EFEKTIVITAS IMUNOMODULATOR EKSTRAK DAUN MACANG (Mangifera Foetida L.) TERHADAP SEL MAKROFAG TIKUS PUTIH (Rattus norvegicus)
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Abstract

Macang (Mangifera foetida L.) has potential as an herbal medicinal plant with antioxidant content, namely mangiferin. The aim of this study is to prove empirically that macang has a immunomodulatory effect through preclinical testing. This study use white mice (Rattus norvegicus) as experimental animals and Staphylococcus aureus as test bacteria. Rats were give leaf extracts of 3 varieties of orally for 7 days using 3 prescribe doses in ppm. On the 8th day, each  rats  was  induce by an intraperitoneal section with 0,5 ml of the bacterial suspension tested. Observation of peritoneal fluid through smear preparations includes 2 parameters, phagocytosis activity and capacity. The result showed that the immunomodulatory effects  on batu varieties were effective at dose 3, limus varieties and manis varieties were effective at dose 1. According to this research, it was concluded that leaf extracts of three varieties macang could be used as immunomodulators.
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Macang (Mangifera foetida L.) mempunyai potensi sebagai tumbuhan obat herbal imunomodulator dengan kandungan antioksidan yaitu mangiferin. Kandungan mangiferin pada macang lebih tinggi dibandingkan pada Mangifera indica, yaitu sebesar 2,56% (Purwaningsih et al. 2011). Hasil penelitian kandungan antioksidan ekstrak metanol daun macang diperoleh nilai IC50 9,653 ppm (Siswanty et al. 2017), sehingga berpotensi sebagai sumber bahan imunomodulator alami.  

Macang merupakan tumbuhan yang banyak tumbuh liar serta memiliki rasa buah yang asam. Rasa asam pada buah ini menjadi petunjuk adanya kandungan antioksidan yang tinggi dan mempunyai sifat imunomodulator. Namun, belum ada informasi melalui pembuktian secara empiris yang mendukung bahwa macang mempunyai efek imunomodulator. Syarat suatu tumbuhan dapat diakui dan dipercaya memiliki efek obat terhadap suatu penyakit yaitu apabila telah terbukti keamanan dan khasiatnya secara ilmiah dengan pengujian praklinis menggunakan hewan uji. Oleh karena itu, perlu dilakukan uji efektivitas ekstrak daun macang sebagai imunomodulator. Tujuan dari penelitian ini adalah membuktikan efek imunomodulator ekstrak daun tiga varietas macang dengan mengetahui respon aktivitas dan kapasitas fagositosis sel makrofag cairan peritoneal tikus putih setelah distimulasi ekstrak terhadap infeksi bakteri Staphylococcus aureus.

METODE

Alat dan Bahan



Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah peralatan gelas (gelas ukur, erlenmeyer, tabung reaksi), spuit possible 1 ml, sonde lambung, seperangkat alat bedah, kertas saring, pipet tetes, mesin serbuk, aluminium foil, hotplate, neraca analitik dan mikroskop. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel daun tiga varietas macang (batu, limus dan manis), tikus putih jantan (Rattus norvegicus) galur Wistar, isolat bakteri uji (S. aureus) koleksi Laboratorium Mikrobiologi, metanol, pewarna giemsa, garam fisiologis (NaCl) 0,85% dan media Mueller Hinton Broth (MHB).
Persiapan Hewan Uji

 
Tikus putih jantan galur Wistar berumur tiga bulan dengan berat badan 220-260 g ditempatkan di kandang hewan. Selama pemeliharaan dan perlakuan, hewan uji diberi minum akuades dan pakan standar secara ad libitum.
Pembuatan Ekstrasi Macang

Sampel serbuk daun macang dimaserasi dengan pelarut metanol, kemudian disaring dengan kertas saring. Filtrat diuapkan atau dipekatkan dengan rotary evaporator sampai terbentuk ekstrak yang kental.

Penetapan Dosis Hewan Uji

Pembuatan larutan stok yaitu 100 mg ekstrak kental dalam 10 ml akuades. Penggunaan dosis ekstrak daun macang menggunakan konsentrasi 1 ppm (0,001 mg/g), 10 ppm (0,01 mg/g) dan 100 ppm (0,1 mg/g).

Persiapan Medium


Medium dibuat dengan mensuspensikan 21 g media Mueller Hinton Broth (MHB) dalam satu liter akuades, lalu disterilisasi menggunakan autoklaf 121˚C selama 15 menit.

Bakteri Uji

Bakteri dari biakan murni ditumbuhkan dalam medium MHB cair sebanyak 10 ml lalu diinkubasi menggunakan shaker incubator pada suhu 37˚C dengan kecepatan rotasi 150 rpm. Selanjutnya dilakukan pengenceran menggunakan larutan garam fisiologis (NaCl) 0,85% untuk mendapatkan jumlah bakteri 108 cfu/ml.

Pemberian Ekstrak Macang per Oral

Hewan uji dikelompokkan secara acak dengan dibagi menjadi 12 kelompok dan masing-masing kelompok terdiri dari tiga ekor tikus.  Pemberian ekstrak dilakukan per oral selama satu minggu sesuai dengan dosis yang sudah ditetapkan.

Uji Fagositosis 

Pada hari kedelapan, setiap tikus putih diinduksi bagian intraperitoneal dengan 0,5 ml suspensi S. aureus dan dibiarkan selama satu jam. Setelah itu, tikus dibedah bagian perut. Kemudian cairan peritoneal diambil, dipulas pada gelas objek dan difiksasi dengan metanol selama lima menit, diwarnai dengan pewarnaan giemsa, didiamkan selama 20 menit, dibilas dengan air mengalir. Setelah sediaan kering, dilihat dibawah mikroskop menggunakan minyak imersi dengan perbesaran 1000x, dihitung aktivitas dan kapasitas fagositosis makrofag (Wagner et al. 1991; Ichinose et al. 1998).
Analisis Data

Penentuan perbedaan pengaruh ekstrak daun tiga varietas macang dengan variasi dosis terhadap aktivitas dan kapasitas fagositosis sel makrofag digunakan uji ANOVA (analysis of variance) satu arah (one way), dengan uji lanjut Duncant Multiple Range Test (DMRT) dengan program SPSS for Windows 23.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Imunomodulator  adalah kemampuan bahan (obat) untuk mengembalikan dan memperbaiki sistem imun yang fungsinya terganggu atau untuk menekan fungsi yang berlebihan (Baratawidjaja 2002). Fagositosis meliputi dua aspek, yaitu aktivitas dan kapasitas sel makrofag.  Pada pengujian efektivitas imunomodulator ekstrak daun macang, dilakukan pengamatan dan perhitungan terhadap aktivitas dan kapasitas makrofag (sel darah putih) dalam memfagositosis sel bakteri melalui gambaran preparat apusan cairan peritoneal.
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Gambar 1. Gambaran apusan cairan peritoneal. Keterangan A: Kontrol positif (stimuno), B: Kontrol nol (aquades), C: Kontrol negatif (CMC Na 1%). F: fagositosis, M: makrofag, S: bakteri S. aureus
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Gambar 2. Gambaran apusan cairan peritoneal ekstrak daun macang varietas batu. Keterangan A: Dosis 1, B: Dosis 2, C: Dosis 3. F: Fagositosis, M: makrofag, S: bakteri S. aureus
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Gambar 3. Gambaran apusan cairan peritoneal ekstrak daun macang varietas limus. Keterangan A: Dosis 1 , B: Dosis 2 , C: Dosis 3. F: Fagositosis, M: makrofag, S: bakteri S. aureus
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Gambar 4. Gambaran apusan cairan peritoneal ekstrak daun macang varietas manis. Keterangan A: Dosis 1, B: Dosis 2 , C: Dosis 3. F: Fagositosis, M: makrofag, S: bakteri S. aureus
 
Secara umum seluruh perlakuan pemberian ekstrak daun macang menunjukkan adanya aktivitas maupun kapasitas fagositosis.  Sel makrofag disebut aktif apabila mengalami pembesaran sitoplasma dengan tepi yang  jelas.  Sebaliknya makrofag disebut inaktif  jika sitoplasma kecil dan halus (Parawansah et al. 2018). Perbedaan antar kelompok perlakuan terlihat  melalui uji statistik ANOVA satu arah dengan dilanjutkan dengan uji DMRT. 
Tabel 1. Rerata Aktivitas Fagositosis

	
	Dosis 1
	Dosis 2
	Dosis 3
	K
+
	K

0
	K

-

	Batu
	75b
	85cd
	89cde
	
	
	

	Limus
	83c
	95ef
	93ef
	
	
	

	Manis
	85de
	89ef
	98f
	
	
	

	Stimuno
	
	
	
	90de
	
	

	Aquades
	
	
	
	
	66a
	

	CMC NA 1%
	
	
	
	
	
	62a
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Gambar 5. Grafik persentase aktivitas fagositosis oleh ekstrak daun macang
	Perlakuan
	Dosis 1
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	Dosis 3
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	CMC NA 1%
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Hasil uji ANOVA persentase aktivitas fagositosis sel makrofag dengan pemberian ekstrak daun macang diperoleh nilai P sebesar 0,000. Nilai P<0,05 artinya terdapat perbedaan yang nyata terhadap kemampuan aktivitas fagositosis sel makrofag tiap perlakuan pemberian ekstrak daun macang. Persentase rerata aktivitas fagositosis oleh perlakuan dengan pemberian ekstrak varietas batu dosis 1 menunjukkan berbeda nyata dengan kontrol positif yaitu dengan persentase aktivitas sebesar 74,67±2,08%. Hal ini menunjukkan bahwa dosis 1 pada varietas batu tidak efektif sebagai imunomodulator. Perlakuan pemberian ekstrak macang varietas batu tidak berbeda nyata dengan kontrol positif yaitu dosis 2 dan dosis 3, dengan persentase aktivitas fagositosis berturut-turut 85,00±7,81% dan 89,33±0,58%. Pemberian dosis 3 lebih efektif digunakan sebagai imunomodulator, hal ini karena nilai persentase yang sama dengan kontrol positif (stimuno) dengan aktivitas fagositosis sebesar 90,33±3,21%. Hal ini menunjukkan aktivitas fagositosis meningkat seiring  bertambahnya dosis.
Aktivitas fagositosis pada pemberian ekstrak daun macang varietas limus menunjukkan bahwa dosis 1 memiliki persentase aktivitas fagositosis paling rendah dibandingkan pemberian dosis lain sebesar 83,33±2,89%. Nilai tersebut  berbeda nyata dengan kontrol positif, artinya penggunaan dosis 1 belum dapat digunakan sebagai imunomodulator. Pemberian varietas batu meningkat pada dosis 2 sebesar 95,00±1,00% lebih tinggi dibandingkan dosis 3 sebesar 92,67±5,50% dan tidak berbeda nyata dengan kontrol positif. Hal ini menunjukkan bahwa dosis 2 dan dosis 3 mendekati kontrol positif yang artinya  efektif digunakan sebagai imunomodulator.

Persentase aktivitas fagositosis dengan pemberian varietas manis dosis 3 memiliki aktivitas paling tinggi sebesar 98,00±1,00%. Berdasarkan hasil uji DMRT dosis 3 berbeda nyata dengan kontrol positif. Hal ini berarti tidak efektif sebagai imunomodulator. Dosis 1 dan dosis 2 varietas manis memiliki aktivitas fagositosis yang berbeda nyata dengan kontrol nol dan kontrol negatif, yaitu masing-masing 91,00±3,00% dan 94,33±5,50%. Dalam segi aktivitas, kontrol positif tidak berbeda nyata dengan pemberian dosis 1 varietas manis. Hal ini menunjukkan bahwa dosis 1 efektif sebagai imunomodulator.  
Tabel 2. Rerata Kapasitas Fagositosis
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Gambar 6. Grafik nilai kapasitas fagositosis makrofag oleh ekstrak daun macang

Rerata kapasitas fagositosis pada kontrol negatif menunjukkan nilai paling rendah yaitu 81,67±2,08 dari 50 sel makrofag aktif dan berbeda nyata dengan seluruh perlakuan. Pemberian tiga varietas macang menunjukkan nilai yang tidak berbeda nyata dengan kontrol positif (stimuno), artinya pemberian serial dosis dari tiga varietas macang yang diujikan memiliki pengaruh yang sama seperti kontrol positif. Kapasitas fagositosis ekstrak daun macang varietas batu terjadi peningkatan seiring bertambahnya dosis. Dosis 2 dan dosis 3 memiliki nilai  yang tidak berbeda nyata dengan kontrol positif dengan kapasitas masing-masing yaitu 532,00±54,11 dan 557,33±268,42 dari 50 sel makrofag aktif. Namun, dosis 2 menunjukkan nilai lebih mendekati kontrol positif. Sehingga, lebih  efektif untuk digunakan sebagai imunomodulator.  


Kapasitas fagositosis ekstrak daun macang varietas limus menunjukkan seluruh serial dosis memiliki nilai yang tidak berbeda nyata dengan kontrol positif (stimuno) dengan nilai tertinggi pada dosis 2, yaitu 581,00±57,00 dan menurun pada dosis 3 dengan nilai 561,33±29,50 dari 50 sel makrofag aktif. Namun, dari seluruh penggunaan dosis pada varietas limus dosis 1 menunjukkan pengaruh yang sama atau tidak berbeda nyata dengan kontrol positif dengan nulai kapasitas fagositosis yaitu sebesar 462,00±29,00 dari 50 sel makrofag aktif.  Hal ini menunjukkan bahwa nilai kapasitas yang paling baik dalam memfagositosis sel bakteri adalah dosis terkecil, karena sudah menunjukkan kemampuan imunomodulator. Sehingga, dosis ini paling baik penggunaannya dibandingkan dengan dosis lain.

Pada kapasitas fagositosis dengan perlakuan ekstrak daun macang, varietas manis menunjukkan bahwa dosis 1 dan dosis 2 tidak berbeda nyata dengan kontrol positif yaitu masing-masing 369,00±44,06 dan 531,33±61,50 dari 50 sel makrofag aktif. Dosis 1 merupakan paling baik sebagai imunomodulator dikarenakan nilai kapasitas fagositosis  menyamai kontrol positif sebesar 404,33±3,21 dari 50 sel makrofag aktif. Dosis 3 memiliki kapasitas fagositosis dengan nilai lebih tinggi dibandingkan dengan dosis 1 dan dosis 2. Namun, nilai kapasitas fagositosis berbeda nyata atau tidak memiliki pengaruh yang sama dengan seluruh kelompok kontrol dan perlakuan lain yaitu sebesar 767,67±75,88 dari 50 sel makrofag aktif. Meskipun memiliki nilai kapasitas fagositosis tertinggi, dosis 3 varietas manis kurang efektif digunakan sebagai bahan imunomodulator.  Berdasarkan rerata nilai kapasitas fagositosis pada varietas manis maka dosis terbaik yang dapat digunakan sebagai imunomodulator adalah dosis 1.  

Suatu bahan atau obat memiliki kemampuan imunomodulator jika terjadi peningkatan kemampuan fagositosis meliputi aktivitas dan kapasitas. Seluruh perlakuan pemberian ekstrak daun macang menunjukkan adanya sel makrofag aktif yang melakukan fagositosis, ditandai adanya   sel makrofag aktif yang mengalami pembesaran sitoplasma dengan tepi yang  (Parawansah et al. 2018). 
Salah satu penanda terjadinya peningkatan imunitas yaitu meningkatnya aktivitas dan kapasitas fagositosis sel makrofag. Persentase makrofag yang memfagositosis bakteri uji dihitung setiap 100 sel makrofag dan  dinyatakan sebagai jumlah sel fagosit aktif (aktivitas). Kemampuan fagositosis juga ditunjukkan oleh kapasitas sel makrofag, yaitu banyaknya bakteri uji yang difagositosis oleh setiap sel makrofag aktif.
Kemampuan macang dalam meningkatkan kemampuan fagositosis terhadap sel makrofag didasari oleh adanya kandungan fitokimia yang terdapat pada daun macang. Pelarut metanol merupakan pelarut dengan nilai kepolaran yang cukup tinggi.  Penggunaan pelarut polar mampu menarik senyawa yang memiliki kelarutan yang cukup dan kemampuan absorbsi yang optimal menembus membran sel (Arifah et al. 2014). Berdasarkan penelitian Fitmawati et al. (2017) ekstrak ramuan obat pahit dengan pelarut metanol memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat dibandingkan ekstrak ramuan obat pahit yang menggunakan pelarut air. Hal ini dikarenakan pelarut metanol mampu melarutkan senyawa bioaktif yang terdapat dalam ramuan obat pahit dibandingkan pelarut air aquades. 

Senyawa aktif yang bersifat antioksidan pada daun jenis mangifera termasuk macang adalah mangiferin. Mangiferin merupakan komponen utama yang terdapat dalam daun mangga dengan sifat aktivitas farmakologi dalam beberapa proses pathogenesis, salah satunya sebagai agen imunomodulator (Quan et al. 2011).

Kemampuan fagositosis juga disebabkan oleh adanya suatu senyawa antioksidan yang mendukung kemampuan imunomodulator,  berasal  dari golongan flavonoid yang juga banyak terkandung diberbagai jenis mangifera, yaitu quercetin.  Flavonoid memiliki antioksidan yang kuat, dan terbukti sebagai antiinflamasi, antialergi dan antikanker (Torres-leon et al. 2016; Cazarolli et al, 2008).  Berdasarkan kandungan senyawa tersebut macang memiliki efek yang kuat sebagai imunomodulator. 

Penggunaan dosis efektif berdasarkan nilai aktivitas dan kapasitas fagositosis masing-masing varietas adalah varietas batu dosis 3 (100 ppm) sedangkan pada varietas limus dan varietas manis efektif pada dosis 1 (10 ppm). Hasilnya diharapkan memberikan informasi obat imunomodulator  terhadap penyakit infeksiyang dimiliki macang dan diharapkan dapat dikembangkan menjadi bahan baku fitofarmaka.

SIMPULAN DAN SARAN


Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan pada tiga varietas macang dengan menggunakan serial dosis berbeda dapat disimpulkan bahwa terbukti efektif sebagai imunomodulator. Selanjutnya, perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk menguji ekstrak daun macang dengan variasi dosis serta pelarut yang berbeda dan perlu dilakukan uji toksisitas. Sehingga,  penggunaannya lebih aman dan efektif bagi manusia
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