouadrant Statistics
File- Data 011 Sample ID- P1.1 - spl
Acquisition Dats: 27-Jun-10 Gate: G1
Gated Evenls: 15000 Total Events: 22735
X Paramater: CD4 FITC (Log) ¥ Parametar: IFNg PE-CyS (Log)
Quad Location: 20, 18
Quad Events % Gated % Tota
. ass  2ag  1a7
LR 36 024 018
LL 11688 7708 5141
LR 2017 19.45 1283
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‘Quadrant Statistics

File: Data.013
Acquisition Date: 27-Jun-19
Gated Events: 15000
¥ Parameter: ©DA FITC {Log)
Quad Location: 20. 18

Sample ID: P1.3 - spl
Gate: G1

Total Events: 21518
 Paramater- IFNg PE-CyS (Log)

Quad Events % Gated % Total

o 1 037 0.
LR 22 015 0
L 1740 7827 54
R 3197 2131 14,
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Quadrant Statistics

File: Data.014

Acquisition Date: 27-Jun-18
Gated Events: 15000

X Parametes: CO4 FITC (Log)
‘Quad Location: 20, 18

Quad Events % Gated % Total
u 62 041 0.29
R 2 019 013
LL 11880 707 5461
LR 3049 2083 1404

Sample ID: P1.4 - spl
Gate: G1

Total Eventa: 21718

Y Parameter: IFNg PE-CyS (Log)

10
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Cuadrant Statistics
File: Data.015 Sample ID: P15 - sgd
Acquisttion Data: 27-Jun-19 Gata: G1
Gated Evants: 15000 Tatal Events: 22147
X Paramster: CD4 FITC (Log) * Paramatar: IFNg PE-GyS (Log)
‘Guad Location: 20. 18
Cuad _Events 3 Gated % Total
oo EE] C.48 033
e a8 .25 017
L 1isiz 7egs  saaa
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Quadrant Satistics
File: Data.01€ Sample ID: P21 - spd
Acquisition Date: 27-Jun-19 Gate: G1
Gated Events: 15000 Total Events: 19433
X Parameter: CD4 FITC (Log) ¥ Parametar: IFNg PE-Cy5 (Log)
Quad Location: 20. 18
Quad Events % Gated % Total
L an 2.49 192
LR a7 0.58 045
L. 12867 8578 &621
LR 1673 11.15 a1
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Quadrant Statistics

File: Data.017
Acquisiion Date: 27-Jun-18
Gated Events: 15000
% Paramster: CD4 FITC (Log}
Guad Location: 20. 13

Sample ID: P2.2- 5l
Gate: G1

Total Events: 20201

¥ Parameter: IFNg PE-Cy5 (Lag)

Quad Events % Gabed % Total

w 480 3.20 233
R 132 0.8 0.65
L 12305 8203 &0
LR 2083 13.88 1031
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‘Quadrant Statistics.
File: Data.018 Sample ID: P2.3 - spl
Acquisition Date: 27-Jun-19 Gate: G1
Gated Events: 15000 Total Events: 22403
X Parameter: CD4 FITC (Log) ¥ Parameter: IFNg PE-CyS (Log)
Cuad Location: 20. 18
Quad Ewvents % Gated % Total
w 511 aan 223
LR 138 0.92 0.62
LL  11€7e 7784 5212
LR 2675 1783 11.04
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Cuadrant Statistics

File: Data.020

Acquisition Date: 27-Jun-19
Gated Events: 15000

X Parameter: CD4 FITC (Log)
Cuad Location: 20. 18

Quad Events % Gated % Total
L 395 283 1.77
LR 126 0.84 0.57
LL 12833 8555 5761
LR 1648 10.97 Tag

83

Sample ID: P25 - spl

Gate: G1

Total Events: 22275

Y Parametar: IFNg PE-CyS (Log)



