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Abstract

Background: The active compound of Spirulina sp. has anti-inflammatory and antibacterial property. The use of
these contents plays a role in the inflammatory process in infected wounds.

Objective: To analyse the effectiveness of Spirulina platensis extract on the number of neutrophils and
macrophages in the incision wound of Wistar rats infected by S. aureus.

Methods: This study used a randomized posttest-only control group design. Twenty-four male Wistar rats had their
skin incised and infected with S. aureus were divided into 4 groups. The first group was given with the extract of S.
platensis at a dose of 500 mg/kgBW/day, the second group was given a dose of 750 mg/kgBW/day, the negative
control group was given saline solution, and the positive control group was given amoxicillin 150 mg/kg body weight
orally. The number of neutrophils and macrophages was counted on histopathological examination of the wound
tissue on day 14 which included 5 visual fields. Data analysis was carried out by one way ANOVA test and followed
by LSD Post Hoc Test.

Results: The mean numbers of neutrophils on the 14th day in the group of a dose of 500 mg/kgBW/day, 750
mg/kgBW/day, positive control, and negative control were 17.83; 12.17; 5.17; and 8.83 with p < 0.001, respectively.
The numbers of macrophages on the 14th day in the group of a dose of 500 mg/kgBW/day, 750 mg/kgBW/day,
positive control, and negative control were 7.17; 10.83; 16.83; 15.83 with p < 0.002, respectively. The Post Hoc
test exhibited that the neutrophil count in the group of 500 mg/kgBW/day was significantly higher than the other
groups. Meanwhile, the Post Hoc test for the number of macrophages found a significant difference, only in the
group of a dose of 500 mg/kgBW/day against the positive and negative control groups.

Conclusion: There was a significant decrease in the number of macrophages in the group of Wistar rats that were
incised and infected with Staphylococcus aureus and given Spirulina platensis extract at a dose of
500mg/kgBW/day.
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Abstrak
Latar belakang: Kandungan senyawa aktif dari Spirulina sp. memiliki aktivitas antiinflamasi dan antibakteri.
Penggunaan senyawa tersebut berperan dalam proses inflamasi pada luka yang terinfeksi.

Tujuan: Menganalisis efektifitas pemberian ekstrak Spirulina platensis terhadap jumlah neutrofil dan makrofag
pada luka insisi tikus wistar yang diinfeksikan S. aureus.
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Metode: Penelitian ini menggunakan randomized posttest only control group design. Dua puluh empat ekor tikus
wistar jantan diinsisi kulitnya dan diinfeksikan S.aureus dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu kelompok yang diberi
ekstrak S.platensis dosis 500 mg/kgBB/hari, dosis 750 mg/kgBB/hari, kelompok kontrol negatif diberi larutan salin
serta kelompok kontrol positif dengan pemberian amoksisilin 150 mg/kgBB peroral. Jumlah neutrofil dan makrofag
dihitung pada pemeriksaan histopatologis dari jaringan luka pada hari ke-14 yang mencakup 5 lapang pandang.
Analisis data dilakukan dengan uji one way ANOVA dan dilanjutkan dengan Post Hoc Test LSD.

Hasil: Rerata jumlah neutrofil hari ke-14 pada kelompok dosis 500 mg/kgBB/hari, 750 mg/kgBB/hari, kontrol positif
dan kontrol negatif adalah 17,83; 12,17; 5,17; dan 8,83 dengan p < 0,001. Jumlah makrofag hari ke-14 pada
kelompok dosis 500 mg/kgBB/hari, 750 mg/kgBB/hari, kontrol positif dan kontrol negatif adalah 7,17; 10,83; 16,83;
15,83 dengan p < 0,002. Uji Post Hoc menemukan jumlah neutrofil pada kelompok dosis 500 mg/kgBB/hari secara
signifikan lebih tinggi dibandingkan kelompok lainnya. Sementara, uji Post Hoc untuk jumlah makrofag menemukan
perbedaan signifikan hanya pada kelompok dosis 500 mg/kgBB/hari terhadap kelompok kontrol positif dan kontrol
negatif.

Kesimpulan: Pemberian ekstrak Spirulina platensis dosis 500mg/kgBB/hari secara signifikan meningkatkan
jumlah neutrofil dan menurunkan jumlah makrofag pada luka insisi tikus wistar yang diinfeksikan Staphylococcus
aureus.

Kata Kunci: luka, makrofag, neutrofil, Spirulina platensis

platensis terhadap sitokin proinflamasi telah menunjukan

Pendahuluan kebermanfaatan dalam penurunan TNF-a pada luka.’

Luka merupakan kerusakan kontinuitas kulit, mukosa, dan tulang

atau organ tubuh lain diakibatkan oleh kontak fisik maupun termal.  Rekruitmen neutrofil dan proses fagositosis oleh makrofag
Gangguan fungsi kulit sebagai organ pelindung dari patogen  memegang peranan penting dalam eliminasi Staphylococcus
lingkungan  dapat terganggu dengan timbulnya luka.  aureus.'8 Penggunaan ekstrak Spirulna platensis pada tikus dapat
Mikroorganisme patogen yang sering mnimbulkan infeksi pada  mempengaruhi profil hematologi, termasuk persentase jumlah
kulit akibat terjadinya perlukaan adalah Staphylococcus aureus,  neutrofil dan monosit.210 Eliminasi patogen dan penurunan sitokin
dengan sebanyak 28,3% merupakan strain yang resisten terhadap  proinflamasi oleh ekstrak Spirulina platensis diharapkan dapat
methicillin .*-3 mempengaruhi migrasi dari sel neutrofil dan sel makrofag pada

roses penyembuhan luka.
Penyembuhan luka melibatkan interaksi dari interaksi molekul P peny

sitokin, reaksi imunologis, dan reaksi seluler untuk memulihkan
integritas struktural jaringan. Proses tersebut dibagi menjadi fase
hemostasis, inflamasi, proliferasi, dan remodelling. Infeksi
Staphylococcus aureus menyebabkan peningkatan  sitokin
proinflamasi seperti TNF-q, IL-1 dan IL-6 dan memperpanjang fase
inflamasi. Penggunaan senyawa antimikrobial dapat membantu
mengeliminasi agen patogen dan mempercepat penyembuhan.’

Metode
Ekstrak Spirulina platensis
Ekstrak yang digunakan dalam penelitian ini adalah S. platensis
powder nomor registrasi FDA AS 15594742028 dan nomor
CERES 500GA1200043 (9241). S. platensis powder dimaserasi
dalam larutan etanol 95% dengan konsentrasi 1:10 (satu bagian
dari bubuk S.platensis dimaserasi dalam 10 bagian larutan etanol

Penggunaan bahan herbal telah diketahui memiliki kandungan ~ 95%). Proses maserasi dilakukan selama lima hari dalam wadah
antibakteri. Beberapa ekstrak tumbuhan yang memiliki aktivitas ~ gelas. Kemudian diaduk setiap hari untuk memastikan
antibakteri antara lain: rimpang jahe (Zingiber officinale), rimpang ~ keseragaman proses maserasi. Setelah lima hari, larutan disaring
kunyit (Curcuma domestica), daun jambu biji (Psidium guajava), ~ dengan kertas saring Grade 1 Whatman dan dievaporasi
dan daun mint (Mentha piperita L).4 Penggunaan mikroalga juga ~ menggunakan mesin rotary evaporator pada suhu titik didih etanol
telah diketahui memiliki kebermanfaatannya dalam melawan ~ sampai diperoleh ekstrak kental. Ekstrak S.platensis ini digunakan
bakteri patogen maupun untuk membantu penyembuhan luka.6  sebagai bahan dalam tes selanjutnya yang dijelaskan lebih lanjut
Spirulina platensis merupakan mikro alga hijau biru, yang memiliki ~ di bawah ini.

kandungan antimikroba seperti triterpenoid, asam lemak,
phycocyanin, fB-carotene, neophytadiene, heptadecane, 1-
hexadecene, docosane, dan 1-octadecene. Ekstrak Spiruina
platensis pada konsentrasi 20.000 dan 30.000 ppm memberikan
zona hambat yang baik pada bakteri gram positif, termasuk
Staphylococcus aureus. Ekstrak metanol memiliki hambatan
paling baik dibandingkan jenis ekstrak lainnya.>8 Aktivitas Spirluna

Hewan Coba

Dua puluh empat ekor tikus Wistar jantan umur 2-3 bulan dengan
berat badan 100-200 gram diaklimatisasi selama 7 hari. Hewan
coba dibagi secara acak menjadi 4 kelompok dan diinsisi
sepanjang 2 cm dengan kedalaman 0,25 cm serta diinfeksikan
bakteri S. aureus. Kelompok perlakuan | diberikan ekstrak
Spirulina platensis per oral dosis 500 mg/kgBB, kelompok
perlakuan Il 750 mg/kgBB selama 14 hari yang diberikan 1 kali per
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hari, kelompok kontrol negatif diberikan larutan salin 0,9%, dan
kelompok kontrol positif diberikan amoksisilin 150 mg/kgBB peroral
yang diberikan 1x/hari selama 14 hari.

Prosedur Insisi

Tikus dianestesi dengan ketamin 0,1 cc, kemudian bagian
punggung tikus dicukur seluas 3 cm x 2,5 cm dan dibuat sayatan
menggunakan scalpel sepanjang 2 cm dan kedalaman 0,25 cm
Scalpel dipegang menggunakan handle pada tangan kanan
dengan membentuk sudut 30-40° dengan kulit. Insisi dilakukan
dengan menarik scalpel kearah kaudal. Luka diinfeksikan dengan
bakteri S. aureus, kemudian didiamkan selama 36-48 jam sampai
terjadinya infeksi luka yang ditandai dengan adanya pus (nanah).

Jumlah Neutrofil

Rerata jumlah neutrofil yang dihitung dari 5 lapang pandang
melalui pemeriksaan biopsi jaringan hingga lapisan dermis kulit
pada hari ke-14 menggunakan pengecatan haematoxylin eosin
(HE) yang diamati menggunakan mikroskop cahaya binokuler
dengan perbesaran 400x.

Jumlah Makrofag
Rerata jumlah makrofag yang dihitung dari 5 lapang pandang
melalui pemeriksaan biopsi jaringan pada hari ke-14

menggunakan pengecatan haematoxylin eosin (HE) yang diamati
menggunakan mikroskop cahaya binokuler dengan perbesaran
400x.

Analisis Statistik

Uji yang digunakan pada penelitian ini adalah uji One Way Anova
untuk melihat adanya perbedaan jumlah makrofag dan neutrofil
keempat kelompok perlakuan. Besarnya perbedaan pada masing
- masing kelompok dilakukan analisis lebih lanjut menggunakan
Post Hoc Test LSD. Nilai signifikansi pada penelitian ini adalah
apabila variabel yang dianalisis memiliki nilai p <0,05. Semua
analisis statistik yang dilakukan menggunakan program komputer
SPSS 25.00.

Hasil
Seluruh sampel yang digunakan memiliki rata-rata berat badan
yang hampir sama antar kelompok hingga hari ke-14. Tikus hidup
sampai akhir penelitian serta diterminasi pada akhir penelitian.

Jumlah makrofag pada hari ke-14 paling sedikit didapatkan pada
kelompok perlakuan pemberian ekstrak S. platensis dosis 500
mg/kgBB/hari. Perbedaan signifikan ditunjukan oleh kelompok
perlakuan pemberian ekstrak S. platensis 500 mg/kgBB/hari
dibandingkan terhadap kelompok kontrol negatif dan kontrol positif.
Sementara kelompok perlakuan pemberian ekstrak S. platensis
dosis 750 mg/kgBB/hari tidak menunjukan perbedaan bermakna
terhadap kelompok kontrol negatif maupun kontrol positif (Tabel 1).

Tabel 1. Jumlah Makrofag Hari ke-14

Kelompok Mean SD Nilai p
Kontrol negatif 15,83 6,735 <0,002
Kontrol positif 16,83 4,070

Ekstrak S.platensis dosis 500 mg/kgBB 7,17
Ekstrak S.platensis dosis 750 mg/kgBB 10,83

2,787
1,472

Uji perbedaan terhadap jumlah neutrofil menunjukan kelompok
perlakuan ekstrak S. platensis dosis 500 mg/kgBB memiliki
perbedaan yang signifikan baik terhadap kelompok perlakuan

ekstrak S. plantesis dosis 750 mg/kgBB, kontrol negatif, dan
kontrol positif. Kelompok perlakuan ekstrak S. plantesis dosis 750
mg/kgBB menunjukan perbedaan hanya menunjukan perbedaan
signifikan terhadap kelompok perlakuan kontrol positif (Tabel 2).

Tabel 2. Jumlah Neutrofil Hari ke-14

Kelompok Mean SD Nilai p
Kontrol negatif 8,83 1,941  <0,001
Kontrol positif 517 2,401
Ekstrak S.platensis dosis 500 mg/kgBB 17,83 3,869
Ekstrak S.platensis dosis 750 mg/kgBB 12,17 1,941
Pembahasan

Proses penyembuhan luka merupakan proses yang kompleks
yang terdiri dari tahap inflamasi, proliferasi, dan remodelling.
Kontaminasi oleh bakteri pada luka dapat mengakibatkan terjadi
pemanjangan fase inflamasi. Salah satu bakteri yang sering
mengkontaminasi luka adalah Staphylococcus aureus.

Pemberian ekstrak Spirulina platensis pada luka insisi tikus yang
terinfeksi S. aureus menunjukan penurunan jumlah makrofag dan
penaikan neutrofil. Jumlah makrofag paling sedikit dan neutrofil
paling tinggi ditemukan pada kelompok perlakuan pemberian
ekstrak S. platensis dengan dosis 500 mg/kgBB/hari pada hari ke-
14,

Studi oleh Bashir et al. menggunakan ekstrak S. platensis pada
tikus sehat dan diabetes sebagai suplemen makanan, menemukan
terjadi perubahan parameter hematologi pada sampel. Terdapat
kecenderungan penurunan kadar neutrofil dan peningkatan kadar
makrofag pada darah. Namun, efek pada hematologi tersebut baru
tampak setelah hari ke-30. Lebih lanjut, studi tersebut
menggunakan S. platensis dengan dosis 15,89 gram yang
diberikan sebanyak 2 kali perhari.’® Hasil yang sama juga
ditunjukan oleh Nasirian et al. Penggunaan ekstrak S. platensis
pada dosis 30 mg/kgBB dan 15 mg/kgBB untuk tikus sehat dan
diabet menemukan terjadinya penurunan neutrofil dan
peningkatan jumlah makrofag.® Kedua studi hematologi tersebut,
menggunakan dosis tersebut berbeda dibandingkan dengan dosis
pada studi ini serta pengambilan data pada studi kami dilakukan
lebih awal, yaitu pada hari ke-14.

Studi uji aktivitas antibakterial ekstrak etanol 70% dari S. platensis
yang didapatkan dari Jepara tidak menunjukan aktivitas bakteri
terhadap Staphylococcus aureus pada konsentrasi 10.000 ppm. !
Sementara, studi oleh Elshouny et.al menunjukan penggunaan
ekstrak S. platensis yang memberikan efek antibakterial adalah
dengan pelarut metanol.'2 Studi oleh Bellachen et. al juga
menggunakan campuran pelarut yang mengandung metanol untuk
melakukan ekstraksi S. platensis yang kemduian ditemukan
memiliki kemampuan antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus.® Pengamatan oleh Hidhayati et.al menemukan ekstrak etil
asetat memiliki aktivitas antibatkeri yang lebih baik dibandingkan
ekstrak etanol terhadap bakteri gram positif.> Penggunaan jenis
pelarut dalam metode ekstraksi S. platensis dimungkinkan memiliki
pengaruh terhadap hasil pada studi.

Kandungan senyawa aktif dari S. platensis dipengaruhi oleh
lingkungan hidup dan lama budidaya. Studi oleh Widawati
menemukan bahwa perbedaan kadar salin dapat mempengaruhi
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kandungan klorofil, fikosianin, fikoeritrin dan allofikosianin pada S.
platensis.’3 Cemaran air budidaya dengan limbah dapat
menurunkan kandungan fikosianin pada S. platensis."
Terdapatnya kalsium nitrat pada media pertumbuhan S. platensis
dapat meningkatkan kadar Klorofil, karotenoid, dan protein.
5Pengaruh paparan cahaya merah serta intensitas cahaya
ditemukan memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan S.
platensis.'® Kandungan fikosianin pada hari budidaya ke-12 secara
signifikan lebih tinggi dibandingkan dari hari ke-6, ke-14, dan ke-
17.17 Penentuan asal bahan baku S. platensis dimungkinkan dapat
mempengaruhi kadar zat aktif pada ekstrak.

Kehadiran neutrofil dan makrofag lebih dari 7 hari menandakan
pemanjgan fase inflamasi dan meningkatkan kecenderungan
terjadinya luka kronis.” Kehadiran sel tersebut dalam upaya
eliminasi Staphylococcus aureus oleh makrofag dan neutrofil
terjadi dengan dimulainya proses rekruitmen yang dimediasi
dengan sitokin proinflamasi seperti IL-1, IL-6, dan faktor kemokin
CXCL. Peran serta kekebalan seluler dari sel Th-17 berfungsi
untuk memproduksi neutrofil melalui IL-17. ' Studi Elbialy et. al
menggunakan ekstrak S. platensis pada model luka tikus
menemukan penurunan ekspresi CXCL yang dimediasi oleh
bFGF.'® Studi oleh Pham et. al juga menemukan penurunan
ekspresi sitokin pro-inflamasi IL-1 pada pemberian ekstrak S.
platensis.'® Hambatan produksi IL-17 juga ditemukan melalui
hambatan jalur TLR-4 pada pemberian ekstrak S. platensis.20 Studi
ini tidak melakukan pengamatan terhadap sitokin pro-inflamasi.
Analisis terhadap penanda inflamasi mungkin diperlukan untuk
mengonfirmasi adanya perpanjangan fase inflamasi pada proses
penyembuhan luka.

Hasil studi kami menemukan perbedaan efek S. platensis terhadap
kadar neutrofii dan makrofag dengan studi yang telah ada
sebelumnya. Studi oleh Riski menggunakan model luka insisi pada
tikus menemukan bahwa pemberian ekstrak S. patensis pada
dosis 750 mg/kgBB/hari dapat meningkatkan jumlah makrofag dan
menurunkan jumlah neutrofi. Efek tersebut disertai dengan
penurunan serial hingga hari ke-14 pada sitokin proinflamasi TNF-
a. Penurunan produksi sitokin proinflamasi diduga akibat
kandungan fikosianin dari S. platensis.” Adanya infeksi pada luka
dapat mempengaruhi proses penyembuhan dengan peningkatan
reaksi inflamasi. Studi lebih lanjut diperlukan untuk mengonfirmasi
efek S. platensis terhadap penyembuhan luka yang mengalami
infeksi.

Studi oleh Gover et. al menemukan kadar dari fikosianin yang
dapat secara signifikan menurunkan kadar TNF-a pada tikus
adalah 500mg/KgBB. Sementara, kadar fikosianin hingga 1.000
mg/kgBB belum menunjukan efek pada kadar IL-1.2' Penurunan
jumlah makrofag secara signifikan pada studi ini tampak pada
pemberian ekstrak S.platensis dosis 500 mg/kgBB. Studi
menggunakan dosis lebih besar dan menggunakan parameter
dosis fikosianin atau pengujian kandungan fikosianin dari ekstrak
yang digunakan diperlukan untuk mengamati kebermanfaatan
ekstrak S. platensis.

Studi kami menemukan efek pemberian ekstrak S. platensis yang
berbeda dari penelitian sebelumnya. Standarisasi bahan baku,
metode ekstraksi, analisis kandungan pada ekstrak, dan dosis
yang lebih tinggi dari S. platensis diperlukan untuk mendapatkan
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kandungan bahan aktif dan keluaran yang optimal. Konfirmasi
tampilan Klinis, histopatologis, dan imunohistokimia maupun
laboratorium diperlukan untuk megetahui fase penyembuhan luka.

Kesimpulan

Pemberian ekstrak Spirulina platensis pada tikus dengan luka
insisi yang diinfeksi S. aureus dengan dosis 500 mg/kgBB/hari
maupun dosis 750 mg/kgBB/hari dapat meningkatkan jumlah
neutrofil dan menurunkan jumlah makrofag dibandingkan dengan
kelompok yang diberikan larutan salin 0,9% dan kelompok yang
diberikan amoksisilin 150 mg/kgBB peroral. Efek penurunan
makrofag dan peningkatan neutrofil terbesar terjadi pada
penggunaan ekstrak Spirulina platensis dengan dosis 500
mg/kgBB/hari.
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