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ABSTRACT

Background malaria fever is a discuse that is <till & problem in developing countrics, Flosmodium berghei is u
Foe wrlentive imtraceliular parasiie. so the immune system thit plays o rode is the cellubur system: Morinds citritolia
is & rahronal medicinal plam i comains many scive compousds tha can reduce the munber of mojaria
parxsitemia. Proving the immuonomadukatory effect of ethansl extract of mormdn citrifolia on phagocyiosis
activity of Balh /¢ mice infected with Plasmostium berghe:, The data were obtuingd friom calculating the number
of phagecyiosis activity of macrophage cells in each Field of view, A different west for macrophage phagocyvbosis
wang Uhne Way ANOVA followed by Post Hoct Test, Method this type of research 15 expenmental wath the
dbesign of the post-test only comral groap design in experimental animals bufb £ ¢ mice consisting of 24 male
i, divaded anva 4 groups, (K s e cotsel group goven Aguatadest, sl tee Geatnend growp (00, P2 13
which was given exzact norida cirifilia with stratified doses (0063 mug | kgBb S day, 1228 mg ' ke Bb Fday,
256 mg f kglih 1 |.I:|.1I.I:|. The trestmend pPrmess Wik given for 13 rl:q.ﬂ-: amel on the fh rla:.' wis mlecied with
Plusmrsdinm berghes a8 much as 0.1 ml x |0k intrapecijoneally. On the 14th day . peritoneal fTued solation was
carried out folbowed by an examinnizon ol micraphiape cell phapocyioses achivity, Resull ethanol exiract
Muorinda citrifolio cun increuse macrophage phagoc yiosis. betwesn control and treatment PL, P2, und P3 have
signifscant differences, bul bedwesn tréatments; there is no significont difference. Conclusion, Ethunol extract
ol Moninda citrfolia in various doses can inencase e phagioyiosis of macroplages i Babl /o mice infocted
with Plasmodlism besghei,,

Keywords: Phagacviosy of macropiages, Moriada ofieffolin, PMavmedinm berghed
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UJI EFER IMUNOMODULATOR ERKSTRAK ETANOL DAUN MENGKUDU
(MORINDA CITRIFOLIA) TERHADAP AKTIVITAS SEL MAKROFAG PADA
MENCIT BALB/C YANG DIINFEKSI PLASMODIUM BERGHET

ABSTRAK

Latar Belakang Demom milaria merupakan penvakit vong masih menjidi masabih di negirs berkembing.
Plaseendion Berghel adalali Parasit intrascluler Takuliatifl, maks sistcm imunitas vang borperan yaim sisteny
sezlider. Morindn citriinlin rnrrlan.an famgiman ofad irmdraonal YINE Tn:ng.'l'rulung I:um:,l:\k SETIYEW kit yang
dapar menunnkan jumnlah Parasitemia mabicz, Membuktikan efek imunomodulator cketrak ctimal siorimda
citriflio lerhadap Aktivites fagositosis sel moakmfag mencil Balbic vang diinfeksi Plasmodivm berghed. Dot
dhiperolel dar peaghiingan jemlsh aktivitas fagesitosts sel mokrofayg serap lapang pardang.. Uji beda untuk
fagosiosis makrofoe mengrunakan Oae Way ANOVA vang diteruskan dempan Pos Focd Tee, Metode penis
penelitian inl adalah eksperimental dengan rangeanean tfee poss fest oady comnrrod grag design pada hewan coba
menc il hadbie yamgp terdhing care 24 elor mencil jamtam, |:|I'h-:|g1 menjxi 4 kr:ll:lrlq'.uﬂ-:. Ik |:|=n_1|'|||k:|.11 I-cn:'km'lka
komrel o ben Aquabsdest, dan keloanpok perbikunn (P12 P32} vang diben cksirak owerindi cirifedie dengan
dosis bertingkar (064 meEpBhhani, |28 mg'keBbdari, 2.56 mp'kgBb/hariy, Proses perlakunn diberikan
selamg 13 hari dan pada lan ke-6 dindeksi dengan Plevanwdiom Pergfeed sobanyak 001 ol % 10" seear
mirapenitenesal. Han ke-14 dilakukan fsolesi cairan peritoreum dilanpekon pemeriksaan Aktvitas fogositosis
sel makrofag, Hasil ekstrak etonol Morinda citrifoia doput meningkatkan fagositosis makrofag., antar kontrof
dengzan perlakozn PLP2 dan 3 mempunyval perbedaan vang signifikan, akan tetagd antar perlakuan ndak ada
r.\:l"."ll’.'i.l.'l.‘ll.'l yaing xig:nil'lJ-:im Hq:mmpul.'m Eksirak etannl Morfmdn cetritodig I'rcrhil.pili. cleras :I:l.]:ml nmnlnr[k:lk.an
fosrosilosis makrofag pads mencit Babl'c yang diinfeksi Plassendiion bergher,

Kata Boonwel: Fapoaiosiy Makrafug, Morinda clrifolio, Plaomodiom berplie

PENDAHULUAN

Brata World flealth Chrganization pada whun 2015 tenqadi 214 juta kasus malana dan
AIR000 kematian, Scbanyak 88% kasus dan 90% kematian terjadi di Alrika, mengambil
kehidupan scorang anak di bawah usia 5 tabun setiap 2 menit ', Indoncsia memiliki resiko
tingu penyakil malarin don tabom 2H05-2015 sebanyak 82% kasus yang bersal dan Papua,
Papua Barat, Maluku dan Maluku Utara . Kasus malaria di Provinsi Bengkulu pada tahun
2015 berdasarkan pada pemernksaan laboratorium sebanvak 33.814 1anpa sedisan darah dan
28.333 pemeriksaan dengan sedisan darah, didapatkan 2631 dinvatakan positl malaria,
sehanvak | 874,944 penduduk di

Provinsi Benglulu beresiko terhadap penvakit malaria dengan jénis kelamin perempuan
dan Baki-luki-, Aropheles ditemukan diseluruh dunia kecuoali di antartika, dan dari 430 spesies
hanya 30-40 spesies vang mengirimkan malarda di alam *. Infeksi malara pada manusia dan
hewan disebabkan oleh parasit Plasmodiem yvang dinlarkan oleh nyamuk Anopheles

(mentransmisikan malaria juga pada manusia) dan menginfeksi hati setelah disuntikkan ke
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dalam aliran durah dengan gigitan nyvamuk betina yang tennieksic Plasmodium memiliki
kemampuan untuk menyebabkan malariz pada hewan, termasuk tikus (tikues). Infeksi
Plasmodium berghet juga mempengaruhi otak dan biss menvebabkan komplikasi serehral
pada tikus laboratorium ( 5). Banyak pendekatan telah dikembangkan untuk mengendalikan
mncaman nyamuk. salah salu seperti pemdekatan untuk mencegah nyamuk ditanggung
penvakit adalah dengan membunuh nyamuk pada tahap larva. Larvasida adalah cara sukses
mengurangi populasi ayamuk di tempat-tempat mereka berkembang biak sebelum mereka
muncul menjadi dewasa Pencepahan perkembangbiakan navamuk melaln  penggunann
larvasida adalah cara vang paling efektif uniuk melawan dengan imporrunation nvamuk ini
ﬁ.

Morinda citeifolia (Noni) adalah satu di antara banyak obat herbal yang digunakan secara
luas sclama 2000 tahun terakhir’, Daun mengkedu merupakan tanaman yang banvak terdapat
di Indonesia vang memiliki khasiat mampu menyembuhkan penvakit, dengan senyawa kimia
vang terdapat pada daun mengkudu yvaitu Pyeo-phorhide o, Pheophorbide a, Purpin 7, dan

H

Pheopharbide plhypolesper ®. Mckanisme Morinda  citrifolia sebagal  imunomodutator
dikarcnakan kandungan vang terdapat didalamnya antara lain adalah alkaloid, flavonoid,
tanin,dan lain-lain. Akan tetapi, yang berperan dalam peningkatan sisterm imun adalsh Pym-
phorhide a dan Pheophorhide Phypolesper,

Mckanisme Pwo-phorbide a  dan  Pheophorbide  Phypolesper  scbagai
imunomodulator pada Marinda cifrifolia kurang lebih sama seperty mekanisme pada tanaman
yang mengandung senyawa ini, yaitu dengan meningkatkan aktivitas [L-2 dan proliferasi
lmfosit. Sel CD4° skan mempengaruhi proliferasi limfosit kemudian menyebabkan sel Thi
teraktivisi, Sel Thl vang terakbivasi akan mempenganthin SMAF, yaitlu molekul-molekul
termasuk [FNy yang dapat mengaktifkan makrofag. Aktivasi makrofag dapat dibhat salah
salunya dengan meningkainya proses fagositosis makrofay dan meningkatnya produksi nitrit
oksida *

Dosis daun mengkudu yang digunakan pada penelitian ini di bagi menjadi tiga dosis
bertingkat  yaitu 0.64 mgkeBBhar peroral, 1.2¥ mgkegBBhan peroral dan 256
mg'kgBB/hart peroral mencil. Pemilihan dosis bertingkat i didasarkan pada dosis
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pengpunaan daun mengkudu di Masyarakat yang digunakan untuk pengobatan  malaria.
Dosis vang digunakon di Masyarakat untuk menpoabatt malana adalabh 10-100 gram,

kemudian dibitung dan dikonversikan kepada mencit sehinggn diperoleh dosis dintas *°

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penclitian eksperimental laboratorium dengan desain The Post
Test-Only Control Group yvang menggunakan hewan coba mencit Balb/c sebagai objek
penelitian. Perlakoan adalsh pemberian ekstrak etanol Morinda citrifolia dengan keluaran
adalah Aktivitas fagositosis sel makrofag pada cairan peritoneum mencit Balb/e diinfeksi
plasmodium berghei

Popalasi dan Sampel penelitian ini meliputi mencit janian strain Balb/c yang
diperolch dari Laboratorium Farmasi Unand Padang. Populasi adalah mencit Bailb/e berusia
8- 10 minggu beratnya 20-30 me. Sampel penelitian diperoleh dani populasi dengan cara
pengambilan sampel secara simple random sampling, kriteria inklusi dan eksklusi untuk
menghindan bias dalam pelakuan diambil sebagai berikut. Kniteria Inklusi @ Faktor ketunanan
mencit diamhbil dari populasi mencit yang secara genetik adalah homogen Strain Balb/c, tidak
ailn kelainan anatomis,  schat dan akof selama adaptasi, dan penempatin kandang
ditempatkan pada tcmpat vang sama di Laboratorium Imunologi Fakultas Farmasi
Universitas Andalas Padang.

Baban dan Reagen Daun Monnda citnfolia yang diperolch dani Rejang Lebong,
Bengkulu, Morinda citrifolin vang digunakan adalah davun yang masih segar, Plasmodium
bergher diambil dari Laboratorium Mitokondria dan Penyakit Infeksi Institut Riset Eijkman
Jakarta, Peritoneal Exudate Cell (PEC) mencil jantan straim Balb/c berumur 8-10 mingzu,
sehat, aktivitas dan tingkah laku normal, diperoleh dan Labomtorium Imunelogi Fakultas
Farmasi Universitas Andalas, dan Larutan Roswell Park Memorial Institute ( RPM ) komplit,
Bovine Serum (FE3) 10 %5, alkohal 708, msam asetal 3 %, Latex bends; methanol absolute,
(iiemsa 20%, Phosphate Buffered Saline (PBS). Alat-alat vang digunakan dalam penelitian
ini adalah: mikroskop, spuit disposable | ml, 10 ml, imbangan elektrik, objek glass, tabung
reaksi, kandang hewan coba, yellow din blue tip, mcubator CO2 5%, alat-alat bedah steril,
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laminar air flow, Elisa reader, pipet Pasteur, pipet Eppendorf, bilik hitung Neucbacur
improve, sentrifugasi sigma 310 AK vang dilengkapi pengatur subu, microplate 24 well dasar
rats, thermanox plasthc coverslip diameter 13 mm, fuloon blue max 15 ml poplpropylens
conical e,

Pengambilan Sampel daun mengkudu (Monnda citrifolia) yang telah dibersihkan
dengan cara pencuckan dengan air mengalir, kemudian dikeringkan dan diserbuk hingga siap
untuk di ekstraksi dengan metode maserasl. Pengolahan sampel diambil serbuk daun
mengkudu sebanyvak 400 gram. kemudian di maserasi dengoan pelanit etanol 96% selama 2
%24 jam. Simplisia vang vang telah dimaserasi dengan larutan ctanol disanng hingga di
peroleh filtrate. Filtrat pelarut tersebut divapkan dengan menggunakan alat rotary epavorator
sehunnea dihasilkan ekstrak kenng daun mengkudu.

Kelompok perlakuan hewan uji hewan coba dikelompokan menjadi 4 kelompok dan
masing-masing kelompok terdiri dari 6 ekor mencit jantan. Kelompok 1 sebagai kontrol
mencit hanya di ben aquades. Kelompok 11 di berikan ckstrak daun mengkudu dengan dosis
064 mg'kebb. Kelompok HI diberikan dengan dosis 1,28 mg'kgbb dan Kelompok 1V
diberikan dengan dosis 2,56 mg/kebb, Pada hari ke-1 sampai ke 13 mencit diberi zat uji dan
kontrol secara peroml dan han ke-6 mencit diinfeksi Plasmodium benzhe,

Llji Fagositosis Makrofag pada hari ke-14 diambil cairan cksudat peritoncal Mengcit
dibunuh dengan cara dislokasi servikal. Mencit diletakkan dalam posisi telentang, kulit
bagian perut dibuka dan dibersihkan dan selubung pentoncum dengan alkehol 70% dan
disuntikkan £+ 10 ml RPMI dingin ke rongga peritoncum. Kemudian didiamkan selama + 3
menil sambil digovang-poyvang secars perlahan (agar makrofag vang menempel di rongga
peritoneum dan i sekitar usus dapat terlepas dan tersuspenst dalam medium RPMI). Cairan
peritoneal dikeluarkan dan rongga peritoneum dengsn dilskukan penckanan organ dalam
dengan 2 jart, kemudian camran diaspirasi dengan tabung injeksi - Aspirat dipusingkan pada
1200 rpm, 400C selama 10 memit. Supernatan vang lerbentuk dibuang den kemudian
ditambahkan 3 ml medium RPMI komplit (mengandung FBS 10%). Jumlah sel dihitung
dengan hemositometer, kemudian di resuspensi-kin dengan medium Komplit sehingga

didapat suspensi sel dengan kepadatan 25x106ml. Suspensi sel yang telah dihilung
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ditumbubkan dalam plate 24 sumuran  yang telah diberi coverslips bulat. setiap sumuran
beerist 20400 pl (5 L05sel)

Sel diinkubasikan dalam inkubator CO2 3%, AT0C  selama 30 menit, kemudian
ditambahkan medium komplit | mi‘sumuran dan inkubasi dilanjutkan selama 2 jam. Sel
dicuc dengan RPMI 2x kemudian ditambahkon medivm komplit 1 ml/Sumuran dan inkubasi
dilanjutkan sampai 24 jam. Pemeriksaan Fagositosis Makrofag dengan Latex Beads,
Suspensi makrofag vang telah dikulur pada microplate 24 wells vang telah diberi coverslips,
setiap sumuran 200 pl (5x105), dimkubasi dalam CO2 5% 370C selama 30 mendt
Tambahkan medium komplit | ml sctiap sumuran, inkubasikan selama 24 jam. Makrofag
vang telah dikultur sehari sebelumnya dicuct dengan RPMI 2 kali. Latex beads
diresuspensikan sehingea didapatkan konsentrasi 10 kali lipat. Cuet 3 kali denpan PBS untuk
menghilangkan partikel vang tidak difagosit. Keringkan pada suhu ruangan, fiksasi dengan
methanol absolut. Setelah kering, coverslips dipulas dengan Giemsa 20% selama 30 menit.
Cucit dengan agquadest, angkat dan sumuran kultur dan keringkan pada suho kamar, Sctelah
kering di-mounting pada kaca objck. Kemampuan fagosit dihitung dan persentase sel yang
memfagosit partikel latex vang kemudian dihitung pada 200 sel dikali jumlah rata-rata
partikel pada sel yang positif dan dinviakan dalam indeks fagositosis, Data hasil penelitian

diolah sccara statistik menggunakan Analisisn varan (ANOVA) dilanjutkan dengan uji
Tukey HSD.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tabel 1. Hasil Analisis rerata Aktivitas Fagosiosis Makrofug masing-masing Kelompok

perlakun
Carima ] Mlean = 51T
K 5 0.142320 08742
Pl fi (LGET0x0. 9663 0|
B2 fh O 9A 2R 49311
3 3 .25 100ty 1
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Tabel | diketahui rerata Fagositosis makrofap pada Keempat Kelompok menunjukkan
kadar fagositosis makrofag yang meningkal seiring dengan penmgkatan dosis.

Tabel 2. Uji Post Hoe Test Perbedaan Indeks Fapositosis Makrofap masing-masing
Kelompok perlikuan

Group K Pl P2 P

K LEFLITI L] 0
rl T (578 0,244
" IELTER 0A7R 0730
F3 000 0244 073l

Tabel 2 diketahwi imdeks fagositosis makrofag tampak antara kelompok kontral (K)
dengan masing-masing kelompok perlakuan P1.P2.P3 terdapat perbedaan vang signifikan
dengan nilai P<0 035, sedangkan antara masing-masing kelompok perlakuan tidak verdapat
perbedaan yang signifikan,

Mencit yang digunakan dalam penclitian diperolch dan Laboratorium  Imunofogi
Fukultes Farmasi Universites Andalas Padsng. Banyaknys mencil yang digunakan adalah 24
ekor, di mana tiap kelompok dibagi menjadi 6 ckor. Mencit kemudian diadaptasikan selama
tujuh hari di Laboratoniom Imunologi Fakultas Farmasi Universitas Andalas Padang. Mencit
seluma disdaptasi diberi pakan standar dan minom. Mencit yang telah diadaptasi selama tajuh
hart kemudian dibert perlakusn yang terehibh dahulo ditimbang berat badunnya. Pemberian
ekstrak etanol Maorinda Citrifolia dengan dosis P1: (064 mgfhar. P2: 1,28 mg/har, P3: 256
mg'han dibenkan selama 13 han sebanyak dosis ekstrak dibag dosis laam ki berat badan
sama dengan ml‘han, hegitupula dengan kelompok kontrol diben aguadest mbhan, di mana
padi hari ke 6 mencit diinfeksikan Plassodium Berghei. Pengamatan DSk tethadap mencit
dilakukan pada han perfama sampai har ke 6 sebelum diinfeksikan Plassiodiom Berghet
yang akan dibamlingkan dengan kondisi mencit pasca diinfeksikan Plasmodivm Bergher.

Mencit pada Kelompok kontrol pada penelinan hari ke 5 mati sebelum dimfeksikan

Plasmodiam Berphei, wda beberapa kemungkinan mencit fersebut mati dalam penelitian.
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Pertama hisa disebabkan oleh stress yvang dapat menurunkon sistem imun, dimana stress ini
mempengaruhi sistem imun wboh melalul stmulasi sekresi kortisol dan adrenalin sena
berpengaruh terhadap pelepasan noradrenalin dan postganglion simpatik terminal saral di
pembuluh darah dan organ limfoad. Efek sistemik dari glukekortikoid dan katekolamin ini
mempengaruhi sitokin sehingga terjadi penurunan produksi sitokin yung dibutuhkan dalam
menanggapl infeksi bakterial melalui respon imun seluler.

Mencit pada kelompok P3 mati selama masa penelitian pada han ke 6 pascainfeksi.
Jumlah kematian 3 ekor. Kematian meéncit pada perlakuan P3 i seharusnya difakukan
penclitian  terhadap  organ-organnva, misalnya hepar dan  ginjal untuk meneniekan
mekanisme kematian vang tepat. Akan tetapi. dugaan penyebab kematian saat ini diduga
kandungan resin vang terkandung dalam ekstrak etanol Morinda Citrifolia. Kandungan resin
ini, apabila dikonsumsi terus mencrus dalam dosis yvang tinggi maka akan terjadi
terakumulasi zat toksin resin dalam twbuh yang akan menyebabkan efek samping pada sistem
saral yang bisa menvebabkan kematian,

Hasil penelitian ini adakah antara kelompok kontrol dengan perfakuan P1, perlakuan P2
dan periakuan P3 didapatkan perbedaan yang signifikan. Selain itu pada kelompok K, P1, P2
dan P3 menunjukkan peningkatan akiivitas fagositosis makrofag sesuai dengan peninglistan

dosis vaitu K< Pl< P2 < P3.

Infeksi Plasmodunm Bergher it mengaktifkan sistem imun selluler, Makrofag schagai
fagosit profesional, melakukan fungsi schagai efcktor, setelah sel diaktivasi oleh mikroba,
sitokin dan stimulos lonnye, Pemberian ekstrak etanol Morinda  Citrifolic mampu
mengaktivasi makrofag ¥ Peran makrofag yang teraktivasi dalam respon imun seluler ada 3
(1} memfagosit dan membunuh mikroba intrasel melalu produkst molekul mikrobisidal (2)
menstimulas: inflamas akut lokal (3) membersibkan janngan mati akibal proses infeksi
bakier dan reparasi jaringan '

Pheophorbide Phypolesper dalam suatu tanaman dapal memodulas: berbagai sistem
imun, Pheophorbide Phypolesper juga bemifol lipofilik yang dapat meérusak membran
mikroba. Pheophorbide Phypolesper ini bisa meningkatkan aktivitas 1L-2 dan prolifenssi
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limfosit, Sel CD4', akan mempengaruhi proliferasi imfosit kemudian menyebabkan sel Th
teraktivisi. Sel Thl vang teraktivasi akan mempengaruhi SMAF, yain molekul-molekul
lermasuk IFNy vang dapat mengaktifkan makrofag, schingea makrofag mengalami
peningkatan metabolik. motilitas dan aktivitas fapositosis secara cepat dan lebih efisien

dalam membunuh, bakteri atou mikroorganisme patogen =4,

SIMPULAN

Rerata fagositosis makrofag pada keempat kelompok menunjukkan aktivitas fagositosis
makrofag yang meningkat seiring dengan peningkatan dosis. Pemberian ekstrak etanol
Morinda Citrifolia berbagai dosis yang paling kuat efeknya 2.56 me/kgBB hari/mencit dapat
meningkatkan fapositosis makrofag pada mencit Ballve vang dunfeksi Plasmodiem Berghet
dibandingkan dengan vang tidak diberi ekstrak ctanol Morinda Citrifolia.
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