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Ekstrakharuan (Channa striata)secara efektif menurunkan jumlah limfosit fase
inflamasi dalam penyembuhan luka (Extract of haruan (Channa striata) decreases
lymphocyte count in inflammatory phase of wound healing process effectively)
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ABSTRACT
Haruan is river-water fish usually consumed by South Kalimantan people. Haruan extract contains albumin, Zn, Fe, 
Cu and unsaturated fatty acid which can act as antiinflammatory substances and accelarate wound healing. The aim of 
this study is to examine effectiveness of haruan extract on lymphocyte count in infammatory phase of wound healing 
process and compare it to ibuprofen. This study used true experimental method with post-test only control group design 
and simple random sampling. Samples were divided into 5 treatment groups:which were given the extract for 7 seven 
days: 25% haruan extract group, 50% haruan extract group, 100% haruan extract group,  negative control K(-) using 
aquadest, positive control K(+) given ibuprofen suspension with dosage of 20mg/kg weight/day. Lymphocyte cells were 
observed using microscope and counted per field of view. Lymphocyte count reached its peak on day 5. Lymphocyte 
count means in each group were 4,2 ± 0,566;  1± 0,000; 3,8 ± 2,546; 7,1 ± 0,141; dan 7,5 ± 3,818 respectively. Two 
way ANOVA and post hoc LSD tests showed that lymphocyte count significantly decreased in 50% and 100% treatment 
groups (p<0,05) and has equal effect with ibuprofen in decreasing lymphocyte count. This study concluded that haruan 
extract significantly decreased lymphocyte count in wound healing process.
Keywords: wound healing, inflammation, lymphocyte, haruan

ABSTRAK
Haruan merupakan ikan yang sering dikonsumsi masyarakat di Kalimantan Selatan. Ekstrak haruan mengandung 
albumin, Zn, Fe, Cu, dan asam lemak tak jenuh, dapat berfungsi sebagai anti-inflamasi dan mempercepat penyembuhan 
luka. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas ekstrak haruan terhadap jumlah limfosit fase inflamasi pada 
proses penyembuhan luka dan membandingkannya dengan ibuprofen. Penelitian eksperimen murni dengan desain post-
test only control group menggunakan rancangan acak sederhana, terdiri dari 5 kelompok perlakuan, yaitu kelompok 
hewan yang diberi ekstrak haruan selama 7 hari dengan konsentrasi berturut-turut 25%, 50%, 100%, kelompok kontrol 
K(-) dan K(+) yang berturut-turutdiberiakuades dan ibuprofen suspensi dengan dosis 20 mg/kgBB/hari. Jumlah limfosit 
dilihat secara mikroskopis dan dihitung per lapang pandang, mencapai puncak pada hari ke-5. Rerata jumlah limfosit 
pada tiap kelompok berturut-turut adalah 4,2 ± 0,566; 1 ± 0,000; 3,8 ± 2,546; 7,1 ± 0,141; dan 7,5 ± 3,818. Uji Anova
2-arah dan uji post hoc LSD menunjukkan bahwa jumlah limfosit secara bermakna turun pada konsentrasi 50% dan 
100%(p<0,05) dansetara dengan ibuprofen dalam menurunkan jumlah limfosit. Berdasarkan hasil tersebut, disimpulkan 
bahwa pemberian ekstrak haruan secara bermakna dapat menurunkan jumlah limfosit pada proses penyembuhan luka.
Kata kunci: penyembuhan luka, inflamasi, limfosit, haruan
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PENDAHULUAN
Mukosa mulut dan gingivamerupakan jaringan 

lunak pelapis rongga mulut yang dapat mengalami 
perlukaan secara disengaja ataupun tidak.1 Luka 
adalah kerusakan jaringan tubuh karena jejas fisik, 
kimia atau suhu yang mengakibatkan terganggunya 
kontinuitas struktur normal jaringan.2 Luka pada 
rongga mulut dapat terjadi karena kecelakaan dan 
trauma iatrogenik.3 Trauma iatrogenik adalah trauma 
yang disebabkan tindakan dan terapiyang dilakukan 
dokter gigi atau profesional kesehatan.4 Luka akan 
menyebabkan keadaan yang tidak nyaman bagi 
pasien dan memudahkan terjadi infeksi.5 Kerusakan 

jaringan yang terjadi karena luka akan diikuti proses 
penyembuhan,6 yangmerupakanproses patofisiologi 
yang kompleks dan bertujuanuntukmengembalikan 
keutuhan jaringan yang rusak.7 Penyembuhan luka 
terjadi melalui tiga fase, yaitu fase inflamasi, fase 
proliferasi, dan fase remodeling.6

Inflamasimerupakan responsprotektif setempat 
yangditimbulkanolehcederadankerusakanjaringan,

yang berfungsi menghancurkan, mengurangi, dan 
mengurung atau sekuestrasi, baik agen pencedera 
maupun jaringan yang cedera. Inflamasi memiliki 
gejala seperti kalor, rubor, tumor, dolor, dan hilang 
atau berkurangnya fungsi yang dapat mengganggu 
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kenyamanan pasien.8 Adanya inflamasi pada proses 
penyembuhan luka harus dibatasi karena jika terjadi 
secara terus-menerus dapat menyebabkan luka tidak 
dapat mengalami proses penyembuhan luka yang 
normal serta menjadi inflamasi yang patologis,9

sehingga menyebabkan komplikasi yang lebih berat 
seperti lesi maligna yang berasal dari jaringan parut 
akibat terjadinya inflamasi yang kronis.10 Inflamasi 
berlangsung sejak terjadinya luka sampai kira-kira 
hari ke-5.11Sel polimorfonuklear (PMN) merupakan 
sel inflamasi pertama yang bermigrasi menuju area
luka, kemudian digantikan oleh sel mononuklear 
ataumakrofagyang infiltrasinya dipacuoleh limfosit. 
Limfosit merupakan sel inflamasi kronis dengan inti 
besar dan bulat serta memiliki sedikit sitoplasma. 
Limfosit berperan dalam respon imun spesifik, baik 
respon humoral yang dilaksanakan oleh limfosit B 
maupun seluler yang dilakukan oleh limfosit T.12

Peran limfosit adalah melepaskan limfokin yang 
sangat berpengaruh pada proses inflamasi.Limfokin 
mempengaruhi agregasi dan kemotaksis makrofag 
dalam proses penyembuhan luka.13 Fase inflamasi 
berakhir ditandai dengan menurunnya jumlah sel 
inflamasi kemudian dilanjutkan fase proliferasi dan 
remodeling.5,14

Untuk mengurangi gejala inflamasi digunakan 
anti-inflamasi non-steroid (AINS) yang umumnya 
bersifat asam, sehingga penggunaannya secara oral 
sering menyebabkan tukak lambung dan anemia 
sekunder akibat perdarahan saluran cerna.15 Saat ini 
obat tradisionalsemakin populer. Bahan obat-obatan 
tradisional biasanya berasal dari tumbuhan atau 
hewan, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif 
untuk memenuhi kebutuhan masyarakat di bidang 
kesehatan dan memiliki efek samping minimal.16,17

Salah satu bahan obat tradisional yang berpotensial 
digunakanadalahikanharuan (Channa striata). Ikan 
ini sering diberikan pada wanita yang baru saja 
melahirkankarenadipercayadapatmembantu proses 
penyembuhan luka.18

Haruan memiliki banyak kelebihan, antara lain 
mudah diperoleh karena dapat hidup di waduk, rawa,

dan sungai, bahkan dapat hidup di air kotor dengan 
kadaroksigenyang rendah.Selain itu,ekstrakharuan 
mengandung albumin, Zn, Fe, Cu, dan asam lemak 
tak jenuh yang bermanfaat mengurangi terjadinya 
inflamasi pada proses penyembuhan luka. Fungsi 
albuminadalahmeregulasi tekanan osmotik, sebagai 
zat antioksidan, dan substansi transportasi, serta anti 
trombosis. Zinc berperan dalam menjaga integritas 
jaringan ikat dan membatasi kerusakan membran 
yang disebabkan oleh radikal bebas saat inflamasi.18

Zat besi berperan dalam pengiriman oksigen dan 
sintesis kolagen dalam proses penyembuhan luka.19

Tembagaberperandalampembentukan jaringanikat,
tulang, dan mengoptimalkan kerja antioksidan di 
dalam tubuh. Asam lemak tak jenuh pada haruan 
berfungsi meregulasi sintesis prostaglandin.18    

Penelitian ini dimaksudkan untuk memperoleh 
data mengenai efektivitas ekstrak haruan terhadap 
jumlah limfosit fase inflamasi proses penyembuhan 
luka mukosa bukal tikus wistar.

BAHAN DAN METODE
Penelitian true experimental,dengan rancangan 

posttest-onlywithcontrol group sertarancangan acak 
lengkap, dilakukan pembuatan ekstrak di Fakultas 
Matematika Ilmu Pengetahuan Alam Universitas 
LambungMangkuratBanjarbarudan perlakuan pada 
hewan, serta pembuatan preparat histologi di Balai 
VeterinerBanjarbaru. Penelitian dinyatakan laik etik 
oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan Universitas 
Lambung MangkuratBanjarmasin (surat keterangan 
No.059/KEPK-FK UNLAM/EC/VI/2014).

Cara pembuatan esktrak haruan 100% adalah 
dengan melakukan pengukusan ikan haruan dengan 
perbandingan ikan haruan dan akuades adalah 1:1 
dengantemperatur70oC(apisedang) selama50menit 
kemudiandipekatkandengan menggunakan vacuum 
rotary evaporator selama 5 jam. Ibuprofen tablet 
tablet yang digunakan, digerus kemudian dicampur 
dengan akuades.

Empat puluh tikus wistar jantan, berat 200-250 
g,usia 2-2,5 bulandanpergerakanaktifdalamkondisi 
sehat dibagi menjadi dua puluh kelompok tikus yang 
terdiri dari5perlakuan,yaituakuades,ekstrak haruan 
25%, ekstrak haruan 50%, dan estrak haruan 100%, 
dan ibuprofen. Awalnya dilakukan anestesi inhalasi 
menggunakandietil eter,kemudian dibuat luka sayat
menggunakan scalpel dan blade steril sepanjang 1 
cm dan sedalam 1 mm. Obat diberikan secara intra 
oral menggunakan sonde lambung setiap 24 jam. 
Dosis ekstrak haruan adalah 10 ml/gBB dan dosis 
ibuprofen adalah 20 mg/kgBB, kemudian dilakukan 
dekapitasi pada hari ke-1, 3, 5, dan 7.

Jaringan mukosa bukal diambil dan difiksasi 
dengan buffer neutral formalin (BNF) 10% selama 
24jam, kemudiandilakukan processing jaringan dan 
penanamanpada blok parafin. Blok parafin dipotong 
dengan ketebalan 5 μm dan diletakkan pada objek 
gelas,diparafinisasidan dehidrasipada jaringan yang 
berada pada gelas objek, lalu dilakukan pewarnaan 
hematoksilin eosin (HE).

Limfositdiamati dengan mikroskop perbesaran 
400x pada5 lapang pandang.Data yang didapat diuji 
normalitasnya dengan Shapiro Wilk dan dianalisis
dengan uji Anova 2-arah yang dilanjutkan dengan 
uji post hoc LSD. 
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HASIL 
Rata-rata jumlah sel limfosit pada kelompok 

akuades,  ekstrak haruan 25%, ekstrak haruan 50%, 
ekstrak haruan 100%,  dan ibuprofen dapat dilihat 
pada Gambar 1 yang menunjukkan rata-rata jumlah 
limfosit tiap perlakuan pada hari ke-1, ke-3, ke-5, 
dan ke-7. Rata-rata jumlah limfosit pada kelompok 
perlakuan akuades pada hari ke-1 adalah sebanyak 
3,5 ± 2,687, kemudian terjadi peningkatan pada hari 
ke-3, yaitu 4,0 ± 1,414, hari ke-5 jumlah limfosit 
mengalamipuncakpeningkatan,yaitu7,1 ± 0,141, dan 
hari ke-7 jumlahnya mengalami penurunan kembali, 
yaitu 5,8 ± 4,808. Rata-rata jumlah limfosit pada 
kelompokekstrakharuan 25% pada hari ke-1 adalah 
sebanyak1,9±0,566,kemudianmeningkat pada hari 
ke-3sebanyak2,9 ± 1,273,hari ke-5 terus meningkat, 
yaitu sebanyak 4,2 ± 0,566, dan hari ke-7 jumlah 
limfosit terus meningkat,yaitusebanyak5,0± 1,414. 
Rata-rata jumlah limfosit tertinggi pada kelompok 
perlakuan haruan 50% adalah pada hari ke-1, yaitu 
5,4 ± 2,263, hari ke-3 jumlahnya menurun, menjadi 
2,5 ± 0,141, hari ke-5 terus menurun, menjadi 1 ± 
0,000, dan hari ke-7 jumlahnya sangat sedikit, yaitu 
0,9±2,138.Rata-rata jumlahlimfositpada kelompok 
haruan 100% pada hari ke-1 adalah sebanyak 3,1 ± 
2,192, hari ke-3 mengalami penurunan, yaitu 1,5 ± 
0,000, hari ke-5 jumlahnya meningkat lagi menjadi 
3,8±2,546, danhari ke-7 menurun, yaitu 1,6 ±1,662. 
Rata-rata jumlah limfosit pada kelompok perlakuan 
ibuprofen pada hari ke-1 sebanyak 3,0 ± 1,979, hari 
ke-3terjadipeningkatan,yaitusebanyak 5,6 ± 1,697, 
hari ke-5 mencapai puncak, yaitu 7,5 ± 3,818, dan 
hari ke-7 jumlahnya mengalami penurunan drastis, 
yaitu sebanyak 1,8 ± 0,283.

Data hasil penelitian lalu dianalisis dengan uji 
normalitas Shapiro-Wilk. Berdasarkan uji Shapiro-
Wilk pada kelompok hari dan perlakuan didapatkan 
p>0,05yang menyatakanbahwadata pada kelompok 
hari danperlakuan terdistribusi normal.Berdasarkan
hal itu, dilanjutkan dengan uji parametrik Anova 2-
arah yang analisisnya memperlihatkan hasil bahwa 
perbedaan bermakna hanya terdapat pada kelompok 
perlakuandengannilaip=0,048seperti terlihat dalam 
Tabel 1.

Analisis data dilanjutkan dengan uji post hoc
LSDpada kelompok perlakuan dan didapatkan hasil 
bahwa signifikansi terkecil terdapat pada kelompok 
ekstrak haruan konsentrasi 50% yang dibandingkan 
kelompokakuades, yaitunilaip=0,014 (p<0,05) serta
kelompok ekstrak haruan konsentrasi 100% yang 
dibandingkan dengan akuades sebagai kontrol,yaitu
p=0,015(p<0,05).Uji post hocLSDdilanjutkan pada 
kelompok perlakuan yang diamati padatiap harinya.
Perbedaan bermakna terdapat pada hari ke-3 pada 

kelompok ekstrak 50% yang dibandingkan dengan
kelompok ibuprofen dengan nilai p=0,042 (p<0,05) 
dankelompokekstrakharuankonsentrasi100% yang 
dibandingkan kelompok dengan ibuprofen dengan 
nilai p=0,016 (p<0,05). Sedangkan pada hari ke-5 
terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok 
akuades dengan ekstrak haruan 50% dengan nilai 
p=0,032 (p<0,05)dankelompokekstrak haruan 50% 
yang dibandingkan dengan kelompok ibuprofen p=
0,026 (p<0,05).

PEMBAHASAN
Berdasarkan hasil uji post hoc LSD, didapatkan 

perbedaan yang bermakna pada kelompok ekstrak 
haruan konsentrasi 50% dan 100% dibandingkan 
akuades. Hal ini mungkin disebabkan kandungan 
senyawa aktif yang terkandungpada ekstrak haruan. 
Berdasarkan hasil pemeriksaan uji kandungan dari 
ekstrak ikan haruan konsentrasi 100% yang telah
dilakukan,didapatkan kandungan albumin sebanyak 
7,568 mg/L, Zn 6,70 mg/L, Fe 0,72 mg/L, dan Cu 
0,447 mg/L.Zat-zat aktif itu yang mungkin menjadi
penyebab lebih rendahnya jumlah limfosit yang 
menginfiltrasi daerah luka.

Menurut Mustafa dkk, ekstrak dari ikan haruan 
dapat meningkatkan jumlahalbumin di dalam tubuh
manusia. Rendahnya albumin dapat menyebabkan 
rendahnya tekanan osmotik darah, sehingga terjadi 
perrembesan cairan di pembuluh darah, selanjutnya
menyebabkan edema. Albumin juga menghambat 
pembentukan radikal bebas sebagai hasil fagositosis 
sel-sel PMN. Zinc berperan membatasi kerusakan 
membran oleh radikal bebas pada saat inflamasi. 
Defisiensi Cu menyebabkan menurunnya respon
antibodi terhadap dependent T-antigen.18 Menurut 
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Gambar 1 Grafik perbandingan perlakuan

Tabel 1 Tabel Anova 2-arah
Kelompok N P
Perlakuan 40 0,048

Hari 40 0,245
Perlakuan*Hari 40 0,116
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Winarsi dkk, Zn dan Cu dapat membantu aktivitas 
enzimsuperoksiddismutaseterhadapadanyaaktivitas
senyawa oksigen reaktif spesies.20 Pada aspek lain,
menurutSteen,Fe berperanmembantu pembentukan 
kolagen, sedangkan menurut Winarsi dkk, Fe dapat
menginduksi enzim katalase yang bertugas untuk
mengkonversi H2O2 menjadi H2O dan O2 yang lebih
stabil.Senyawa peroksidaH2O2adalahoksidatorkuat 
yang mampu merusak sel.19,20 Menurut Somcit dkk, 
ikan haruan mengandungasam lemak tak jenuh yang
dapat menekan proses inflamasi.21 Asam lemak tak 
jenuh mampu menghambat enzim siklooksigenase 
sehingga sintesis prostaglandin dapat dikurangi. 
Selain itu ekstrak haruan juga memiliki aktivitas anti
bakteri.18,22 Hal tersebut mungkin dapat mengurangi 
kontaminasibakteriyangmenghambatpenyembuhan
luka.

Limfosit merupakan sel yang berperan dalam 
sistem kekebalan tubuh. Jumlah limfosit meningkat 
pada inflamasi kronis, karena limfosit bermigrasi 
ke daerah luka pada hari ke-1, kemudian jumlahnya 
akan memuncak di hari ke-3 sampai ke-6, dan pada 
hari ketujuh limfosit mengalami penurunan. Peran 
limfositpada inflamasi kronis adalah sebagai respon 
humoral dan seluler.Limfosit mengikat antigen, lalu
akan teraktivasi dan mengeluarkan limfokin; salah 
satunya IFN-γ. Limfokin berperan dalam stimulasi 
dan aktivasi makrofag dalammelakukan fagositosis. 
Makrofag bertugas untuk memfagosit jejas dan sel
PMN yang sudah mengalami apoptosis. Makrofag
yang teraktivasi akan melepaskan sitokin,yaitu IL-1
dan TNF yang akan mengaktivasi limfosit. Limfosit
danmakrofagsalingmerangsangsatusamalainsecara
persisten untuk mampu menghilangkan agen antigen
pemicu dan sel fibroblas telah membentuk jaringan
yangkuat.23-26

Gambar1 menunjukkan bahwa pada kelompok 
ekstrakharuan25%jumlahlimfosit yang menginvasi 
luka pada hari ke-1 kemudian terus meningkat pada 
hari ke-3, hari ke-5, dan hari ke-7. Hal ini mungkin 
terjadi karena ekstrak ikan haruan yang digunakan
memiliki konsentrasi yang terlalu rendah sehingga 
senyawa aktifnya tidak mampu memberi pengaruh 
terhadap jumlah limfosit.

Hasilpengamatanpadakelompokekstrak haruan 
50% diperoleh pada hari ke-1adalahpuncaklimfosit
kemudianterusmenurunpadaharike-3, ke-5,dan ke-
7, yang mungkin disebabkan proses inflamasi akut 
terjadi lebih cepat sehingga pada hari ke-1 limfosit 
yang merupakan sel inflamasi kronis lebih cepat 
menginfiltrasi daerah luka. Hari ke-3,ke-5,dan ke-7 
jumlah limfosit semakin menurunyangmenandakan 
antigen sudah tidak ada lagi, fase inflamasi sudah 
berakhir,danlukamulai memasuki faseproliferasi.5,25

      Hasil penelitian pada kelompok ekstrak haruan 
konsentrasi 100% menunjukkan bahwa diperoleh 
jumlahlimfosit tinggipada hari ke-1,kemudian pada 
hari ke-3 mengalami penurunan, lalu pada hari ke-5 
terjadi peningkatan jumlah sel limfosit kemudian 
menurun lagi pada hari ke-7. Hal ini menunjukkan 
tidak terjadinya proses penyembuhan yang normal, 
hal tersebut mungkin disebabkan dosis ekstrak yang 
melampaui dosis maksimal. Belum dilakukan uji 
toksisitasektsrakharuan terhadap sel maupun organ. 
Hasilpenelitiansebelumnyaoleh Sura membuktikan 
bahwaaplikasi ekstrak haruan 100% intra oral dapat 
membantuprosespenyembuhanluka kulit punggung 
mencit pada hari ke-3.27 Telah dilakukan pemekatan 
terhadap ekstrak setelahdilakukan pengukusan pada 
penelitian ini sehingga konsentrasi kandungan zat 
aktifnya lebih tinggi, yangberbeda dengan penelitian 
sebelumnya masih terdapat zat pelarut yang lebih 
banyak. Hal ini dilakukan sebab menurut Darma dkk,
semakin tinggi konsentrasi maka semakin banyak 
kandungan zat aktif pada ekstrak,28 yang mungkin 
menyebabkandosisekstrakmenjadi toksik. Terdapat 
tikusyangmengalamidiare dan mati pada kelompok 
ekstrak haruan 100%. Dari penelitian oleh Rasyid 
dkk tentang uji toksisitas akut yang dilakukan pada 
ekstraketanol tumbuhanlempuyang wangi (Zingiber
aromaticum Val.) menyatakan gejala toksik ditandai 
penurunan gerak, urinasi, gejala diare, dan terjadi
kematian pada beberapa hewan coba setelah diberi 
perlakuan.29

Pada kelompok akuades terlihat jumlah limfosit 
rendahpadahari ke-1, lalupada hari ke-3 mengalami 
peningkatan, hari ke-5 merupakan puncak jumlah 
limfosit kemudian menurun pada hari ke-7. Jumlah 
limfosit pada kelompok ini pada hari ke-3, 5, dan 7 
lebihbanyakdibandingkankelompokekstrakharuan.

Hal tersebut terjadi karena akuades tidak memiliki 
kandungansenyawaaktif sehinggatidak memberikan
makna setelah pemberian akuades terhadap pola 
infiltrasi limfosit, serta kemungkinan antigen yang
terdapat pada luka lebih banyak pada kelompok ini.
Guyton menyatakan jika pada daerah luka banyak 
terdapatantigen,menyebabkantubuh akan merespon 
dengan cara sel limfosit keluar untuk menghasilkan 
antibodi dan membentuk limfokin yang berfungsi 
mengaktifkan makrofag.25

Polainfiltrasi limfosit pada kelompok ibuprofen  
terjadi secara normal, tetapi  terjadi penurunan yang 
sangat drastis pada hari ke-7. Menurut Syarif dkk,
ibuprofen memiliki efek anti-inflamasi yang kurang 
kuat.30 Hal tersebut mungkin menjadi penyebab efek 
pemberian ibuprofen yang bertujuan menurunkan 
limfosit baru dapat terlihat setelah beberapa hari 
pemberian.
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Dari penelitian ini disimpulkan ekstrak haruan
dapat menurunkan jumlah limfosit fase inflamasi 

pada proses penyembuhan luka mukosa bukal tikus 
wistar dengan konsentrasi terbaik adalah 50%.
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Ekstrak haruan (Channa striata) secara efektif menurunkan jumlah limfosit fase inflamasi dalam penyembuhan luka (Extract of haruan (Channa striata) decreases lymphocyte count in inflammatory phase of wound healing process effectively)
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ABSTRACT

Haruan is river-water fish usually consumed by South Kalimantan people. Haruan extract contains albumin, Zn, Fe, Cu and unsaturated fatty acid which can act as antiinflammatory substances and accelarate wound healing. The aim of this study is to examine effectiveness of haruan extract on lymphocyte count in infammatory phase of wound healing process and compare it to ibuprofen. This study used true experimental method with post-test only control group design and simple random sampling. Samples were divided into 5 treatment groups:which were given the extract for 7 seven days: 25% haruan extract group, 50% haruan extract group, 100% haruan extract group,  negative control K(-) using aquadest, positive control K(+) given ibuprofen suspension with dosage of 20mg/kg weight/day. Lymphocyte cells were observed using microscope and counted per field of view. Lymphocyte count reached its peak on day 5. Lymphocyte count means in each group were 4,2 ± 0,566;  1± 0,000; 3,8 ± 2,546; 7,1 ± 0,141; dan 7,5 ± 3,818 respectively. Two way ANOVA and post hoc LSD tests showed that lymphocyte count significantly decreased in 50% and 100% treatment groups (p<0,05) and has equal effect with ibuprofen in decreasing lymphocyte count. This study concluded that haruan extract significantly decreased lymphocyte count in wound healing process.

Keywords: wound healing, inflammation, lymphocyte, haruan

ABSTRAK

Haruan merupakan ikan yang sering dikonsumsi masyarakat di Kalimantan Selatan. Ekstrak haruan mengandung albumin, Zn, Fe, Cu, dan asam lemak tak jenuh, dapat berfungsi sebagai anti-inflamasi dan mempercepat penyembuhan luka. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efektivitas ekstrak haruan terhadap jumlah limfosit fase inflamasi pada proses penyembuhan luka dan membandingkannya dengan ibuprofen. Penelitian eksperimen murni dengan desain post-test only control group menggunakan rancangan acak sederhana, terdiri dari 5 kelompok perlakuan, yaitu kelompok hewan yang diberi ekstrak haruan selama 7 hari dengan konsentrasi berturut-turut 25%, 50%, 100%, kelompok kontrol K(-) dan K(+) yang berturut-turut diberi akuades dan ibuprofen suspensi dengan dosis 20 mg/kgBB/hari. Jumlah limfosit dilihat secara mikroskopis dan dihitung per lapang pandang, mencapai puncak pada hari ke-5. Rerata jumlah limfosit pada tiap kelompok berturut-turut adalah 4,2 ± 0,566; 1 ± 0,000; 3,8 ± 2,546; 7,1 ± 0,141; dan 7,5 ± 3,818. Uji Anova 2-arah dan uji post hoc LSD menunjukkan bahwa jumlah limfosit secara bermakna turun pada konsentrasi 50% dan 100% (p<0,05) dan setara dengan ibuprofen dalam menurunkan jumlah limfosit. Berdasarkan hasil tersebut, disimpulkan bahwa pemberian ekstrak haruan secara bermakna dapat menurunkan jumlah limfosit pada proses penyembuhan luka.

Kata kunci: penyembuhan luka, inflamasi, limfosit, haruan
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PENDAHULUAN


Mukosa mulut dan gingiva merupakan jaringan lunak pelapis rongga mulut yang dapat mengalami perlukaan secara disengaja ataupun tidak.1 Luka adalah kerusakan jaringan tubuh karena jejas fisik, kimia atau suhu yang mengakibatkan terganggunya kontinuitas struktur normal jaringan.2 Luka pada rongga mulut dapat terjadi karena kecelakaan dan trauma iatrogenik.3 Trauma iatrogenik adalah trauma yang disebabkan tindakan dan terapi yang dilakukan dokter gigi atau profesional kesehatan.4 Luka akan menyebabkan keadaan yang tidak nyaman bagi pasien dan memudahkan terjadi infeksi.5 Kerusakan jaringan yang terjadi karena luka akan diikuti proses penyembuhan,6 yang merupakan proses patofisiologi yang kompleks dan bertujuan untuk mengembalikan keutuhan jaringan yang rusak.7 Penyembuhan luka terjadi melalui tiga fase, yaitu fase inflamasi, fase proliferasi, dan fase remodeling.6

Inflamasi merupakan respons protektif setempat yang ditimbulkan oleh cedera dan kerusakan jaringan, yang berfungsi menghancurkan, mengurangi, dan mengurung atau sekuestrasi, baik agen pencedera maupun jaringan yang cedera. Inflamasi memiliki gejala seperti kalor, rubor, tumor, dolor, dan hilang atau berkurangnya fungsi yang dapat mengganggu kenyamanan pasien.8 Adanya inflamasi pada proses penyembuhan luka harus dibatasi karena jika terjadi secara terus-menerus dapat menyebabkan luka tidak dapat mengalami proses penyembuhan luka yang normal serta menjadi inflamasi yang patologis,9 sehingga menyebabkan komplikasi yang lebih berat seperti lesi maligna yang berasal dari jaringan parut akibat terjadinya inflamasi yang kronis.10 Inflamasi berlangsung sejak terjadinya luka sampai kira-kira hari ke-5.11 Sel polimorfonuklear (PMN) merupakan sel inflamasi pertama yang bermigrasi menuju area luka, kemudian digantikan oleh sel mononuklear atau makrofag yang infiltrasinya dipacu oleh limfosit. Limfosit merupakan sel inflamasi kronis dengan inti besar dan bulat serta memiliki sedikit sitoplasma. Limfosit berperan dalam respon imun spesifik, baik respon humoral yang dilaksanakan oleh limfosit B maupun seluler yang dilakukan oleh limfosit T.12 Peran limfosit adalah melepaskan limfokin yang sangat berpengaruh pada proses inflamasi. Limfokin mempengaruhi agregasi dan kemotaksis makrofag dalam proses penyembuhan luka.13 Fase inflamasi berakhir ditandai dengan menurunnya jumlah sel inflamasi kemudian dilanjutkan fase proliferasi dan remodeling.5,14

Untuk mengurangi gejala inflamasi digunakan anti-inflamasi non-steroid (AINS) yang umumnya bersifat asam, sehingga penggunaannya secara oral sering menyebabkan tukak lambung dan anemia sekunder akibat perdarahan saluran cerna.15 Saat ini obat tradisional semakin populer. Bahan obat-obatan tradisional biasanya berasal dari tumbuhan atau hewan, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif untuk memenuhi kebutuhan masyarakat di bidang kesehatan dan memiliki efek samping minimal.16,17 Salah satu bahan obat tradisional yang berpotensial digunakan adalah ikan haruan (Channa striata). Ikan ini sering diberikan pada wanita yang baru saja melahirkan karena dipercaya dapat membantu proses penyembuhan luka.18

Haruan memiliki banyak kelebihan, antara lain mudah diperoleh karena dapat hidup di waduk, rawa, dan sungai, bahkan dapat hidup di air kotor dengan kadar oksigen yang rendah. Selain itu, ekstrak haruan mengandung albumin, Zn, Fe, Cu, dan asam lemak tak jenuh yang bermanfaat mengurangi terjadinya inflamasi pada proses penyembuhan luka. Fungsi albumin adalah meregulasi tekanan osmotik, sebagai zat antioksidan, dan substansi transportasi, serta anti trombosis. Zinc berperan dalam menjaga integritas jaringan ikat dan membatasi kerusakan membran yang disebabkan oleh radikal bebas saat inflamasi.18 Zat besi berperan dalam pengiriman oksigen dan sintesis kolagen dalam proses penyembuhan luka.19 Tembaga berperan dalam pembentukan jaringan ikat, tulang, dan mengoptimalkan kerja antioksidan di dalam tubuh. Asam lemak tak jenuh pada haruan berfungsi meregulasi sintesis prostaglandin.18    


Penelitian ini dimaksudkan untuk memperoleh data mengenai efektivitas ekstrak haruan terhadap jumlah limfosit fase inflamasi proses penyembuhan luka mukosa bukal tikus wistar.

BAHAN DAN METODE


Penelitian true experimental, dengan rancangan posttest-only with control group serta rancangan acak lengkap, dilakukan pembuatan ekstrak di Fakultas Matematika Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Lambung Mangkurat Banjarbaru dan perlakuan pada hewan, serta pembuatan preparat histologi di Balai Veteriner Banjarbaru. Penelitian dinyatakan laik etik oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan Universitas Lambung Mangkurat Banjarmasin (surat keterangan No.059/KEPK-FK UNLAM/EC/VI/2014).

Cara pembuatan esktrak haruan 100% adalah dengan melakukan pengukusan ikan haruan dengan perbandingan ikan haruan dan akuades adalah 1:1 dengan temperatur 70oC (api sedang) selama 50 menit kemudian dipekatkan dengan menggunakan vacuum rotary evaporator selama 5 jam. Ibuprofen tablet tablet yang digunakan, digerus kemudian dicampur dengan akuades.

Empat puluh tikus wistar jantan, berat 200-250 g, usia 2-2,5 bulan dan pergerakan aktif dalam kondisi sehat dibagi menjadi dua puluh kelompok tikus yang terdiri dari 5 perlakuan, yaitu akuades, ekstrak haruan 25%, ekstrak haruan 50%, dan estrak haruan 100%, dan ibuprofen. Awalnya dilakukan anestesi inhalasi menggunakan dietil eter, kemudian dibuat luka sayat menggunakan scalpel dan blade steril sepanjang 1 cm dan sedalam 1 mm. Obat diberikan secara intra oral menggunakan sonde lambung setiap 24 jam. Dosis ekstrak haruan adalah 10 ml/gBB dan dosis ibuprofen adalah 20 mg/kgBB, kemudian dilakukan dekapitasi pada hari ke-1, 3, 5, dan 7.

Jaringan mukosa bukal diambil dan difiksasi dengan buffer neutral formalin (BNF) 10% selama 24 jam, kemudian dilakukan processing jaringan dan penanaman pada blok parafin. Blok parafin dipotong dengan ketebalan 5 μm dan diletakkan pada objek gelas, diparafinisasi dan dehidrasi pada jaringan yang berada pada gelas objek, lalu dilakukan pewarnaan hematoksilin eosin (HE).

Limfosit diamati dengan mikroskop perbesaran 400x pada 5 lapang pandang. Data yang didapat diuji normalitasnya dengan Shapiro Wilk dan dianalisis dengan uji Anova 2-arah yang dilanjutkan dengan uji post hoc LSD. 


HASIL 


Rata-rata jumlah sel limfosit pada kelompok akuades,  ekstrak haruan 25%, ekstrak haruan 50%, ekstrak haruan 100%,  dan ibuprofen dapat dilihat pada Gambar 1 yang menunjukkan rata-rata jumlah limfosit tiap perlakuan pada hari ke-1, ke-3, ke-5, dan ke-7. Rata-rata jumlah limfosit pada kelompok perlakuan akuades pada hari ke-1 adalah sebanyak 3,5 ± 2,687, kemudian terjadi peningkatan pada hari ke-3, yaitu 4,0 ± 1,414, hari ke-5 jumlah limfosit mengalami puncak peningkatan, yaitu 7,1 ± 0,141, dan hari ke-7 jumlahnya mengalami penurunan kembali, yaitu 5,8 ± 4,808. Rata-rata jumlah limfosit pada kelompok ekstrak haruan 25% pada hari ke-1 adalah sebanyak 1,9 ± 0,566, kemudian meningkat pada hari ke-3 sebanyak 2,9 ± 1,273, hari ke-5 terus meningkat, yaitu sebanyak 4,2 ± 0,566, dan hari ke-7 jumlah limfosit terus meningkat, yaitu sebanyak 5,0 ± 1,414. Rata-rata jumlah limfosit tertinggi pada kelompok perlakuan haruan 50% adalah pada hari ke-1, yaitu 5,4 ± 2,263, hari ke-3 jumlahnya menurun, menjadi 2,5 ± 0,141, hari ke-5 terus menurun, menjadi 1 ± 0,000, dan hari ke-7 jumlahnya sangat sedikit, yaitu 0,9 ± 2,138. Rata-rata jumlah limfosit pada kelompok haruan 100% pada hari ke-1 adalah sebanyak 3,1 ± 2,192, hari ke-3 mengalami penurunan, yaitu 1,5 ± 0,000, hari ke-5 jumlahnya meningkat lagi menjadi 3,8 ± 2,546, dan hari ke-7 menurun, yaitu 1,6 ±1,662. Rata-rata jumlah limfosit pada kelompok perlakuan ibuprofen pada hari ke-1 sebanyak 3,0 ± 1,979, hari ke-3 terjadi peningkatan, yaitu sebanyak 5,6 ± 1,697, hari ke-5 mencapai puncak, yaitu 7,5 ± 3,818, dan hari ke-7 jumlahnya mengalami penurunan drastis, yaitu sebanyak 1,8 ± 0,283.

Data hasil penelitian lalu dianalisis dengan uji normalitas Shapiro-Wilk. Berdasarkan uji Shapiro-Wilk pada kelompok hari dan perlakuan didapatkan p>0,05 yang menyatakan bahwa data pada kelompok hari dan perlakuan terdistribusi normal. Berdasarkan hal itu, dilanjutkan dengan uji parametrik Anova 2-arah yang analisisnya memperlihatkan hasil bahwa perbedaan bermakna hanya terdapat pada kelompok perlakuan dengan nilai p=0,048 seperti terlihat dalam Tabel 1.

Analisis data dilanjutkan dengan uji post hoc LSD pada kelompok perlakuan dan didapatkan hasil bahwa signifikansi terkecil terdapat pada kelompok ekstrak haruan konsentrasi 50% yang dibandingkan kelompok akuades, yaitu nilai p=0,014 (p<0,05) serta kelompok ekstrak haruan konsentrasi 100% yang dibandingkan dengan akuades sebagai kontrol, yaitu p=0,015 (p<0,05). Uji post hoc LSD dilanjutkan pada kelompok perlakuan yang diamati pada tiap harinya. Perbedaan bermakna terdapat pada hari ke-3 pada kelompok ekstrak 50% yang dibandingkan dengan kelompok ibuprofen dengan nilai p=0,042 (p<0,05) dan kelompok ekstrak haruan konsentrasi 100% yang dibandingkan kelompok dengan ibuprofen dengan nilai p=0,016 (p<0,05). Sedangkan pada hari ke-5 terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok akuades dengan ekstrak haruan 50% dengan nilai p=0,032 (p<0,05) dan kelompok ekstrak haruan 50% yang dibandingkan dengan kelompok ibuprofen p= 0,026 (p<0,05).



PEMBAHASAN


Berdasarkan hasil uji post hoc LSD, didapatkan perbedaan yang bermakna pada kelompok ekstrak haruan konsentrasi 50% dan 100% dibandingkan akuades. Hal ini mungkin disebabkan kandungan senyawa aktif yang terkandung pada ekstrak haruan. Berdasarkan hasil pemeriksaan uji kandungan dari ekstrak ikan haruan konsentrasi 100% yang telah dilakukan, didapatkan kandungan albumin sebanyak 7,568 mg/L, Zn 6,70 mg/L, Fe 0,72 mg/L, dan Cu 0,447 mg/L. Zat-zat aktif itu yang mungkin menjadi penyebab lebih rendahnya jumlah limfosit yang menginfiltrasi daerah luka.

Menurut Mustafa dkk, ekstrak dari ikan haruan dapat meningkatkan jumlah albumin di dalam tubuh manusia. Rendahnya albumin dapat menyebabkan rendahnya tekanan osmotik darah, sehingga terjadi perrembesan cairan di pembuluh darah, selanjutnya menyebabkan edema. Albumin juga menghambat pembentukan radikal bebas sebagai hasil fagositosis sel-sel PMN. Zinc berperan membatasi kerusakan membran oleh radikal bebas pada saat inflamasi. Defisiensi Cu menyebabkan menurunnya respon antibodi terhadap dependent T-antigen.18 Menurut Winarsi dkk, Zn dan Cu dapat membantu aktivitas enzim superoksid dismutase terhadap adanya aktivitas senyawa oksigen reaktif spesies.20 Pada aspek lain, menurut Steen, Fe berperan membantu pembentukan kolagen, sedangkan menurut Winarsi dkk, Fe dapat menginduksi enzim katalase yang bertugas untuk mengkonversi H2O2 menjadi H2O dan O2 yang lebih stabil. Senyawa peroksida H2O2 adalah oksidator kuat yang mampu merusak sel.19,20 Menurut Somcit dkk, ikan haruan mengandung asam lemak tak jenuh yang dapat menekan proses inflamasi.21 Asam lemak tak jenuh mampu menghambat enzim siklooksigenase sehingga sintesis prostaglandin dapat dikurangi. Selain itu ekstrak haruan juga memiliki aktivitas anti bakteri.18,22 Hal tersebut mungkin dapat mengurangi kontaminasi bakteri yang menghambat penyembuhan luka.

Limfosit merupakan sel yang berperan dalam sistem kekebalan tubuh. Jumlah limfosit meningkat pada inflamasi kronis, karena limfosit bermigrasi ke daerah luka pada hari ke-1, kemudian jumlahnya akan memuncak di hari ke-3 sampai ke-6, dan pada hari ketujuh limfosit mengalami penurunan. Peran limfosit pada inflamasi kronis adalah sebagai respon humoral dan seluler. Limfosit mengikat antigen, lalu akan teraktivasi dan mengeluarkan limfokin; salah satunya IFN-γ. Limfokin berperan dalam stimulasi dan aktivasi makrofag dalam melakukan fagositosis. Makrofag bertugas untuk memfagosit jejas dan sel PMN yang sudah mengalami apoptosis. Makrofag yang teraktivasi akan melepaskan sitokin, yaitu IL-1 dan TNF yang akan mengaktivasi limfosit. Limfosit dan makrofag saling merangsang satu sama lain secara persisten untuk mampu menghilangkan agen antigen pemicu dan sel fibroblas telah membentuk jaringan yang kuat.23-26

Gambar 1 menunjukkan bahwa pada kelompok ekstrak haruan 25% jumlah limfosit yang menginvasi luka pada hari ke-1 kemudian terus meningkat pada hari ke-3, hari ke-5, dan hari ke-7. Hal ini mungkin terjadi karena ekstrak ikan haruan yang digunakan memiliki konsentrasi yang terlalu rendah sehingga senyawa aktifnya tidak mampu memberi pengaruh terhadap jumlah limfosit.

Hasil pengamatan pada kelompok ekstrak haruan 50% diperoleh pada hari ke-1 adalah puncak limfosit kemudian terus menurun pada hari ke-3, ke-5, dan ke-7, yang mungkin disebabkan proses inflamasi akut terjadi lebih cepat sehingga pada hari ke-1 limfosit yang merupakan sel inflamasi kronis lebih cepat menginfiltrasi daerah luka. Hari ke-3, ke-5, dan ke-7 jumlah limfosit semakin menurun yang menandakan antigen sudah tidak ada lagi, fase inflamasi sudah berakhir, dan luka mulai memasuki fase proliferasi.5,25 

      Hasil penelitian pada kelompok ekstrak haruan konsentrasi 100% menunjukkan bahwa diperoleh jumlah limfosit tinggi pada hari ke-1, kemudian pada hari ke-3 mengalami penurunan, lalu pada hari ke-5 terjadi peningkatan jumlah sel limfosit kemudian menurun lagi pada hari ke-7. Hal ini menunjukkan tidak terjadinya proses penyembuhan yang normal, hal tersebut mungkin disebabkan dosis ekstrak yang melampaui dosis maksimal. Belum dilakukan uji toksisitas ektsrak haruan terhadap sel maupun organ. Hasil penelitian sebelumnya oleh Sura membuktikan bahwa aplikasi ekstrak haruan 100% intra oral dapat membantu proses penyembuhan luka kulit punggung mencit pada hari ke-3.27 Telah dilakukan pemekatan terhadap ekstrak setelah dilakukan pengukusan pada penelitian ini sehingga konsentrasi kandungan zat aktifnya lebih tinggi, yang berbeda dengan penelitian sebelumnya masih terdapat zat pelarut yang lebih banyak. Hal ini dilakukan sebab menurut Darma dkk, semakin tinggi konsentrasi maka semakin banyak kandungan zat aktif pada ekstrak,28 yang mungkin menyebabkan dosis ekstrak menjadi toksik. Terdapat tikus yang mengalami diare dan mati pada kelompok ekstrak haruan 100%. Dari penelitian oleh Rasyid dkk tentang uji toksisitas akut yang dilakukan pada ekstrak etanol tumbuhan lempuyang wangi (Zingiber aromaticum Val.) menyatakan gejala toksik ditandai penurunan gerak, urinasi, gejala diare, dan terjadi kematian pada beberapa hewan coba setelah diberi perlakuan.29

Pada kelompok akuades terlihat jumlah limfosit rendah pada hari ke-1, lalu pada hari ke-3 mengalami peningkatan, hari ke-5 merupakan puncak jumlah limfosit kemudian menurun pada hari ke-7. Jumlah limfosit pada kelompok ini pada hari ke-3, 5, dan 7 lebih banyak dibandingkan kelompok ekstrak haruan. Hal tersebut terjadi karena akuades tidak memiliki kandungan senyawa aktif sehingga tidak memberikan makna setelah pemberian akuades terhadap pola infiltrasi limfosit, serta kemungkinan antigen yang terdapat pada luka lebih banyak pada kelompok ini. Guyton menyatakan jika pada daerah luka banyak terdapat antigen, menyebabkan tubuh akan merespon dengan cara sel limfosit keluar untuk menghasilkan antibodi dan membentuk limfokin yang berfungsi mengaktifkan makrofag.25

Pola infiltrasi limfosit pada kelompok ibuprofen  terjadi secara normal, tetapi  terjadi penurunan yang sangat drastis pada hari ke-7. Menurut Syarif dkk, ibuprofen memiliki efek anti-inflamasi yang kurang kuat.30 Hal tersebut mungkin menjadi penyebab efek pemberian ibuprofen yang bertujuan menurunkan limfosit baru dapat terlihat setelah beberapa hari pemberian.

Dari penelitian ini disimpulkan ekstrak haruan dapat menurunkan jumlah limfosit fase inflamasi pada proses penyembuhan luka mukosa bukal tikus wistar dengan konsentrasi terbaik adalah 50%.
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